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RESUMO

Titulo: Ocorréncia de Compostos Organicos Emergentes (COE) e avaliacdo da atividade
estrogénica em aguas superficiais e tratadas de Campos dos Goytacazes, RJ.

Autora: Thayana Paranhos Portal

Orientadora: Maria Cristina Canela

Palavras Chaves: contaminacdo, compostos emergentes, aguas superficiais e tratadas,
atividade estrogénica.

Os Rios Paraiba do Sul e Itabapoana sdo importantes mananciais que cortam as regides
do Norte Fluminense, passando por areas de atividades agricolas, urbanas e industriais.
O crescimento populacional acompanhado das atividades antrépicas tem resultado em
um aumento da demanda de produtos industrializados, principalmente por compostos
organicos emergentes que tem como principal destino final, os mananciais hidricos. A
contaminacao destes ambientes ocorre através da falta de saneamento basico e descarte
sem tratamento de aguas residuais e atividades desenvolvidas nas margens destes
corpos hidricos, refletindo na qualidade da agua captada para distribuicdo da populacéao.
Nesse sentido, esse estudo busca avaliar a presenca de importantes compostos
organicos (nonilfenol, atrazina, simazina, bisfenol A, 17-etinilestradiol, cafeina e triclosan)
gue apresentam maior ocorréncia em aguas naturais e representam maior impacto para
0 ambiente e/ou saude humana. Esses compostos incluem farmacos, hormonios,
agrotoxicos e contaminantes industriais. Para o monitoramento desses compostos
organicos foi usada a técnica de Extracdo em Fase Sodlida (SPE do inglés Solid Phase
Extraction) e para andlise, a Cromatografia a G4s acoplada a Espectrometria de Massas
(GC-MS do inglés Gas Chromatography coupled to Mass Spectrometry). As amostras
foram submetidas ao Teste de estrogenicidade YES para avaliar se pode haver risco no
consumo desses compostos para a saude humana. Os resultados mostraram que todos
0S compostos analisados foram detectados em pelo menos uma amostra, onde 0s mais
frequentemente detectados foram Cafeina (75,0%), Nonilfenol (78,6%) e Bisfenol A
(78,6%). A cafeina (marcador quimico de contaminagcdo por esgoto) apresentou
concentragGes variando entre (76,7 a 1.781,8 ng L*%). Com relagdo a atividade
estrogénica, em 83% de amostras brutas do Rio Paraiba do Sul observou-se atividade
estrogénica positiva com valores que variaram de 0,3 a 3,5 EQ E2 ng Lt. Em alguns
casos, foram identificados valores maiores de potencial estrogénico em amostras de
aguas tratadas do que nas brutas, o qual pode estar relacionado a formacdo de
subprodutos durante a etapa de desinfeccdo nas ETA. Sendo assim, este trabalho
apresenta a alta ocorréncia de compostos néo legislados em aguas de mananciais que
nao sao eficientemente removidos apos o tratamento e fazem da agua potavel, uma agua
gue néo esta totalmente livre de contaminantes quimicos.
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The Paraiba do Sul and Itabapoana rivers are important supplies of water that pass
through the north of the state of Rio de Janeiro. In your margins are developed agricultural,
urban and industrial activities. The population growth and the anthropogenic interference
has resulted in increase demand for industrialized products, mainly for emerging organic
compounds. These contaminants are often released in aquatic environmentals. The
contanimation of this environments occurs because of the lack of basic sanitation and
disposal of effluent without treatment and others activities developed near these aquatic
environments, reflecting on the quality of the water offered for distribution of the
population. Thus, this study aims to evaluate the presence of importants organic
compounds (4-nonylphenol, atrazine, simazine, bisphenol A, 17-a-ethynylestradiol,
caffeine and triclosan) those that had highest ocurrence in naturals waters and represent
greater impact to the environment and/or human health. These compunds include
pharmaceuticals, hormones, pesticides and industrials contaminants. For monitoring the
presence of these compounds were used the Solid Phase Extraction (SPE) and Gas
Chromatography coupled to Mass Spectrometry (GC-MS). The estrogenic acitivity was
avalable using YES test in the samples to avaluate the impact of the consumption of
theses compounds in human health. The results showed that all compounds analysed
were detected in at least one sample. The most frequently detected substances were
caffeine (75,0%), nonylphenol (78,6%) and bisphenol A (78,6%). Caffeine (chemical
tracer of sewage contamination) presents concentrations varying between (76,6 to 1781,8
ng L'Y). The samples submitted to the estrogenic activity test presents the Paraiba do Sul
presents 83% of the raw water samples with positive estrogenic activity varying (0,3 to 3,5
EQ E2 ng L'1). Higher estrogenic potentials were identified for treated water samples than
raw samples, this effect can be related to the formation of by-products during the

desinfection process in wasterwater treatment.
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CAPITULO 1 - |INTRODUCAO, OBJETIVOS E DEFINICAO DE
COMPOSTOS EMERGENTES

1.1 INTRODUCAO

A intensa utilizacdo de compostos organicos através do consumo de produtos
sintéticos pela sociedade moderna e a crescente demanda de 4gua tem contribuido para
a geracgdo de grandes volumes de efluentes e insergdo desses contaminantes em aguas
superficiais. Somente no século 20 foram inseridos 10° compostos quimicos, de uso
rotineiro, que possuem diferentes propdésitos em residéncias, industrias e agricultura.
Esses compostos, geralmente tem origem antrépica e incluem farmacos, agrotoxicos,
hormonios e contaminantes industriais (LAPSWORTH et al, 2012; PRIMEL et al, 2012).

A maioria das investigacoes tradicionais de qualidade de 4gua ocorre baseada
em analise de nutrientes, metais, micro-organismos e alguns poucos compostos
organicos. No entanto, estudos recentes revelaram a ocorréncia de centenas de
contaminantes organicos em aguas residuais que representam uma ameaca para o
ecossistema apos serem descartados nos corpos hidricos. (MOREIRA et al., 2009; BAI
et al., 2018; GOGOI et al., 2018).

Esses contaminantes organicos, conhecidos como emergentes (COE),
pertencem a diversas classes quimicas, tem varias utilizagdes (horménios, produtos de
cuidado pessoal, farmacos e surfactantes) e sdo detectados em niveis tragos de
concentracdo em aguas superficiais e subterraneas. Muitos deles, até pouco tempo
negligenciados, tém sido detectados com frequéncia nos corpos aquaticos e apresentam
efeitos adversos na saide humana e ao ambiente, tornando-se uma preocupacao publica
(JURADO et al, 2012, REEMTSMA et al, 2013; SILVEIRA et al, 2013; AMUNOL e
SNYDER, 2015).

A exposicao crénica a esses contaminantes em aguas, tem seus efeitos muito
pouco conhecidos a saude, embora tem sido associada ao desenvolvimento de
resisténcia a antibitticos, interferéncia enddcrina e carcinogenicidade (CUNNINGHAM;
BINKS; OLSON, 2009; FONTENELE et al., 2010; BRAUSCH; RAND, 2011). Os
interferentes enddcrinos tém ganhado destaque devido aos seus efeitos nocivos a saude
humana, tais como alteragdes no metabolismo, crescimento, desenvolvimento e na

reproducao de organismos. Esses efeitos podem ser associados a reducao da fertilidade,
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feminizacdo anomalias nos 6rgdos reprodutivos e alteragcdes nos comportamentos
sexuais de organismos aquaticos tais como anfibios, algas, peixes e organismos bénticos
(ESTEBAN et al, 2014).

Nesse sentido, testes bioldgicos in vitro e in vivo tém sido usados para identificar
e estimar o potencial estrogénico dos desreguladores enddécrinos de uma grande
variedade de substancias naturais e sintéticas presentes no ambiente, atrelados a
analises quimicas (PETROVIC et al., 2004; FONTENELE et al., 2010; DA SILVA, 2015).
Com relacdo a exposicdo humana, atencdo deve ser dada a presenca desses
contaminantes em aguas superficiais e tratada. Trabalhos relatam a presenca desses
compostos em diferentes matrizes ambientais, incluindo &guas destinadas ao
abastecimento publico (RAIMUNDO, 2011; MACHADO, 2015; MAGI et al., 2018; RIVA et
al., 2018).

As principais rotas de contaminac¢ao das 4guas superficiais por esses compostos
sdo sistemas de tratamento de dguas residuais, aguas residuais de processos industriais
e hospitalares, descarga de residuos solidos, além de escoamento das aguas das chuvas
gue carregam contaminantes para esses corpos aquaticos (BUCHBERGER, 2007).

Em paises em desenvolvimento, como o Brasil, essa questdo € ainda mais
alarmante em virtude da caréncia dos servicos de tratamento de esgoto. A populagéo
brasileira, com cerca de 209 milhdes de habitantes (IBGE, 2018), se concentra nas areas
urbanas, resultando em uma ocupacéo de solo desordenada atrelada a infraestrutura
inadequada. Segundo o Relatério de Conjuntura de Recursos Hidricos de 2016 da ANA
(Agéncia Nacional de Aguas), o Brasil possui 4,5% (83.450 km) dos cursos de aguas
classificados como classe quatro, ou seja, com uso muito restrito e os trechos mais
criticos estdo proximos a centros urbanos (ANA, 2016). Ainda segundo a ANA, 55 % da
populacédo brasileira tem esgoto tratado, 18% tem o esgoto coletado, porém, ndo tratado
e 27% nao possui coleta e tratamento. Ou seja, aproximadamente 45% de esgoto gerado
nao recebe o tratamento adequado antes de ser retornado ao ambiente, impactando na
gualidade das aguas dos mananciais.

Além dos fatores mencionados acima, estudos mostram que 0S processos
convencionais de tratamento de esgoto e agua, ndo sao eficientes na remocédo de
compostos organicos. A baixa remocao pode ocorrer de forma parcial dependendo das

condicbes operacionais envolvidas no tratamento, aumentando a probabilidade de
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contaminac&o residual na agua tratada (KORNER et al., 2000; WANG et al., 2005;
MOREIRA et al., 2009).

Os Rios Paraiba do Sul e Itababoana fazem parte da regido hidrografica do
Atlantico Sudeste que € composta por cinco unidades federativas: Minas Gerais, Espirito
Santo, Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Parana. Esta € uma das mais expressivas regioes
hidrograficas do pais, a segunda mais populosa e uma das mais desenvolvidas no sentido
de atividades econOmicas e industriais que se desenvolvem em suas margens (AGEVAP,
2006).

O aumento no interesse pelo estudo dos contaminantes emergentes com fins de
pesquisa e regulamentacdo, principalmente na regido onde existe historico de carga
poluente, torna necessaria a coleta de mais informacdes a respeito da ocorréncia desses
contaminantes em daguas naturais e tratadas, inclusive associada ao estudo da
toxicidade. Portanto, o grande desafio do estudo desses compostos € buscar uma
metodologia sensivel e adequada para a determinacdo desses compostos que
pertencem a distintas classes de substancias, possuindo diferentes caracteristicas, e em
baixos niveis de concentracdo como ocorrem nas aguas naturais e tratadas (VALSECCHI
et al., 2015).

Nesse sentido, esse trabalho faz uma avaliagdo da presenca desses
contaminantes em importantes corpos hidricos de onde séo feitas captacdes de agua
para abastecimento publico de agua do municipio de Campos dos Goytacazes.
Importantes atividades agricolas e industriais se desenvolvem nas margens desses
mananciais, além de despejos diretos e aguas residuais das ETE (Estagbes de
Tratamento de Esgoto) que séo retornadas para esses rios, apresentando risco potencial
para o ambiente.

Com relacdo a salde humana, a avaliacdo da presenca desses contaminantes seré feita
também em 4guas tratadas, para avaliacdo da eficiéncia da remocéo desses compostos
nas principais ETA (Estac6es de Tratamento de Agua), responséaveis pelo abastecimento
da maior parte da populacédo da regido. Estas ETA utilizam o tratamento convencional
durante as etapas de tratamento da agua. O teste YES, que avalia a estrogenicidade da
amostra, serd usado como um teste direto para avaliar a toxicidade destes compostos e,
portanto, o risco associado a salde humana e ao ecossistema aquatico com respeito a

sua capacidade estrogénica.
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1.2 OBJETIVOS PRINCIPAIS E ESPECIFICOS

O objetivo principal desse trabalho € verificar a presenca de COE na agua dos
mananciais que abastecem a companhia de tratamento de agua em Campos dos

Goytacazes e a sua influéncia na agua tratada apds tratamento convencional.

Para tal, alguns objetivos especificos séo:

e Desenvolver e otimizar metodologia para a quantificacdo dos COE: Atrazina,
Simazina, Cafeina, Triclosan, Bisfenol A, 4-Nonilfenol e 17-B-Etinilestradiol em
concentragfes compativeis com os encontrados em ambientes naturais, usando
extracdo em fase Soélida e Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de
Massas;

o Utilizar o planejamento fatorial para otimizac&o do protocolo de derivatizacao dos
compostos estudados;

¢ Realizar uma avaliacdo da presenca destes COE nas aguas para abastecimento
publico das principais estacdes de tratamento de agua da regido de Campos dos
Goytacazes;

e Analisar a atividade estrogénica das amostras de agua por meio do ensaio YES
(do inglés Yeast estrogen-inducible Expression System) visando avaliar os efeitos

destes contaminantes nos organismos Vivos.
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1.3 COMPOSTOS ORGANICOS EMERGENTES

1.3.1 Definic&o e principais COE encontrados em ambientes naturais

Produtos de cuidado pessoal, farmacos, produtos da inddstria quimica e muitos
outros compostos organicos sintéticos tem revolucionado a vida moderna e seu uso é
indispensavel para uma vida saudavel e para o conforto da sociedade contemporanea.
No entanto, nos ultimos anos, esses compostos tém sido detectados nos diferentes
compartimentos ambientais em concentragdes traco ou ultra-tracos (ANUMOL; SNYDER,
2015; BOIX et al., 2016; GOGOI et al., 2018; RIVA et al., 2018).

Esses compostos sdo langcados no ambiente com frequéncia, & uma taxa
ligeiramente crescente. Persistentes ou néo, eles podem apresentar efeitos negativos
nos ecossistemas devido a sua acao e presenca crénica (TAHERAN et al., 2018). Essas
substancias tém sido denominadas como compostos emergentes e a maioria delas séo
contaminantes, tendo como um dos principais efeitos, a interferéncia no sistema
endocrino, sendo que alguns estao na lista de compostos prioritarios criada pela Unido
Europeia para serem monitorados devido aos riscos a saude humana e ao ambiente
(Directive 2000/60/EC).

Dessa forma, a definicho de Compostos Orgéanicos Emergentes (COE) ou
Contaminantes Emergentes de Preocupagdo Emergente, segundo a USEPA (do inglés
United States Environmental Protection Agency), € um termo usado para identificar
substancias quimicas que nao possui norma regulamentar, foram recentemente
detectados em aguas devido a melhoria nos niveis de deteccdo da técnica analitica, e
gue apresentam efeitos potencialmente deletérios na vida aquatica (USEPA, 2014).

Varios compostos sintéticos ou naturais, como 0s compostos listados na tabela
1 apresentam atividade estrogénica conhecida como interferentes enddcrinos (farmacos,
pesticidas, metais toxicos e compostos gerados pela inddstria quimica) (GIESY et al,
2002). Diante das diversas caracteristicas destes compostos que participam dessa classe
de contaminantes, serdo abordados aqueles que apresentam efeitos toxicos, largamente

utilizados no dia-a-dia e fazem parte de listas de poluentes prioritarios.
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Tabela 1: Principais classes de COE

Classe Analito
Farmacos e produtos de cuidado pessoal Paracetamol
Amoxilina

Acido acetilsalicilico
Diclofenaco
DEET
Eritromicina
Ibuprofeno
Fluoxetina
Diazepam
Parabenos
Triclosan
Almiscares

Propanolol

Produtos da industria quimica Retardantes de chama
Alquilfenois
Ftalatos
Bisfenol A
Dioxinas e furanos
Hidrocarbonetos Poliaromaticos (HPA)
Nanomateriais
Metais téxicos

Fragréancias almiscares

Horménios naturais e sintéticos 17-B-estradiol
17-B-etinilestradiol

Progesterona
Testosterona
Estrona

Desogestrel

Agrotoxicos Atrazina
Clordano

Dieldrin
Hexaclorobenzeno
Glifosato
Diuron

Paraoxon




e Farmacos e hormobnios

Os farmacos sdo comercializados para tratar e curar doencas, além de melhorar
e aumentar a qualidade de vida. Associado ao uso desses produtos existe 0 risco
potencial do principio ativo e seus metabdlitos entrarem no ambiente através do uso e
posterior descarte. Apds a administracdo, uma quantidade significativa das substancias
originais e metabdlitos sdo excretados na urina e nas fezes, sendo frequentemente
encontradas no esgoto doméstico. Além disso, estudos apontam que esses
contaminantes podem ser persistentes no ambiente, além de que muitos ndo séo
totalmente removidos nas ETE (Estacdes de Tratamento de Esgoto), tendo dessa forma,
a sua reinsercao nos corpos hidricos (BILA; DEZOTTI, 2003; KAPELEWSKA et al., 2018).

Atualmente, os farmacos é uma das classes de contaminantes emergentes mais
estudadas do mundo, em virtude de serem compostos biologicamente ativos e tem se
destacado por promoverem aumento na resisténcia de bactérias. Os produtos
farmacéuticos incluem uma ampla variedade de moléculas com diferentes
funcionalidades, as quais sdo consumidas com ou sem prescricdo médica, de uso
humano e veterinario, incluindo analgésicos, antibiéticos, drogas de uso psiquiatrico,
reguladores lipidicos, B-bloqueadores, contraceptivos (GOGOI et al., 2018).

No mundo, o consumo de farmacos tem aumentado consideravelmente, em
paises desenvolvidos. Na Alemanha, o consumo chega a 100 toneladas por ano. Essa
guantidade deve ser ainda maior, pois esses dados ndo consideram os farmacos sem
prescricdo médica ou adquiridos ilegalmente. O cenario no Brasil deve ser avaliado com
a mesma relevancia uma vez que o pais esta entre os 10 maiores consumidos mundiais
de medicamentos (TERNES et al, 2002; GRAZIELE; COLLINS, 2011; MONTAGNER;
VIDAL; ACAYABA, 2017). A resisténcia a antimicrobianos tem ganhado destaque e em
2016 a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) emitiu um alerta visando minimizar estes
efeitos através de acbes para promocao de melhores praticas para evitar a disseminacao
da resisténcia aos antibioticos em varios paises. Uma dessas acdes envolve uma
abordagem padronizada para a coleta e compartiihamento de dados relacionados a
resisténcia antimicrobiana em nivel global para informar as tomadas de decisdo e

impulsionar acdes locais e regionais. (WHO, 2018).
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Neste trabalho foi estudado o diclofenaco (Figura 1). Este farmaco é um anti-
inflamatdrio ndo esteroidal que é largamente utilizado para inflamacdes e alivio de dores,
inclusive sem prescricdo médica. Ele € um dos medicamentos mais vendidos no Brasil e
tem sido detectado em ambientes naturais como esgoto e aguas superficiais (GHELFI,
2014). Em trabalhos realizados em paises europeus, o diclofenaco foi encontrado em
concentragées entre 10 a 2200 ng L (ISLAS-FLORES et al., 2013).

No Brasil, no estudo realizado por Ghiselli (2011) foram encontradas
concentracGes desse farmaco de até 6 pg L' em aguas superficiais e em esgoto bruto

de 2,87 ug L.
OH

Cl O
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cl
Figura 1: Estrutura quimica do diclofenaco

Estudos toxicologicos com exposicdo de peixes na espécie Jundia, Rhamdia
guelen mostraram que quando submetidos a concentracdes de diclofenaco, proximas
aquelas encontradas no ambiente, estes organismos apresentam alteracdes hepaticas e
genéticas (GHELFI A., 2014).

Alguns farmacos tém como principio ativo os hormdnios, principalmente
contraceptivos, medicamentos para terapias de reposicdo hormonal e tratamento de
neoplasias. Os hormdnios sdo substancias produzidas e secretadas pelas glandulas
enddcrinas langcadas na corrente sanguinea, coordenando o funcionamento de todo o
corpo (SHIMADA et al, 2001). Esses compostos foram modificados e criados com o intuito
de agirem no sistema enddcrino apresentando, portanto, alto potencial estrogénico.

A concentracao de hormonios sintéticos ou naturais em varios tipos de ambientes
aquaticos geralmente esta abaixo de 10 ng L, segundo um levantamento realizado por
Petrovic e colaboradores (2003). O 17-a-etinilestradiol (Figura 2) € um hormaonio sintético
usado em contraceptivos e possui 30 vezes mais potencial estrogénico que o hormdnio

natural estradiol. Ele € considerado um interferente enddcrino e pode causar a
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feminizacdo de peixe, diminuicdo da quantidade de esperma e aumento na incidéncia de

cancer de mama e testiculo em humanos (WISE et al, 2011).
OH

OH
Figura 2: Estrutura quimica do 17-a-etinilestradiol

Os hormonios tém coeficiente de particdo octanol-agua na faixa de 10° a 106,
indicando serem pouco polares. Dessa forma, esses estrogénios quando inseridos no
ambiente aquatico tendem a ficar adsorvidos no leito dos sedimentos. Outra
consequéncia da baixa polaridade desses compostos consiste no fato de se
bioacumularem nos organismos aquaticos. No estudo realizado por Larsson e
colaboladores (1999) observou-se a presenca de substancias estrogénicas em
concentracGes de 10%-10° vezes maior em bilis de peixes presentes a jusante de uma
estacdo de tratamento de esgoto que na agua, devido a presenca desse tipo de
contaminante. Foi constatado nesse trabalho que o estrogénio sintético etinilestradiol
apresentava alta estabilidade em ambientes aquéticos. Apesar das baixas concentracdes
nao representarem uma ameaca imediata a satde humana, o efeito de bioacumulacéo e

a alta atividade bioldgica pode ser um risco para o ecossistema e a saude humana.

e Produtos de Cuidado Pessoal

Outra classe de contaminantes que tem se destacado séo os produtos de cuidado
pessoal que se constituem compostos presentes em sabonetes, produtos de cuidado da
pele, lo¢cbes, fragrancias, pastas de dentes e substancias antimicrobianas (POSTIGO;
BARCELO, 2015). Alguns produtos de cuidado pessoal se bioacumulam no ambiente,
séo persistentes e muitos deles estao sob investigacéo por serem biologicamente ativos
(interferentes enddécrinos) (BRAUSCH; RAND, 2011). O uso continuo destes compostos
e seus metabdlitos faz com que sejam inseridos no ambiente e facilmente encontrados

em aguas superficiais devido ao aporte de esgoto nao tratado (LEE; LEE; OH, 2010).

28



O triclosan (Figura 3) € um exemplo de produto de cuidado pessoal e € um
antimicrobiano presente em sabonetes, desodorantes, cremes dentais, hidratantes e
plasticos. Esse composto se constitui em um dos 10 compostos mais comumente
detectados em aguas residuais e é considerado estavel e lipofilico, bioacumulando-se no
ambiente e sendo toxico para organismos aquaticos devido a exposi¢cao aguda ou crbénica
(BRAUSCH; RAND, 2011).

Segundo a Diretiva 76/768/CEE e suas alteracbes subsequentes, o uso de
triclosan em produtos de cuidado pessoal ndo deve ultrapassar a concentracéo de 0,30%
(m/m). Devido a sua larga utilizacdo e por apresentar caracteristicas lipofilicas, a
presenca desse contaminante tem sido cada vez mais detectada no ambiente e no corpo
humano, como em amostras de sangue e leite materno (NOGUEIRA, 2008; GRAZIELI,
COLLINS, 2011).

Segundo um levantamento de trabalhos na Europa e América feito por Veldhoen
e colaboradores (2006) relacionados ao estudo de triclosan, esse composto tem sido
detectado em concentragdes de 0,01 a 0,65 ug L em efluentes de ETE e de 4 a 12 ug
g em lodo proveniente de estacdes de tratamento.

Com relacao a toxicidade, existem estudos que associam baixas concentragcdes
desse contaminante a distUrbios metabdlicos e na homeostase hormonal (ALLMYR et al,
2006). O triclosan apresenta uma estrutura semelhante ao hormonio da tiredide (Figura
3), podendo perturbar as funcdes que envolvem o crescimento e desenvolvimento tanto
em humanos quanto em animais associada a agcao desse hormonio.

O horménio da tiredide € produzido como tiroxina (T4) e posteriormente
convertido a 3,5,3'-triiodotironina (T3), sua forma mais bioativa. No estudo realizado por
Veldhoen e colaboradores apontam que o T3 (3,5,3-triiodotironina) € atil como
biomarcador e apresenta alta sensibilidade para deteccdo de exposicdo a agentes
quimicos, tal como o triclosan, devido a similaridade estrutural, representando um
desregulador do desenvolvimento normal envolvendo a acdo do hormdnio da tiredide em
animais e humanos. Especificamente em organismos aquaticos, o triclosan tem a
capacidade de bioacumular em peixes em concentracdes subletais e ser toxico as
espécies Oryzias latipes, Oncothynchus mykiss, no crustdceo Ceriodaphia dubiae em
algas (VELDHOEN et al., 2007).

Com relacdo a exposicdo humana, um estudo realizado por Adolfsson-Erici e

colaboradores (2002) mostrou a presenca desse agente antimicrobiano em amostras de
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leite humano na faixa de concentracédo de 60 a 300 ng g de peso Umido lipidico. Esse
trabalho também apresentou resultados de persisténcia desse composto aos processos
de tratamento da ETE (Estacdo de Tratamento de Esgoto), mostrando a sua reinsergao
em ambientes naturais e estando potencialmente biodisponivel para bioacumulagédo em

organismos aquaticos.

|
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Figura 3: a) Estrutura do Triclosan b) Estrutura do T3, forma mais bioativa do horménio produzido pela
tiredide
Fonte: Adaptado de Veldhoen et al, 2006

e Alquilfendis Etoxilados

Os compostos alquilfendis etoxilados pertencem a classe dos surfactantes ndo
ibnicos e apresentam aplicacfes em diversos setores da industria como em produtos de
limpeza, detergentes, emulsificantes, dispersantes, formulacfes de agrotéxicos, Oleos
lubrificantes, agentes solubilizadores, assim como nos produtos de higiene pessoal. Em
escala global, a maior participacdo de sua aplicacdo € na industria e comércio
(LINTELMANN et al., 2003). Em 2012, o mercado mundial de surfactantes atingiu cerca
de 26,9 bilhdes de dolares, cujo mercado de tensoativos representa 34% do mercado
global (BAIN & COMPANY, 2011)

Os compostos alquilfendlicos, principalmente os nonilfendis e octilfendis e seus
produtos de degradagéo, € um grupo de interesse devido a frequéncia com que tem sido
detectado no ambiente e sua toxicidade. Quando langados no ambiente ou nos processos
primarios nas ETE, sdo biodegradados a produtos mais toxicos e persistentes do que
seus produtos de origem (YING; WILLIAMS; KOOKANA, 2002).

Com relagdo a sua toxicidade, estudos mostram que os alquilfendis etoxilados e
seus produtos de degradacdo mimetizam os estrogénios naturais e interferem no sistema
endocrino de muitas espécies aquaticas, interagindo com o receptor do hormoénio e
bloqueando a acdo do horménio original, além da capacidade de se bioacumularem

nesses organismos (LAWS, 2000; JOBLING et al., 2006; LI; JIN; SNYDER, 2018). Devido
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a esses efeitos toxicos, esses compostos foram listados como poluentes prioritarios de
interferéncia endodcrina na agua pelos 6rgaos internacionais Water Framework Directive
da Unido Europeia (Framework Directive EU, 2008), pela Agéncia de Protecdo Ambiental
do Canada (CANADA, 1999) e pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos
na CCL4 (do inglés Contaminant Candidate List) (EPA, 2016).

Estudos in vitro e in vivo mostram o composto para-Nonilfenol ou 4-nonilfenol
apresenta atividade estrogénica, competindo com o horménio natural 17-B-estradiol.
Esses efeitos tem sido relatados associados a indugcdo da sintese de receptores de
estrogénio e progesterona, causando proliferacdo de células de cancer de mama,
apresentando efeito de inducéo do receptor de estrogénio e progesterona (SOTO et al.,
1991).

Diante disso, a produc¢éo, comércio e uso desses tipos de surfactantes tém sido
restringidos pela comunidade Europeia e na Convengao OSPAR. A convencédo para a
Protecdo do Ambiente Marinho do Atlantico Nordeste, Convencédo OSPAR, foi realizada
visando a implementacdo da PARCOM Recommendation, que € uma série de tomadas
de decisbes visando a reducdo e substituicdo de produtos que utilizam compostos
alquilfendlicos etoxilados. (OSPAR Comission, 2006; Framework Directive EU, 2008).

O nonilfenol (Figura 4) tem sido detectado em amostras de diferentes matrizes
aguosas, sedimentos e lodos provenientes de ETE. De acordo com estudo realizado por
Kolpin e colaboradores (2002), para reconhecimento conduzido pelo servico geologico
dos Estados Unidos, foram investigados 139 cdrregos susceptiveis de contaminacao
durante os anos de 1999 e 2000. O nonilfenol foi detectado com uma frequéncia de
50,6%, nos quais as concentragdes média e maxima foram de 0,8 e 40 ug L*,

respectivamente.

HO

Figura 4: Estrutura do 4-nonilfenol
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e Plastificantes

Os plastificantes sdo compostos que aumentam a plasticidade de materiais
envolvidos em produtos de embalagem, resinas de epéxi (presentes em revestimentos
de latas de alimentos e bebidas), papéis de impressao térmica, fabricacdo de celulares,
recipientes plasticos para acondicionamento de alimentos, vedantes para cremes
dentais, entre muitos outros usos (WILKINSON et al., 2017).

O bisfenol A (Figura 5) é uma substancia quimica de alto volume de producédo
usado em uma variedade de produtos de uso comum no cotidiano e um dos compostos
mais estudados em matrizes ambientais (MONTAGNER; VIDAL; ACAYABA, 2017). As
formas de exposicdo ao bisfenol A podem ocorrer via inalagdo, ingestdo e contato
dérmico. Em centros de controle e prevencao de doencas dos Estados Unidos, o bisfenol
A tem sido identificado em mais de 90% de amostras de urina da populacéo (SIRACUSA
et al., 2018).

Muitos estudos tém sido conduzidos no sentido de avaliar seus efeitos toxicos
para os seres humanos. Esses trabalhos mostraram que o bisfenol A apresenta efeitos
como interferente enddcrino em varios tipos de receptores tais como do estrogénio a/p,
relacionado ao estrogénio y, receptor androgeno e do horménio da tiredide (GOULD et
al., 1998; OKADA et al., 2008; DONG; TERASAKA; KIYAMA, 2011).

Estudos associam a exposicao ao bisfenol A aos efeitos negativos na qualidade
e maturacdo dos odcitos (células que por meio de divisbes meidticas ddo origem ao
ovulo), reducdo da producdo de esperma e de sua qualidade, danos as células
testiculares e interferéncia nas fungcdes ovulares e na morfologia uterina de animais
modelos (LASSEN et al., 2014; LEE et al., 2014; GOLDSTONE et al., 2015).

No trabalho realizado por Peretz e colaboradores (2014) foi realizada uma revisao
dos estudos associando bisfenol A aos efeitos adversos no sistema reprodutivo. O autor
concluiu que doses abaixo de LOAEL (do inglés, lowest adverse effects level) de 50 mg
kg? dia! impacta no sistema reprodutivo feminino e tem efeitos negativos no sistema
masculino reprodutor. Além dos danos ao sistema reprodutivo também sao associados
outros disturbios a exposicdo ao bisfenol A, como diabetes, obesidade, defeitos

congénitos, doencas cardiovasculares e cancer de mama (REZG et al., 2014).
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Devido ao seu conhecido efeito como interferente endocrino ele foi inserido na
lista de interferentes endocrinos e em funcdo de seu uso intensivo no dia a dia, a sua
presenca no ambiente tem sido motivo de preocupac¢ao tanto para 0 ecossistema como
no ambito da saude humana. Esse contaminante tem sido frequentemente detectado em
diferentes compartimentos ambientais, tais como afluente e efluentes de estagbes de
ETE em concentracdes na faixa de ng Lt a mg L. As taxas de remocéo de BPA da fase
aguosa nas etapas de tratamento das ETE variam de 62,5 — 99,6%. As concentracdes
de bisfenol A divulgadas em vérios trabalhos variam 5 a 320 ng L'* em aguas superficiais,
de 20 a 700 ng Lt em efluentes de ETE e 0,1 a 384 ng g em alimentos (GOODSON;
SUMMERFIELD; COOPER, 2002; KOLPIN et al., 2002; THOMSON; GROUNDS, 2005;
BALLESTEROS-GOMEZ et al., 2007; MA et al., 2018; MARQUES et al., 2017).

Devido ao uso intenso de produtos que apresentam bisfenol A em sua
composicdo e diante de estudos que comprovam seus efeitos toxicos, a USEPA
estabeleceu como dose de referéncia para ingestao diaria toleravel, a concentracao de
50 ug kg por dia de bisfenol A (BALLESTEROS-GOMEZ; RUBIO; PEREZ-BENDITO,
20009).

HO OH
Figura 5: Estrutura do Bisfenol A

e Pesticidas

Os pesticidas sdo substancias que abrangem uma grande variedade de
compostos biologicamente ativos, que sdo utilizados para controlar pragas (Food and
Environmental Protection Act, 1985). Nos Ultimos anos, a crescente demanda por
alimentos aumentou a utilizacdo desses produtos agricolas e o Brasil se destaca nesse
setor como o maior consumidor mundial de agrotdxicos desde 2008, representando cerca
de 20% do uso mundial desses produtos (ABRASCO, 2015). Esses compostos estéo
continuamente sendo produzidos, existindo em grande diversidade no mercado e com
diferentes propriedades fisico-quimicas que interferem diretamente na sua mobilidade no
ambiente (FRENICH et al, 2000).
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Durante a aplicacédo dos pesticidas, ha a perda desses compostos, onde menos
de 0,1% atinge a peste alvo, enquanto que o restante tem alto potencial de mobilizacéo
nos diferentes compartimentos ambientais, inclusive para aguas superficiais (YOUNOS
et al, 1988).

A contaminacdo por pesticidas depende de muitas varidveis tais como, tipo,
guantidade e rotas de exposicdo, que sao fatores que interferem na sua mobilidade no
ambiente e variam de acordo com as suas propriedades inerentes (propriedades fisico-
guimicas) como: solubilidade em agua, pressao de vapor, teor de carbono organico,
/coeficiente de particdo octanol/agua (Koc) € tempo de meia vida. A mobilidade destes
pesticidas também é afetada pelas condicBes ambientais como clima, caracteristicas do
solo e préticas agricolas regionais (COVA et al, 1990).

Essas substancias quando alcancam as aguas superficiais podem ser toxicas,
bioacumulativas e persistentes causando efeitos adversos nos organismos nao-alvo,
além de causar cancer e interferir nos sistemas enddcrinos da biota e de seres humanos,
sendo necessario o controle desses contaminantes na agua superficial e tratada
(MONTAGNER et al, 2014).

Apesar da utilizagdo intensa e a ocorréncia desses contaminantes no ambiente,
a legislacao brasileira ndo contempla limites para muitos pesticidas e seus produtos de
degradacédo, contribuindo para a insercdo desses contaminantes no ambiente e na
alimentacgao.

Um exemplo das falhas da legislacéo brasileira é o caso da atrazina. Apesar da
Portaria 2.914 do Ministério da Saude estabelecer um limite maximo permitido de 2 ug L~
! para a atrazina em aguas destinadas ao consumo humano, (BRASIL, 2011), outras
legislacbes sdo muito mais rigorosas. Na legislacdo Europeia, a concentracdo maxima
permitida é de 0,1 pug L' para a somatéria de pesticidas encontrados em agua,
independente do pesticida. Porém, o mais agravante é o fato da atrazina estar banida de
paises europeus, por ser classificado com interferente enddcrino, além de constar entre
0s 33 poluentes de prioridade da Unido Europeia (COUNCIL DIRECTIVE, 1998; SASS e
COLANGELO, 2006).

Os problemas relacionados a ocorréncia de pesticidas em aguas superficiais
possuem diferentes vertentes, dentre elas a que a maioria deles é considerado
interferente enddécrino (GHISELLI; JARDIM, 2007). Com relacdo a saude humana, os

efeitos sinérgicos desses contaminantes e seus produtos de degradacdo ainda sao
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desconhecidos, apesar destes compostos geralmente serem aplicadas nas plantacdes
na forma de misturas de pesticidas e nao individualmente. Em um estudo realizado por
Relyea (2009), o autor mostrou que as misturas de pesticidas causam efeitos negativos
em grupos taxonoémicos presentes no ambiente.

Esse trabalho ird abordar os agrotoxicos Atrazina e Simazina. Esses compostos
foram escolhidos devido a sua ocorréncia em aguas superficiais e utilizacdo no Brasil. Os
agrotoxicos atrazina e simazina sao herbicidas da classe das triazinas, cujas estruturas
guimicas e algumas propriedades fisico-quimicas sdo apresentadas na tabela 2. No
Brasil, suas principais aplicagbes sdo nas culturas de cana-de-acgucar, café, milho e
abacaxi (ANVISA, 2018).

O consumo de herbicidas no Brasil representa 58,5% do total de agrotéxicos
comercializados, totalizando em 315.573,38 toneladas de ingrediente ativo, segundo o
boletim de comercializacdo de agrotoxicos e afins. Esse mesmo boletim apresenta o
herbicida atrazina ocupando a sexta posicdo de mais vendido no ano de 2017,
representando 24.730,90 toneladas do principio ativo no mercado brasileiro (IBAMA,
2017).

No que se refere a contaminagéo dos recursos hidricos em relagcdo a presenca
dessas substancias na agua potavel, foi estabelecido desde 1990, na Portaria GM/MS n°
36 a obrigatoriedade do monitoramento de pesticidas na agua destinada a populacéo,
gue hoje se encontra preconizada na atual Portaria 2.914/MS, 2011. Esse monitoramento
resultou em uma base de dados do Sistema de informagdes de Vigilancia da Qualidade
da &gua para consumo humano (Sisagua) (MS, 2016).

Segundo o boletim epidemiolégico do Ministério da Saude, baseado nesse
monitoramento de agrotoxicos em aguas para abastecimento humano constatou-se a
presenca de atrazina e simazina em concentracdes superiores ao VMP (Valor Maximo
Permititdo) de 2 pug L?, segundo a Portaria 2.914 em 5% das amostras analisadas,
referente ao ano de 2011 (MS, 2016).

Com relacdo a simazina, ela é considerada de preocupacéao publica devido a sua
persisténcia, dificuldade de biodegradacéo e alta toxicidade para o ambiente. A exposi¢ao
a esse herbicida pode gerar mutagenicidade, toxicidade no desenvolvimento reprodutivo
e imuno toxicidade em animais, sobretudo em anfibios, peixes e macrofitas (LI et al.,
2018). Além do mais, a simazina tem sido considerada como tOxica para o sistema

neuroendadcrino, interferindo no metabolismo da dopamina, podendo levar a transtornos
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no sistema dopaminérgico (YU et al., 2016). Devido a esses efeitos neuroenddécrinos, a
simazina esta na lista de prioridade de compostos de interferéncia endocrina da EPA
(EPA, 2010).

Comrelacao a atrazina, ele € um dos herbicidas mais utilizados por véarios paises,
no entanto, esse herbicida foi banido da Unido Europeia desde 2003, devido a sua
capacidade de persistir por longos periodos no solo e em aguas subterraneas (tempo de
meia-vida variando de 13-1800 dias, produzindo Deetilatrazina (DEA) e
Deisopropilatrazina (DIA) entre outros metabdlitos (Figura 6) (VONBERG et al., 2014).
Estudos mostram que a atrazina apresenta efeitos de interferéncia enddocrina tanto em
humanos quanto em animais (HAYES et al, 2011; KUCKA et al, 2012
GOLFINOPOULOS et al., 2017).

Muitos estudos tém sido desenvolvidos para avaliacdo dos efeitos toxicos da
exposicdo a atrazina. A toxicidade dos pesticidas € representada pelo valor da dose diaria
média letal (LDso) por via oral, consistindo na concentracdo média necessaria para matar
50% de ratos ou outros animais teste. Baseados nesse valor, 0s compostos podem ser
classificados com relacdo a toxicidade humana e periculosidade ambiental de
extremamente toxicos até ndo toxicos e altamente perigosos a nao perigosos,
respectivamente (MENEZES, 2006).

A atrazina e simazina sdo herbicidas relativamente pouco téxicos e com risco
ambiental moderado. A LDso € relativamente alta em ratos para simazina (5 g kg?) e para
a atrazina apresenta LDso de 1.869 g kg para animais dessa mesma classe taxonémica
(KOMATSU, 2004; PEREIRA, 2011). No entanto, ambos herbicidas sado considerados
interferentes enddcrinos pelas organizacées UKEA (Agéncia ambiental do Reino Unido),
USEPA (Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos) e JEA (Agéncia Ambiental
do Japao) (GHISELLI; JARDIM, 2007). Também é importante destacar que ambos
pesticidas apresentam persisténcia ambiental, justificando a preocupagdo quanto sua
toxicidade crénica e bioacumulag¢do (DO CARMO et al., 2013).

Com relacao aos seus efeitos toxicos em animais, ambos herbicidas, atrazina e
a simazina, possuem efeitos mutagénicos e adversos no crescimento, desenvolvimento
sistema imunoldgico e endocrino, especialmente em anfibios e peixes (SAl et al., 2015;
WANG et al., 2011). Hayes e colaboradores (2011) mostraram que ocorre a feminizacéo
de peixes, anfibios, répteis e mamiferos pela exposicdo a atrazina, comprometendo o

desenvolvimento das gonadas masculinas. Esse modelo de interferente endocrino
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também ja foi relatado pela exposicdo a simazina (VELISEK et al., 2012). Esses
resultados mostram a relevancia do monitoramento desses contaminantes em aguas
superficiais, em virtude do declinio dessas espécies, interferindo no equilibrio do
ecossistema.

O consumo de residuos de atrazina e simazina pode causar problemas
neurologicos e reprodutivos. Munger e colaboradores (1997) associaram as altas taxas
de nascimento de criangas prematuras em uma comunidade em lowa com o consumo de
agua com altas concentracdes de atrazina (MUNGER et al, 1997). Cragin e
colaboradores (2011) avaliaram a relacdo consumo de agua contaminada com atrazina
e interferéncia no ciclo menstrual e producéo de ciclos ovulatorios inférteis (CRAGIN et
al., 2011).

No Brasil, os herbicidas atrazina e simazina tém sido detectados em amostras de

aguas. No trabalho de revisdo de Montagner e colaboradores (201

4) foi feito um levantamento da ocorréncia de pesticidas em aguas superficiais no Brasil.
Como resultado, os herbicidas foram a classe mais investigada e as faixas de
concentracdo foram de 0,002-9,3 g L? para atrazina, sendo identificados nos estados
do Rio de Janeiro, Sado Paulo, Mato Grosso e Rio Grande do Sul, enquanto a simazina
foi encontrada na faixa de concentracdo de 0,007-0,6 pg L™ nos estados de Mato Grosso,

Sao Paulo e Rio Grande do Sul.

Tabela 2: Propriedades fisico-quimicas dos pesticidas estudados

Pesticida Grupo Estrutura Pressdo Constant  Log Kow Solubili-  Classific
guimico de vapor ede dade acao
(mPa)! Henry toxicolo-
(Pam? gica
mol™?)?2
Atrazina Triazina  © /N\‘(NHC 3,9x102% 29x10* 2,7 35 Il
N _N
HCH(CH.
Simazina  Triazina © /N‘ NHCHCHB 0 x 104 3,4 x 10 2,2 5 Il
NYN

NHCH,CHs

1- Friedrich e Stammbach, 1964; 2-Steen et al. 2001
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Figura 6: Principais metabdlitos da Atrazina. Fonte: adaptado de (BARCELLOS, 2016)
e Cafeina

A cafeina (Figura 7) € um alcaldide da classe das metilxantinas, sendo
considerada uma das substancias psicoativas mais consumidas no mundo (DIOGO et al.,
2013). Ela ocorre em diversas espécies vegetais, tais como café, chas, guarana, cacau,
ervas e mais outras 60 espécies de plantas, além de estar presente em uma variedade
de bebidas e produtos alimenticios (BUERGE et al., 2003).

O consumo de cafeina ocorre em funcdo da ingestdo de produtos alimenticios
que contém essa substancia e através de medicamentos. E estimado que cerca de 70 %
da cafeina consumida mundialmente seja proveniente do café e que esta seja a bebida
mais consumida no mundo (BUTT; SULTAN, 2011; CANELA et al., 2014). No Brasil, o
consumo interno de café em 2017 foi estimado em 21,5 milhdes de sacas
correspondendo a cerca de 1,07 milhdo de toneladas, destacando-como o segundo maior
consumidor a nivel mundial, perdendo apenas para os Estados Unidos (EMBRAPA,
2017).

Esse composto é metabolizado parcialmente pelo organismo humano e

excretado através da urina. Sua remog¢do em aguas superficiais ou em efluentes de
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estacdes de tratamento de esgoto e agua ndo sdo 100% eficientes devido ao elevado
consumo e a falta de saneamento adequado (GLASSMEYER et al, 2005). Em varios
paises, a cafeina tem sido detectada em ambientes aquaticos naturais e esta fortemente
relacionada com atividades antropogénicas, sendo usado muitas vezes como bom
indicador de qualidade de agua associado a presenca de esgoto (MONTAGNER et al.,
2014; CANELA et al., 2014).

No trabalho realizado por Raimundo (2011) evidenciou-se que a presenca de
cafeina em A&guas tratadas estava intrinsecamente relacionada ao aporte de
contaminantes emergentes ao comparar 16 contaminantes emergentes com o potencial
estrogénico, usando um bioensaio com levedura modificada. Estes resultados
comprovaram que a cafeina pode ser usada como indicador de qualidade, principalmente
em relacdo a possivel atividade estrogénica presente nas amostras. Além desse trabalho,
outros paises também mostraram a relacdo entre a carga de esgoto e presenca de
cafeina (BUERGE et al., 2003; CHEN et al., 2002; DANESHVAR et al., 2012; SEILER et
al., 1999).

Com relacdo a concentracdo dessa substancia no ambiente, o estudo realizado
por Montagner e colaboradores (2014) fez uma comparagéo entre a presenca de cafeina
em &guas superficiais em paises com altos niveis de saneamento, nas quais as
concentracGes de cafeina foram encontradas na faixa de 13-107 ng L* (Franca), 0,6-
1056 ng L* (ltélia) e 2-225 ng L (Estados Unidos). Paises como o Brasil, com baixos
niveis de saneamento, apresentaram faixas de concentrac¢do variando entre 174-127.092
ng L' em capitais como S&o Paulo e 1.410-753.500 ng L** em Curitiba.

o]
/
\NJIN
[ )
o)\N N
|
Figura 7: Estrutura da cafeina
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1.3.2 Destino dos COE no ambiente

A ampla classe de contaminantes que abrange oS compostos emergentes tem
sido identificada nos diferentes compartimentos ambientais como aguas superficiais,
aguas subterraneas, agua potavel e efluentes de ETE (Figura 8). Embora os efluentes
das ETE sejam vistos como uma das fontes que mais contribuem para a contaminacao

das aguas naturais com compostos emergentes (TERNES et al., 2004).

Compostos Organicos
Emergentes

Esgoto Doméstico l

Estacao de

Tratamento de Esgoto

Efluente Liquido Lodo de esgoto

|

Aguas superficiais

v

Aguas subterraneas

l

Tratamento de agua

Agua para consumo
‘—
humano

Figura 8: Vias de aporte, transporte e destino de Compostos Organicos Emergentes no ambiente. Fonte:
Adaptado de (CANELA et al., 2014)
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Os sistemas tradicionais de tratamento de esgoto geralmente realizam o
tratamento primario, secundario e ocasionalmente o tratamento terciario, dependendo do
destino final desta agua. Esses processos sdo compostos de varias etapas de
tratamentos biolégicos e fisico-quimicos. No tratamento primario, o residuo sélido,
plasticos, Oleos, gorduras e areias sdo separados principalmente por processos
mecanicos através de filtracdo e sedimentacdo. O tratamento secundario envolve a
degradacdo biol6gica das substancias organicas que pode ocorrer de forma aerdbica ou
anaerdbica e pode variar significantemente. Nessa etapa, varias tecnologias de
tratamentos biolégicos podem ser usadas, como biorreatores de leito fixo, biorreatores
de membrana e reator de biofilme de leito mével. Nessa etapa, as substancias organicas
e 0 nitrogénio sdo degradados pelo lodo ativado utilizando o oxigénio dissolvido (GOGOI
et al., 2018; MANAHAN, 2000).

Por ultimo, o tratamento terciario pode remover o fosforo por precipitacdo e
filtracdo (BATT; KIM; AGA, 2007). Algumas ETE podem fazer a desinfeccdo por
irradiacdo UV ou cloracdo antes de descarregar o efluente no ambiente. No entanto,
esses tratamentos ndo garantem a remoc¢ao completa dos contaminantes emergentes. A
técnica do lodo ativado é a mais comumente utilizada no mundo, ela n&o é capaz remover
todos os compostos emergentes de forma eficiente, além disso, varios processos
bioldgicos e quimicos de degradacéo e fotolise podem transformar os contaminantes em
formas mais toxicas que os compostos de origem (CELIZ et al., 2009). A Tabela 3
apresenta quais sao as taxas de remocéo de alguns compostos emergentes das ETE e

guais sao 0s principais processos responsaveis por sua remogao.

Tabela 3: Processos e taxas de remoc¢éo dos COE em ETE com tratamentos convencionais

Processo de Compostos Eficiéncia de Referéncia
tratamento Remocéo (%)
Clarificagéo, Nonilfenol 73 Stackelberg, 2007
desinfeccéo (cloracéo) Cafeina 88 Stackelberg, 2007
e Filtracao (carvéo Bisfenol A 76 Stackelberg, 2007
ativado granular.
Oxidacéo com cloro Etinilestradiol 68,1 Wu et al, 2012
livre
Floculagéo, Atrazina 70,4 £ 32,1 Padhye et al, 2014
sedimentacdo, Triclosan 55,4 +32,0 Padhye et al, 2014
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ozonizacgéo, filtracéo e
cloracéo
Simazina NE NE

NE — Nao foram encontrados dados de remoc¢édo em ETE com tratamento convencional.

Além desse cenario, no Brasil outra questéo relevante é o lancamento de esgoto
bruto diretamente nos corpos hidricos. Segundo o IBGE (2008), ultimo censo realizado
sobre saneamento basico, pouco mais da metade dos municipios brasileiros,
representando 55,2%, apresenta rede de esgotamento sanitario que € o sistema
apropriado. O restante, ndo se sabe qual é o destino do esgoto, sabendo que em um pais
em desenvolvimento como o Brasil, muito desse esgoto acaba tendo como destino as
aguas superficiais como foi mostrado em diversos trabalhos usando a cafeina como
marcador quimico (BUERGE et al., 2003; DANESHVAR et al., 2012; HILLEBRAND et al.,
2012; CANELA et al., 2014; MONTAGNER et al., 2014). A utilizacdo intensiva de produtos
gue contenham COE e a comprovacao da sua toxicidade em animais e humanos tem
feito com que organizagdes governamentais e ndo-governamentais, tais como Unido
Europeia (EU), Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA), Organizacao
Mundial de Saude (OMS) e Programa Internacional de Seguranca Quimica (IPCS, do
inglés International Program Chemical Safe) apoiem e incentivem os estudos sobre estes
compostos. Os estudos sao voltados para avaliagcdo dos efeitos dos COE e
regulamentacdo desses compostos, visando a melhoria da qualidade da agua (BUENO
et al, 2012; ROBLES-MOLINA et al, 2014).

Nesse sentido, alguns paises tém buscado implementar tecnologias que
priorizem esses contaminantes ambientais. A USEPA disponibilizou a CCL-4
(Contaminant Candidate List-4), que sofreu sua quarta atualizacdo, que consiste de uma
lista de contaminantes candidatos a uma futura regulamentacéo nos termos da lei para
aguas destinadas para o consumo humano. Nesse documento estdo aproximadamente
100 compostos ou grupos quimicos que podem estar presentes no sistema publico de
abastecimento (USEPA, 2018).

Umas das iniciativas pioneiras de regulamentacdo desses compostos partiu da
Unido Europeia (Directive 2000/60/EC) que listou 33 grupos de substancias de
preocupacdo prioritaria devido a sua persisténcia, toxicidade, bioacumulacao, frequéncia
de utilizacdo e detec¢do em ambientes aquaticos. Posteriormente, outras legislacdes tais

como a Directive 2008/105/EC estabeleceu pela primeira vez padrdes de qualidade para
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esses tipos de contaminantes, visando a qualidade do ambiente e saude humana. Novos
compostos tém sido acrescentados nas listas de contaminantes prioritarios a medida que

suas toxicidades vao sendo estudadas (BUENO et al, 2012).

CAPITULO 2 - METODOLOGIAS ANALITICAS PARA DETERMINACAO
DE COE EM MATRIZES AQUOSAS

2

2.1 Analise de COE: Breve histoérico

A baixa concentracdo dos COE em matrizes ambientais, principalmente aquosas,
e a dificuldade de analisa-los e a falta de informagao sobre seus efeitos fez com que a
presenca destes compostos na agua s recebesse importancia nas ultimas décadas.
Embora alguns compostos ja contaminassem as aguas naturais ha muito tempo, as
técnicas de extracao e deteccao ainda eram pouco eficientes e sensiveis para verificar a
presenca dos mesmos. O desenvolvimento dos materiais de extracdo e da
instrumentacao analitica tornou possivel a andlise de contaminantes em nivel de micro
tracos, mostrando que varios compostos ndo naturais, apareciam em matrizes ambientais
e que varios efeitos poderiam ser observados nos organismos Vivos.

No entanto, ainda ha muitos obstaculos a serem superados como a complexidade
das matrizes e varias faixas de polaridade dos compostos a serem analisados. Além dos
desafios da analise desses contaminantes que pertencem a uma ampla faixa de
compostos de diferentes classes em diversas matrizes ambientais, outras dificuldades
relacionadas a esse tipo de andalise sao: a concentracao que esses contaminantes estao
em agua (na ordem de pug L, ng L e pg LY); e as altas concentracdes de interferentes,
causando efeito matriz em detrimento da baixa concentracdo dos analitos (BILA,
DEZOTTI, 2007; SODRE, LOCATELLI e JARDIM, 2010; MACHADO, 2015).

As etapas envolvidas na determinacdo dos COE em matrizes aquosas séo
apresentadas na (Figura 9). O primeiro grande desafio sao as etapas de pré-tratamento
da amostra, pois sao complexas, trabalhosas e consomem muito tempo. O pré-
tratamento envolve a remoc¢do do analito da matriz aquosa, assim como sua pre-

concentracdo para atingir limites detectaveis pelo equipamento de andlise. Diante das
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dificuldades na determinagdo destes compostos, 0 avango no desenvolvimento das
técnicas analiticas ocorre no sentido de otimizar os passos envolvidos na andlise de uma

ampla faixa de classes de compostos de forma eficiente e rapida.

Definir compostos a serem analisados e matriz ambiental

Coleta das amostras

armazenamento e filtracao

extracao e eliminacao de interferéncias

escolha da técnica analitica

cromatografia a gas, DIC, ECD, cromatografia liquida,DAD, EM,
EM, EM/EM* TDV-EM, TDV-EM-EM*

Necessita de derivatizacao?

identificacdao e quantificacao

Figura 9: Etapas de analise de COE, * DIC- detector de ionizagdo em chama

* A etapa de derivatizagdo sera necessaria somente para determinados grupos de substancias.

Na literatura, a analise de contaminantes emergentes em matrizes aquosas é
descrita utilizando varios métodos analiticos tradicionais, como por exemplo, as técnicas
cromatograficas com diferentes detectores. No entanto, estas técnicas necessitam ter
alta sensibilidade e seletividade, uma vez que esses compostos apresentam atividade
estrogénica mesmo em baixas concentracdes (LOCATELLI et al, 2016). O quadro 1
apresenta os principais métodos para determinacdo de COE em diferentes matrizes

aguosas publicado por varios autores.
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Quadro 1: Exemplos de métodos analiticos mais usados para determinacdo de COE.

Analitos Matriz Método de Método de LQ(ngL?Y | LD(ngL? Referéncia
extracao anélise
Estrona, 17-B-estradiol, estriol, Agua SPE LC-MS 0,04-1,0 0,1-3,1 JARDIM et al, 2012
17-u-etinilestradiol, Bisfenol, A, 4- tratada e
n-octilfenol e 4-n-nonilfenol superficial
Atrazina, alquilfendis, cafeina, Aguas SPE GC-MS/ LC- 1,90 - 0,57 — 42,99 MACHADO, 2015
triclosan, bisfenol A, hormonios, tratadas e MS/MS 143,30
fenolftaleina, Ibuprofeno, metil- mananciais (derivatizacao)
triclosan e paracetamol
Drogas de abuso de varias Aguas SPE LC-MS/MS 0,1-100 0,5-154,2 | BAKER; KASPRZYK-
classes quimicas superficiais HORDERN, 2011
e ETE
Farmacos, produtos de cuidado | ETE, fossas | SPE on-line LC-MS/MS - 0,1-10 AMUNOL; SNYDER,
pessoal, compostos da industria, sépticas, 2015
horménios e pesticidas aguas
superficiais
e
subterranea
Farmacos e produtos de cuidado ETE e SPE - UHPLC?-MS/MS 3 1 CELANO et al, 2014
pessoal aguas DLPME?
superficiais
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Farmacos, produtos de cuidado ETE SPE e LLE® LC — MS/MS e 0.9-952,4 0,1-285,7 BUENO et al, 2012
pessoal, pesticidas e metabdlitos GC - MS
Farmacos e drogas de abuso ETE e Injecéo direta UHPLC — 0,1-411 - BOIX et al, 2015
aguas e SPE on-line MS/MS e LC-
superficiais MS/MS
Farmacos, pesticidas, derivados ETAe SBSE* GC-MS - 1- 500 HOECK et al, 2009
da industria quimica, hormonios aguas Derivatizacdo
e HPAs superficiais (in-situ)
Hormonios, farmacos, produtos | ETE, 4guas | Off-line SPE e LC — MS/MS 0,08-80,0 | 0,03-30,0 KUSTER et al, 2008
de cuidado pessoal e pesticidas | superficiais on-line SPE
e agua de
abastecime
nto
Estrogénios ETE On-line SPE HPLC — MS/MS - 0,4-0,7 SALVADOR et al,

2007

!Micro Extragdo Liquido-Liquido Dispersiva (DLPME). 2Cromatografia Liquida de Ultra Alta Pressdo (UHPLC). *Extragdo Liquido-Liquido (LLE). “Extragdo Sortiva em Barra de Agitagéo (SBSE).
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Na determinacédo de COE (Quadro 1), o preparo de amostra mais utilizado para
amostras aquosas sado baseados na Extracdo em Fase Sélida (SPE, do inglés solid phase
extraction) e a analise por métodos cromatograficos como a Cromatografia Gasosa (GC,
do inglés gas chromatographic) e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC, do
inglés high performance liquid chromatographic) acoplados a sistemas sensiveis e
especificos de deteccdo como o Espectrobmetro de Massas (MS, do inglés mass
spectrometer) simples ou em tanden (MS/MS). Para a analise de determinados
compostos polares por GC € necessario o processo de derivatizacdo da amostra. No
entanto, atualmente o desenvolvimento da técnica de HPLC e seu acoplamento a
detectores como MS, utilizando a ionizag&o por eletrosspray (ESI — do inglés EletroSpray
lonization) e analisador por Tempo de Voo (TOF — do inglés Time Of Flight) tornou
possivel a determinacdo desses contaminantes sem a necessidade dessa etapa

(PETROVIC et al, 2002).

2.2 Preparacdo de amostras

2.2.1 Coleta, preservacao e filtracdo de amostra

A coleta, preservacdo da amostra e demais passos subsequentes da analise de
contaminantes devem reproduzir o préprio ambiente estudado, portanto, essas etapas
devem ser cuidadosamente planejadas para que os dados gerados sejam
representativos a area de estudo. A coleta de amostras aquosas depende de fatores
como uso do corpo d’agua, natureza, area de influéncia e caracteristica da area de
estudo. Essas amostras podem ser coletadas em aguas classificadas como bruta, tratada
ou residuéaria; superficial ou subterranea; interior ou costeira; doce, salobra ou salina
(ANA, 2011).

A coleta da amostra é o passo mais importante para avaliacao da area de estudo,
pois, devem-se evitar todas as possiveis fontes de contaminagéo e perdas para que haja
a veracidade dos resultados analiticos da sua origem. O tipo de coleta, preservacao da
amostra e tipo de filtracdo a ser utilizada deve considerar a matriz a ser amostrada e os
métodos analiticos escolhidos para determinacdo dos analitos.

A amostragem pode ser simples, composta e integrada, a primeira €

caracterizada por uma tomada de amostra de forma pontual e instantéanea, usada quando
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a vazao e composicao do corpo d’agua nao sofre variacao significativa. A amostragem
composta é constituida por unidades de amostras simples coletada por um determinado
periodo de tempo que sdo misturadas e homogeneizadas, a qual € indicada para quando
ocorre uma grande variacdo na composi¢cao ou vazao do corpo hidrico (ANA, 2011).

A amostragem integrada consiste na coleta simultanea, ou em intervalos de
tempo o mais préximo possivel, de aliquotas que serdo reunidas numa Unica amostra
(ANA, 2011). O volume de amostra depende do(s) tipo(s) de andlise que serao realizadas.
Segundo Locatelli e colaboradores (2016) para uma determinacao utilizando as técnicas
cromatograficas, os volumes podem variar de 50 mL até 20 L, dependendo da
sensibilidade e da faixa de deteccdo da técnica analitica utilizada. Os mesmos autores
afirmam que volumes maiores de 5 L devem ser evitados devido ao aumento do efeito
matriz e logistica de amostragem. O volume 6timo de amostra para analise por GC-
MS/MS e HPLC-MS/MS deve estar na faixa de 250 mL e 1 L.

A etapa posterior e igualmente importante na analise de compostos organicos é
a preservacao da amostra. Essa etapa deve ser capaz de minimizar qualquer alteracéo
guimica ou biologica que possa ocorrer apés a amostragem (DEAN, 2003). A técnica
mais utilizada para preservacdo de amostras de contaminantes em matrizes aquosas é
armazenar a amostra no cartucho de extragao, condicionando o sorbente com metanol e
percolando a amostra para posteriormente congela-la a cerca de -18°C antes de 24 horas
da amostragem.

O tipo de matriz também pode estar atrelado a quantidade de matéria organica e
particulas em suspensdo na amostra, que podem interferir nas etapas subsequentes da
analise. Portanto, na maioria dos casos é necessaria a filtracdo prévia da amostra cujo
método mais usado é através de filtros de fibra de vidro. (LOCATELLI et al, 2016). O
quadro 2 mostra as técnicas mais utilizadas para coleta, preservacao e filtracdo de
amostras de COEs e suas respectivas porcentagens de recuperacao.
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Quadro 2: Coleta, preservacao e filtracdo de amostras

Analitos Matriz Volume Aditivo Tempo de Tempo pré Tipo de Preparo Recuperacdo | Referéncia
de armazenamento extragao filtragdo de (%)
amostra (°C) (horas) amostra
(L)
Farmacos, filtros-UV, ETE 1L - 4 48 Filtro de SPE ou Média maior BUENO et
retardantes de amostrag fibra de LLE que 67 al, 2012
chama, em vidro (0,7
antioxidantes, integrada pum)
Fragréncias
sintéticas,
desinfetantes e
agrotéxicos
Farmacos, Produtos | Superficiais 1L - 4°C 24 Filtro de SPE 70-120 CALDAS et
de cuidado pessoal e | e tratada amostrag acetato de al, 2013
agrotoxicos em celulose
simples
Farmacos e produtos Tratada, 500 mL* e - -20°C - Filtro de SPE e >70 CELANO
de cuidado pessoal mar, 250 mL** fibra de DLLME etal, 2014
superficial | amostrag vidro (2,7
e residual em pm)
simples
Estrogénios naturais Aguas 500 mL - -20° C - Filtro de On-line Média = 92% | ESTEBAN
e sintéticos, superficiais | amostrag membrana TFC*** et al, 2014

desinfetantes,
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conservantes, em de nylon
plastificantes, simples (0,45 pm)
compostos alquil
fendlicos,
anticorrosivos,
retardantes de
chama e cafeina
17B-etsradiol, 17a- Aguas 1L 5mL de 4°C 48 Membrana SPE 90-96 MOREIRA
etinilestradiol e 4- superficiais | amostrag metanol (0,5 pm) et al, 2009
nonilfenol em
simples
Farmacos, Efluentes 0,25 L*** | Tiossulfat 4°C 48 Filtro de SPE Média maior KUSTER
estrogénios, de ETEs, e 0,05 L** o de nylon (0.45 que 80 et al, 2008
progestogénios e aguas amostrag sédio pm)
agrotoxicos superficiais em anidro
e agua simples | (amostras
tratada cloradas)
Atrazina, alquilfendis, Aguas 1L - 4°C 24 - SPE Média maior | MACHADO
produtos de naturais e | Amostrag que 60 , 2015
cuidados pessoal e tratadas em
plastificantes, composta

hormoénios

*agua do mar, rio e tratada; **residual; *** rio e tratada; TFC — do inglés Turbulent Flow Chromatography
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Observa-se que a maioria dos trabalhos utilizam volumes de amostra em torno
de 1 a 0,25 L. No entanto, volumes menores de amostras sdo mais adequados para
amostras de efluentes de ETE a fim de evitar o efeito matriz. O uso de aditivos
(substancias adicionadas para preservagdo das amostras) ndo é muito utilizado devido

ao curto tempo antes da etapa de pré-tratamento de amostra (24 - 48 horas).

2.2.2 Teécnicas de preparacao de amostras (Extracdo e concentracéo de COE)

A analise de contaminantes emergentes em matrizes aquosas requer técnicas de alta
separacdo e concentracdo dos analitos antes de chegar ao instrumento analitico. A
preparacdo da amostra € uma das etapas mais importantes do método analitico,
especialmente se tratando de andalise de compostos em concentracdo a niveis tracos.
Nesse sentido, a demanda de analises em baixas concentracfes de compostos organicos
em matrizes complexas, deve considerar a eliminagao de interferentes e reducao no
volume final dos extratos para fornecer uma alta concentracdo dos analitos e possibilitar
deteccao sensivel com baixos limites de quantificacdo. Essa etapa pode incluir ajuste de
pH, extracdo, limpeza e pré-concentracdo para garantir que os analitos possam ser
determinados nos niveis de concentracdo adequados (PADRON et al, 2014).

Nesse sentido, além de técnicas de andlises eficientes, também séo necessérias
etapas de preparo de amostra, incluindo a extracéo e concentracao dos analitos, que se
constituem numa das etapas mais importantes para determinacéo desses contaminantes.
A literatura reporta uma variedade de métodos para extracdo de compostos emergentes
em agua (MOREIRA et al, 2009; JARDIM et al, 2012; VALSECCHI et al, 2015), contudo
a SPE é uma das técnicas mais utilizadas para amostras aquosas (DA SILVA; COLLINS,
2011).

A Extracdo em Fase Sdlida € uma técnica liquido-sélido baseada na cromatografia
liquida de baixa pressao que possui 0 propésito de isolar analitos presentes em uma
amostra complexa. O formato mais comum para SPE € o cartucho, no entanto, também
podem ser encontrado comercialmente de outras formas. Os discos, depois do cartucho,
€ a forma mais utilizada para determinacdo de compostos organicos em matrizes
aguosas (Figura 10). Esses ultimos consistem de uma membrana de 0,5 mm de
espessura, na qual o adsorvente (silica ou polimérico) € imobilizado em uma rede de
microfibras a base de politetrafluoroetileno (PTFE) (ZWIR-FERENC e BIZIUK, 2006).

51



Cartucho
(vers3o inicial)
= —— Fibra

(SPME)
— O~
H Cartucho

Figura 10: Formados encontrados comercialmente para EFS e SPME. Fonte: Lancas, 2008.

Os discos sao colocados em sistemas tipicos de filtragédo, ao qual é aplicado um vacuo
para forcar a amostra a passar pelo sistema. Comercialmente, estao disponiveis sistemas
manifolds para extracdo multipla utilizando os discos. Os discos estdo disponiveis em
diferentes diametros que variam de acordo com o volume de amostra

As principais vantagens da utilizagao de discos em relagéo aos cartuchos sao: leito
mais homogéneo, evitando os canais preferenciais, pressdes menores durante a
aplicacdo da amostra, melhor reprodutibilidade e repetitividade, vaz6es mais altas e
menores volumes de eluicdo. Nessa técnica a transferéncia de massa ocorre de forma
mais rapida e eficiente devido ao menor tamanho da particula (QUEIROZ et al, 2001,
ZWIR-FERENC e BIZIUK, 2006). No entanto, dentre suas desvantagens destacam-se a
maior variacdo de desempenho em relacdo as marcas e lotes; formacao de uma interface
ar/agua com mais facilidade devido sua maior area superficial e, portanto, a secagem
deve ser evitada; e da mesma forma como ocorre nos cartuchos, as amostras devem ser
filtradas para evitar o entupimento dos poros por material particulado (CALDAS et al,
2011).
No caso dos cartuchos, primeiramente, ele € ativado com solvente; apos a ativacao
a amostra é percolada pelo cartucho, em seguida passa-se agua desionizada para
retirada de possiveis interferentes e por ultimo, os analitos retidos no cartucho sao eluidos
com solvente (FARIA, 2004) (Figura 11).
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Figura 11: Etapas do processo de extracao em fase solida.

Fatores como o tipo e a quantidade de sorbente; o volume de amostra, e solvente
gue sao percolados pelos cartuchos sdo importantes e devem ser considerados para
obtencdo de resultados mais exatos (FARIA, 2004). Nesse sentido, € necessario um
estudo criterioso para definir as melhores condi¢cOes para que a SPE seja eficiente.

Existem diversos tipos de sorbentes (C8, C18, carbono grafitizado, resina
trocadora de ions e materiais poliméricos) que devem ser escolhidos de acordo com as
caracteristicas do analito, sua polaridade, faixa de pH trabalhada (CALDAS et al, 2011).

Atualmente, os sorbentes baseados em HLB (sorbente polimérico de fase reversa
hidrofébico/hidrofilico balanceado) sdo os mais utilizados para determinacdo de COEs
(ROBLES-MOLINA et al, 2014; SILVA, 2014; MACHADO, 2015). Esse sorbente é
caracterizado pela sua habilidade de reter uma larga faixa de compostos (acidos, basicos
e neutros). Sua composicéo baseia-se em poliamida, poli(n-vinilpirrolidina-divenilbenzeno
(DV2)), metacrilato DVZ e poliestireno hidroxilado DVZ, abrangendo as seguintes marcas
(OASIS HLB, STRATA XL, Super Selected HLB e Bond Elut Plexa) (KUMAR e
SIVAPERUMAL, 2016; LOCATELLI et al, 2016).

Os cartuchos Oasis HLB (Waters) (Figura 12) possuem essa capacidade de reter
compostos com caracteristicas lipofilicas e hidrofilicas, pois sdo constituidos por um
polimero lipofilico, de divinilbenzeno, e um polimero hidrofilico, de n-vinilpirrolidina, com
tamanho de poro de 80 A e tamanho de particula de 30 um. O monémero lipofilico tem
interacdo do tipo fase reversa para a retencdo dos analitos por meio de interacfes

hidrofébicas, enquanto que, o polimero hidrofilico proporciona propriedades umectantes
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a fase extratora, retendo compostos polares por interacées mais fortes, como as ligacoes
de hidrogénio. Esse material também é estavel em uma ampla faixa de pH, ndo sofre

interacdes silanol e sem alteragcdes do sorbente na secagem (RAIMUNDO, 2011).

OISIS"HLB Cartridge

C

Figura 12: Composicao do sorbente dos cartuchos Oasis HLB.

Outro fator que influencia na eficiéncia da extracdo é a faixa de pH trabalhada. A
forma como os compostos organicos fracamente acidos esta na solucéo e sua afinidade
pelo sorbente depende do valor de pH desta solugéo. Dessa forma, a acidificacdo da
solucdo aquosa tende a diminuir a dissociacdo dos analitos fracamente acidos,
aumentando assim a eficiéncia da extracdo do composto alvo, se a sua forma néo
dissociada liga mais fortemente ao sorbente (LIU, ZHOU e WILDING, 2004). No entanto,
é importante trabalhar numa faixa de pH onde n&o ocorra a degradacao do analito (DA
SILVA e COLLINS, 2011).

No trabalho realizado por Tran e colaboradores (2007) foram comparadas
diferentes técnicas de pré-concentracdo de herbicidas polares em matrizes ambientais
aquaticas. Nesse trabalho, foram confrontadas as técnicas de LLE (do inglés, liquid liquid
extraction), SPE (cartucho — Oasis HLB) e SPE (discos — SBD-XC Empore) em diferentes
matrizes, incluindo amostras aquosas contendo alta concentracdo de material
particulado. O uso do disco SBD-XC e filtro de fibra de vidro se mostrou mais rapido,
eficiente e com boa reprodutibilidade para determinacéo de herbicidas em aguas naturais

e com alta concentragéo de material particulado.
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Para aumentar a seletividade ou mesmo a capacidade de analise para
determinacao simultanea de compostos com caracteristicas diferentes pode-se empregar
a técnica de empilhamento que consiste no empilhamento de véarios discos de um mesmo
ou diferentes sorbentes (multiclasse de analitos) (QUEIROZ et al,2001).

Para uma maior variedade de contaminantes emergentes, Boyd e colaboradores
(2003) desenvolveram uma metodologia empregando a SPE em disco (cartucho SDB-
XC Empore disk) para analise de farmacos e produtos de cuidado pessoais (acido
clofibrico, ibuprofeno, acetominofeno, cafeina, fluoxetina, clorofeno, naproxen, triclosan,
bisfenol A, estrona e 17-B-estradiol). Os resultados mostraram porcentagens de
recuperacdo para a maioria dos compostos estudados acima de 47%, exceto para
cafeina e acetominofeno. Os limites de deteccéo apresentados foram na faixa de 0,1 a
107,21 ng L' e 1,1 a 39,5 % de desvio padrao relativo (RSD).

2.3 Detectores para determinacdo de COE

Os compostos emergentes vém sendo lancados no ambiente por décadas, no
entanto, somente puderam ser detectados e quantificados com o avanc¢o das técnicas
analiticas para deteccdo e quantificacdo em baixas concentracdes (na faixa de ng L),
além da analise simultdnea de um numero cada vez maior de contaminantes.

As técnicas de separacdo GC e HPLC sado as mais utilizadas para determinacéao
de contaminantes em baixas concentracées em matrizes aquosas por serem sensiveis e
seletivas (DIMPE e NOMNGONGO, 2016; VALSECCHI et al, 2015; WANG et al, 2015;
BUENO et al, 2012; MOREIRA et al, 2009).

A escolha entre a cromatografia liquida ou gasosa vai depender das caracteristicas
fisico-quimicas dos analitos. O diagrama de polaridade/volatilidade orienta com relacéo

a técnica analitica a ser usada (Figura 13).

55



Hidrofilicos

e B

— Cromatografia a
l— Gas

Lipofilicos - - Volatilidade -

Volateis N3o volateis

Figura 13: Diagrama de Polaridade x Volatilidade. Fonte: adaptado de Giger et al, 2009.

Portanto, analitos volateis ou semivolateis, ndo polares (lipofilicos) utiliza-se
geralmente a técnica de cromatografia a gas, enquanto que compostos com polaridade
mais alta, volatiidade mais baixa ou ainda termicamente instaveis sdo geralmente
analisados por HPLC. Entretanto, compostos com caracteristicas polares também podem
ser determinados utilizando a técnica de GC, apés reagbes de derivatizacdes para
transforma-los em espécies mais volateis (DA SILVA e COLLINS, 2011; GIGER, 2009).

Os métodos de separacdo GC e HPLC séo altamente eficientes e seletivos quando
sdo acoplados com detectores de alta sensibilidade como o MS (do inglés, Mass
Spectrometry) ou sistemas tandem MS/MS (HUANG e SEDLAK, 2001)

Por quase quatro décadas, a andlise por GC prevaleceu devido ao foco em
compostos com caracteristicas mais apolares, volateis ou semivolateis na quimica
ambiental. Os detectores utilizados podem ser universais, como o FID (do inglés, Flame
lonization Detector) ou detectores mais especificos como os detectores ECD (do inglés
Electron Capture Detector), que foram muito utilizados para analises de baixas
concentracdes de compostos organicos halogenados. No entanto, o detector de MS foi o
mais amplamente usado devido a sua possibilidade de identificacdo e ao mesmo tempo
seus limites de quantificacdo e detecgao mais baixos (MACHADO, 2015; GIGER, 2009).

A espectrometria de massas tem revolucionado o campo da quimica analitica
permitindo a analise de uma ampla variedade de classes de contaminantes em niveis

tracos. Esse detector fornece padrdes de fragmentacdo que permitem a identificacdo de
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uma grande variedade de classes de contaminantes, se constituindo num detector mais
universal (SILVA, 2014).

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas tem sido um
método analitico bastante utilizado para determinagdo dos contaminantes organicos
devido a grande quantidade de informac&o estrutural gerada através da utilizacao full
scan obtida principalmente através da ionizacéo por impacto de elétrons (IE — do inglés
Eletron Impact) e também pela possibilidade de comparagédo com bibliotecas comerciais
tornando possivel a elucidacio de estruturas desses contaminantes (AGUERA et al.,
2005).

No entanto, a cromatografia a gas apresenta desvantagens devido a sua
capacidade limitada de analisar compostos mais polares e com volatilidade menor. Nesse
sentido, contaminantes muito polares e com caracteristicas anfifilicas podem ser
determinados por GC/MS depois de reagOes de derivatizagdo ou transformacao dos
analitos em espécies mais volateis que possibilita 0 aumento da sensibilidade e
seletividade tanto na separacao, como na deteccdo no MS (GALLART-AYALA, MOYANO
e GALCERAN, 2010).

A cromatografia liquida é mais adequada quando é necessario analisar uma faixa
maior de polaridade e tem se apresentado como uma importante ferramenta para
identificacdo de metabdlitos. O desenvolvimento de fontes de ionizacdo por
eletronebulizacéo (ESI — do inglés Eletronspray ionization) e ionizacdo quimica a pressao
atmosférica (APCI — do inglés Atmospheric-Pressure Chemical lonization) permitiu o
acoplamento da cromatografia liquida ao detector espectrometria de massas (MS),
proporcionando um grande avanco na determinacdo de contaminantes em matrizes
aguosas, especialmente de compostos nao-alvo.

A técnica de HPLC-MS com fonte de ionizagéo por elétron-spray e analisador com
tempo de voo (ESI/TOF) permite a elucidacdo de estruturas organicas por meio da
medida da massa exata, mesmo com muitos poucos ions produzido pelo ESI (GIGER,
2009), melhorando ainda mais a capacidade de deteccéo.

As técnicas analiticas de GC-MS e HPLC-MS tém sido descritas na literatura como
eficientes na identificacdo e quantificacdo de contaminantes emergentes. A Quadro 3
apresenta alguns trabalhos envolvendo ambas as técnicas, as condi¢cdes para extracao

e os limites de deteccéo e taxas de recuperacdo para essas classes de contaminantes.
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Quadro 3: Relacdo de metodologias para deteccado e quantificacdo de contaminantes emergentes.

Referencia Tipo de N° de Extracéo Solvente de Técnica Porcentagem de Limite de
manancial compostos eluicéo analitica recuperacdo (%) deteccdo (ng L™?)
analisados
GROS et al, 2006 Aguas 29 Oasis HLB Metanol LC-MS/MS 60a 110 1al60
superficiais e (Waters)
residuais
KASPRZYK et al, Aguas 56 Oasis MCX Metanol UPLC-MS 5al44 0,05a 20
2008 superficiais (Waters)
MOL et al, 2000 Aguas 8 C-18 (Baker) Acetato de GC-MS 58-106 4-300
superficiais etila
JARDIM et al, 2012 Aguas 7 Oasis HLB Metanol LC-MS 81-140 0,04-1
superficiais e (Waters)
tratadas
MOREIRA, 2009 Aguas 3 C-18 Acetato de LC-MS-IT-TOF 90-96 0,9-6,5
superficiais etila
ANUMOL; SNYDER, Aguas 34 PLRPs Alcool LC-MS/MS 61,2-145,1 0,1-13,1
2015 superficiais, ispropilico,
subterréneas e metanol e
efluentes acetonitrila
BUENO et al, 2012 Efuente de ETE 100 Oasis HLB Metanol LC-QTRAP- 23-127 0,04-50
(Waters) MS
WANG et al, 2011 Aguas 16 Oasis HLB  Metanol/Metan LC-MS/MS 12,6-136 0,1-4,3
superficiais e (Waters) ol:acetona
tratada
SODRE et al, 2010 Agua tratada 11 Stracta X Acetona/meta GC-MS 44 -108 30a110
(Phenomene nol
X)
HIBBERD et al, 2009  Agua superficial 7 Oasis HLB Acetato de GC-MS/MS 86 — 102 0,01-0,49
e tratada (Waters) etila
KELLY, 2000 Aguas 3 C-18 Metanol/agua GC-MS/MS 92 - 99,6 1
superficiais e
Efluente de
ETEs
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2.4 Derivatizagéao

As reacOes de derivatizagcdo ocorrem por meio de reacgdes quimicas com
reagentes capazes de modificar grupos especificos em um ou mais grupos funcionais na
molécula. Dentre esses grupos se destacam: grupo carboxila (-CO2H), grupo hidroxila (-
OH), grupo amino (-NH) e grupo tiol (-SH) (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006 apud
MACHADO, 2015).

Dentre as reacfes de derivatizacdo para esse tipo de analise, o tipo mais usado é
a sililacdo, pois é rapida, quantitativa, apresenta produtos termicamente estaveis e
altamente volateis, implicando em picos mais estreitos e simétricos. Entretanto, muitos
derivados silicicos podem sofrer hidrélise durante a reacdo de derivatizacdo, sendo,
portanto, necessario derivatizantes estaveis. O N,O-bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida +
(trimetilclorosilano), BSTFA(TMCS) obtém produtos menos susceptiveis a reacdes de
hidrélise (MOL; SUNARTO; STEIJGER, 2000).

A reacdo de derivatizacdo utilizando esse reagente ocorre em uma Unica etapa,
via mecanismo SN2, ou seja, uma reacdo de substituicdo nucleofilica de 22 ordem,
conforme ilustra a Figura 10. O ataque para a substituicdo ocorre nos hidrogénios ativos
da molécula reduzindo as interacfes de hidrogénio e intera¢des dipolo-dipolo, elevando
a volatiidade dos compostos que sofrem essas modificacbes (COLLINS; BRAGA;
BONATO, 2006 apud MACHADO, 2015).

O—TMS
FaC—C=N—TMS * H—Y—R —> TMs—Y—R + FC—C—

Onde: TMS (trimetilsilil)
CHj

TMS: H3C—S|i—CH3
CHj

Figura 14: Reacédo de derivatizacdo usando o BSTFA + TMCS

A facilidade de substituicdo dos grupos funcionais pelo reagente derivatizante

segue a seguinte ordem: alcoois > fendis > acidos carboxilicos > aminas e amidas. As
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reacdes de sililacdo devem ocorrer na auséncia de dgua e podem ser catalisadas pelo
aguecimento do meio reacional (ORATA, 2012).

Além desses trabalhos, podemos destacar um estudo realizado por Machado
(2015), em Curitiba, onde foram determinados contaminantes com classes de
contaminantes semelhantes as abordadas nesse trabalho, utilizando a GC-MS e a etapa
de derivatizacdo para aumentar a eficiéncia do método. Nesse trabalho, apds a reacao
de derivatizacao foram obtidas areas 3 a 4 vezes maiores quando comparadas aos
mesmos compostos na forma nado derivatizada. Dessa forma, o protocolo de
derivatizacao foi utilizado para andlise das amostras e as substancias encontradas nas
foram: cafeina, atrazina, triclosan, ibuprofeno e bisfenol A. A cafeina (3,9 a 236 ng L) foi
detectada em todas as amostras e a segunda substancia mais encontrada foi a atrazina

(75% das amostras), em concentracdes de 3,0 a 15,0 ng L.

2.5 Planejamento de experimentos

O termo otimizagdo tem sido usado por um longo tempo na quimica buscando
melhorar o desempenho de um processo, método ou sistema, para obter o maximo
beneficio possivel. Obter essas condi¢des ideais € uma tarefa que envolve a avaliacéo
da influéncia de vérios fatores que tradicionalmente tem sido realizado monitorando a
influéncia de um fator de cada vez na resposta experimental. No entanto, a otimizacéo
univariada, apresenta desvantagens tais como grande demanda de tempo, ma
interpretacdo dos resultados, pois esse tipo de estudo nédo inclui o importante efeito de
interacdo entre as variaveis presentes, além do grande niamero de experimentos que leva
ao excesso no consumo de reagentes e materiais (ARAUJO; BRERETON, 1996;
BEZERRA et al., 2008).

Visando solucionar esse problema, a otimizacdo de procedimentos analiticos tém
sido realizados usando a estatistica multivariada, conhecida como planejamento de
experimentos que permite a avaliacao de duas ou mais varidveis independentes (efeitos)
e os efeitos de interacdo entre essas variaveis (variaveis dependentes) (DAVIDIDOU,
2018; KUMAR et al., 2015; MARTINEZ-URUNUELA; GONZALEZ-SAIZ; PIZARRO, 2004;
RODRIGUES et al., 2014).

No planejamento fatorial, 0 nimero de experimentos (N) é determinado pela

expressdo N = 2% onde k define o nimero de fatores a serem avaliados. Para avaliar o
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efeito de qualquer fator sobre uma dada resposta € necessario variar o nivel. Dessa
forma, os fatores séo variados em dois niveis, (+) nivel alto e (-) nivel baixo, a qual sdo
atribuidos valores maximos e minimos e € observado o resultado que essa variacdo
produz na resposta (NETO; SCARMINIO e BRUNS, 2010).

A determinagdo do erro experimental do planejamento é realizada através de
repeticdes auténticas, havendo a necessidade de duplicar o niumero de experimentos.
Entretanto, é utilizada como alternativa a realizacdo dos experimentos com ponto central
(0). Para utilizar esse recurso, 0 numero de experimentos no ponto central deve
corresponder de 25 a 30% do namero de experimentos (FERREIRA, 2015).

Nos procedimentos de otimizacdo de metodologia muitas vezes é necesséria a
determinacao de variaveis em funcdo de mais de uma substancia ou elementos ao
mesmo tempo. Dessa forma, a funcdo Resposta Multipla (RM) auxilia na determinacéo
dessas condi¢cdes baseada no somatério das respostas normalizadas. A normalizacdo é
feita dividindo-se a resposta de um composto pelo maior valor da série, ou seja, o valor
obtido pela sua resposta pelo maior valor de resposta para aquele composto (FERREIRA,
2015). A RM tem sido utilizada por pesquisadores empregando diferentes ferramentas
guimiomeétricas.

No trabalho desenvolvido por Silva e colaboradores (2013), a funcdo RM foi
utilizada para otimizacdo de um procedimento de extracdo em fase sélida para seis
compostos organicos em protetores solares para analise dos filtros UV, usando um
Planejamento Fatorial Fracionario (PFF). Em outro trabalho realizado por Araujo e
colaboradores (2013) empregou-se a RM com o objetivo de otimizacdo das condi¢des
operacionais de um espectrometro de emissdo Optica com plasma indutivamente
acoplado para determinacdo da composicao mineral de quatorze elementos quimicos em
comidas de gatos e cachorros.

O planejamento de experimentos deve envolver também a validagdo do modelo
desenvolvido. Isso permite a consolidacao do trabalho de otimizacdo e avaliacdo de que
0 modelo escolhido seja significativamente correto e avalia o ajuste entre os dados. A
validacdo de modelos quadraticos, mais comumente empregados, pode ser feita
utilizando varias ferramentas estatisticas, que utilizam os dados experimentais. Um dos
métodos mais confidveis para avaliar a qualidade do ajuste do modelo € empregar a
analise de variancia (ANOVA) ( FERREIRA, 2015; SOUZA et al., 2015;).
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Logo, espera-se que um bom modelo apresente uma regressao significativa e falta
de ajuste ndo significativa. Assim, espera-se que a maior parte da variacdo total das
observacgfes esteja em torno da média, sendo descrita pela equacao da regressao e o
restante com os residuos. Também € desejavel que a variagdo associada aos residuos
seja considerada erro puro (associado aos erros experimentais) e ndo uma falta de ajuste
do modelo.

Em um sistema, diversos fatores podem interferir na resposta desejada. Nesse
sentido, um experimento de triagem € necessario visando determinar as variaveis
experimentais e interacdes entre as variaveis que tem influéncia significativa sobre as
respostas (LUNSTEDT et al, 1998). Posteriormente, deve-se escolher qual planejamento
usar para estimar a influéncia das diferentes variaveis no resultado.

Apoés a realizacdo dos experimentos de triagem, os efeitos mais significativos séo
selecionados e segue com a otimiza¢cdo com o objetivo de encontrar o valor das variaveis
gue irdo produzir a melhor resposta desejada, ou seja, encontrar a regido 6tima na
superficie definida pelos fatores, sendo viavel dessa forma gerar uma superficie de
resposta. A técnica multivariada de superficie de resposta (RSM) (do inglés Response
Surface Methodology) emprega ferramentas estatisticas e matematicas baseada no
ajuste de uma equacao polinomial aplicada aos dados experimentais e que devem
descrever o comportamento de um conjunto de dados para obter previsdes estatisticas
(BEZERRA et al., 2008).

As principais metodologias de superficie de respostas sdo: planejamento
composto central (CCD do inglés Central Compound Design), planejamento Box
Behnken, matriz de Doehlert e planejamento fatorial de trés niveis. Esses modelos sé&o
estabelecidos mediante figuras geométricas, tendo niveis e valores codificados nessas
figuras. Os modelos quadraticos sao avaliados considerando as respostas experimentais
e os valores obtidos pelos modelos (FERREIRA, 2015).

O planejamento CCD apresenta vantagens como pegueno numero de fatores e
pouco numero de ensaios. Ele deve apresentar um planejamento fatorial completo de
dois niveis. Além de experimentos no ponto central (xi = 0, para todo i), experimentos nos
pontos axiais (Xi = za, onde Xj # xi) e a = V2K (LANGSRUD; ELLEKJAER; NAES, 1994).
A figura 15 mostra o desenho 0s pontos experimentais no sistema de coordenadas

definidas pelos eixos Xi.
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Figura 15: Figura geométrica gerada a partir de planejamentos compostos centrais: a) k =2 e a = 1,414,

b) k =3 e a = 1,682. (®) planejamento fatorial, (W) pontos axiais e ({J) ponto central.

Neste trabalho foi utilizado o planejamento experimental 22 com ponto central para
triagem das variaveis com efeitos mais significantes e posteriormente foi usado um
planejamento CCD utilizando a técnica RSM para a otimizacdo dos parametros para a
reacdo de derivatizagdo, buscando um menor nimero de experimentos e uma resposta

eficiente.

2.6 Materiais e métodos

2.6.1 Equipamentos utilizados na pesquisa

e Cromatografo a gas (Shimadzu GC-2010) acoplado ao detector de espectrometria
de Massas (Shimadzu GCMS-Q Plus) e coluna capilar SBL-5ms (5% difenil
95%dimetilpolisiloxano), (Supelco, USA) 30 m x 0,25 mm de diametro interno.

e Manifold para Extracdo em Fase solida (Supelco) de 20 posi¢cdes acoplado a
bomba a vacuo (Quimis, modelo Q-355J).

e Condutivimetro (Bio Cristal, modelo: CA150).

e pH-metro (Micronal, modelo: B 374)

e Balanca analitica (Shimadzu, Modelo: AY220 de capacidade maxima de medida
220 g).

e Sistema de agua ultra-pura Sartorius (modelo: Arium mini, LAmpadas 185/254 nm).

e Micro seringa para liquidos de 10 pL (Hamilton).
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e Micro pipetadores automaticos (Gopet de 100 a 1000 pL) e (Gilson de 20 a 100
pL).

2.6.2 Reagentes e solugdes

Nas etapas de otimizacéo e determinacdo de contaminantes em matrizes aquosas
foram utilizados 9 padrées de compostos organicos considerados de preocupacao
emergente que estao listados na Tabela 4.

Tabela 4: Lista de padrdes utilizados no trabalho

Substancia Sigla Formula Massa Fornecedor Pureza (%)
Molar
4-nonilfenol NON Ci15H240 220 Sigma Aldrich >99
Etinilestradiol EE2 C20H2402 296 Sigma Aldrich 98
Atrazina ATZ CsH14CINs 215 Sigma Aldrich 99
Bisfenol A BPA Ci5H1602 228 Sigma Aldrich 97
BisfenolA16 D BPA 16D C1sH1602 244 Supelco > 99
Cafeina CAF CsH10N4O2 194 Sigma Aldrich 99
Trifenilfosfato TFF CisH1504P 326 Sigma Aldrich
Simazina SMz C7H12CINs 201 Sigma Aldrich > 99
Triclosan TCS C12H7ClI302 288 Sigma Aldrich > 99

Os solventes utilizados foram grau pesticida ou HPLC (Tedia) e agua tipo 1 (ultra-
pura) obtida por meio de um sistema de purificacao (Sartorius).

As solucGes dos padrdes de concentracdo 400 mg L para o preparo da curva
analitica foram preparadas pesando-se em balanca analitica (Shimadzu, modelo: AY220
de capacidade maxima de medida 220 g) cada um dos compostos e dissolvendo em
metanol. As concentracdes das solugées variaram: 0,25; 0,5; 1; 5; 10 e 25 ug L. Essas
mesmas solucbes foram usadas na fortificacdo das amostras para os ensaios de
recuperacao. A principio, o padrao de Bisfenol-A 16 D foi usado como padréo interno na
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concentragdo 10 pg L. Na segunda parte do trabalho, na qual foi acrescida a etapa de

derivatizacdo ao procedimento, este foi usado como surrogate na concentracédo 10 ug L

1

2.6.3 Otimizacdo da metodologia para SPE

O planejamento fatorial € uma ferramenta estatistica muito empregada para

planejamento e otimizacdo de experimentos. Portanto, através dessa avaliacdo foi

possivel determinar as melhores condicdes de extracdo de analise dos compostos

abordados nesse estudo.

Dessa forma, o planejamento fatorial foi 23, onde foram analisadas 3 variaveis em

2 niveis (alto e baixo), totalizando 8 experimentos. As variaveis avaliadas foram: nimero

de cartuchos (variavel 1), tipo de solvente (variavel 2) e ajuste de pH (variavel 3). As

variaveis, niveis e condicdes experimentais sdo apresentadas na Tabela 5 e Figura 16.

Variavel 1: (n2 de
cartuchos)

[ Varidveis

Variavel 2: (Tipo de
solvente)

Varidvel 3: (Ajuste de
pH)

 EEE—
Nivel baixo (-1): 1
cartucho

| —
.

Nivel alto (1): 2
cartuchos

e —

1

Nivel baixo (-1):
metanol

S
1

Nivel alto (1):
metanol/acetonitrila
e —
1

Nivel baixo (-1):
Sem ajuste de pH
[ —
 —
Nivel alto (1): pH

=3

—

Figura 16: Variaveis e Niveis do Planejamento fatorial
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Tabela 5: Condi¢Ges avaliadas na otimizacdo do método de extracao

Experimento Variavel 1 Variavel 2 Variavel 3
1 -1 -1 1
2 1 -1 1
3 -1 1 1
4 1 1 -1
5 -1 -1 1
6 1 -1 1
7 -1 1 1
8 1 1 1

O processo de Extracao por SPE foi realizado usando o cartucho HLB (do inglés
Hydrophilic-Lipophilic-Balanced) contendo 500 mg de sorbente (1 ou 2 cartuchos), da
marca Oasis Waters. O sistema SPE é composto de manifold (Supelco) acoplado a uma

bomba de vacuo, conforme apresentado na Figura 17.

Figura 17: Sistema de Extracdo em Fase Sélida
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O experimento foi realizado fortificando-se (contaminando agua tipo 1) com
concentracdo conhecida de 10 pg L dos padrdes estudados e volume final de 2 L. Antes
da extracdo, foi realizado o ajuste de pH quando necessério. O processo de extracdo

(figura 18) foi realizado com os seguintes passos:

1. Condicionamento do SPE: a) Experimentos com apenas metanol — 3 aliquotas de
25 mL de metanol + 10 mL de agua tipo 1 e b) Experimentos com
Metanol/Acetonitrila — 2 aliquotas de 2,5 mL de metanol e uma aliquota de 2,5 mL
de acetonitrila + 10 mL de agua tipo 1.

2. Passagem da amostra: cada 2 L de amostra fortificada foram passados por 2
cartuchos (1 L em cada cartucho) de amostra.

3. Preparacédo do cartucho para eluicdo: ApGs a passagem da amostra € feita uma

lavagem com a passagem de 10 mL de agua tipo 1, para a remoc¢ao de possiveis

interferentes. Posteriormente, deixa-se passar ar por cerca de 30 minutos pelo

material sorbente, evitando que contenha agua no extrato final.

4. Eluicdo: A eluicdo foi realizada de acordo com o tipo de solvente de cada
experimento (a e b). Apds o processo de extracdo, as amostras foram evaporadas até
a secura e foram ressuspendidas em 250 puL de padréo interno (20 mg L1)) e 250 pL

de metanol, obtendo um volume final de 500 pL de extrato final.
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2 L de amostras

Ajuste de pH
Condicéo testada 1: Sem ajuste Condicé&o testada 2: Ajuste pH =3

Condicionamento

Condicao testada 1: 7,5 mL de MeOH + 10 mL de H,0 AR UESERE 25 YT

Condicéo testada 1: 2 cartuchos para 2 L Condicéo testada 2: 1 cartucho para 2 L

Lavagem

Secagem: 40 minutos sob vacuo

Eluicao

Condicéo testada 1: 2 cartuchos para 2 L Condicéo testada 2: 1 cartucho para 2 L

Evapporacéao em fluxo de N,

Derivatizacao

Ressuspensédo no volume de 100 pL

Andlise no GC-MS: 1 L

Figura 18: Fluxograma com as etapas da Extracdo por SPE

Apos a obtencado do extrato final, as amostras fortificadas foram injetadas no
GC-MS utilizando o método SIM (do inglés, Selective lon Monitoring). O ion mais
abundante foi usado para quantificacdo e o segundo ion mais abundante e o ion
molecular foram usados para confirmacéo da presenca do analito (Tabela 6).
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Tabela 6: Método SIM — ions selecionados para quantificacdo e confirmacgéo apés reacao de

derivatizacéo
Padrbes m/z (1) m/z (2) m/z (3)*
(Quantificacéo) (Confirmacao) (Confirmacao)
4 — nonilfenol 179 292 292
Etinilestradiol 285 368 -
Atrazina 200 215 215
Bisfenol A 357 372 372
Bisfenol A 16 D 368 - -
Cafeina 194 109 194
Simazina 201 186 201
Triclosan 200 345 345

*Quando houver e em alguns casos o ion molecular coincide com m/z 1 ou m/z 2.

As condicbes cromatograficas sao apresentadas na Tabela 7. A coluna

cromatografica usada foi uma coluna capilar SBL-5ms Supelco (30 m, ID 0,25 mm, 0,25

um).

Tabela 7: Condi¢des cromatogréficas de andlise

Parametros
Modo Split
Gas de arraste Hélio
Temperatura do injetor 250°C
Temperatura da coluna 80°C
Temperatura da fonte de 200°C
ions
Fluxo Total 18,2 mL min™?
Razao de Split 10,0
Rampa de aquecimento Razdo (°C mint)  Temperatura Tempo de
(°C) espera
(min)
- 80 1.00
10 160 0.00
6,5 250 0.00
20 300 10.00
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Apoés analisadas as areas dos picos das duas curvas analiticas, os resultados
foram obtidos em termos de porcentagem de recuperacdo dos analitos estudados. A
partir dos resultados do planejamento fatorial foram apontadas modificacOes,

reformulando o método para aplicacdo em amostras reais.

2.6.4 Curva analitica em fase aquosa

A curva analitica em fase aquosa busca refazer todos os passos de extragdo com
padrbes de concentracdo conhecida a fim de obter o quanto € perdido durante todo o
procedimento de tratamento da amostra. Com essa finalidade, uma solucédo estoque
individual de cada padrao foi preparada na concentracéo de 400 mg L' em metanol. Em
seguida, as solucdes foram preparadas em 3 diferentes faixas de concentra¢des. Solugao
1, contendo 17-B-etinilestradiol e cafeina nas concentracdes 250; 500; 750; 1000; 1260;
1494 e 1750 pg L. Solugdo 2 com os padrdes Nonilfenol e bisfenol A nas concentracées
9,84; 90,53; 172,2; 246, 324,7; 413,28 e 490 ug L'e a Solucdo 3 contendo os padrbes
atrazina, simazina e triclosan nas concentracdes 49,8; 182,3; 315,4; 448,2; 581; 697,2 e
830 ug L. Essas faixas de concentracdo foram escolhidas em virtude das concentracdes
encontradas nas amostras reais.

Apoés a fortificagdo das amostras foi realizado o procedimento de extragao
conforme a descricdo no item 4.3 usando as melhores condi¢cdes definidas pelo
planejamento fatorial, tais como: a) uso de 2 cartuchos para a passagem da amostra; b)
o condicionamento e eluicdo utilizando metanol e acetonitrila; c) com ajuste de pH =3.

Aos extratos finais foram adicionados 250 pL de padréo interno (Bisfenol A 16 D)
20 mg Lt e 250 pL de metanol e, entédo os extratos foram injetados no GC-MS, também

descrito no item 4.3.

2.6.5 Otimizacao da etapa de derivatizacao

Essa etapa foi acrescentada a partir da 32 coleta a fim de melhorar os limites de
deteccao da técnica. A otimizacao da etapa de derivatizacdo ocorreu através da utilizacédo
do planejamento fatorial, buscando encontrar as condicdes adequadas para a
determinacdo simultdnea dos 8 compostos emergentes. O planejamento fatorial
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empregado foi 22, 2 varaveis em dois niveis, além da avaliacdo da triplicata do valor médio

entre os niveis (Ponto Central). As variaveis e 0s niveis sdo apresentados na tabela 8.

Tabela 8: Condi¢cdes avaliadas na otimizacdo da etapa de derivatizacao

Variaveis Nivel baixo (-1) Ponto Central (0) Nivel alto (1)
Volume de derivatizante 20 pL 40 pL 60 pL
Poténcia do microondas 3 5 7

O micro-ondas doméstico (Panasonic, Modelo: NN-ST357WRPH) usado
apresenta uma variacdo de poténcia entre 1 e 10. A determinacdo das poténcias
aproximadas referentes aquelas utilizadas no planejamento fatorial (3, 5, e 7) foi realizada
através de célculos que usam as equagfes abaixo (Equacdo 1 e 2). Estas equacdes
relacionam a quantidade de calor transferido pelos micro-ondas para a substancia em um
intervalo de tempo. Para isso, foram realizados 3 experimentos utilizando agua, nas

poténcias estudadas.

Q=m.c.(Tr=T) (Equacgéo 1)
P=_E (Equacéo 2)
At

Para a realizacdo dos experimentos de derivatizacdo, aliquotas de 50 pL da
solucdo mix de padrdes de 40 mg L foram adicionadas em vials de 2,0 mL. O solvente
foi evaporado até a secura e, entdo foram acrescentados os volumes de derivatizante
(BSTFA) referentes a cada nivel do experimento (Tabela 8). As reacfes de derivatizacdo
foram colocadas em forno micro-ondas por 5 min e apos transcorrido esse tempo, 0s vials

foram levados a secura e foram ressuspendidos em 100 pL do solvente hexano.
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2.7 Resultados e discussao

2.7.1 Otimizacdo da metodologia para SPE usando Planejamento Fatorial 23

A otimizacdo das melhores condi¢cdes para extracdo dos compostos abordados
nesse estudo foi realizada através de um planejamento fatorial 22, buscando avaliar quais
séo as melhores condi¢des de extragao para a determinacdo dos compostos abordados
nesse estudo. Nesse sentido, as variaveis que poderiam interferir na resposta dos
analitos, no momento do procedimento de extracdo sdo: a) numero de cartuchos, por se
tratar de uma matriz complexa e necessidade de alto limite de deteccéo. A quantidade de
massa retida no sorbente ndo deve saturar para evitar perda de analito durante a
percolacdo da amostra; b) tipo de solvente: esses devem ser escolhidos de acordo com
a afinidade pelos analitos para melhor recuperacéo; c) ajuste para pH acido, pois ao
acidificar, o meio diminui a dissociacdo de compostos fracamente acidos, podendo ligar-
se mais fortemente ao sorbente e aumentando a recuperagéo.

Em um primeiro momento foram avaliadas as respostas mdultiplas através da
porcentagem dos efeitos conforme apresentado no grafico de representacao dos efeitos
(Figura 25). A partir dos resultados foram considerados os efeitos mais relevantes, e a
partir de entdo avaliados os erros experimentais das medidas, prosseguindo os calculos
do planejamento.

Dessa forma, foi analisado o grafico de representacéo dos efeitos que mostra a
porcentagem dos efeitos principais, secundarios e terciarios. O efeito principal € individual
de cada variavel ou fator (Ex. Efeito 1 referente ao numero de cartuchos). Efeitos
secundérios sdo os efeitos das interacdes (Ex. Efeito 1-2, efeito da variavel 1 com a
variavel 2, ou seja, o efeito do nimero de cartuchos associado com o tipo de solvente).
Por fim, o efeito terciario € o efeito das trés variaveis juntas (Ex. Efeito 123, efeito das
variaveis numero de cartuchos, tipo de solvente e necessidade de ajuste de pH,
respectivamente).

O resumo das informacdes utilizadas no desenvolvimento do planejamento fatorial

€ apresentado na tabela 9.
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EXPER.

Tabela 9: Matriz de dados do planejamento fatorial e resposta das recuperacdes.

N° DE

CART.

-1(1)

+1 (2)

-1(1)

+1 (2)

-1 (1)

+1 (2)

-1 (1)

+1 (2)

TIPO DE
SOLVENTE
-1 (MeOH)

-1 (MeOH)

+1
(MeOH/ACN)
+1
(MeOH/ACN)
-1 (MeOH)
-1 (MeOH)
+1
(MeOH/ACN)
+1
(MeOH/ACN)

AJUSTE
DE PH
-1 (s/
ajuste)
-1 (s/
ajuste)
-1 (s/
ajuste)
-1 (s/
ajuste)
+1 (3,0)
+1 (3,0)
+1 (3,0)

+1 (3,0)

PORCENTAGEM DE RECUPERAGAO (%)

EE2
28,4

50,2

53,1

52,3

44,1

28,2

33,6

99,1

NON
62,4

32,4

24,8

25,3

251

24,1

25,7

52,6

ATZ
88,1

69,9

64,9

66,0

55,4

38,6

42,8

18,6

SMzZ
49,6

81,0

1,19

85,0

69,6

54,7

58,1

155,5

BPA
1.3

76,7

68,1

72,4

45,9

39,6

33,4

119,9

CAF
96,4

60,2

38,8

56,9

47,6

33,9

36,5

17,6

TCS
37,4

39,7

35,3

29,8

36,5

29,4

24,8

99,6
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Os resultados do planejamento fatorial 22 mostraram que os efeitos principais que
apresentaram a maior relevancia sdo relativos aos parametros: a) nimero de cartuchos
(Efeito 1) e b) ajuste de pH (Efeito 3), conforme € mostrado na figura 23. A variavel 2,
referente ao tipo de solvente, ndo apresentou efeito significativo, ou seja, ela nao interfere
significativamente na melhora da resposta analitica do processo de extracéo, logo, ela foi
rejeitada e prosseguiu-se com os célculos do planejamento sem essa variavel. Embora o
efeito principal da varidvel dois ndo tenha sido significativo, o efeito secundario da
interacdo 12 apresentou a maior porcentagem de efeito. Dessa forma, essa interagéo
deve ser considerada nos calculos.

A partir da andlise do gréafico de probabilidade (Figura 20) ficou evidente que a
variavel trés (pH) deve estar em nivel baixo (sem a necessidade de ajuste de pH),
guadrante esquerdo inferior, pois quando esta em nivel alto a Resposta Mdltipla (RM)
diminui. A interacdo da variavel 12 foi alta, dessa forma essas duas variaveis devem estar
no mesmo nivel, como a variavel Um (nimero de cartuchos) que possui efeito alto e
positivo e a variavel dois deve acompanhar estando também em nivel alto. Portanto, deve
ser utilizada a mistura de solventes metanol/acetonitrila (2:1), ou seja, 2 aliquotas de 2,5
mL de metanol e 1 aliquota de 2,5 mL de acetonitrila. O resumo das melhores condi¢des

para a extracdo dos compostos emergentes € apresentado na tabela 10.

Representacao dos efeitos

35

30

25
20
15 [ 4

10

Porcentagem de cada efeito

Efeitos

Figura 19: Representagéo dos efeitos dos parametros avaliados
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Grafico de probabilidade

2
12

1,5
1 23

123
0,5

0

-1 -0,5 0 0,5 1 1,5
05 13

-1
3 2
-1,5
-2

Figura 20: Probabilidade nos diferentes niveis apresentados.

Tabela 10: Resultados para as variaveis avaliadas pelo planejamento fatorial 22 para otimizag&o do
processo de extracao

1. Ndmero 2 cartuchos para
de cada litro de
cartuchos amostra (+)

2. Tipo de Mistura de
solvente solventes:

metanol/acetonitrila

(+)
3. Ajustede Sem ajuste de pH
pH Q)

Uma importante etapa no desenvolvimento do planejamento fatorial é a validacéo
do modelo escolhido, nesse caso o modelo quadratico, visando avaliar a se o ajuste do
modelo escolhido é adequado ao conjunto de dados do planejamento. A partir dos efeitos
calculados é possivel estimar o erro experimental das medidas. Dada a repeticao feita
numa determinada combinacé&o de niveis podemos calcular a variancia e através dessa
calcular o erro-padrédo de um efeito. Esses calculos foram realizados para cada efeito e

foram obtidos os valores s? = 1,28 e erro padrdo de um efeito = 0,80. Um intervalo de
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confianca para os valores dos efeitos € possivel ser calculado a partir do erro-padréo,
usando a distribuicdo de Student.

O intervalo de confian¢a é calculado a partir do produto do valor do erro-padréao
(0,8006) pelo ponto da distribuicdo de Student (2,132), para quatro graus de liberdade e
0,005 de probabilidade. Esse calculo implica que somente serdo significativos os erros
experimentais cujas estimativas forem superiores ao valor absoluto do limite de
confianga. Conforme a Figura 21 apresenta, nos 3 parametros avaliados, todos os
intervalos de confianga calculados incluiram o valor zero, mostrando uma falta de ajuste
nao significativa.

Ou seja, 0 tratamento estatistico se ajusta ao modelo quadratico no nivel de
confianca de 95%. Portanto, temos a expectativa que a maior parte da variacdo das
observacfes esteja em torno da média e o restante com os residuos. Além da variacao
associada aos residuos estar associada ao erro puro (erro experimental) e ndo com a
falta de ajuste do modelo. (FERREIRA, 2015).

Significancia dos Parametros
Experimentais

C/pH ll

pH'I

INTERVALO DE CONFIANCA

Figura 21: Intervalo de confianga para os valores dos efeitos. * C/pH — Efeito do cartucho e do ajuste de
pH. **C — Efeito do cartucho.

2.7.2 Otimizacao da etapa de derivatizacao

A presenca da etapa de derivatizacdo é frequente quando se utiliza a técnica de
GC-MS (ZHANG, Z.; HIBBERD; ZHOU, 2006; POOJARY; PASSAMONTI, 2016; LOPEZ-
SERNA et al., 2018; SAJID; PLOTKA-WASYLKA, 2018). No entanto, hdo ha um método
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especifico ou validado para a determinacdo de uma variedade de contaminantes em
matrizes aquosas ambientais.

Nesse sentido, foi realizado um planejamento fatorial para determinacédo das
melhores condi¢bes de derivatizacao para os analitos propostos. Os compostos atrazina,
simazina e cafeina ndo sofrem reagdo com o agente derivatizante BSTFA + (TMS), sendo
possiveis de andlise direta por GC-MS. Os demais foram detectados e quantificados com
relagcdes m/z diferentes pelo método SIM e os ions de identificacdo e quantificacdo sédo
apresentados na Tabela 11. Devido as dificuldades de trabalho e alto custo, o diclofenaco

nao foi analisado.

Tabela 11: Valores de m/z dos ions de quantificacao e detec¢do dos analitos apés reacéo de

derivatizacao
SUBSTANCIA MASSA MOLAR MASSA M/Z DE M/Z DE
(GMOLY MOLAR* (G QUANTIFICACAO IDENTIFICACAO
MOL™)
NON 220 292 179 292
EE2 296 440 285 368
ATZ 215 215 200 215
BPA 228 372 357 372
CAF 194 194 194 109
SMZ 201 201 201 186
TCS 287 361 200 345

*Massa Molar apés a reacédo de derivatizagao

O planejamento fatorial 22 com ponto central foi usado para determinacdo das
melhores condi¢cOes para a reacao de derivatizacdo. Nesse tipo de reacédo, alguns fatores
sdo importantes, tais como, o volume do reagente derivatizante (Efeito 1), e a poténcia
do micro-ondas (Efeito 2). A partir das respostas das areas dos padrdes injetados dos
analitos foram calculados seus efeitos e os erros experimentais. Os efeitos significativos
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foram analisados com 95% de confianca e 2 graus de liberdade. Os efeitos mais

representativos sdo apresentados na Figura 22.

-0,77 0,77

-2 -1,5 -1 -0,5 0 0,5 1 1,5 2
SIGNIFICANCIA DOS PARAMETROS EXPERIMENTAIS

*Efeito secundario de interacéo entre as variaveis (VD) e (PM)

Figura 22: Representacao gréafica da significancia das variaveis estudadas

Através da andlise do grafico € possivel concluir que os efeitos mais significativos
foram: a) o efeito principal - Volume de Derivatizante (VD) e b) o efeito secundario de
interacdo -Volume de Derivatizante (VD) associado ao efeito de Poténcia do Microondas.
No entanto, essas variaveis foram significativas e ultrapassam o limite do intervalo de
confianca, apresentando resultado significativo para falta de ajuste. Dessa forma, foi
utilizado outro modelo para desenvolvimento do planejamento fatorial. Nesse momento
foi possivel calcular os valores criticos, ou seja, as condi¢des ideais para utilizacdo das
variaveis através para utilizacdo na determinacdo de COE nas amostras. Os valores
foram calculados baseados na equacdo que é utilizada para decodificar as variaveis.
Através da derivada da equacao (5) foram obtidos os valores de x1=0,098 e x2=0,5199.
Para obtencéo dos valores criticos, ou seja, as condi¢des ideais, as variaveis (x1 e x2 =
Xn) foram substituidas na Equacédo 6. Os calculos mostraram que o valor étimo para VD
€ 41,96 uL e para PM € 6,04. As condicdes utilizadas para o tratamento das amostras foi

de 42 uL para o volume de derivatizante e a poténcia do micro-ondas foi de 6.
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Xn = (Zr — Zm)/(AZ/2) (Equacéo 3)

Sendo:

Xn: valor codificado;

Zr: valor real

Zm: média dos valores dos niveis +1 e -1;

AZ: variacdo entre os valores do nivel +1 e -1.

Para continuacao do planejamento fatorial, houve um ajuste através da adicao de
mais quatro pontos, para utilizar o modelo Planejamento Compostos Centrais (CCD).
Esses pontos acrescentados representam 0s experimentos nos pontos axiais, conforme

foi justificado na revisdo da literatura. A matriz com base no CCD 22 é observada na

tabela 12 totalizando 9 experimentos.

Tabela 12: Matriz do Planejamento Composto Central com 2 variaveis:

EXPERIMENTO VD (L) PM (W)
1 -1 (20) -1(3) Planejamento
2 +1 (60) -1 (3) fatorial
3 -1 (20) +1 (7)
4 +1 (60) +1(7)
5 0 (40) 0 (5) Ponto central
6 —/2 (12) 0 (5) Pontos axiais
7 +V2 (70) 0(5)
8 0 (40) V2 (2)
11 0 (40) V2 (8)
6 0 (40) 0 (5) Repeticdes do
0 (40) 0 (5) ponto central

Os pontos experimentais —/2 e ++/2 foram calculados a partir da equacéo 3.

Em seguida foi proposto um modelo experimental, na qual um polinémio com duas
variaveis xi1(VD) e x2(PM), VD — Volume de Derivatizante e PM — Poténcia do Micro-
ondas. A Equacdo 4 abaixo, representa o modelo algébrico para obtencédo das condicdes
Otimas para essas duas variaveis. O termo bo é o valor da média dos pontos centrais e
de b1 a bz sdo os coeficientes do modelo que sdo determinados usando a Equacéo 5.

Onde X é a matriz de contraste, X' é a matriz transposta de X e Y é a média das

intensidades normalizadas, obtendo a Equacéo 6.
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Y = bo + b1(x1) + b2(x2) — b1 x12— b2 x2? — b3 (x1x2) (Equacéo 4)

b = (XtX)1(X'Y) (Equagao 5)

Y =5,26 — 0,000977 x1 — 0,0611176 x> - 0,095711 x1? — 0,153529 x2? + 0,88 x1x2
(Equacéo 6)

A partir do modelo descrito pela equacdo 6 foi possivel gerar a superficie de
resposta para as variaveis VD e PM (Figura 23 a) e b)). A figura 23 a) apresenta a
superficie de resposta que ilustra as condi¢cdes 6timas para a reacao de derivatizacéo
para as variaveis Volume de derivatizante (VD) e Poténcia do Micro-ondas (PM) e 23 b)

um ampliagdo da superficie de resposta.

Através da superficie de resposta do modelo obtida é possivel concluir que a
medida que aumenta ou diminuiu ambas as variaveis ao mesmo tempo obtém-se um
aumento da resposta multipla, desde que varie as duas variaveis ao mesmo tempo e no
mesmo nivel. O valor critico baseado na superficie de resposta foram 39 uL de volume
de derivatizante e 5 para poténcia do micro-ondas. Valores semelhantes aqueles obtidos
através dos calculos. Para todo o procedimento de analise a partir da terceira campanha
foram utilizados os valores de 42 uL de volume de derivatizante e 6 para poténcia do
micro-ondas, pois foram as condi¢des utilizadas desde o inicio do procedimento de
reacdo de derivatizacdo. Na figura 23 podemos concluir que ndo houve falta de ajuste

no modelo proposto.
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Figura 23: a) Superficie de resposta gerada pelo modelo matematico quadratico: otimizacédo das condicdes
da reacado de derivatizacao das variaveis (VD) e (PM) em fun¢éo das respostas multiplas normalizadas
para as substancias (EE2, NON, ATZ, TCS, SMZ, CAF e BPA); b) Zoom da superficie de resposta.

1Lby2L

PM(Q) -,894835

vD(Q) ¢ -,526814
(2)PM(L) ¢ ,4002922
(1VD(L) ¢ 0062663

p=05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 24: Representacédo gréafica das significAncias das varidveis estudadas no planejamento CCD.

Através de equacdes da termodinamica, conforme descrito no item 4.7, foi possivel
calcular poténcias aproximadas para o micro-ondas. A Tabela 13 mostra as informagdes
para a determinacdo das poténcias aproximadas utilizadas no planejamento fatorial.
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Tabela 13. Determinacgéo da poténcia do micro-ondas

POTENCIA M(KG) TI(°C) TF(°C) TF-TI QW TEMPO POTENCIA
(°C) (S) CALCULADA
(W)
P3 0,25 30 54 24 25.116 120 209,3
P5 0,25 31 70 39 40.813 120 340,1
P7 0,25 30 81 51 53.371 120 444.8
P10 0,25 29 97 68 71.162 120 593

A reacdo de derivatizacdo apresentou resultados melhores em relacdo a
condicdo sem derivatizacdo. Isso pode ser observado na Figura 25, na qual séo
apresentadas as areas médias de cada composto com e sem derivatizacdo. A simazina
€ um composto que pode ser quantificado diretamente sem a necessidade de
derivatizacao. No entanto analisando o gréfico ele apresenta area menor apés do que
antes da reagdo de derivatizacéo. Isso deve estar associado ao DPR (Desvio Padréao
Relativo) que para esse composto apresentou 45% para esse parametro, um desvio
muito alto associado a erros experimentais. Os demais compostos apresentaram DPR

abaixo de 15%, valor maximo de variacao permitido pela ANVISA (2011).

Derivatizacao

16000000
14000000
12000000
10000000
8000000
6000000

Area Média

4000000

2000000
- =7 ‘ 1. -'
A CAF SMZ TCS

0
NON EE2 ATZ BP

Compostos Emergentes

M N3o derivatizado ™ Derivatizagao

Figura 25: Areas médias dos compostos emergentes comparando forma derivatizada e ndo derivatizada.
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2.7.1 Validagcédo da metodologia

As técnicas de separacdo, tais como cromatografia a gas (GC) e cromatografia
Liquida (LC) tem se destacado na quimica analitica pela capacidade de proporcionarem
resultados qualitativos e quantitativos em varias matrizes, sobretudo amostras
ambientais. No entanto, o desempenho de qualquer técnica analitica depende da
gualidade das medidas instrumentais e confiabilidade dos calculos envolvidos no seu
processamento (RIBANI et al., 2004).

Para assegurar a aplicabilidade e o alcance de um método, este deve sofrer um
processo de avaliagdo denominado de validagdo do método. A estimativa dos parametros
avaliados varia de acordo com a técnica analitica empregada. Nao existe um
procedimento de validag&o preconizado para determinac¢des de substancias classificadas
como contaminantes emergentes em matrizes ambientais. Dessa forma devem ser
conhecidas e avaliadas as caracteristicas gerais envolvidas em uma metodologia de
andlise e a partir dessas informacgfes, elaborar os critérios mais importantes para a
validagéo (RIBEIRO et al., 2008).

No Brasil, os dois 6rgdos que regulamentam a validacdo de métodos sao a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e o Instituto Nacional de Metrologia,
Normalizacdo e Qualidade Instrumental (INMETRO) (RIBEIRO et al., 2008). O método
proposto nesse trabalho sera aplicado em amostras ambientais de 4guas superficiais e
aguas para abastecimento publico, sendo essa metodologia baseada nos parametros
descritos no Guia para Validacédo de Métodos Analiticos e Bioanaliticos (ANVISA, 2011)
e Orientagdo sobre Validacéo de Métodos Analiticos (INMETRO, 2011).

Os parametros de desempenho analiticos para a validacdo do método proposto
serdo: seletividade, linearidade, limite de deteccdo instrumental (LDinstrumental), limite de

quantificacéo (LQinstrumentar) € exatidao.
e Seletividade
A seletividade de um método instrumental € a capacidade de medir de forma

inequivoca uma substancia na presenca de outros componentes, tais como impurezas,

produtos de degradacdo e componentes da matriz que podem interferir na resposta em
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uma amostra complexa. Em cromatografia a pureza de um pico pode ser considerada
atribuindo que cada pico corresponde a um unico componente (ANVISA, 2011).

Dessa forma, nesse método a seletividade foi verificada baseada nos
cromatogramas e espectros de massas, onde foi possivel relacionar o0s picos
cromatograficos a cada substancia de interesse e seus respectivos espectros de massas
e dessa forma, conseguir diferencia-los. Além disso, 0 método cromatografico apresenta
o modo de aquisicdo de dados SIM, que permite monitorar ions especificos referentes a
cada composto, conforme apresentado na tabela 6, atribuindo maior seletividade ao
método.

A figura 26 apresenta o cromatograma com os ions escolhidos para quantificacdo
de cada padréo. O método proposto se mostrou seletivo para os compostos estudados,
pois 0s picos ndo se sobrepdem, portanto, cada composto apresenta tempos de retencéo
diferentes. Sobretudo, a utilizagdo do detector de espectrometria de massas auxilia na
identificacdo de cada substancia avaliada. Por exemplo, os compostos bisfenol A e seu
par deuterado bisfenol A (16 D), que poderiam coeluir devido a similaridade na estrutura,
podem facilmente ser diferenciados através do espectro de massas, utilizando o método
SIM. As figuras 27 e 28 mostram 0s cromatogramas e espectros de massas do padréo
dessas substancias baseado no ion de maior abundancia relativa. A figura 29 apresenta
a identificacdo dos compostos bisfenol A e bisfenol A 16 D, usado como surrogate, nos

extratos finais das amostras.
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Figura 26: Cromatograma dos compostos analisados.
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Figura 27: a) Cromatograma e b) espectro de massas com o ion mais abundante da substancia Bisfenol
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Figura 28: a) Cromatograma e b) espectro de massas com o ion mais abundante da substancia Bisfenol
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Figura 29: a) Cromatograma da amostra bruta coroa campanha 7, apresentado o Bisfenol A e o surrogate
Bisfenol A 16 D.e b) Espectro na amostra do composto bisfenol A 16 D e c) Espectro de massas do

composto bisfenol A nas amostras brutas.

e Linearidade, LDinstrumental € LQinstrumental

A linearidade de um método analitico é a capacidade de demonstrar que 0s
resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracdo do composto de
interesse na amostra, dentro de um dado intervalo (ANVISA, 2011). A linearidade deve
ser determinada através da construcédo da curva analitica que deve conter no minimo 5
pontos. A estimativa dos coeficientes de uma curva analitica a partir de um conjunto de
medi¢Bes experimentais € realizada através do modelo matematico de regresséao linear.
Além dos coeficientes da regressao, o coeficiente linear (a) e o coeficiente angular (b),
também deve ser calculado o coeficiente de correlacao (r) que permite uma estimativa da

gualidade da curva obtida. Quanto mais proximo de 1,0, menor a dispersdo do conjunto
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de pontos experimentais e menor a incerteza dos coeficientes de regressao calculados
(CHUI; ZUCCHINI, 2001).

A linearidade do método proposto foi avaliada através da construgcdo de curvas
analiticas dos padrdes listados na tabela 4 através da andlise da equacao da reta e do
coeficiente de correlagdo para cada um dos compostos estudados, pelo método da
padronizacdo externa, com curvas de 7 pontos analisados em duplicata. As curvas
analiticas foram obtidas a partir do procedimento de extracdo, descrito no item 2.6.3. Os
dados relativos as curvas analiticas sdo apresentados na tabela 9. Os gréaficos das curvas
analiticas, assim como as suas respectivas equacdes da regressao linear para composto
estudado séo apresentados no apéndice.

A ANVISA estabelece que o critério minimo aceitavel para o coeficiente de
correlacao (r) deve ser 0,99. Portanto, 0 método proposto apresenta linearidade, pois
todos os compostos analisados apresentaram valores para esse parametro acima do
valor preconizado.

Outros parametros importantes para a confiabilidade de um método instrumental,
sobretudo em concentragdes muito baixas, como em analise de tracos é o Limite de
Dectecdo (LD) e o Limite de Quantificacdo (LQ). O primeiro € a menor concentracdo da
substancia que pode ser detectada, mas ndo precisa necessariamente ser quantificada,
utilizando um determinado procedimento experimental. Com relacdo ao Limite de
guantificacao (LQ) esta é considerada a menor concentracao da substancia que pode ser
medida utilizando um dado procedimento experimental. Tanto o LD quanto o LQ podem
ser calculados de diferentes formas, através do método visual, método da relagéo sinal-
ruido e método baseado nos parametros da curva analitica (RIBANI et al., 2004).

Para a determinacdo do LQinstumentat € LDinstrumentar d0 método proposto foi
calculado utilizando o método baseado nos parametros da curva analitica. Para essa
finalidade foram construidas curvas analiticas de acordo com 0s parametros otimizados
pelo planejamento fatorial nas concentracdes que foram escolhidas de acordo com as
concentracdes encontradas no ambiente, conforme descrito no item (2.6.4). As equacdes
1 e 2, mostradas abaixo, foram usadas para calcular 0 LDinstrumental € LQinstrumental,

respectivamente.

e Limite de Deteccéo

S
LD =3,3 xg (Equacao 7)
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e Limite de Quantificacdo

S
LD =10 x g (Equacéao 8)

Sendo:
s = estimativa do desvio padréao do branco

S = Coeficiente angular da curva analitica

Os valores de Limite de Deteccéo e Quantificacao para os compostos estudados
sao apresentados na tabela 14. Os limites de deteccao e quantificacdo encontrados séao
compativeis com as concentracdes em ambientes naturais e em agua tratada, conforme
descrito na literatura (MACHADO, 2015; MONTAGNER; VIDAL; ACAYABA, 2017;
RAIMUNDO, 2011; RIVA et al., 2018).

Tabela 13: Parametros da curva analitica

Substancia Faixa de Linearidade | Equac¢do da Regressao LDinstrumental LQinstrumental
trabalho ) Linear (ng LY (ng LY
(ng L™
NON 2,5-123 0,9957 y = 686.99x - 3737.5 3,21 9,72
EE2 63 - 450 0,9964 y =100.4x - 4125.6 0,66 2,01
ATZ 12,6 - 210 0,9928 y =221.93x - 3695.1 0,12 0,61
BPA 2,5-123 0,9943 y =992.74x - 7988.6 0,75 2,27
CAF 63 - 450 0,9954 y =167.77x - 3301.3 1,38 4,17
SIM 12,6 — 210 0,9933 y =48.237x - 615.41 0,77 2,35
TCS 12,6 - 210 0,9954 y =419.89x - 7794.8 2,44 7,39

e Precisao e Exatidao

A precisdo representa o grau de dispersdo de resultados entre ensaios
independentes repetidos de uma mesma amostra, padrdo ou amostras semelhantes.
Esse parametro pode ser expresso como Desvio Padréo relativo (DPR) e também através

do Intervalo de Confianca (IC), conforme apresentado nas equacdes 9, 10 e 11.

e Coeficiente de Variacao ou Desvio Padrao relativo
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s
DPR = E X 100 (Equacao 9)

Sendo:
X = & a média das medidas

S = representa a Desvio Padréo dado por:

)2
s = \/Z(xl—x) (Equacéao 10)

n-1

Sendo:

X; = valor individual da medida

X = média do conjunto de medidas

n = €& o numero de medicoes

¢ Intervalo de confianca da média:

_ S
Ic=X + t,_1 \/_ﬁ (Equacéo 11)

Sendo:

,,—1 = valor critico da distribuicdo de Student com n-1 graus de liberdade

X = média do conjunto de medidas

n = & o nimero de medicdes

s = desvio padrao

A precisao é considerada em trés niveis: repetitividade, precisdo intermediaria e
reprodutibilidade. A precisdo intermediaria foi aplicada para avaliar a precisao do método
proposto. Ela é a aconselhada para ser adotada na rotina do laboratério por ser mais
indicada para representar a variabilidade dos resultados em um mesmo laboratorio.
Dessa forma, a precisao intermediaria visa verificar se no mesmo laboratorio o método
fornecerd os mesmos resultados.

Para avaliar a precisdo intermediaria foram calculados os DPR para 3 niveis da

curva analitica realizados em triplicata. Os niveis foram escolhidos por representarem a
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faixa de trabalho em nivel baixo, médio e alto (N1, N4 e N7). Os resultados referentes a

precisao intermediaria sdo apresentados na figura 30:

Precisdao Intermediaria

Triclosan o
Simazina ' '
Cafeina I ———
Bisfenol A ;
Atrazina L— '
4-nonilfenol ——
EE2 —
Compostos |
0 2 4 6 8 10 12 14
DPR (%)

Nivel 7 Nivel 4 ™ Nivel 1

Figura 30: Resultados de preciséo intermediaria expresso em DPR para (n = 3).

Segundo a ANVISA o DPR nao deve ultrapassar o valor de 15 %. Conforme
verificado na figura 22, os valores obtidos para os trés niveis avaliados ndo ultrapassaram
esse valor. Portanto, com relacdo a precisdo intermediaria, o parametro esta dentro do
limite preconizado por essa legislacao.

A exatidéo representa o grau de concordancia entre os resultados individuais
encontrados no experimento e um valor de referéncia aceito como verdadeiro. Esse valor
verdadeiro é resultado de uma medicao perfeita e € um valor indeterminado por natureza
(INMETRO, 2011). A exatiddo de um método pode ser determinada através dos ensaios
de recuperacao, que podem ser definidos como a proporcao de substancia de interesse
presente ou adicionada a uma matriz, que ao passar pelo procedimento de extracao é
passivel de ser quantificada (THOMPSON et al., 1999).

A eficiéncia de extracdo e exatiddo do método proposto foi avaliada por meio do
ensaio de recuperacao, assim como a precisdo com intervalo de confianca de 95% de
probabilidade. Esse ensaio foi realizado em triplicata através da fortificacdo da agua
ultrapura (Tipo 1) com uma mistura de padrdes na concentracédo de 10 pg L. Nesse
teste, 1 yuL do padréao foi injetado no GC-MS e sua area foi comparada com a area dos

extratos obtidos a partir do procedimento de extracdo descrito no item 2.6.3. Os
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resultados referentes a avaliacdo da exatiddo dos COE estudados nesse trabalho

referentes aos ensaios de recuperacao € apresentado na Figura 31.

Ensaio de recuperacdo

Triclosan I
Simazina [
Cafeina I
Bisfenol A I
Atrazina [
4-nonilfencl I
EE2 -

20 40 60 80 100 120 140

o

Porcentagem de Recuperagdo (%)

Figura 31: Resultado do ensaio de recuperagao utilizando o método otimizado em agua ultrapura (Tipo I)
fortificada com os COE abordados nesse estudo.

A analise de surrogate padréo de bisfenol A deuterado (bisfenol A 16 D) corrobora
os resultados para o teste de recuperacéo foi usada uma concentracdo de 10 pg L. A
figura 32 mostra a recuperagdo desse padrdo que monitorada em trés pontos da curva
analitica. Esse padréo € adicionado numa concentracdo conhecida, 10 ppb no extrato
final, & curva analitica e as amostras antes do processo de extracdo e tem a funcdo de

identificar qualquer alteracéo que possa ocorrer durante 0s processos de extracao.
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Recuperacao do bisfenol A deuterado

N7

N1

v I

86 88 90 92 94 96 98

Porcentagem de recuperagdo (%)

*N1, N3 e N7 correspondem aos niveis da curva analitica.
Figura 32: Recupergéo do Surrogate na concentragdo de 10 ug L. Relativo aos pontos da curva N1, N3
e N7.

A ANVISA estabelece que a faixa de intervalo de ensaios de recuperacao deve
estar entre 70 a 120% com precisdo analitica de +20. No entanto, para matrizes
complexas, como a matriz de aguas superficiais e agua tratada, podem ser aceitos
valores de porcentagem na faixa de 50 a 120%, com preciséo de +15 (GARP, 1999 apud
RIBANI et al., 2004). Dessa forma, os valores encontrados sdo adequados para garantir
a exatidao e precisdo do método analitica proposto. A eficiéncia de extracao foi avaliada
diante de um planejamento fatorial, visando uma unica condic&o que fosse a melhor para
a extracdo de todos os compostos conforme apresentado no item 1.7.1. As precisdes
representadas pelas barras de erros variam entre (+ 1,72 a 13,69).

A determinacdo simultanea de compostos que apresentam caracteristicas muito
diferentes pode resultar em baixas porcentagens de recuperacdo. As diferentes
caracteristicas fisico-quimicas de cada composto que influenciam sua interacdo com o
sorbente, além das baixas concentragfes de destes contaminantes, podem levar a
perdas dos compostos alvo durante e etapa de extragcdo e concentragcdo e aumento da
imprecisdo, justificando as recuperacdoes obtidas. (MONTAGNER; JARDIM, 2011;
MACHADO, 2015) .
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CAPITULO 3 - PRESENCA DOS COE EM AMBIENTES AQUATICOS E
AVALIACAO DA TOXICIDADE

3.1 3.1 Ocorréncia de Compostos Organicos Emergentes em
aguas naturais

Os contaminantes emergentes abrangem uma ampla gama de produtos quimicos
gue estdo em uso em todo o mundo e sao indispensaveis para a sociedade moderna.
Segundo dados do WWF (do inglés World Wide Fund for Nature), entre os anos de 1930
e 2000 a producdo global de produtos quimicos aumentou de 1 milhdo para 400 milhdes
de toneladas por ano (WWF, 2010). Estatisticas publicadas pelo EUROSTAT mostram
gue entre os anos de 2002 a 2011, cerca de 50% do total da producdo de compostos
guimicos incluem compostos potencialmente perigosos para o ambiente e cerca de 70%

desses quimicos apresentam um impacto significativo no ambiente (EUROSTAT, 2013).

Além do crescimento na producao de novos compostos quimicos, também houve
uma expansdo dos centros urbanos e da prética agricola intensiva, impactando nos
recursos hidricos da regido e a contaminacao do solo. A lixiviagao através das aguas das
chuvas, por sua vez, também leva a inser¢cao desses compostos nos mananciais e aguas
subterraneas (GAVRILESCU et al, 2015).

Os corpos hidricos sé@o os principais receptores da maior parte dos poluentes
liberados no ambiente. O aporte desses compostos ocorre por fontes difusas, sendo dificil
a sua identificacdo, como deposi¢cées atmosféricas, lixiviacdo e drenagem de aguas
pluviais de centros urbanos e ambientes rurais. Em muitos casos, o aporte destes
compostos ocorre através de fontes pontuais, como lancamento de esgoto bruto
diretamente nos corpos hidricos e efluentes de ETE nas 4guas superficiais, sendo esses
dois ultimos, as principais fontes de contaminantes emergentes nos ambientes aquaticos
(ORT et al, 2010).

A presenca de contaminantes emergentes em ambientes aquéticos e a
concentracéo encontrada estao relacionadas com fatores como sorc¢éo, diluicéo, reacoes
de degradacdo biolégica e quimica e fotdlise. No entanto, dados mostram que as
concentracfes de COE em &aguas residuais das ETE apresentam concentracdes que

variam muito, isso ocorre principalmente devido a caracteristica e comportamento de
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consumo da populacdo assim como devido as inconsistentes eficiéncias de remocéao
desses contaminantes nas ETE (BOLONG et al., 2009; AQUINO; BRANDT;
CHERNICHARO, 2013; GRANDCLEMENT et al., 2017). No caso do Brasil, outro efeito
agravante é a falta de saneamento basico, ou seja, de tratamento adequado do esgoto
doméstico ou mesmo a alta incidéncia de descarte de esgotos clandestinos nos
ambientes aquaticos (CANELA et al, 2014).

Dessa forma, as informacgdes sobre a natureza, variabilidade, transporte e destino
desses contaminantes é importante, uma vez que o conhecimento nessa area de estudo
ainda é limitado. A presenca de COE nas aguas destinadas ao abastecimento publico
consiste em um problema de saude publica, uma vez que sdo comprovados seus efeitos
nocivos a saude humana e ao ambiente, sendo necessério o desenvolvimento de novas
tecnologias tanto nas estacdes de tratamento de esgoto quanto no tratamento da agua

para abastecimento publico.

Diante do exposto, a remocéo e prevencao do aporte de COE nos corpos hidricos
€ ainda uma questdo dificil de intervencdo em curto prazo. Nesse sentido, 0
monitoramento desses compostos e avaliacdo dos seus efeitos tanto no ambiente como
na saude humana é importante como forma de constatacao de frequéncia de deteccéo,
toxicidade e nivel de concentracdes detectadas para futuras intervengfes e mudancgas
nas legislacfes vigentes. Portanto, esse estudo busca verificar a ocorréncia de alguns
COE em importantes mananciais que abastecem o centro urbano e rural da regido de
Campos dos Goytacazes no Norte Fluminense, assim como, as 4guas tratadas a partir
destas fontes de captacdo. Também foi objeto de estudo a relacdo da presenca desses
contaminantes e seus efeitos na atividade estrogénica, como estudo inicial de como

esses compostos podem interferir na saide humana e no ambiente.

3.2 Efeitos a saude humana e Avaliacao da atividade estrogénica

Diante da grande variedade de fontes de exposicdo aos contaminantes
emergentes, a avaliacdo dos seus efeitos sobre a saude humana € complexa. No entanto,
estudos apontam danos causados tanto por efeitos cronicos como agudos. Tratando-se
dos efeitos agudos, pessoas expostas aos pesticidas, por exemplo, podem apresentar 0s
seguintes efeitos: ardéncia nos olhos, erupcdes cutaneas, cegueira, nauseas, asma e

diarreia. Por outro lado, os efeitos da exposi¢cdo cronica incluem: defeitos congénitos,
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cancer, danos no sistema reprodutivo e toxicidade nos sistemas neuroldgico, imunoldgico
e no desenvolvimento dos organismos expostos aos COE (DE COSTER e VAN
LAREBEKE, 2012). Porém, as causas especificas destes efeitos crénicos sdo mais
dificeis de identificar.

Muitos COE apresentam efeitos sobre o sistema enddocrino de animais e seres
humanos, sendo considerados interferentes endocrinos (IE), mimetizando ou bloqueando
a agdo dos hormonios nos organismos (efeito antagonico ou agobnico) (Figura 31)
(ANKLEY et al, 1998; GHISELLI e JARDIM, 2007). Esta acao sobre os hormonios pode
causar disfuncdes reprodutivas e enddcrinas, abortos espontaneos, disturbios
metabdlicos, incidéncia de neoplasias malignas, alteracdo nos processos de homeostase
e inducéo de bactérias mais resistentes (NEWBOLD et al, 2007; SCOGNAMIGLIO et al,
2016; LINTELMANN et al, 2003; HAYES et al, 2010; RAIMUNDO, 2011).

=/ Mimetizador Bloqueador
Hormdnio Hormonal Hormonal
N - T
-
Célula Célula .
Célula " k=t =
- / Receptor Receptor
Receptor <
Efeito Efeito
Efeito I
: . Efeito Antagonista
f Agoni:
Resposta Efeito ol (Resposta Inibida)

(a) (b) (c)

Figura 33: Mecanismo de acdo dos (DEs) nos organismos. a) Efeito natural; b) Efeito agonista; c) Efeito
antagonista. Fonte: Ghiselli e Jardim (2007)

Atualmente, novas preocupacdes tém sido expressas pelos cientistas, sobre o
potencial desses compostos com efeito de interferentes enddcrinos no organismo, tais
como puberdade precoce em meninas, obesidade e diabetes tipo Il que estao
relacionadas a altera¢c6es hormonais induzidas (HOTCHKISS et al, 2008).

Diante do exposto, existe a necessidade de avaliacédo dos efeitos dos interferentes
endocrinos nos organismos. Uma das formas de medir a capacidade de desregulacéo
enddcrina € por meio da atividade estrogénica. Um dos mecanismos de acdo de uma
substancia considerada como interferente enddcrino consiste no seu acoplamento em
determinado receptor de estrogénio humano (REh), gerando uma resposta estrogénica,
passivel de ser medida (BARCELLOS, 2016).
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Dessa forma, tém sido desenvolvidos testes que permitem avaliar a atividade
estrogénica de compostos ou amostras ambientais. Dentre eles estdo os testes in vivo e
in vitro. Os primeiros apresentam resultados interessantes do comportamento em longo
prazo e a toxicidade cronica, no entanto, demandam elevado tempo de resposta e
elevado custo. Dessa forma, os testes in vitro se destacam por apresentar uma resposta
em curto prazo e fornecem resultados rapidos de quais substancias apresentam atividade
estrogénica, para posterior estudo mais detalhado (BISTAN, LOGAR E TISLER, 2011).

Os ensaios in vitro mais usados para avaliar o potencial de substancias que
apresentam atividade estrogénica incluem: a) ensaios de ligacéo de receptores (baseado
na habilidade das substancias de se ligarem diretamente ao receptor hormonal), b)
ensaios de proliferacéo de células (mede a capacidade da substancia teste em estimular
o desenvolvimento das linhagens celulares dependentes do horménio estrogénio e c)
ensaios de gene reporter (avalia a habilidade da substancia para ativar a transcricao de
um promotor sensivel a hormdnios em organismos eucariéticos, geralmente células de
mamiferos ou levedura) (BAKER, 2001).

Os ensaios de gene reporter recombinante sdo muito usados para avaliar
substancias quimicas que sao suspeitas de apresentarem atividade estrogénica através
da interagdo com receptores de estrogénio. Esses ensaios apresentam vantagens devido
a sua simplicidade molecular e biologica, facil manipulacédo e baixo custo (WU et al.,
2002). Esses ensaios com leveduras podem ser usados para avaliar a interacdo de
substancias quimicas com vérios receptores de hormoénios esteroides como o receptor
de estrogénio, receptor de androgénio, e receptor de progesterona (BILA, 2005).

Alguns exemplos de ensaios baseados na avaliacdo da atividade estrogénica por
meio do gene repdrter recombinante sdo: BLYES (sistema bioluminescente da levedura
com estrogénio induzido, do inglés Bioluminescent Yeast Estrogen Assay), BLYAS
(sistema bioluminescente da levedura com androgénio induzido, do inglés
Bioluminescent Yeast Androgen Assay), YAS (sistema de expressao da levedura com
androgénio induzido, do inglés Yeast androgen-inducible Expression System) e YES
(sistema de expresséao da levedura com estrogénio induzido, do inglés Yeast estrogen-
inducible Expression System) (BILA, 2005; ELDRIDGE et al., 2007; DI DEA
BERGAMASCO et al., 2011).

O teste YES (do inglés Yeast Estrogen Screen), desenvolvido por Routledge e

Sumpter (1996) tem sido descrito com sucesso para avaliar a atividade estrogénica em
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matrizes ambientais por ser um método rapido e sensivel (detecta até 2 ng L) (FISHER,
2013; DIAS et al, 2015; BARCELLOS, 2016). Esse teste se baseia em uma cepa
modificada de Saccharomyces cerevisiae para identificar possiveis substancias que
possam interagir com o receptor humano (hER). A levedura é modificada para conter
esse receptor, porém elas ainda contem plasmideos com o gene de resposta Lac-Z, que
ao ser expressado produz uma enzima chamada [(-galactosidase, que é usada para
medir a atividade dos receptores. Esta enzima, ao ser excretada no meio, metaboliza o
CPRG (clorofenol vermelho- B-D-galactopiranosida) em lactose e vermelho de clorofenol,
gue causa a alteracao da cor do meio de amarelo para vermelho e pode ser quantificado
através da espectrofotometria a 540 nm. Portanto, é possivel estimar a concentracao de
substancia que apresenta comportamento estrogénico no meio (ROUTLEDGE E
SUMPTER, 1996; FISHER, 2013).

A figura 34 representa o mecanismo de resposta do sistema de expressao da
atividade estrogénica por meio do ensaio YES, utilizando o ensaio de gene repoérter da
levedura modificada Saccharomyces cerevisiae. 1) Forma de acoplamento para geracao
de resposta; 2) a ativacdo do receptor; 3) Ligacdo das substancias com afinidade de
acoplar-se ao receptor de estrogénio, causando a expresséo do gene receptor Lac-Z; 4/5)
Produgédo da enzima [(-galactosidase excretada no meio; 6) Transformacdo do CPRG
(amarelo) em CPRG (vermelho) possivel de medigao espectrofotometria colorimétrica (A
= 540 nm).
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Figura 34: Representacdo da resposta de atividade estrogénica das substancias e horménios. Fonte: DA
SILVA, 2015

O teste YES mede a poténcia estrogénica relativa a determinada substancia
comparada ao estrogénio padrdo humano 17-p estradiol. Portanto, a resposta € dada em
equivalente desse hormbnio que é considerada a molécula mais abundante e potente
dentre os hormdnios estrogénicos, sendo considerado o controle positivo no teste YES.
Dessa forma, o ensaio YES mede a atividade estrogénica total de uma amostra,

negligenciando quais compostos séo responsaveis por essa resposta (BILA, 2005).

Dias e colaboradores (2015) avaliaram a atividade estrogénica em aguas no Rio
Paraiba do Sul e Rio Guandu, dois importantes mananciais no Rio de Janeiro, usando o
ensaio YES. As amostras sdo provenientes de aguas superficiais e tratadas e os
resultados apontaram atividade estrogénica em niveis maiores 1 ng L' EQ E2 em
amostras ambientais. Os resultados mostraram gue o tratamento convencional de agua

nao é eficiente para remocéao da atividade estrogénica.

No trabalho desenvolvido por Bistan e colaboradores (2011) foi avaliado o
potencial estrogénico em afluentes e efluentes em estacdes de tratamento de esgoto na
Eslovénia utilizando o teste YES. Os resultados mostraram que foi observada atividade
estrogénica em quase todas as amostras e apontaram esse teste como uma ferramenta

adequada para monitoramento de atividade estrogénica em efluentes.

3.3 Mananciais de Abastecimento e sistemas de tratamento de
agua em Campos dos Goytacazes

O estado do Rio de janeiro pertence a Regido hidrografica do Atlantico Sudeste
e as bacias hidrogréaficas do Rio Paraiba do Sul (RPS) e do Rio Itabapoana (RI) sdo
compartilhadas entre o Rio de Janeiro e seus estados vizinhos (Minas Gerais e Sao
Paulo). O territério fluminense esta a jusante dos outros estados e, portanto, recebe, em
suas aguas, os impactos dos territérios vizinhos (IBGE, 2015).
Visando o planejamento e gestdo das aguas e meio ambiente, o territorio
fluminense foi dividido em 10 regifes hidrograficas (RH) conforme a figura 1. Campos
dos Goytacazes faz parte da RH IX — Baixo Paraiba do Sul e Itabapoana. Uma visdo geral

da regido e o uso do solo podem ser observados na Figura 35a) e b), mostrando que o

99



uso da terra na regido de Campos dos Goytacazes esta baseado na agricultura de cana-

de-acucar e pastagem como importantes vocacoes regionais (BRASIL, 2013).
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Figura 35: a) Divisdo das regides Hidrograficas no estado do RJ; b) Principais formas de uso do solo no

estado do RJ.
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O enquadramento do rio RPS e RI é de classe dois (2), considerando a Legislacéo
que classifica os corpos d’agua de acordo com os usos preponderantes (BRASIL, 2005)
O RPS (Figura 36) tem area aproximada de 62.000 Km? e abrange 184 municipios de 3
estados, Minas Gerais, Rio de Janeiro e Sdo Paulo, com uma vazédo minima de 190 m?
s1. O Rio Itabapoana (Figura 33) tem 264 km de extensdo e uma vazédo média 49,3 m3
s’l. Este rio nasce na Serra do Caparad, passando pelos estados de Minas Gerais, Rio
de Janeiro e Espirito Santo, sendo que ao norte divide dois Ultimos estados e desagua
no Oceano Atlantico (COELHO E FREIRE, 2014).

A regido de Campos dos Goytacazes € abastecida principalmente pelo RPS e pelo
RI (Rio Itabapoana), cuja participacdo no abastecimento do municipio € de 92% e 1%,
respectivamente (ANA, 2010), sendo os outros 7% de rios menores e aquiferos. Campos
dos Goytacazes pertence a Regido Norte Fluminense com uma populagéo estimada em
487.186 habitantes (IBGE, 2016). A concessionaria responsavel pelo tratamento da agua
e do esgoto é a empresa Aguas do Paraiba que possui 15 ETA (Estacfes de Tratamento
de Agua) e 6 ETE (Estacdes de Tratamento de Esgoto) na regi&o.

As ETA responsaveis pelo tratamento de agua da regido sédo apresentadas na
Tabela 12 com o tipo de tratamento, nimero de habitantes atendidos, capacidade de

tratamento e a fonte de captacdo para abastecimento publico.

Figura 36: Mapa de Rios no Norte Fluminense RIO PARAIBA DO SUL (azul) e ITABAPOANA
(vermelho) (Adaptada de ANA, acessado dia 19/11/2018)
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Tabela 14: ETAs em Campos dos Goytacazes

Nome da ETA Populacao Capacidade Fonte de Tipo de
atendida de Tratamento captacao Tratamento
(habitantes) (Ls?)
Beco de Santo 15.000 40 Poco profundo Tipo 1*
Antbdnio
Boa Vista 25.000 60 Poco profundo Tipo 1*
Conselheiro Josino 1.500 3 Cérrego da Tipo 2**
Penha
Coroa (Central) 350.000 1.200 RPS Tipo 2**
Donana 25.000 70 Poco profundo Tipo 1*
Macabu 1.300 3 Poco profundo Tipo 3***
Morangaba 1.000 5 Rio Preto Tipo 2**
Morro do Céco 1.000 2 Poco profundo Tipo 3***
Murundu 500 1 Poco profundo Tipo 3***
Ponta Grossa 2.000 3 Lagoa feia Tipo 2**
Sto Eduardo e Sta 6.000 20 Rio Itabapoana Tipo 2**
Maria
Sao 4.000 15 Poco profundo Tipo 1*
Sebastido/Poco
Gordo
Saturnino Braga 3.500 15 Poco profundo Tipo 3***
Trés Vendas 1.000 5 Rio Muriaé Tipo 2**
Vila Nova 1.200 5 Poco profundo Tipo 1*

Tipo* 1: Pré-oxidacao, filtro ascendente de areia, filtro ascendente de zedlitos, desinfeccdo e
fluoretacdo. **Tipo 2:Convencional (Calha Parshall, floculador, decantador, filtro ascendente de areia,

desinfeccéo e fluoretacéo. ***Tipo 3: Simples desinfeccao e fluoretacéo.

Dentro deste cenario, este estudo visou avaliar como esta a qualidade da agua
dos mananciais usados pela concessionaria de agua de Campos dos Goytacazes (Aguas
do Paraiba) e a sua qualidade apds o tratamento, considerando que sdo mananciais

altamente impactados por esgoto doméstico, efluentes industriais e agricultura.
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3.4 Materiais e métodos

3.4.1 Amostragem, preservacéo, preparacdo da amostra e determinacdo dos

COE nas amostras de 4gua superficial e tratada

Os locais de coleta foram escolhidos de acordo com as ETA que abastecem o
maior nimero de habitantes e utilizam corpos hidricos de aguas superficiais para
captacdo nas ETA da cidade de Campos dos Goytacazes: ETA de Coroa e ETA Sto
Eduardo/Sta Maria. Somente um local de coleta foi oriundo de ponto de captacdo de
aguas de pocos profundos, a ETA Donana. Todas as campanhas foram realizadas em
pontos no manancial de captagdo e apOs tratamento na ETA. Essas ultimas foram
coletadas de torneiras antes do hidrémetro (antes de chegar a caixa d’agua das

residéncias).

As informacdes a respeito dos pontos e datas de coleta sdo apresentadas na
Tabela 16.

Tabela 15: Locais de amostragem em Campos dos Goytacazes

12 CAMPANHA (06/2017)

22 CAMPANHA (10/2016)

32 CAMPANHA (03/2017)

42 CAMPANHA (07/2017)

ORIGEM (ETA)

Coroa — Bruta (Rio)
Coroa — Tratada (Torneira)
Donana — Bruta (Po¢o)
Donana — Tratada
(Torneira)

Coroa — Bruta (Rio)
Coroa — Tratada (Torneira)
Coroa — Bruta (Rio)
Coroa — Tratada (Torneira)
Sto Eduardo/Sta Maria —
Bruta (Rio)

Sto Eduardo/Sta Maria —
Tratada (Rio0)

Coroa — Bruta (Rio)
Coroa — Tratada (Torneira)
Sto Eduardo/Sta Maria —
Bruta (Rio)

CAPTACAO

Rio Paraiba do Sul (RPS)
Rio Paraiba do Sul (RPS)
Poco profundo

Poco profundo

Rio Paraiba do Sul (RPS)
Rio Paraiba do Sul (RPS)
Rio Paraiba do Sul (RPS)
Rio Paraiba do Sul (RPS)

Rio Itabapoana
Rio Itabapoana
Rio Paraiba do Sul (RPS)

Rio Paraiba do Sul (RPS)

Rio Itabapoana
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52 CAMPANHA (10/2017)

62 CAMPANHA (12/2017)

72 CAMPANHA (03/2018)

82 CAMPANHA (05/2018)

Sto Eduardo/Sta Maria —
Tratada (Rio)
Coroa — Bruta (Rio)
Coroa — Tratada (Torneira)
Sto Eduardo/Sta Maria —
Bruta (Rio)

Sto Eduardo/Sta Maria —
Tratada (Rio0)
Coroa — Bruta (Rio)
Coroa — Tratada (Torneira)
Sto Eduardo/Sta Maria —
Bruta (Rio)

Sto Eduardo/Sta Maria —
Tratada (Rio)
Donana — Bruta (Po¢o)
Donana — Tratada
(Torneira)

Coroa — Bruta (Rio)
Coroa — Tratada (Torneira)
Sto Eduardo/Sta Maria —
Bruta (Rio)

Sto Eduardo/Sta Maria —
Tratada (Rio)

Coroa — Bruta (Rio)
Coroa — Tratada (Torneira)
Sto Eduardo/Sta Maria —
Bruta (Rio)

Sto Eduardo/Sta Maria —
Tratada (Rio)

Rio Itabapoana

Rio Paraiba do Sul (RPS)
Rio Paraiba do Sul (RPS)

Rio Itabapoana
Rio Itabapoana
Rio Paraiba do Sul (RPS)
Rio Paraiba do Sul (RPS)
Rio ltabapoana

Rio ltabapoana

Poco profundo

Poco profundo
Rio Paraiba do Sul (RPS)
Rio Paraiba do Sul (RPS)
Rio Itabapoana
Rio ltabapoana
Rio Paraiba do Sul (RPS)

Rio Paraiba do Sul (RPS)
Rio Itabapoana

Rio Itabapoana

Em cada ponto de coleta, foram coletados 4 litros de amostra em frasco de vidro
de cor ambar, nos quais os frascos foram previamente lavados com Extran e ambientados
com a propria amostra. As amostras tratadas foram coletadas através da abertura da
torneira por alguns segundos antes do inicio da coleta. Nas amostras de agua superficial,
a coleta foi realizada utilizando balde de aluminio e corda, sobre pontes, onde se buscou
sempre locais de coleta mais distantes das margens do rio (Figura 38). Nos pocos na
regido de Donana, as amostras foram coletadas com balde e corda e a 4gua tratada foi
retirada da torneira.

104



Figura 37: Ponte Alair Ferreira em Campos dos Goytacazes, ponto de coleta de agua bruta.

Apés a coleta, as amostras foram imediatamente levadas para o laboratorio e
iniciou-se o procedimento de filtracdo e extragcdo em um prazo de 24 horas.

Antes do inicio da extracdo foi realizada a filtragdo das amostras de aguas
superficiais para remoc¢ao de material particulado usando |a de vidro em um funil de haste
longa, também de vidro. Posteriormente, seguiu-se para a etapa de extracdo cujas
melhores condi¢des de analise foram obtidas através do planejamento fatorial. Portanto,
0 procedimento de extracao ocorreu conforme o descrito no item 4.6.2: ajuste de pH = 3;
metanol e acetonitrila como solventes; e filtracdo em 2 cartuchos (para composicéo de
amostra)..

Posteriormente, as amostras foram evaporadas até a secura e ressuspendidas
com metanol e injetadas, juntamente com a curva analitica extraida de padrbes em fase
aguosa. Na primeira coleta, as amostras tiveram um volume final de 0,5 mL e na segunda
campanha, as amostras foram ressuspendidas em um volume final de 0,1 mL, buscando
maior concentracao do analito.

A partir da segunda coleta, as amostras foram submetidas a extragcédo e uma parte
delas foi utilizada para a realizacdo do teste YES, para avaliacdo da estrogenicidade
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desses compostos emergentes conforme serd descrito no préximo item. Na terceira
coleta, as amostras foram filtradas a vacuo em filtros de celulose (Nalgon, porosidade 3
um). Antes da filtracdo, os filtros foram previamente lavados com agua tipo 1 a fim de
evitar contaminagcao. Nessa coleta, ndo houve ajuste de pH para extracéo e a partir dessa
campanha todas as amostras foram derivatizadas de acordo com as condi¢des
otimizadas pelo planejamento fatorial, conforme descrito no item 4.7. Exceto as
modificacdes citadas acima, a extragao ocorreu conforme o item 2.7.2.

Na sexta campanha as amostras foram submetidas a andlise por LC-ESI-MS/MS
na Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) no laboratério de Quimica Ambiental
no Departamento de Quimica Analitica. Para esse procedimento foram coletados 2 L de
amostra e extraidos seguindo o procedimento ja adotado para analise de COE
estabelecido nesse trabalho no laboratério da UENF (Etapa de condicionamento e
passagem de amostra pelo cartucho). Apos e extracdo com a SPE, os cartuchos foram
secos e armazenados em freezer para serem transportados para a UNICAMP.

No laboratério da UNICAMP seguiram-se as etapas de eluicdo, evaporagcao e
ressuspensao dos extratos em 500 puL de metanol para analise em método ja validado
para esses compostos. A etapa de preparo de amostra que ocorreu no laboratério da
UNICAMP seguiu os mesmos procedimentos que foram realizados nas demais amostras
no UENF.

Para a analise foi utilizado um Cromatografo Liquida acoplada a Espectrometria
de Massas em tandem com analisador de massas triplo quadrupolo (QQqQ) e fonte de
lonizagdo por vaporizagédo (do inglés Eletrospray Inonization-ESI). A coluna usada foi
Eclipse Plus C18 da empresa Agilent (30 x 2,1 mm e tamanho de particula de 3,5 um) e
a fase movel foi constituida de agua ultrapura e metanol, com adicédo do aditivo 0,01%
(v/v) de NH4*, que facilita a formacdo dos ions. Na tabela 17 esta representado o
gradiente da fase mével. Os compostos cafeina, atrazina e simazina foram analisados no
modo positivo e triclosan, bisfenolA, 17-a-etinilestradiol e 4-nonilfenol foram analisados
no modo negativo. Foi utilizado o modo de aquisicdo de dados MRM (do inglés, Multiple
Reaction Monitoring), onde cada sistema precursor-produto € especifico para cada
composto.
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Tabela 16: Gradiente de composicao da fase moével para analise de LC-ESI-MS/MS

Tempo (min) Fase A (%) Fase B (%) Fluxo (mL/min)
0,00 50,0 50,0 0,300
0,00 50,0 50,0 0,300
4,00 10,0 90,0 0,300
10,00 10,00 90,0 0,300

3.4.2 A avaliacdo da Estrogenicidade por meio do ensaio YES

A partir da segunda campanha, com excecéo da terceira campanha, uma parte
das amostras foi separada e enviada para avaliacdo da atividade estrogénica por meio
do teste YES para o laboratério de Engenharia Sanitaria (LES) do Departamento de
Saneamento e Meio Ambiente (DESMA) da UERJ (Universidade Estadual do Rio de
Janeiro) em colaboracdo com a professora Dr2 Daniele Maia Bila.

Previamente, realizou-se uma coleta para envio das amostras para o teste YES de
trés formas diferentes com o objetivo de avaliar qual a forma de transporte haveria a
menor perda dos analitos: a) Parte do extrato obtido para injecdo no GC-MS foi enviado
para o ensaio, seguindo as condi¢des otimizadas de extracdo; b) Cartuchos para eluicao
na UERJ , onde foi realizado todo o procedimento posterior até a obtencdo do extrato
final usando etanol; ¢) Passagem de apenas um litro de amostra pelo cartucho. A
atividade estrogénica das amostras foi determinada usando um ensaio de gene receptor
recombinante conhecido como Yeast Estrogen Screen (do inglés Yeast estrogen-
inducible Expression System - (YES)), cuja metodologia foi desenvolvida por Routledge
e Sumpter (1997).

Esse ensaio utiliza uma cepa modificada de Saccharomyces cerevisiae para
identificar compostos que possam interagir com o receptor humano (hER). A levedura
modificada possui 0 gene receptor de estrogénio humano ligado a um gene receptor que
codifica a B-galactosidase. Na presenca de compostos que apresentam atividade
estrogénica, ou seja, que interferem no sistema endocrino, essa enzima é produzida e
secretada no meio onde quebra o substrato cromogénico CPRG, havendo alteracdo de
cor e, portanto, sendo quantificado por espectrofotometria (FISHER, 2013; DIAS et al,
2015; BARCELLOS,2016).

O procedimento foi realizado conforme apresentado no trabalho realizado por Silva

e colaboradores (DA SILVA, 2015). Para o ensaio foram realizadas as diluicfes seriadas
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do controle positivo de 17-B-estradiol nas amostras e padrées estudados. As analises
foram realizadas em microplacas de 96 pocos, todo o material foi esterilizado e todos os
ensaios foram feitos em duplicata.

ApoOs a realizacdo dos procedimentos referentes ao preparo dos meios de analise
para o ensaio YES, os extratos sdo diluidos e transferidos para a placa de analise, no
volume de 10 pL para cada poco. Posteriormente evapora-se até a secura. A disposicao
da colocacdo das amostras e dos brancos na placa € apresentada na figura 41 e foi
realizada sempre de forma intercalada. O preparo das placas de ensaio envolve a andlise
da curva e das amostras na mesma placa. O ensaio requer a utilizagcao de dois tipos de
placas: placas de diluicdo e placas de ensaio. A curva de controle positivo abrangeu
concentragdes 1,3301 a 2724 ng L de 17-B-estradiol.

Apoés as diluicBes das amostras e da curva, as placas foram lacradas e agitadas
por 2 minutos em um agitador de placas. Em seguida, as amostras foram encubadas em
estufa a 30°C por 72 horas. Decorrido o tempo de encubacao ja é possivel a observacao
da alteracdo da coloracédo nas placas, de amarelo para vermelho, quando ha atividade
estrogénica. Entdo é feita a leitura das placas no comprimento de onda de 575 nm, para
avaliacdo da cor e 620 nm para andlise de turbidez.

Todo o procedimento adotado para os brancos e curva também foi realizado nas
amostras. Além das amostras, foram enviadas solu¢cdes dos padroes (17-B-etinilestradiol,
4-nonilfenol, atrazina, simazina, bisfenol A, cafeina e triclosan) nas concentracdes 0,1 e
1 ug L para verificar o potencial estrogénico individual de cada composto analisado. A
andlise dos dados referentes ao ensaio YES é realizado através de curvas de dose-

resposta.

3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.5.1 Avaliacdo da presenca de Compostos Organicos Emergentes em aguas
superficiais e tratadas

O método desenvolvido e validado nesse trabalho foi utilizado para a determinacéo
de 7 Compostos Organicos Emergentes, abrangendo diferentes classes de substancias

em aguas superficiais e tratadas de Campos dos Goytacazes e regides proximas.
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Os pontos amostrais selecionados para monitoramento dos COE e avaliacdo da
atividade estrogénica, como relatado anteriormente, foram Rio Paraiba do Sul, na qual
as amostras foram coletadas na ponte Alair Ferreira (Agua bruta). A ponte fica proxima a
mais importante ETA que abastece a maior parte da regido urbana de Campos dos
Goytacazes (350.000 habitantes). A agua tratada desta ETA foi coletada em uma
residéncia em torneira direta, sem passar pela caixa d’agua. Outro ponto amostral foi na
localidade de Santo Eduardo, onde se localiza a ETA que abastece as regides de Santo
Eduardo, Santa Maria e Espirito Santinho (6.000 habitantes). Nessa localidade a amostra
bruta foi coletada na ponte do Rio Itabapoana e a agua tratada em uma residéncia

proxima a ETA.

A ETA de Donana capta agua para abastecimento publico de pogos profundos.
Nesse sentido, foram realizadas coletas nesse ponto, visando avaliar a presenca de COE
nesse tipo de corpo hidrico, o qual a principio, ndo esta impactado por descarte de aguas
residuais. A amostra de agua tratada foi coleta em torneira direta de uma escola proxima
a ETA Donana. Devido a dificuldade de achar um manancial que seja representativo para
auséncia desses compostos para o branco amostral, foi utilizada agua deionizada (Tipo

1) que passou pelo mesmo procedimento que as amostras.

Conforme descrito no item 3.4.1, na primeira campanha as amostras foram
ressuspendidas, na etapa final a 500 uL e néo foi possivel a quantificacdo de nenhum
dos COE abordados nesse estudo. Apenas foram detectados os compostos: cafeina e
bisfenol A nas amostras brutas do RPS. A partir da segunda campanha todas as amostras
foram ressuspendidas em 100 pL, concentrando as em 5 vezes e potencializando a
capacidade do método analitico e alcancando LQ e LD menores e, dessa forma,
conseguindo quantificar os analitos nas demais campanhas. Todavia, o melhor
desempenho do método proposto foi alcancado apés o procedimento de derivatizacéo,
realizado a partir da terceira campanha, que favoreceu, conforme € apresentado na
figura 25 a sensibilidade do método e o alcance de LD e LQ compativeis com as

concentragcdes encontradas no ambiente para esses compostos.

A presenca de COE foi investigada no Rio Paraiba do Sul e Rio Itabapoana e em
suas respectivas ETA durante os anos 2016 a 2018. Na primeira coleta também foi
analisado o farmaco diclofenaco, no entanto, devido a dificuldade para aquisicdo do
padrdo nao foi possivel manter o custeio para andlise desse contaminante. Nas duas

primeiras coletas, as quais esse farmaco foi analisado, sua presenca nao foi detectada.
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Com relacédo aos demais compostos estudados, a tabelas 18 e 19 mostram as
concentracfes encontradas nas amostras de aguas bruta e agua tratada nas oito
campanhas realizadas. Todos os compostos avaliados foram detectados pelo menos
uma vez em alguma amostra. As frequéncias de detec¢éo sdo apresentadas no grafico

apresentado na figura 40.

Tabela 17: Resultados dos COE em amostras de agua Bruta dos Rios Paraiba do Sul e Itabapoana

Amostras Brutas

Campanha/Manancial NON ATZ BPA CAF SIM TCS EE2
(ng L) (ngLl?)  (ngL?) (ng L) (ngLl?)  (ngl?) (ng L)
22 Coleta (RPS) <LD <LD 450,0 <LD <LD <LD <LD
32 Coleta (RPS) 1200,0 <LD 90,0 360,0 <LD 460,0 <LD
32 Coleta (RI) 780,0 <LD <LD 290,0 <LD 170,0 <LD
42 Coleta (RPS) 20,4 62,7 49,6 127,8 <LD 80,3 <LD
42 Coleta (RI) 32,9 56,1 77,0 <LD <LD <LD <LD
52 Coleta (RPS) 18,1 <LD 34,7 170,5 <LD <LD 106,8
52 Coleta (RI) 38,8 <LD 111,3 593,6 <LD <LD 258,0
62 Coleta (RPS) 11,4 <LD 53,9 <LD <LD <LD <LD
62 Coleta (RI) 27,9 <LD 129,9 91,6 <LD <LD <LD
62 Coleta (Donana) 14,4 <LD 128,2 <LD <LD <LD <LD
72 Coleta (RPS) 22,5 <LD 252,7 76,7 <LD <LD 21,0
72 Coleta (RI) 171,5 <LD 524,4 1781,8 <LD 15,2 182,1
82 Coleta (RPS) <LD 77,7 172,9 948,0 56,7 42,3 1831,4
82 Coleta (RI) 15,6 <LD 21,9 273,6 20,8 <LD 94,9
Tabela 18: Resultados dos COE em amostras de 4gua tratada das ETA Coroa e Sta Maria/Sto Eduardo
referentes as fontes de captacdo Rios Paraiba do Sul e Itabapoana, respectivamente.
Amostras Tratadas
Campanha/Manancial NON ATZ BPA CAF SIM TCS EE2
(ng L) (ng L) (ng L) (ngLl*)  (ngL?) (ngl?)  (ngL?)
22 Coleta (RPS) <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
32 Coleta (RPS) <LD <LD <LD 90,0 <LD <LD <LD
32 Coleta (RI) <LD <LD <LD 110,0 <LD <LD <LD
42 Coleta (RPS) 17,6 85,4 6,2 39,3 <LD 40,3 <LD
42 Coleta (RI) 22,7 210,7 48,7 <LD <LD <LD <LD
52 Coleta (RPS) 12,2 <LD 18,6 96,0 <LD <LD <LD
52 Coleta (RI) 29,9 <LD 37,8 211,7 <LD <LD 211,5
62 Coleta (RPS) 9,2 <LD 46,0 <LD <LD <LD <LD
62 Coleta (RI) 18,5 <LD 61,2 65,9 <LD <LD <LD
62 Coleta (Donana) 5,7 <LD 117,5 <LD <LD <LD <LD
72 Coleta (RPS) <LD <LD <LD 22,6 <LD <LD <LD
72 Coleta (RI) 66,2 <LD 57,4 804,8 <LD <LD <LD
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82 Coleta (RPS) <LD <LD 28,2 <LD 39,5 11,7
82 Coleta (RI) 6,2 <LD <LD 83,2 25,3 <LD

315,2
85,3

Os compostos com maior frequéncia de deteccdo foram o Bisfenol A (79%),
Cafeina (75%) e Nonilfenol (79%). Estudos realizados com relacao a presenca de cafeina
apontam que esse composto é frequentemente detectado em diferentes ambientes
aguaticos. Dessa forma, a cafeina tem sido considerada um indicador confiavel de
poluicdo em ambientes aquéaticos urbanos ( SIEGENER; CHEN, 2002; FERREIRA, 2005;
HILLEBRAND et al., 2012; CANELA et al., 2014b). A presenca de cafeina em amostras
de agua bruta indica que possivelmente existe uma contaminagdo por esgoto e que da
mesma forma que essa substancia esta presente, outros compostos organicos podem

estar também.

A cafeina também foi detectada com frequéncia (75%) nas amostras de agua
tratada. No trabalho realizado por Raimundo (2011), a autora aponta a presenca de
cafeina em amostras de agua tratada dos rios Atibaia e Capivari, localizados na cidade
de Campinas, S&o Paulo. A faixa de concentracédo dessa substancia variou de 47 - 4324
ng L. Na avaliacdo da presenca de cafeina em aguas tratadas das principais capitais
brasileiras também foi observada uma alta frequéncia de deteccdo (93%) para essa
substancia. (CANELA et al., 2014). As concentracOes de cafeina nesse trabalho variaram
na faixa de 2,0 a 2769 ng L1, onde a concentracdo mais alta foi encontrada na regiéo Sul
do pais.

Também foram identificadas concentracbes altas de 17-B-etinilestriadiol em
amostras de agua tratada (Concentracdo maxima encontrada = 315 ng L) e bruta
(Concentracdo maxima encontrada = 1831 ng L1). A presenca dessa substancia sinaliza
a possibilidade de potencial para atuar como interferente enddcrino. No trabalho
desenvolvido por Ghiselli (2006), analisando a presenca de contaminantes emergentes
em esgoto, aguas superficiais e dguas tratadas de mananciais usados para captacao de
agua para abastecimento da regido de Campinas foi quantificado etinilestradiol em
concentragdes variando de 1-3,5 pg L, ou seja, mais alto do que os valores obtidos neste

trabalho

O nonilfenol e Bisfenol A também apresentam alta porcentagem de frequéncia
nas amostras de aguas brutas e tratadas. Esses compostos integram a lista de

compostos de prioridade da Unido Europeia para fiscalizacao e aprofundamento dos seus
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efeitos toxicos ao ambiente e na saude humana. No trabalho realizado por Beraldo (2012)
foram determinados nonilfenol e bisfenol A em amostras de aguas superficiais e efluente
de estacao de tratamento de esgoto em concentracdes que variaram entre 5,028 a 10,524
ug Lte 5,645 a 295,225 ug L, respectivamente.

Os demais compostos triclosan, atrazina e simazina, embora tenham sido
detectados com menor frequéncia também s&o considerados preocupantes com relacao
a qualidade de aguas. A atrazina é o Unico composto contemplado pela legislagdo que
controla a qualidade da agua destinada ao consumo humano, através da Portaria 2914
do Ministério da Saude. Essa portaria estabelece que os valores de atrazina ndo devem
ultrapassar 2 pug L. Ndo foram encontrados valores que ultrapassassem esse limite em
nenhuma das amostras analisadas. No entanto, a legislac&o brasileira apresenta valores
superestimados para 0s poucos compostos organicos que ela abrange. A legislacao de
outros paises, como a Unido Europeia estabelece que um pesticida individual possa estar
presente em uma amostra de dgua com uma concentracdo maxima de 0,1 ug L* e a
concentracdo total de varios pesticidas ndo pode ultrapassar 0,5 pug Lt (COUNCIL
DIRECTIVE, 1998). No caso da atrazina, ela é proibida em varios paises e seus efeitos
como interferente enddécrino é conhecido na literatura (GHISELLI; JARDIM, WILSON,
2007).

A simazina apresenta estrutura muito semelhante a atrazina e também é
considerada interferente enddcrino por orgaos internacionais como UKEA (do inglés
United Kingdown Enviromental Agency), USEPA (do inglés United States Environmental
Protection Agency) e OSPAR (do inglés Convention for the Protection of the Marine

Environment of the North-East Atlantic).

A cafeina, considerada um marcador de contaminacdo ambiental teve sua
concentracdo avaliada com a pluviosidade durante o periodo amostral. A figura 38
apresenta o grafico referente a variacdo da concentracdo de cafeina no Rio Paraiba do
Sul. Através da andlise do grafico é possivel concluir que a cafeina apresenta um
aumento de concentracdo em periodos de estiagem, podendo ser melhor observado,
principalmente na 8 campanha. Os valores para cafeina no Rio Paraiba do Sul variaram
de 182948 ng L.
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Figura 38: Resultados da variacdo da concentracdo de cafeina em relacdo a pluviosidade do periodo

amostral nos anos 2016 a 2018 no Rio Paraiba do Sul.

O Rio Itabapoana apresentou concentracdes maiores de cafeina em suas aguas,

em periodos de cheia, indicando um comportamento inverso ao obtido no RPS, conforme

apresentado na figura 39, atingindo os maiores valores de concentracdo para essa

substancia na sétima campanha, periodo que EM apresentou a maior concentracao de

precipitacdo de chuvas. Isso pode ter ocorrido porque € um rio que apresenta uma

dimens&o menor, entdo fica mais susceptivel a contaminacdo em decorréncia do efeito

de escoamento das aguas da chuva carregando a contaminagdo para o Rio. Nesse

manancial as concentracdes de cafeina variaram em de 83 a 1782 ng L.
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Figura 39: Resultados da variagdo da concentragdo de cafeina em relagcao a pluviosidade do periodo

amostral nos anos 2016 a 2018 no Rio Paraiba do Sul.

A faixa de concentracdo mais alta para cafeina coincidiu com os resultados de
maior presengca de COE no Rio Itabapoana, comparado com o Rio Paraiba do Sul,
conforme apresentado na figura 40. A avaliagdo com relagdo ao padrao de consumo e
caracteristicas do uso da terra também influencia consideravelmente no impacto dos
recursos hidricos e espelham o padréo de consumo da comunidade em suas margens.
Ao comparamos a presenca dos COE nos diferentes mananciais, podemos concluir que
0 Rio Itabapoana apresenta maior concentracdo e frequéncia de deteccdo dos COE
abordados nesse estudo. Também é possivel observar que os compostos simazina e
atrazina sdo mais detectados no Rio Itabapoana. Estes resultados podem estar
relacionados ao fato desse rio cortar regides do interior do Estado, onde as culturas
agricolas sdo mais presentes quando comparados com as regides préoximas das margens
do RPS.
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Figura 40: Representacéo da frequéncia de deteccdo dos COE analisados em amostras brutas e tratadas

nos Rios Paraiba do Sul e ltabapoana.

Na sexta campanha, as amostras foram submetidas a quantificacao utilizando LC-
ESI-MS/MS na Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) no Laboratério de
Quimica Ambiental que pertence ao Departamento de Quimica Analitica em colaboracéo
com a professora Dr2 Cassiana Carolina Montagner Raimundo.

Os parametros das regressoes lineares para cada composto sdo apresentados na
tabela 20. Os compostos apresentaram valores de coeficiente de correlacéo (r) maiores
gue 0,99, conforme estabelece a ANVISA, exceto para o triclosan e 4-nonilfenol. O
INMETRO recomenda que o coeficiente de correlagéo seja maior que 0,90. Dessa forma,

esses dois compostos estdo adequados nessa legislacéo.

Os resultados referentes as analises de GC-MS e LC-ESI-MS/MS séo
apresentados na tabela 21. Podemos concluir que o triclosan foi detectado nas amostras
brutas dos trés pontos coletados. Ao se analisar e comparar com 0s resultados obtidos
pela analise de GC-MS, vemos que para esse composto a técnica de LC-ESI-MS-MS
apresenta maior sensibilidade do que a andlise por GC-MS. O mesmo pode ser
observado para a atrazina que nao foi detectada por GC-MS, no entanto, por LC-ESI-

MS/MS foi possivel detectar essa substancia.
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Vale destacar que variabilidade nos resultados em andlises interlaboratérios é

comum, ocorrendo até quando se trata da mesma amostra (RIBANE et al, 2004). Essas

variacdes podem estar associadas as diferencas no procedimento de evaporacao,

ocorrendo perdas, interagdo com o solvente na ressuspenséo, forma de ionizagéo e até

mesmo interacdo do composto com a coluna por se tratar de técnicas analiticas

diferentes.

Tabela 19: Parametros da Curva analitica para os compostos estudados

Compostos Curvas analiticas R
Atrazina y =5017,2x + 11124 0,9918
Simazina y = 2791,2x -22042 0,9927
Triclosan y = 93,663x -19981 0,9750

Bisfenol A y = 39,798x -2569 0,9891
Nonilfenol y = 7100,3x -7480,2 0,9349
Cafeina y = 554,73x -47190 0,9894
17-B-etinilestradiol y =36,257x -1121,6 0,9933
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Tabela 20: Resultados das andlises de GC-MS e LC-ESI_MS/MS referentes a sexta campanha
COMPARAGAO DOS RESULTADOS GC-MS X LC-MS/MS

AMOSTRAS

AMOSTRA
TRATADA
DONANA

AMOSTRA
TRATADA

STA MARIA

AMOSTRA

TRATADA
COROA
AMOSTRA
BRUTA
DONANA
AMOSTRA
BRUTA STA
MARIA
AMOSTRA
BRUTA
COROA

GC-MS com Reagdo de Derivatizagdo LC-MS/MS
NON CAF ATZ TCS SIM BPA EE2 NON CAF ATZ TCS SIM
(ngLl?) (ngL? (ngLY) (ngLY) (ngLY) (ngLY) (ng LY (nglY)  (ngl?) (ngl?) (ng LY (ng L
Y)
5,7 <LD <LD <LD <LD 117,5 <LD 2,3 <LD <LD <LD <LD
18,5 65,9 <LD <LD <LD 61,2 <LD <LD 81,8 <LD <LD <LD
9,2 <LD <LD <LD <LD 46,0 <LD <LD 109,3 45,5 <LD <LD
14,4 <LD <LD <LD <LD 128,2 <LD 5,5 <LD <LD 386,2 <LD
27,9 91,6 <LD <LD <LD 129,9 <LD 3,9 561,5 38,9 274,7 <LD
11,4 <LD <LD <LD <LD 53,9 <LD 5,6 175,2 <LD 384,0 <LD

BPA

(ng LY

<LD

<LD

<LD

47,8

<LD

121,5

EE2

(ngL

<LD

<LD

<LD

<LD

<LD

<LD
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3.5.2 Avaliacéo da atividade estrogénica das amostras

O ensaio YES permite avaliar o potencial estrogénico das amostras ou
substancias padrbes por meio da espectroscopia colorimétrica. O ensaio avalia a
alteracéo de cor através da degradacdo do CPRG (coloracdo amarelo) pela enzima (3-
galactosidase, que € produto da ligacdo da substancia estrogénica com o receptor de
estrogénio humano (REh) que degrada formando como produto o CPRG (coloragao

vermelha).

A determinacdo da atividade estrogénica envolve a realizacdo de concentracéo
das amostras e diluicdo do controle positivo com o objetivo de garantir que as
concentragbes das amostras estejam dentro da faixa de trabalho da curva do controle
positivo. Esse procedimento foi realizado através de diluicbes seriadas, conforme

apresentado na figura 41.

Figura 41: Placa de ensaio de 96 pocos. Fileiras A e C referentes a curva de 17-B-estradiol em duplicata.

Fileiras E e G referentes a amostra e as fileiras B, D, F e H sdo brancos.

Através das leituras das diluicbes seriadas é possivel a constru¢do da curva
dose-resposta conforme apresentado na figura 41. As concentragdes abrangidas pela
curva dose-resposta de 17-B-estradiol variaram de 1,3301 a 2724 ng L™ (fileiras Ae C) O
controle negativo € o branco e o positivo o padrao de 17-B-estradiol (fileiras B, D, F e H).
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O grafico da figura 42 apresenta no eixo y as absorbancias corrigidas e no eixo x, as
concentragGes da amostra ou do padrdo expressas em ng L' em escala logaritmica.
Dessa forma, a porcao ascendente da curva € linear e os pontos que compdem essa reta

equivalem a méxima e minima producao da enzima (3-galactosidase nesse ensaio.

3,5 T

m  17p-estradiol
3,01 ® Controle Negativo 1

2,54
2,0 1 -
1,51 -

Prbberd

0,5 -

Absorbéancia Corrigida

0,0 L] AL L) L) L)
1 10 100 1000 10000

Concentragdo (ng/L)

Figura 42: Curva dose-resposta do controle positivo (17-3-estradiol) na faixa de concentracdo 1,330 a 2724

ng L.

Através do ensaio YES é possivel o célculo do CEso de acordo com o proposto por
Alexander e colaboradores (1999). Esse valor corresponde a concentracdo que elucida
50% da maior resposta (absorbancia) obtida da B-galactosidase em relacdo a curva
padréo (controle positivo) no ensaio YES. O valor de CEso para o 17-3-estradiol foi
calculado com base no método proposto por Alexander e corresponde a 33 ng L.

O ensaio YES foi realizado pelo Laboratorio de Engenharia Sanitaria (LES) da
UERJ em colaboracdo com a professora Dr? Daniele Maia Bila. Para avaliar questdes
relacionadas a forma de envio e armazenagem das amostras foram testadas condicdes
de envio das amostras. As condi¢des extracao |, envolveu a extracdo no laboratério da

UENF, extraindo cada litro de amostra em um cartucho, totalizando 2 L e unindo as
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fracGes no final e ressuspendendo em 500 pL. A Extracéo Il o processo de extracao foi
realizado no laboratério da UENF e foram enviados 2 cartuchos tendo passado 1 L de
amostra em cada e enviados para eluicdo e ressuspensédo no laboratério da UERJ e o
processo de extracdo Il envolveu a extracdo no laboratério da UENF através da
passagem de 2 L de amostra em um Unico cartucho, eluicdo e ressuspensdo para envio
das amostras ja preparadas. A tabela 17 apresenta os resultados obtidos para avaliacdo
dos processos de extracdo para a melhor forma de envio das amostras para andlise de

atividade estrogénica.

Tabela 21: Resultados para avaliacdo da melhor condi¢Bes de envio das amostras para Ensaio YES

TIPO DE TIPO DE AMOSTRA RESULTADOS EXPRESSOS
EXTRAGCAO EMEQ-E2 (NG L™
EXTRACAO | Bruta 13,50

13,07
Tratada 1,47
0,44
EXTRACAO II Bruta <LD
<LD
Tratada <LD
<LD
EXTRACAO I Bruta 2,5
7,12
Tratada <LD
1,28

Os resultados apontam que a melhor forma para envio das amostras foi através
da extracdo I, na qual sdo usados 2 cartuchos para extracdo das amostras, onde as
amostras sdo extraidas e todo o procedimento de preparo de amostra € realizado no
laboratério da UENF. As amostras sdo enviadas prontas para andlise para o laboratorio
da UERJ. Essas amostras sdo armazenadas em recipientes herméticos, conservadas em
gelo e enviadas por via expressa..

Apos avaliagdo da melhor condicdo de extragdo, foi realizado o estudo dos efeitos
individuais de cada padrao com relacéo ao seu potencial estrogénico. Os resultados séo
apresentados na figura 43. Dentre os compostos avaliados, o Bisfenol A (CEso = 363,7ng
L), 17-o-etinilestradiol (CEso = 42,7 ng L) e 4-nonilfenol (CEso = 101,2 ng L)
apresentam potencial estrogénico e suas curvas dose-resposta sao apresentadas na
figura 43. O LD e LQ para o ensaio YES obtidos foram 0,002 e 0,007 ng L%,

respectivamente.
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Figura 43: Curva dose-resposta do controle positivo para os compostos a) nonilfenol; b) 17-a-etinilestradiol

e c)| Bisfenol A.

As amostras, a partir da segunda campanha, com excec¢ao da terceira campanha
foram submetidas a analise por meio do ensaio YES. Os resultados, juntamente com as
concentracdes encontradas para os compostos analisados por GC-MS sao apresentados
na tabela 14. Os resultados sdo expressos em equivalente de 17-B-estradiol (E2) e do
total de amostras analisadas verifica-se a presenca predominante de amostras que
apresentam atividade estrogénica, principalmente para as amostras de agua bruta do
RPS. Somente na sétima campanha, esse ponto amostral apresentou concentracao
abaixo do limite de deteccdo, coincidindo com o maior periodo de chuvas e a baixa
concentracdo dos contaminantes emergentes.

As amostras de poco profundo apresentaram atividade estrogénica tanto para as
amostras de agua bruta quanto para agua tratada. Esse resultado chama a atencao, pois
esses mananciais sdo considerados mais protegidos das atividades antrépicas e nao
deveriam apresentar atividade estrogénica. No entanto, para avaliar a presenca desses

contaminantes nesse tipo de amostra deveria haver um estudo mais detalhado.
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Tabela 22: Concentragbes dos COE determinados por GC-MS em ng L e os resultados do teste YES que

apresentaram resultados para atividade estrogénica.

Campanha Ponto Amostral Tipo de EE2 NON BPA Resp.
amostrta  (ngL?!) (ngl?!) (ngL  YES
1) (EQ-E2
ng L)
22 Campanha Coroa Bruta <LD <LD 450,0 1,69
Tratada <LD <LD <LD <LD
43 Campanha Sta Maria/Sto Eduardo Bruta <LD 32,9 77,0 3

Tratada <LD 22,7 48,7 55

Coroa Bruta <LD 20,4 49,6 3,5

Tratada <LD 22,0 6,2 1.4

52 Campanha Sta Maria/Sto Eduardo Bruta 258,0 38,8 111,3 <LD
Tratada 2115 29,9 37,8 <LD

Coroa Bruta 106,8 18,1 34,7 0,3

Tratada <LD 12,2 18,6 <LD

62 Campanha Sta Maria/Sto Eduardo Bruta <LD 27,9 129,9 0,2
Tratada <LD 18,5 61,2 <LD

Coroa Bruta <LD 11,4 53,9 0,4

Tratada <LD 9,0 30,1 <LD

Donana Bruta <LD 14,4 128,2 0,3

Tratada <LD 12,3 1175 0,2

72 Campanha Sta Maria/Sto Eduardo Bruta 182,1 1715 5244 <LD
Tratada <LD 66,2 57,4 <LD

Coroa Bruta 21,0 22,5 252,7 <LD

Tratada <LD <LD <LD <LD

82 Campanha Sta Maria/Sto Eduardo Bruta 94,9 15,6 21,9 <LD
Tratada 94,7 6,2 <LD <LD

Coroa Bruta 1831,4 12,7 172,9 0,3

Tratada 315,2 11,0 28,2 <LQ

Na campanha 4 é observado que a atividade estrogénica das amostras de agua
tratada Coroa e St? Maria/St/° Eduardo apresentaram valores maiores do que as
amostras de agua bruta. Isso pode ter ocorrido em funcao da formacéo de subprodutos
durante os processos de desinfeccdo das ETA formando compostos que apresentam
caracteristicas mais téxicas do que a substancia de origem. Alguns trabalhos apontam a
presenca de subprodutos formados ap0s a etapa de desinfeccdo em aguas tratadas,
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principalmente com os desinfetantes mais usados como o cloro, 0z6nio, diéxido de cloro
e cloraminas (NIEUWENHUIJSEN et al., 2009; PARVEZ; FROST; SUNDARARAJAN,
2017; RICHARDSON et al., 2007). Efeito similar foi encontrado para alguns pesticidas
organosfoforados depois da cloracdo que também apresentaram maior toxicidade do que
antes desta etapa, quando foi realizado um estudo usando o ensaio de toxicidade com
Acetilcolinesterase (COSTA et al, 2018). Aliado a isso, também sdo avaliados os efeitos
na saude humana como consequéncia dessa exposi¢do. Tem sido associado 0 consumo
da agua clorada a um aumento no risco de cancer. Trabalho realizado por Koivusalo e
colaboradores (1994) mostrou que céancer na bexiga e no rim estd associado a
mutagenicidade da &agua consumida devido a presenca de furanona clorada ou
possivelmente outros subprodutos do processo de desinfeccéo.

N&o houve uma correlacdo entre os resultados de YES e as concentracdes
encontradas nas amostras pela analise de GC-MS. Houve uma variagdo muito grande
com relacdo aos resultados positivos obtidos no ensaio YES e as concentracOes
encontradas por GC-MS. No trabalho realizado por Raimundo (2011) também foi
relacionada a atividade estrogénica por meio do ensaio BLYES com as concentracdes
encontradas nas amostras em analise por LC-MS. No entanto, também n&o foi possivel
estabelecer essa relacdo. Nesse estudo foi concluido que outros compostos que nao
foram abordados no estudo também contribuiram para potencializar esses efeitos.

E importante salientar que o ensaio YES é apenas um direcionamento para um
estudo mais profundo a respeito da origem da atividade estrogénica. No entanto, o fato
de ser observada a atividade estrogénica em agua tratada € um ponto importante,
relacionado a saude publica. No que se refere ao ambiente, como observado na revisdo
da literatura, os efeitos dos COE que apresentam potencial estrogénico podem interferir
no ecossistema e causar desequilibrios ambientais.

No trabalho realizado por Dias e colaboradores (2015) foi avaliada a atividade
estrogénica por meio do ensaio YES em amostras de aguas superficiais dos Rios Paraiba
do Sul e Guandu e as aguas que passaram pelo tratamento de suas respectivas ETA. Os
resultados mostraram que o0 processo de tratamento ndo é eficiente na remoc¢do das
substancias e que hé incidéncia de atividade estrogénica, em niveis maiores que 1 ng L

1 de equivalente de E2 (17-B-estradiol).
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4 CONSIDERACOES FINAIS

O Rio Paraiba do Sul e o Rio Itabapoana sdo importantes mananciais usados
para a captacdo de agua para abastecimento publico da regido de Campos dos
Goytacazes e municipios do interior. Diante dos resultados apresentados nesse trabalho
ficou evidente a necessidade de monitoramento da qualidade desses corpos hidricos e
gue sao necessarios estudos mais profundos sobre os efeitos dos COE e seus impactos

no ambiente.

Os processos de otimizacdo do procedimento de extracéo e das condi¢des ideais
de derivatizacdo dos COE analisados contribuiram para tornar a extracdo mais eficiente
e permitiu 0 alcance de concentracdes encontradas nos ambientes naturais, embora ndo
tenha sido usado equipamentos mais sofisticados como os cromatografos liquidos de alta

eficiéncia com tandem de massas (MS/MS) e tempo de voo.

Todos os COE analisados foram detectados em pelo menos uma amostra. Os
principais compostos detectados foram bisfenol A, nonilfenol e cafeina e os compostos
gue apresentaram as maiores concentracdes foram o nonilfenol (1200 ng L), a cafeina
(1781 ng L1) e a 17-a-etinilestradiol (1831 ng L™1). Este Ultimo é considerado um marcador
guimico de contaminacéo por esgoto e foi detectado em 75% de um total de 28 amostras
analisadas. Com relacdo ao teste YES, as amostras de &gua bruta apresentaram
atividade estrogénica, com excec¢ado de um ponto amostral, mostrando a maior incidéncia
de COE nestas aguas. Os compostos que apresentaram potencial estrogénico foram
bisfenol A, 17-a-etinilestradiol e nonilfenol, representando uma situacédo de degradacéo
do corpo hidrico. As amostras de agua tratada apresentaram menor frequéncia de
deteccdo emrelacdo as amostras brutas. No entanto, quando se realiza uma analise mais
detalhada dos resultados obtidos para concentragdes de COE e resultados de YES, ha
baixa correlacdo que se possa concluir que a presenca destes compostos esta
diretamente relacionada a efeitos positivos no teste YES. Sendo assim, uma investigacao
mais exaustiva deveria ser feita ou ainda outro teste de estrogenicidade que comprovasse

estes resultados.

As amostras de agua subterranea, contrariando as expectativas, apresentaram
0s compostos nonilfenol e bisfenol A em amostras de agua tratada e bruta, além de
apresentarem potencial estrogénico. A presenca destes compostos nestas aguas pode

ser advinda de materiais usados nos sistemas de bombeamento da agua para
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tratamento, ja que para que pudesse ser relacionado a presenca de infiltracdes de esgoto

domeéstico, deveria aparecer algo de cafeina, que néo foi detectada neste caso.

O perfil de contaminacéo varia de acordo com as caracteristicas de cada regido
e 0 padrao de consumo reflete o tipo de contaminacédo do corpo hidrico. Conforme foi
constatado, as amostras do Rio Itabapoana apresentaram maior frequéncia de deteccéo
dos compostos estudados e em relacdo ao Rio Paraiba do Sul, onde também foram
detectados o0s pesticidas atrazina e simazina. Os pesticidas poderiam ser em
consequéncia da localizacéo do rio, uma regido do interior do Estado e onde as praticas
agricolas sdo mais comuns. Outra questdo que poderia estar relacionada seria o efeito
de matriz que poderia ser menos significativo em estas aguas que recebem uma

diversidade de outros poluentes, aumentando assim o limite de quantificagdo do método.

Finalmente, os resultados desse estudo mostraram que os efeitos da utilizacéo
intensiva de xenobidticos e incorporagdo de compostos sintéticos na inddstria quimica
tém sido refletidos na presenca desses compostos nos ambientes aquaticos, interferindo
nos ecossistemas e contribuindo para a degradacdo da qualidade da agua nesses
mananciais. Esse trabalho contribuiu para apresentacdo de um cenario que tem sido
relatado na literatura cientifica e que se reforca a necessidade de criagdo de uma
legislacdo que seja abrangente para esses compostos que tem seus efeitos toxicos ja
comprovados e sao frequentemente relatados. Nesse sentido, € importante destacar a
necessidade de promover trabalhos que busquem elucidar os mecanismos e efeitos
desses compostos em corpos hidricos, uma vez que os COE é uma classe ampla de
compostos e que ainda sdo desconhecidos muitos dos efeitos na saude humana e no

ambiente, assim como seu comportamento em ambientes naturais.
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