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RESUMO

DETERMINACAO DE CONTAMINANTES EMERGENTES EM AGUA UTILIZANDO
MICROEXTRACAO ADSORTIVA EM BARRA (BAPE) E UHPLC-MS/MS

Autora: Maiara Priscilla de Souza
Orientador: Renato Zanella

Os contaminantes emergentes sdo substancias que entram continuamente no meio
ambiente e que estdo sendo reconhecidas com maior profundidade devido ao avancgo
de técnicas instrumentais e de preparo de amostra. Estes compostos englobam
diversas classes quimicas, como por exemplo, farmacos, horménios, produtos de
higiene e cuidado pessoal, retardantes de chama, dentre outros. Uma das matrizes
mais suscetiveis a contaminagéo é a agua tendo em vista que a descarga de esgoto
€ uma das principais vias de poluicdo ambiental. A microextracdo adsortiva em barra
(BAUE) tem demonstrado grande capacidade analitica para a analise de compostos
organicos em nivel residual e vem se tornando uma ferramenta analitica bem
estabelecida no ambito de preparo de amostras. Neste estudo foi desenvolvido e
validado um método simples e de baixo custo para a determinacdo de 13
contaminantes emergentes em agua utilizando BAPYE e empregando sorvente
polimérico com posterior analise por cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada
a espectrometria de massas em série (UHPLC-MS/MS). O preparo das barras bem
como os testes de estabilidade foram avaliados. Onze sorventes foram testados para
revestir os dispositivos. A fim de avaliar a melhor combinacéo de parametros para a
extracdo e dessorcao dos analitos, utilizou-se um planejamento do composto central
(CCD) com 4 variaveis. Os resultados da validacdo foram satisfatérios uma vez que
as recuperacoes obtidas ficaram entre 74% e 118% com desvio padréo relativo RSD
< 19%. Os limites de detecc¢éao e quantificacdo foram de 0,012 a 0,6 € 0,04 a 2,0 ug L
!, respectivamente. O método proposto combina uma etapa de preparo de amostra
simples e eficaz para a determinacdo de contaminantes emergentes em agua. A
aplicabilidade do método foi avaliada utilizando amostras reais de agua de superficie,
de torneira e mineral e destas, 6 amostras apresentaram bisfenol A (0,08-0,665 ug L
1) e paracetamol (0,104-4,2 ug L1).

Palavras-chave: Contaminantes emergentes, Agua, Microextracdo adsortiva em barra,
UHPLC-MS/MS.



ABSTRACT

DETERMINATION OF EMERGING CONTAMINANTS IN WATER USING BAR
ADSORPTIVE MICROEXTRACTION (BAME) AND UHPLC-MS/MS

Author: Maiara Priscilla de Souza
Advisor: Renato Zanella

The emerging pollutants are substances that enter continuously in the environment
and are being more recognize due to the advancement of instrumental and sample
preparation techniques. These contaminants include several chemical classes, such
as pharmaceuticals, hormones, personal care products, flame retardants and others.
Water is one of the most susceptible matrix since the sewage discharge is one of the
main routes of environmental pollution. Bar adsorptive microextration (BAUE) has
shown great analytical capacity for the analysis of organic compounds in residual level
and has become a well-established analytical tool in sample preparation. In this work,
a simple and low cost method was validated for the analysis of 13 emerging
contaminants in water using BAUE with polymeric sorbent followed by ultra high
performance liquid chromatography with tandem mass spectrometry (UHPLC-
MS/MS). The preparation, stability tests and development of BAUE devices are also
discussed. Eleven different coating phases were evaluated. In order to select the best
combination of experimental conditions for extraction and back extraction, central
composite design (CCD) with four variables was applied. Validation results were
satisfactory, since the method presented recoveries between 74% and 118% with
relative standard deviations (RSD) < 19%. The analytical performance presented
detection and quantification limits of 0.012 to 0.6 and 0.04 to 2 ug L™, respectively. The
proposed method combines a simple and effective sample preparation for the
determination of emerging contaminants in water using a microextraction technique
(BAUE) followed by UHPLC-MS/MS analysis. The method applicability was evaluated
using real samples of surface, drinking and tap water and 6 positive samples were
found indicating the presence of bisphenol A (0.08-0.665 ug L) and paracetamol
(0.104-4.2 pug L1).

Keywords: Emerging contaminants, Water, Bar adsorptive microextraction, UHPLC-
MS/MS.
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento tecnologico aliado ao crescimento populacional
impulsionou o0 uso de inUmeras substancias quimicas, as quais sdo empregadas em
nosso dia-a-dia, na industria e na agricultura. Esses compostos sdo constantemente
encontrados no meio ambiente e s&o conhecidos como contaminantes emergentes 0s
quais sao substancias de diferentes classes e que podem estar inseridas ha muito
tempo no meio ambiente, todavia, estdo sendo reconhecidas e tratadas com maior
relevancia somente nos ultimos anos, devido ao avanco nas técnicas de preparo de
amostra e determinagéao.

Esses poluentes estédo inseridos em inUmeras classes quimicas, podendo-se
ressaltar os farmacos, hormdnios, plastificantes, produtos de higiene e cuidado
pessoal, retardantes de chama, dentre outros. Nos Ultimos anos, foram observados
muitos efeitos adversos provenientes de compostos emergentes, incluindo a
resisténcia a antibiéticos, abortos espontaneos, disturbios metabdlicos e incidéncia de
neoplasias malignas, além da inducéo de bactérias mais resistentes.

A avaliacdo das matrizes suscetiveis a essa contaminacdo € essencial para a
insercéo de novas propostas que possam auxiliar no desenvolvimento de estratégias
plausiveis com o intuito de diminuir a contaminagdo e consequentemente minimizar
impactos ambientais.

Os contaminantes emergentes podem ser encontrados nas mais diversas
matrizes, como por exemplo, 4gua, solo, lodo, sedimento, alimentos, dentre outros. A
investigacdo dos residuos remanescentes nessas amostras torna-se indispensavel,
uma vez gue esses poluentes ocasionam efeitos nocivos para a fauna e flora.

Nas ultimas décadas ocorreu um desenvolvimento expressivo nas técnicas de
miniaturizacdo tendo em vista que apresentam baixo custo, reducdo no tempo de
analise e demonstram bons resultados se combinadas com uma instrumentacao
adequada. Recentemente, a microextragdo estatica de adsorcédo em barra (AUE) foi
introduzida como uma método alternativo para a determinacdo de tracos de
compostos polares e apolares em meio aquoso. Esta € uma tecnologia inovadora de
amostragem por flutuagcdo e demonstra excelente estabilidade e reprodutibilidade

analitica para ser empregada como uma alternativa de preparo de amostra,
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apresentado como vantagens altos fatores de enriquecimento dos analitos resultando
na obtencdo de baixos limites de deteccdo. A utilizacdo desta técnica na area
ambiental mostra-se uma alternativa adequada para a analise de poluentes
emergentes sendo que envolve baixo consumo de solventes, resultando na menor
geracao de residuos, e a0 mesmo tempo apresenta resultados satisfatorios.

As técnicas cromatograficas tém sido muito empregadas na determinacéo de
contaminantes emergentes, dentre estas, destaca-se a cromatografia liquida sendo
uma das técnicas majoritarias para este tipo de determinacédo. Os procedimentos de
enriquecimento sdo essenciais para complementar essa técnica a fim de obter limites
de deteccéo baixos o suficiente para determinar compostos em niveis tragos.

Assim, o desenvolvimento de novos procedimentos de preparo de amostra bem
como a sua determinagdo mostram-se relevantes tendo em vista que no Brasil ha
poucos trabalhos neste ambito demonstrando a necessidade de mais estudos nesta
area. A otimizacdo de métodos alternativos para a analise de contaminantes
emergentes é uma necessidade, principalmente na matriz de agua, a qual é
fundamental em todos os aspectos da nossa vida. Além disso, ha uma preocupacéo
crescente com o destino de dguas residuais domésticas e industriais uma vez que é
constante a introducdo de poluentes organicos emergentes no ciclo da agua
ocasionando efeitos adversos para saude humana e animal.

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo desenvolver e validar
um meétodo para a andlise de contaminantes emergentes de diferentes classes
(farmacos, hormonios, plastificantes, estimulantes e retardante de chama) em agua
utilizando a técnica de microextracao adsortiva em barra (BAUE) com posterior analise
por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas em
série (UHPLC-MS/MS). Foi também realizada a confeccdo das barras adsortivas e
seus testes mecanicos e de estabilidade. A otimizacdo dos parametros de extracéo e
dessorcdo foram realizados através de um planejamento de composto central. O
método foi aplicado em amostras reais, as quais foram coletadas em diferentes

regides de Santa Maria, RS, Brasil.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 CONTAMINANTES EMERGENTES

2.1.1 Aspectos gerais

A producdo e liberacdo de compostos quimicos sintéticos tornou-se uma
atividade constante nos ultimos 50 anos devido ao crescimento exponencial da
populacdo e dos avancos industriais. Recentemente, comunidades cientificas
reconheceram estes compostos - 0s quais foram chamados de contaminantes
emergentes - como sendo substancias que entram continuamente no meio ambiente,
ocasionando perturbacdes em sistemas endocrinos e reprodutivos, alterando o
comportamento animal e danificando tecidos (PINTADO-HERRERA et al., 2014).

Os “contaminantes emergentes”, também conhecidos como “poluentes
emergentes” apresentam inumeras definicdes na literatura. Porém, a definicdo mais
empregada é que sdo um conjunto de substancias naturais ou sintéticas de diversas
classes quimicas que vem sendo descobertas e identificadas nos ultimos anos. Estes
contaminantes ndo sao necessariamente novos compostos e podem ter estado
presentes por um longo tempo no meio ambiente, todavia, sua presenca e implicacao
na integridade dos seres vivos estdo sendo reconhecidas somente agora (MEFFE &
BUSTAMANTE, 2014).

Os poluentes emergentes tendem a ganhar notoriedade devido a novos
estudos relacionados, como por exemplo, com a ocorréncia, destino e efeitos
adversos que podem acarretar (DAUGHTON, 2004). Devido a apari¢cdo continua no
meio ambiente, esses compostos sdo caracterizados como sendo persistentes ou
pseudo-persistentes. A exposi¢cdo a longo prazo de alguns desses contaminantes
pode ocasionar efeitos nocivos aos seres vivos (ALVAREZ et al., 2014). Esses
contaminantes sao considerados indicadores de atividades antropogénicas e podem
ser associados a iniUmeras classes de compostos organicos 0s quais sdo amplamente
empregados pelo ser humano para diversas finalidades (RODRIGUES et al., 2014).

Varios tipos de tratamento séo aplicados na remediacdo desses compostos.
Todavia, algumas vezes ndo sao suficientes para elimina-los tendo em vista que

apresentam propriedades lipofilicas. Estas substancias podem estar presentes em
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concentracOes residuais que dependem das quantidades iniciais presentes no meio
ambiente e da sua lipofilicidade (CLARKE & SMITH, 2011).

Anteriormente, estas substancias eram desconhecidas em se tratando de
concentracéo e/ou distribuicdo. Porém, estdo sendo amplamente identificadas devido
aos novos métodos de preparo de amostra e do aprimoramento das técnicas
instrumentais (SORENSEN et al., 2015).

Um dos aspectos mais criticos em relacédo aos poluentes emergentes é a nédo
existéncia de regulamentacdes que possibilitem o estabelecimento de niveis
permitidos para muitas dessas substancias, principalmente para 0os novos compostos
gue estado surgindo. A falta de normativas ocasiona o descaso em relacao a disposicéo
dessas substancias, e consequentemente, a contaminacao torna-se constante e de
dificil controle (BOLONG et al., 2009).

Apesar do progresso na descoberta desses compostos, muitos estudos estéo
sendo realizados com o intuito de obter informacfes que fornecam dados concretos
em relacdo a ocorréncia, riscos e informacgdes ecotoxicoldgicas dessas substancias.
Esses parametros sdo de extrema importancia para predizer efeitos adversos a saude
do ser humano e de organismos aquaticos, 0s quais sdo os mais afetados pela
contaminacgéo (LOPEZ DE ALDA et al., 2003)

2.2 PRINCIPAIS CLASSES DE CONTAMINANTES EMERGENTES

Os contaminantes emergentes podem ser subdivididos a partir da origem,
caracteristicas fisico-quimicas, mobilidade/comportamento no ambiente aquoso e
devido aos perigos associados a contaminacdo (STUART et al., 2012). Dentre os
compostos que compdem a classe dos “emergentes”, podem-se ressaltar: farmacos,
drogas de abuso, produtos de higiene e cuidado pessoal, disruptores enddcrinos
(esteroides e hormonios), compostos estimulantes (lifestyle), plastificantes,
surfactantes, agrotoxicos, medicamentos veterinarios, retardantes de chama, aditivos
e agentes industriais, nanomateriais artificiais, dentre outros (CLARKE & SMITH,
2011).

Muitas dessas substancias apresentam toxicidade em niveis que variam de ug
Lt a ng L! para a flora aquatica, fauna e/ou seres humanos. Os niveis de

concentragéo das diversas classes de contaminantes emergentes podem persistir no
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meio aquatico devido as taxas de transformacgéo ou remoc¢ao dos mesmos que podem
ser equilibradas ou superadas pela sua introducéo continua no meio ambiente (YAN
et al., 2014; YAN et al., 2015).

2.2.1 FA&rmacos

Os farmacos sdo compostos amplamente empregados para o uso humano e
animal. A solubilidade destas substancias em agua promove uma contaminagao
continua, principalmente em aguas superficiais e subterrAneas fazendo com que
sejam de dificil remoc¢édo, mesmo com a disponibilidade de métodos de tratamento de
aguas residuais e de processos de biodegradacédo (DOBOR et al., 2012).

Estes compostos tém sido alvo de pesquisas nos ultimos anos sendo
considerados contaminantes emergentes devido as suas possiveis ameacas ao
ambiente aquatico e a saude humana. Segundo STUART & colaboradores (2012) e
GODFREY & colaboradores (2007) diversos compostos pertencem a este grupo,
podendo-se ressaltar:

e Medicamentos veterinarios e antibibticos: ciprofloxacina, eritromicina,
lincomicina, sulfametoxazol, tetraciclina;

¢ Medicamentos sob prescricdo: codeina, salbutamol, carbamazepina;

e Medicamentos ndo prescritos: acetaminofeno (paracetamol), ibuprofeno, acido
acetilsalicilico.

Os farmacos séo considerados uma das classes de contaminantes emergentes
gue mais atrai 0s pesquisadores tendo em vista 0 aumento no uso de medicamentos.
Esses numeros sé@o considerados alarmantes tanto em paises desenvolvidos quanto
nos subdesenvolvidos e a quantidade real de medicamentos consumidos é de dificil
controle, uma vez que muitos sdo consumidos sem receita médica ou adquiridos
ilegalmente (SILVA & COLLINS, 2011).

2.2.2 Compostos estimulantes ou “lifestyle”

Sao compostos amplamente utilizados pela sociedade e participam da rotina
diaria de muitas pessoas (PESTA et al.,, 2013). As substancias majoritarios
pertencentes a este grupo sdo a cafeina e a nicotina, as quais sdo amplamente
detectadas em agua (STUART et al.,, 2012). Além disso, segundo PESTA &
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colaboradores (2013) a cafeina e a nicotina estdo na lista de monitoramento da
agéncia mundial anti-doping (WADA, do inglés prohibited list of the world anti-doping
agency).

A cafeina é considerada um dos principais ingredientes de alguns produtos
alimentares e medicamentos sendo uma das substancias mais utilizadas em escala
mundial. Além disso, é relativamente estavel em condi¢cdes ambientais variaveis e
apresenta alta solubilidade e mobilidade em agua (SILVA, 2014). De acordo com
estatisticas europeias e norte-americanas, aproximadamente 90% da populacao
adulta se considera usuéria de café com uma média diaria de consumo de cerca de
200 mg ou 2,4 mg kg'/dia (cerca de 2 xicaras de café). A cafeina é portanto,
considerada a substancia mais consumida e farmacologicamente ativa no mundo
(PESTA et al., 2013; CROCQ, 2003).

J& a nicotina e 0 seu metabdlito mais importante, a cotinina, sdo poluentes
emergentes amplamente encontrados em recursos hidricos em todo o mundo
(TSINISIZELI et al., 2015). A nicotina € bastante estudada principalmente devido a
preocupacao recorrente que se tem uma vez que esta substancia pode ocasionar

doencas cardiovasculares, cancer, dependéncia, dentre outros (CROCQ, 2003).

2.2.3 Plastificantes

Os plastificantes sdo compostos que compreendem a classes de ésteres de
alquila, sulfonatos de naftaleno e varios outros compostos que sédo adicionados aos
materiais tais como plasticos, argilas, gesso, dentre outros. S&o utilizados para
melhorar as propriedades reoldgicas. Um dos principais problemas provenientes
dessa classe é que sdo considerados desreguladores endécrinos (PAL et al., 2014).

Um dos plastificantes mais conhecidos € o bisfenol A o qual € amplamente
produzido e regularmente detectado em ecossistemas aquaticos (principalmente em
aguas de superficie e potavel) devido a sua liberagdo continua para o meio ambiente.
Anteriormente este composto era sintetizado como um estrogénio artificial, porém,
atualmente € usado como mondémero para a producéo de plastificantes (OEHLMANN
et al., 2008). Estudos recentes sugerem que a via principal para a exposi¢cdo humana

ao Bisfenol A é através de alimentos, bebidas e seus recipientes (plasticos,

embalagens de alimentos, mamadeira, dentre outros) (LI et al., 2010).
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A determinacao desta classe é de extrema importancia uma vez que estes tipos
de compostos podem influenciar na sintese, transporte, secrecéo, acao, ligacdo ou
eliminacdo de horménios naturais do corpo (FATTORE et al., 2015; GARCIA-
AREVALO et al., 2014).

2.2.4 Disruptores endocrinos

Os disruptores enddcrinos séo agentes que interferem na sintese, secrecao,
transporte, ligacdo ou eliminacdo de horménios naturais no corpo, responsaveis pela
reproducao e desenvolvimento. Sdo considerados produtos quimicos ou a mistura dos
mesmos, 0s quais podem interferir na funcdo hormonal regular (KABIR et al., 2015).
Estes disruptores podem estar presentes na forma natural ou sintética e afetam
diretamente ambientes aquéticos. Os efeitos adversos ocasionados por esta classe
sdo cumulativos e podem aparecer anos ap0s 0 contato com o meio ambiente,
podendo ser irreversiveis e ameacando o desenvolvimento humano e animal (JIANG
et al., 2013).

Os hormonios, como por exemplo, estrona, 17-B-estradiol, compdem esta
classe de compostos. Além destes, o bisfenol estd enquadrado neste grupo sendo

considerado tanto um disruptor enddcrino quanto um plastificante (JIJANG et al., 2013).

2.2.5 Retardantes de chama

Os retardantes de chama sédo produtos quimicos adicionados aos téxteis,
espumas de poliuretano, termoplasticos, produtos eletrbnicos e materiais de
construcdo para aumentar a resisténcia ao fogo (WIDELKA et al.,, 2016). Estes
compostos podem entrar nos sistemas aquaticos através do lancamento em aguas
residuais, industriais ou municipais, efluentes de estacdes de tratamento ou por
escoamento superficial. Ressalta-se que o0s seres humanos podem sofrer
contaminac&o através da ingestdo de peixes contaminados (PEREZ-FUENTETAJA et
al., 2010).

O tetrabromobisfenol A (TBBPA) tem despertado um grande interesse nos
altimos anos devido a sua ampla utilizacdo, o que acarreta riscos potenciais para o
meio ambiente e saude humana. Sua ocorréncia na agua, solo e sedimento sao

comumente relatadas. Considerando que a utilizagcdo de materiais com TBBPA é
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extensa (espumas de poliestireno, polimeros, resinas, poliésteres termoplésticos,
poliuretano, laminados e fibras de poliéster) os niveis de concentracdo deste
retardante de chama aumenta de forma significativa. Sendo assim, ressalta-se a
urgéncia de detectar este contaminante para verificar os niveis em que estdo
presentes no meio ambiente, de modo a minimizar seu uso e consequentemente,

diminuir impactos ambientais (LIU et al., 2016).

2.3 EFEITOS ADVERSOS DOS CONTAMINANTES

Nos ultimos anos, foram observados muitos efeitos adversos provenientes de
compostos emergentes, incluindo a resisténcia a antibidticos, abortos espontaneos,
distarbios metabodlicos e incidéncia de neoplasias malignas, além da inducdo de
bactérias mais resistentes. Essas implicacdes foram observadas em seres humanos,
animais e outros organismos podendo ocasionar alteracdes das respostas biologicas
mesmo presentes em baixas concentracdes (GUEDES et al., 2014; LAPWORTH et
al., 2012; SILVA & COLLINS, 2011).

A persisténcia desses compostos no meio ambiente e a alta atividade biolégica
0s tornam prejudiciais tanto em altas quanto em baixas concentracdes (SECONDES
et al., 2014). Os riscos ecoldgicos mais significantes incluem alteracées enddcrinas
(YANGALI-QUINTANILLA et al., 2010a; WIELOGORSKA et al., 2015) aumento da
resisténcia aos medicamentos microbianos (ANDERSSON & HUGHES, 2012)
absorcdo pelas plantas (CALDERON-PRECIADO et al., 2011) e altera¢Bes na cadeia
alimentar (FARRE & BARCELO, 2013).

Essas substancias podem ocasionar diversos efeitos adversos a saude
humana e ao meio ambiente, contudo, 0s perigos para a saude humana de alguns
compostos ndo sao disseminados bem como a sua persisténcia no meio ambiente
(STUART et al., 2012).

2.4 FONTES DE CONTAMINACAO

Um dos maiores problemas no ambito dos contaminantes emergentes é a

caréncia de conhecimento quanto aos impactos que estes podem ocasionar ao meio
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ambiente, com énfase no meio aquatico e para a saude do ser humano (DEBLONDE
et al., 2011). Tendo em vista esses aspectos, faz-se necessario um estudo que
permita identificar as principais fontes de contaminacdo com o intuito de prevenir
riscos iminentes.

Estes compostos podem entrar no meio ambiente através de uma série de
fontes e vias: efluentes de estacbes de tratamento de aguas residuais; fossas
sépticas; efluentes hospitalares; atividades pecuarias e aplicacdes de agrotoxicos com
consequente contaminagdo em lagoas e solo; residuos domésticos e industriais,
dentre outros (SOUSA et al., 2014; ESTEVEZ et al., 2012; ROBLES-MOLINA et al.,
2014).

A remocao de contaminantes emergentes € bastante dificil tendo em vista que
muitas vezes as tecnologias existentes ndo sdo disponiveis para efetuar um
tratamento adequado. Por esse motivo, € de extrema importancia a identificacdo de
intermediéarios, produtos de degradacdo e a avaliacdo da toxicidade resultante de
atividade bioldgicas. A pesquisa desses fatores juntamente com a quimica analitica
torna-se uma ferramenta poderosa para a descoberta de novos aspectos referentes a
esses contaminantes (RICHARDSON & TERNES, 2011).

2.5 CONTAMINANTES EMERGENTES EM AGUA

2.5.1 Presenca dos contaminantes e vias de contaminacao

O destino de aguas residuais domésticas e industriais (tratadas ou nao
tratadas) nos recursos hidricos sdo uma preocupacdo crescente uma vez que €
constante a introducdo de poluentes organicos emergentes no ciclo da agua. Como
resultado dessa contaminacdo, surgem consequéncias alarmantes podendo-se
destacar a possivel inibicdo do crescimento de células embrionarias humanas,
decréscimo na reproducdo de seres aquaticos e feminizacédo de peixes (YANGALI-
QUINTANILLA et al., 2010b).

As mudancgas no contexto ambiental causadas devido ao forte desenvolvimento
de atividades econbmicas e urbanas sdo também consideradas fatores que
impulsionam a degradac&o dos recursos hidricos. As regibes que apresentam alta

industrializacdo e que necessitam de uma alta demanda de agua para usos multiplos
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enfrentam diversos problemas referentes a qualidade e disponibilidade de &agua
(SOUSA et al., 2014).

Os micropoluentes organicos presentes em aguas marinhas representam uma
ameaca para o ambiente aquatico tendo como efeitos principais a toxicidade aguda e
crdnica para 0s organismos aquaticos, a acumulacdo no ecossistema, perda da
biodiversidade e ameacas a saude humana (SANCHEZ-AVILA et al., 2012; JIANG et
al., 2014).

Segundo GEISSEN & colaboradores (2015), atualmente pode-se verificar a
presenca de mais de 700 contaminantes emergentes, incluindo os seus metabdlitos e
produtos de transformacdo no ambiente aquatico. Muitos destes contaminantes sao
sintéticos ou ocorrem naturalmente, e a contaminagdo é proveniente da liberacéo
continua destes compostos no meio ambiente.

Os residuos de contaminantes emergentes encontrados sdo de farmacos,
produtos de higiene e cuidado pessoal e as drogas ilicitas. Alguns desses compostos
estdo amplamente presentes no lixo hospitalar, estacdes de tratamento de esgoto,
rios e aguas subterrdneas uma vez que sdo amplamente empregados em terapias
humanas, uso ilicito de drogas, medicina veterinaria, agricultura e aquicultura
(LAPWORTH et al., 2012; JIANG et al., 2014; MEFFE & BUSTAMANTE, 2014). As
principais vias de contaminacéo destes compostos podem ser visualizadas na Figura
1.

Apesar de muitos dos contaminantes emergentes ja serem reconhecidos,
espera-se que a lista desses compostos aumente com o desenvolvimento de novos
produtos da industria e com os novos métodos analiticos para a sua detec¢do (MEFFE
& BUSTAMANTE, 2014; RICHARDSON & TERNES, 2011).



Figura 1 — Principais rotas de liberacdo de contaminantes emergentes para 0 meio ambiente.
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2.5.2 Estudos de contaminantes emergentes em diferentes paises

A avaliacdo dos contaminantes emergentes em aguas € muito importante para
obter um maior conhecimento quanto a sua ocorréncia, destino e transporte no meio
ambiente. Estudos realizados em varios paises demonstram as preocupacgles
recorrentes da contaminacdo da agua por contaminantes emergentes. Dentre 0s
paises mais estudados, pode-se ressaltar: Africa (SORENSEN et al., 2015), Australia
(BIRCH et al., 2015), Bélgica (CLAESSENS et al., 2013), China (YAN et al., 2015),
Espanha (CORADA-FERNANDEZ et al., 2015), Franca (LOPEZ et al., 2015), Grécia
(THOMAIDI et al., 2015), Itdlia (MEFFE & BUSTAMANTE, 2014), Japédo (TANABE &
RAMU, 2012) e Reino Unido (STUART et al., 2012).

Além destes estudos, JIANG e colaboradores (2013) coletaram dados gerais
sobre a presenca de contaminantes emergentes analisando sobre diferentes
perspectivas pesquisas realizadas em 14 paises. A partir desta avaliagdo pode-se
verificar que no geral, mais de 80 tipos de produtos farmacéuticos, produtos de higiene
pessoal e disruptores enddcrinos foram detectados em aguas de diferentes tipos,
como por exemplo, efluente bruto e tratado, rios, lagos, mares, sedimentos e até
mesmo em agua da torneira.

A partir desta avaliagcdo pode-se observar que quase todas as investigacdes
sobre a ocorréncia de contaminantes emergentes em aguas residuais e de superficie
tém sido realizadas em paises norte-americanos e europeus.

Todavia, considerando que no geral, grande parte da populacdo n&do tém
acesso a um saneamento adequado, a realizacdo de um monitoramento eficaz se faz
necessaria a fim de se obter dados mais concretos sobre a contaminacgéo
(LOCATELLI et al., 2011).

O Brasil vem enfrentando varios problemas de poluicdo em recursos hidricos,
ocasionando assim, preocupacdes ambientais e de salude publica. A descarga de
esgoto é considerada uma das fontes de poluicdo mais criticas do pais podendo-se
agravar nas areas com rios intermitentes ou aguas superficiais com baixa capacidade
de diluicdo (OLIVEIRA et al., 2015; SODRE et al., 2010).

CAMPANHA & colaboradores (2015) relataram um estudo (no periodo de 3
anos) sobre a ocorréncia de farmacos, horménios e triclosan em aguas de superficie
de uma regido urbana central em Sao Paulo. Os compostos mais frequentemente

detectados foram cafeina, paracetamol e atenolol enquanto os hormoénios estrona e
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17-B-estradiol foram também detectados, porém com menor frequéncia. SODRE,
LOCATELLI & JARDIM (2010) investigaram a ocorréncia de contaminantes
emergentes em agua potavel na cidade de Campinas. Seis contaminantes
emergentes (estigmasterol, colesterol, bisfenol A, cafeina, estrona e 17-B-estradiol)
foram encontradas nas amostras. LOPES & colaboradores (2016) desenvolveram um
método para monitorar contaminantes emergentes em agua de rio na cidade do Rio
de Janeiro. Os compostos paracetamol, acido salicilico e bisfenol A foram detectados

em todos os rios avaliados enquanto o diclofenaco foi encontrado em apenas um.

2.5.3 Legislacdo para contaminantes emergentes e prioritarios em agua

Uma das principais diferencas entre poluentes prioritarios e emergentes € que
0S primeiros, consistem em metais pesados, compostos organo halogenados
(principalmente agrotoxicos) e hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (PAH, do inglés
polycyclic aromatic hidrocarbons). Ja 0s contaminantes emergentes incluem
principalmente os farmacos, agrotoxicos polares, produtos de higiene pessoal,
hormonios e estimulantes (ROBLES-MOLINA et al., 2014).

Visando um melhor controle da problematica proveniente dos poluentes
prioritarios em agua, a Unido Europeia estabeleceu critérios de monitoramento. Em
particular, ha uma preocupacado majoritaria em relacdo a presenca de substancias
prioritarias em aguas de superficie. Sendo assim, a Diretiva da Unido Europeia do
Quadro da Agua (WFD do inglés European Union Water Framework Directive) criou a
diretiva 2000/60/EC, a qual visa comprometer os estados membros da Unido Europeia
a alcancar um bom estado ecolégico e quimico de todos os tipos de corpos d'agua.

Nessa diretiva foi estabelecido inicialmente uma lista de 33 compostos
prioritarios (Decisdo n° 2455/2001/EC). As substancias prioritarias ou grupos de
substancias que compfdem esta lista sao: metais, agrotéxicos, ftalatos,
hidrocarbonetos  policiclicos  aromaticos e  desreguladores  enddcrinos.
Posteriormente, essa lista aumentou para 45 compostos, indicado na Diretiva
2013/39/EU (ROBLES-MOLINA et al., 2014; DEBLONDE et al., 2011).

Diferente das substancias prioritarias, os contaminantes emergentes ainda néo
apresentam legislacdo definida, porém, estudos apontam que o0s poluentes
emergentes podem futuramente ingressar na lista de substancias prioritarias
(ROBLES-MOLINA et al., 2014).
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Segundo a Diretiva 2013/39/EU, faltam dados em relagcdo aos contaminantes
emergentes em agua uma vez que muitos ndo estdo incluidos nos programas
sistematicos da Unido Europeia. No entanto, estes poluentes podem apresentar riscos
significativos e requerem regulamentacdo, dependendo de seus potenciais efeitos
ecotoxicoldgicos e toxicoldgicos.

Ressalta-se ainda que um novo mecanismo de controle é necessario para
fornecer a Comissdo informacdes especificas de monitoramento sobre a
concentracdo de poluentes emergentes no ambiente aquatico, tendo em vista que
atualmente os dados de monitoramento séo insuficientes. A lista que esta prevista
pela Unido Europeia devera ser dindmica e a validade da mesma sera limitada e
suficiente para responder as novas informacbes sobre 0s potenciais riscos
decorrentes de poluentes emergentes, evitando o0 monitoramento destas substancias

por mais tempo do que o necessario (Diretiva 2013/39/EUV).

2.6 PREPARO DE AMOSTRA PARA A ANALISE DE CONTAMINANTES
EMERGENTES EM AGUA

Dentre os procedimentos descritos na literatura, pode-se ressaltar que a
extracdo em fase sélida (SPE, do inglés solid phase extraction) é uma das técnicas
gue mais empregadas, principalmente em se tratando da matriz agua (ROBLES-
MOLINA et al. 2014; GROS, et al., 2009; GRUJIC et al., 2009; PAIGA et al., 2015;
SOUSA et al., 2014; CASTRO-CATALA et al., 2015; RODIL et al., 2009).

Nas ultimas duas décadas pode-se acompanhar um desenvolvimento
expressivo nas técnicas de miniaturizacdo uma vez que sao consideradas pouco
dispendiosas, de facil manipulacdo e demonstram perspectivas satisfatorias se
combinadas com a detectabilidade da instrumentacéo analitica atual (NOGUEIRA,
2013; AHMAD et al., 2014).

Nos ultimos anos, a utilizagdo de técnicas sortivas de extragdo aumentaram
consideravelmente podendo-se destacar o uso da microextracdo em fase solida
(SPME, do inglés solid phase microextraction) e da extracdo sortiva em barra de
agitacao (SBSE, do inglés stir bar sorptive extraction), as quais séo caracterizadas por

utilizarem pouca quantidade de solventes.
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Apesar destas técnicas de microextracdo mostrarem-se bastante adequadas
para a determinagao de diversos tipos de substancias, se os analitos de interesse
apresentam caracteristicas polares, ou seja, coeficientes de particdo octanol-agua
inferior a trés (log Kow <3), e a eficacia da extracdo pode ser prejudicada (AHMAD et
al., 2014).

Recentemente, a técnica de microextracdo estatica de adsorcao (AME) vem
ganhando espaco por ser uma metodologia alternativa para a analise em nivel de

tracos em compostos polares e apolares em meio aquoso.

2.6.1 Microextracado adsortiva em barra (BAUE)

A microextragdo adsortiva em barra (BAUE, do inglés bar adsorptive
microextraction) € uma tecnologia inovadora de amostragem por flutuacdo e
demonstra excelente estabilidade e reprodutibilidade analitica para ser empregada
como uma técnica alternativa de extracdo apresentando como vantagem o
enriguecimento dos analitos em analises de rotina.

Segundo NOGUEIRA (2013), a forma mais usual de configuracdo geométrica
destes dispositivos de extracdo € a forma cilindrica. Neste tipo de geometria, 0s
sorventes constituidos por um pé finamente divididos séo fixados com adesivos em
um suporte adequado a base de polipropileno (PP) com formato de barra cilindrica,

conforme demonstrado na Figura 2.

Figura 2 — Dispositivo com fase extratora suportada em tubo de polipropileno.

Fase extratora
Suporte de polipropileno

’ .
’ .
’ .
’ .
’ .
’ .
’ .
o \
’ s
o O ey A .
o Sorvente RS
/ y .
Al

. ’

Fonte: adaptado de NOGUEIRA (2013).
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Tendo em vista a baixa densidade do suporte utilizado na extragdo, uma das
principais vantagens é a facilidade do dispositivo analitico flutuar imediatamente
abaixo do vortex formado pela agitacdo gerada por uma barra de agitacdo
convencional (Figura 3). Desta forma evita-se a desagregacdo mecanica das
particulas de sorvente do microcoletor, uma vez que ndo ha contato com as paredes
e com o fundo do frasco de amostragem, tendo como consequéncia, 0 aumento do

tempo médio de vida do dispositivo.

Figura 3- Partes béasicas do sistema BAUE.

/ﬂ\ 1| Frasco de amostragem q
Vortex |2 -f——

=

—————1~| 5| Dispositivo BAUE
Amostra |3 ‘

Barra de agitagédo |4 —\ /

magnética

Fonte: Adaptado de NOGUEIRA (2013).

Dentre as principais vantagens que a técnica de BAUE oferece, pode-se
destacar: reducdo no uso de solvente; possibilidade de uma maior variedade de
sorventes para revestir o dispositivo de extracado (como por exemplo, carvao ativado,
polimeros, dentre outros); alternativa notavel para a analise de tracos de compostos
polares ou de média polaridade em meio aquoso; e alta eficiéncia de extracdo nos
mais diversos tipos de matrizes (AHMAD et al., 2014; ALMEIDA & NOGUEIRA, 2012;
NENG et al., 2010).

Além dessas vantagens, recentemente pode-se verificar na literatura que novas
melhorias foram propostas a fim de otimizar condigcbes previamente relatadas,
destacando-se a reducgéo do tamanho do dispositivo de analise, minimizando o volume
de liquido de dessorcao para o nivel de pL. Outras caracteristicas promissoras sdo a
miniaturizagao do dispositivo BAUE utilizando uma menor quantidade de adsorvente

sem prejudicar o desempenho analitico. Além disso, a reducdo de solvente é mais
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favoravel ambientalmente, juntamente com alta eficicia, tornando o processo analitico
mais rapido e simples (DIAS et al., 2015).

Conforme NOGUEIRA (2013), a BAUE tem sido aplicada de forma satisfatéria
para a determinacao residual de poluentes emergentes e prioritarios com énfase na
area ambiental, farmacéutica, alimentar, forense, biomédica, dentre outras. Além
disso, enfatiza-se que a BAMPE mostra eficacia levando em consideracdo a
particularidade de cada substancia de interesse. Ressalta-se ainda que esta técnica
vem sendo aplicada como uma alternativa as técnicas convencionais ou bem

estabelecidas ja existentes.

2.6.1.1 AplicacBes da BAUE

De modo geral, a maioria das aplicacdes envolvendo a técnica de BAUE tem
como objetivos ser uma alternativa as técnicas convencionais ou bem estabelecidas
gue envolvam a etapa de enriquecimento. Uma das principais dificuldades na
aplicacao desta técnica é que a mesma pode ser afetada devido a complexidade das
matrizes envolvidas. Sendo assim, qualquer metodologia que envolva a BAUE, deve
ser otimizada e validada a fim de verificar o0 comportamento de interferentes que
possam ocasionar efeitos de matriz (NOGUEIRA, 2013).

Na Tabela 1 sdo demonstradas as principais aplicacdes envolvendo esta
técnica, podendo-se ressaltar a determinacdo residual de compostos organicos
emergentes e prioritarios nas seguintes areas: ambiental, alimenticia, farmacéutica,

biomédica, dentre outras.
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Tabela 1 — Métodos de BAUE j& existentes com suas respectivas condigdes de extracdo e dessorcao para analise de diferentes

compostos.
Teste de estabilidade quimica e mecanica
L Tempo de ] . LOQ
Analitos Matriz Sorvente Agitacao A Sonicagéo Deteccéo Referéncia
Solvente equilibrio pH ] (hg L)
(rpm) (min)
(h)
Testosterona e ) N- o HPLC- AHMAD et al.,
] Urina o Acetonitrila 1000 16 55 30 1,3
epitestosterona vinilpirrolidona DAD 2014.
o Metanol: ALMEIDA &
o i _ Pirrolidona o
10 fungicidas Agua e vinho . acetonitrila 1000 4 55 15 0,7-3,3 GC-MS NOGUEIRA,
modificada
1:1 (viv) 2012.
Agua, urina,
Metanol: ALMEIDA &
creme para Carvéo o HPLC-
4 parabenos . ) acetonitrila 1000 16 55 45 0,3 NOGUEIRA,
maos e ativado DAD
1:1 (viv) 2014.
corpo
. Carvao
Agua, ] Metanol:
. ativado e o HPLC- ALMEIDA et
4 benzofenonas cosméticos e o acetonitrila 1000 4 0u 16 55 15 ou 30 1,0-1,6
. pirrolidona DAD al., 2013.
urina » 1:1 (viv)
modificada
] o , Carvéo o 0,026- ALMEIDA et
3 inseticidas Agua ) Acetonitrila 1000 16 2,0 15 GC-MS
ativado 0,066 al., 2014.
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Teste de estabilidade quimica e mecanica

L Tempo de L LOQ
Analitos Matriz Sorvente Agitagao _— Sonicagéo Deteccéo Referéncia
Solvente equilibrio pH ) (Mg LY
(rpm) (min)
(h)
o i Carvao o 50e HPLC- NENG et al.,
3 herbicidas Agua ] Acetonitrila 1000 16 45 0,30-0,36
ativado 10,0 DAD 2011.
Metanol:
- . N— o HPLC- NENG et al.,
Mitraginina Urina o acetonitrila 1300 4 5,5 10 0,33
vinilpirrolidona DAD 2015.
1:1 (viv)
i Metanol:
Morfina e ) Carvao . HPLC- GONCALVES
Urina ] acetonitrila 1000 2,5 10,0 - 0,2-2,9
Codeina ativado DAD etal., 2012.
1.1 (viv)
o Metanol: ALMEIDA &
_ i _ Pirrolidona o 0,165- HPLC-
9 horménios Agua e urina . acetonitrila 1250 16 55 30 NOGUEIRA,
modificada 0,330 DAD
1.1 (viv) 2015.
6 farmacos e . Metanol: NENG &
. Carvao o
produtos de Agua ivad acetonitrila 1000 16 50 45 2,0-8,4 GC-MS NOGUEIRA,
ativado
higiene pessoal 1:1 (viv) 2012.
Cha verde,
) suco de
4 acidos ) 61,2- NENG et al.,
) frutas Oasis MAX Metanol 750 3 6,0 30 CE-DAD
fenolicos 272,5 2014.

vermelhas e

mel
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2.6.2 Método de determinacdo de contaminantes emergentes em agua

Vérias técnicas analiticas estédo sendo estudadas com o intuito de desenvolver
e otimizar métodos de deteccdo e quantificacdo das classes que compdem O0s
contaminantes emergentes. Neste contexto, os métodos de andlise multirresiduo
mostram-se adequados e vantajosos por minimizar tempo e custo, todavia, estudos
Sao necessarios para que a deteccdo destes compostos seja eficaz (PINTADO-
HERRERA et al., 2014).

A andlise de poluentes emergentes mostra-se bastante desafiadora uma vez
que apresenta limitagdes, como por exemplo, a falta de métodos para a quantificacdo
de analitos, estando esses, presentes em baixas concentracdes. A analise desses
poluentes era anteriormente escassa, todavia, 0 desenvolvimento de metodologias
analiticas para diferentes classes de contaminantes emergentes esta ganhando
espaco e um numero crescente de métodos esta sendo descrito na literatura.

Os aspectos gue ainda necessitam de otimizacdo nesse ambito referem-se as
melhorias na sensibilidade e seletividade, especialmente para matrizes muito

complexas, como aguas residuais (PETROVIC et al., 2003).

2.6.2.1 Cromatografia

Os métodos analiticos mais usuais na deteccdo e quantificacdo de
contaminantes emergentes sdo a cromatografia liquida (LC, do inglés liquid
chromatography) e a cromatografia gasosa (GC, do inglés gas chromatography),
ambas acopladas a espectrometria de massas (MS, do inglés mass spectrometry). A
espectrometria de massas em série (MS/MS) tem sido a mais utilizada tendo em vista
que auxilia na discriminacao da interferéncia promovida por substancias co-eluidas e
proporciona uma alta detectabilidade, facilitando a detec¢cdo compostos orgéanicos
residuais. A escolha entre a técnica de LC e GC vai depender das propriedades fisico-

guimicas e da termoestabilidade dos analitos de interesse (PICOT GROZ et al., 2014).
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2.6.2.1.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

A tecnologia em relacédo a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC, do inglés high performance liquid chromatography) tem sido constantemente
otimizada. Durante muitos anos, a analise de micro-contaminantes foi realizada
através da cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo por ultravioleta
(HPLC-UV), no entanto, apos a introducdo de ionizacdo a pressdo atmosférica, a
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS) passou a ser
amplamente empregada (RODRIGUEZ-MOZAZ et al., 2007).

Atualmente, tem-se uma tendéncia continua na utilizacdo da cromatografia
liguida de ultra-alta eficiéncia (UHPLC, do inglés ultra high performance liquid
chromatography), a qual utliza colunas de diametro mais estreito, curtas e
empacotadas com particulas com um didmetro inferior (£ 2 um). A técnica de UHPLC
permite andlises mais rapidas, com melhor resolugdo e picos relativamente mais
estreitos se comparados as metodologias de HPLC convencionais (PAIGA et al.,
2015).

2.6.2.1.2 Espectrometria de massas

O principio basico da espectrometria de massas (MS) envolve a geracao de
ions podendo ser tanto de compostos organicos quanto de inorganicos através de
métodos adequados, que possam separar estes ions pela sua razdo massa/carga
(m/z) e que sejam efetivos na deteccao qualitativa e quantitativa pelos respectivos m/z
e abundancia. O analito pode ser ionizado termicamente, por campos elétricos ou por
impacto de elétrons energéticos, ions ou fotons. Os ions podem ser atomos individuais
ionizados, clusters, moléculas ou seus fragmentos ou associados. A separacado de
ions pode ser efetuada por campos elétricos ou magnéticos estaticos ou dindmicos
(GROSS, 2004).

A fonte de ionizagdo mais usual para LC-MS ¢é a “electrospray” (ESI, do inglés,
electrospray ionization). Nesso modo de ionizagcdo uma diferenca de potencial é
aplicada entre a ponta do tubo de metal e um cone de amostragem gerando um
“spray”, o qual € composto por goticulas do analito na fase moével e o gas nebulizador.
Apods esta etapa, 0 solvente é evaporado diminuindo sucessivamente o tamanho da

goticula até ocorrer a evaporacéao dos ions do analito e posterior direcionamento dos
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mesmos para o cone de amostragem. Por fim, os ions chegam ao analisador de
massas (LANCAS, 2009).

A utilizacdo de um analisador de massas do tipo triplo quadrupolo (TQ), com o
modo de monitoramento de reacdes selecionadas (SRM, do inglés selection reaction
monitoring) € uma alternativa bastante empregada para a analise de diversas
matrizes. Neste sistema (Figura 4) tem-se primeiramente a sele¢cdo do ion precursor
no primeiro quadrupolo (Q1); apds, estes ions sdo fragmentados na célula de colisdo
(g2), geralmente através da colisdo com um gas inerte; por fim, realiza-se a selecao
dos fragmentos especificos (ions produto) no quadrupolo 3 (Q3). Desta forma, tem-se
um aumento da detectabilidade e seletividade da analise no equipamento
(CHIARADIA; COLLINS & JARDIM, 2008).

Figura 4 - Esquema de um analisador de massas do tipo triplo quadrupolo.

-—— - -——— - -

1 o A 1 \
' Separagdoe | ' Fragmentacdo , ! Selegdodos |
' selegdodoion | ! egeragdodos | ! ionsprodutos |
| precursor 1 | ions produtos . | especificos

1 \ 1 \ 1

Detector

¥
o

4

ionizadas

Gas de colisao (N,)

Fonte: Adaptado de Thermo Scientific Webinar.

O acoplamento MS/MS foi muito bem recebido em se tratando de seletividade
e sensibilidade. Sendo assim, técnicas de processamento de amostras mais
complexas poderiam ser significativamente simplificadas (KAUFMANN, 2014). Neste
contexto, a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa em série (LC-

MS/MS) tornou-se uma das técnicas analiticas preferenciais para a determinagéo de
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varios tipos de compostos, ressaltando-se os farmacos em amostras ambientais,
devido a sua elevada seletividade e sensibilidade (PAIGA et al., 2015).

No caso particular de poluentes emergentes, para a maioria das classes destas
substancias, a LC-MS e a LC-MS/MS séo as técnicas majoritarias de escolha. O
procedimento de pré-concentracdo é bastante usual para complementar essas
técnicas e auxiliam na obtencdo de limites de deteccdo baixos o suficiente para
determinar compostos em niveis ultratracos uma vez que 0s contaminantes
emergentes, especialmente farmacos, estdo normalmente presentes no ambiente na
faixa de ng L™ ou pug L** (RODRIGUEZ-MOZAZ et al., 2007).

2.7 PLANEJAMENTO DE COMPOSTO CENTRAL

A otimizacdo simultdnea de experimentos € uma maneira préatica e util de
planejamento se comparado a analise de variaveis individualmente tendo em vista que
desta forma minimiza-se o numero de experimentos. O método de planejamento de
composto central (CCD, do inglés central composite design) é uma forma de
otimizacdo simultdnea das condi¢cdes de analise, que consiste em avaliar pontos
fatoriais, axiais e centrais obtendo as interacdes e efeitos principais entre as variaveis,
conforme demonstrado na Figura 5. Neste caso, 0s pontos centrais sao geralmente
repetidos a fim de obter uma estimativa do erro experimental, enquanto os pontos
axiais determinam os termos quadraticos da equacdo, permitindo a estimativa do
modelo de superficie de resposta (DASHAMIRI et al., 2016).

Figura 5- Principais pontos de um planejamento de composto central.

o e @ Pontos fatoriais
® ) ® @® Pontos axiais

@ Pontos centrais

Fonte: Adaptado de PONTES et al., 2010.
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A CCD é considerada uma abordagem matemética valiosa e pode ser utilizada
na otimizacao de diversos parametros. Este tipo de planejamento ndo sO otimiza o
processo como também reduz o custo e tempo requerido para o desenvolvimento
experimental, diminuindo o nimero de experimentos a serem realizados no laboratorio
(KIRAN et al., 2016).

Ressalta-se ainda que promover o uso de metodologias de superficie de
resposta auxilia também na identificacdo das condi¢des ideais de diversas variaveis
em um unico conjunto de combinacdo de experimentos (KIRAN et al.,, 2016). A
metodologia de superficie de resposta € um conjunto de técnicas matematicas e
estatisticas que se baseia no ajuste de uma equacédo polinomial a partir dos dados
experimentais. Estes dados tem o objetivo de descrever o comportamento de um
conjunto parametros a fim de fazer previsdes estatisticas. Este tipo de modelo pode
também ser aplicado quando uma resposta ou um conjunto de respostas séo
influenciados por diversas variaveis (BEZERRA et al., 2008).

2.8 VALIDACAO DO METODO

A confiabilidade de dados analiticos € um parametro imprescindivel para a
interpretacdo correta de estudos cientificos e de trabalhos de rotina. Quando a
confiabilidade de um método é comprometida pode-se ocasionar falsas interpretacdes
dos resultados e conclusdes dificeis de serem justificadas. Se os erros presentes nao
sdo Obvios, podem permanecer indetectaveis, e consequentemente, prejudicar 0s
resultados das andlises (PETERS et al.,, 2007). Neste contexto, a validacao tenta
atender de forma criteriosa a realizacdo de ensaios permitindo resultados confiaveis.

A validagdo pode ser definida como sendo uma comprovagdo, através de
evidéncias objetivas, de que os requisitos para uma determinada aplicacdo ou uso
especificos foram alcancados (INMETRO, 2011). O intuito de uma validacdo é
evidenciar que um método elaborado é apropriado para a finalidade pretendida,
podendo ser no ambito de determinacbes qualitativas, semi-quantitativas e/ou
quantitativas de farmacos e outras substancias (ANVISA, 2003).

As caracteristicas de desempenho ou os parametros de validacdo podem

revelar se um método é adequado para as andlises almejadas. A inclusdo de

determinados parametros de validacéo ira depender da aplicacdo, do tipo de amostra,
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objetivo do método, orientacbes e/ou regulamentos nacionais ou internacionais,

conforme a necessidade do analista (ROGERS, 2013).

Alguns dos parametros envolvidos no processo de validacao estdo destacados

na Tabela 2.

Tabela 2- Parametros avaliados durante a etapa de validacdo de métodos analiticos
para determinacao de residuos de agrotoxicos.

Parametro Definicao Aplicacéo Referéncia
Seletividade Distingao de Extracdo de matriz “branco” INMETRO
resposta entre
analitos.
Linearidade Correlacdo entre  Curva Analitica (y =ax+b) INMETRO
resposta analitica e ANVISA
concentracao
Faixa Linear de Intervalo de Curva Analitica (y =ax+b) INMETRO
trabalho concentracfes em ANVISA
quey e X
correlacionam-se
linearmente
LOD Concentracgao limite S/IR=3 INMETRO
de distincdo entre ANVISA
LOQ analito e ruido SIR =10
Precisao Proximidade de Repetibilidade e INMETRO
resultados obtidos Reprodutibilidade ANVISA
por diferentes
amostragens
Exatidao Proximidade de Ensaios de fortificacéo INMETRO
resultado em relacéao ANVISA

a uma referéncia




3 MATERIAIS E METODOS

O desenvolvimento da parte experimental deste estudo foi realizado no

Laboratorio de Andlises de Residuos de Pesticidas (LARP) do Departamento de

Quimica da Universidade Federal de Santa Maria.

3.1 INSTRUMENTACAO

NS NE N N N SR

Agitador vortex Biomixer, modelo QL-901 (Brasil);

Agitador magnético multiplo de 6 posi¢des, modelo SP Labor (Brasil);
Agitador magnético multiplo de 15 posi¢des, modelo SP Labor (Brasil);
Balanca analitica Shimadzu, modelo APX-200 - (Jap&o);

Balanca analitica Shimadzu, modelo UX420H - (Japao);

Balanca analitica Shimadzu, modelo AUW 220D - (Japao);

Micropipetadores automaticos com capacidade variavel marca Brand -

(Alemanha) e marca Eppendorf - (Canadd);

\

Purificador de dgua Milli-Q Direct 3UV - resistividade 18,2 MQcm - (Franca);

v Sistema UHPLC-MS/MS equipado com:

Cromatogréfo liquido Waters (EUA);

Coluna analitica ACQUITY UPLC BEH Cis 1,7 pm - 2,1 x 50 mm, Waters
(EUA);

Detector MS do tipo Triplo Quadrupolo, modelo Xevo TQ (EUA);
Interface/Fonte de lonizag&o por eletronebulizagdo (EUA);

Compressor de nitrogénio Atlas (EUA);

Gerador de nitrogénio PEAK NM30L-MS (Peak Scientific, Escocia)
Sistema controlador de solventes (sistema binario de bombas) para
operacéao de gradientes a alta pressao (EUA);

Sistema de injecdo com agulha de Poli (éter-éter-cetona) (PEEK) dentro
da agulha de aco (EUA);

Sistema de aquisicdo de dados através do software Masslynx 4.1
(Waters, EUA).

v Ultrassom Unique, modelo USC-1400 (Brasil).
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3.2 MATERIAIS, REAGENTES E SOLVENTES

SRR NERN

\

N N N N N R

LS N N N N N N N N N NN

Frascos de vidro (vial), capacidade de 2,0 mL;

Frascos de vidro com capacidade de 30,0 mL;

Vidraria comum de laboratorio;

Padrées solidos de farmacos, disruptores enddcrinos, plastificantes e
estimulantes com pureza de 96,0 a 99,8% (Dr. Ehrenstorfer, Alemanha);

Gas argobnio 6.0 usado como gas de colisdo no sistema UHPLC-MS/MS (White
Martins, Brasil);

Acetonitrila grau LC-MS (J. T. Baker - EUA);

Metanol (J. T. Baker - EUA);

Diclorometano (J. T. Baker - EUA);

Hidroxido de aménio (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA);

Acetona (Tedia, EUA);

Acido cloridrico (J. T. Baker - EUA);

Hidréxido de sédio (J. T. Baker - EUA);

Agua ultrapura, purificada em sistema Milli-Q Direct 3UV (resistividade de 18,2
M cm);

Bondesil C18, 40 um (Agilent Technologies, USA);

Oasis® HLB, 30 um (Waters Corporation, Millford, MA, USA).

Carvao Supelclean ENVI-Carb (d.p 105-125 um)

Carvéo carbotrap®carbopack® (20-40 mesh)

GCB 400 Mesh (0,037 mm)

GCB 100-400 Mesh (0,149-0,037 mm)

GCB 325 Mesh (0,044 mm)

GCB 200 Mesh (0,074 mm)

GCB 140 Mesh (0,149 mm)

GCB 100 Mesh (0,149 mm)

Oasis® HLB (60 mg)

Strata®X (200 mg)
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3.3 PREPARO DAS SOLUCOES ANALITICAS

As solucdes estoque individuais foram preparadas primeiramente em uma
concentracdo de 1000 mg L' de cada substincia em estudo, levando em
consideracao, a pureza dos padrdes sélidos. As solucdes foram preparadas em
acetonitrila grau HPLC, metanol, ou metanol:agua 1:1 (v/v). A solu¢éo de mistura foi
preparada em diferentes concentra¢des (10, 50, 100 e 200 mg L) e armazenadas em
frascos ambar a temperatura de - 4 °C. O padrdo interno utilizado foi preparado

individualmente na concentracdo de 10 mg L.

3.4 CONTAMINANTES EMERGENTES SELECIONADOS

Neste estudo, foram selecionados contaminantes emergentes de diferentes
classes: hormoénios, farmacos, plastificantes e compostos ‘“lifestyle”. Informagdes
gerais como estrutura, formula e massa molecular, pureza, classe e pKa dos

compostos analisados podem ser vistas na Tabela 3.
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Tabela 3- Informacdes gerais dos compostos analisado com estrutura, formula, massa molecular, pureza, classe e pKa.

. Massa
Composto Estrutura molecular Formula molecular Pureza pKa Log Kow Classe Referéncia
molecular (%)
(g/mol)
OH
Horménio ALMEIDA &
17-B-estradiol C18H2402 272,4 96,0 10,5 3,9 esteroide NOGUEIRA
feminino (2015)
HO

Esteroide

Acetato de Ca4H3204 384,5 99,0 17,8 3.2 usado em DrugBank

megestrol medicamento
veterinario

[o}
Hormdnio
Androstenediona C1oH2602 286,4 99,5 19,0 2,75 festgrplde HMDB
eminino e
masculino
O
] - MONTAGNER &
Bisfenol A /‘><‘\ Ci15H1602 228,3 98,5 10,2 3,3 Plastificante JARDIM, 2011.
Bisfenol B “ Ci16H1802 242,3 99,8 10.1 - Plastificante PubChem
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. Massa
Composto Estrutura molecular Formula molecular Pureza pKa Log Kow Classe Referéncia
molecular (%)
(g/mol)
Ny
Cafeina </ \]/ CeH10N402 194,2 99,7 10,1 0,01 Estimulante ~ ONTAGNER &
N " JARDIM (2011)
/ 0]
Cl
Diclofenaco " CuHuCLNO:  296,1 99,5 4.2 45 ~ Anti- MONTAGNER &
a oH inflamatorio JARDIM (2011)
[0]
OH
. oH Hormonio ALMEIDA &
feminino (2015)
HO
Hormdnio ALMEIDA &
feminino (2015)
[¢]
Ibuprofeno Ci3H180> 206.3 99,0 4,9 3,97 ~ Anti- MONTAGNER &
oH inflamatério JARDIM, 2011
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Massa

chama

Composto Estrutura molecular Formula molecular Pureza pKa Log Kow Classe Referéncia
molecular (%)
(g/mol)
Nicotina X N C1oH14N2 162,2 99,5 8,5 1,17 Estimulante INCHEM;
‘ \ PubChem
=
N
N
o
OH
o
Hormonio ALMEIDA &
Progesterona C21H3002 314,5 99,2 18,9 3,7 esteroide NOGUEIRA
feminino (2015)
(o)
OH
Hormanio
Testosterona CioH2s02 288,4 98,5 17,4 3,3 esteroide RAIMUNDO,
masculino 2011
o
Br. Br
Tetrabromobisfenol A O O CisH12Br40> 543,9 99,0 7,5 5,9 Retardante de PubChem
OH OH
Br Br
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3.5 CONFECCAO DA BARRA ADSORTIVA

O dispositivo em barra consiste em um suporte cilindrico de polipropileno (15
mm de comprimento e 3 mm de diametro interno), revestido externamente com uma
fita adesiva. O dispositivo foi revestido externamente com um sorvente previamente
selecionado (3,0 a 4,0 mg dependendo do sorvente empregado), o qual foi aderido a

barra.

Materiais para confeccéo da barra:
e Tubo de polipropileno;
e Fita adesiva;

e Sorvente para revestimento;

3.6 TESTE DE ROBUSTEZ E ESTABILIDADE DO DISPOSITIVO DE EXTRACAO

Para realizar a otimizagdo da barra adsortiva, foram levados em consideragéo
0S seguintes parametros:
e Solvente para limpeza;
e Temperatura,

e pH.

As condicGes de otimizacdo da barra adsortiva foram testadas seguindo os

parametros apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 - CondicOes testadas para a otimizacao da confecc¢ao do dispositivo BAUE.

Solvente Temperatura (°C) pH
Metanol (MeOH) 20 1,0-14,0
Acetonitrila (ACN) 30
MeOH:ACN 1:1 (v/v) 40
Acetona 50

Diclorometano (DCM)
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3.6.1 Teste do solvente

Os dispositivos foram revestidos com a fita dupla face e as barras foram
transferidas foram transferidos para o ultrassom durante 1 h na presenca de diferentes
solventes.

Os solventes testados nesta etapa foram: ACN, MeOH, ACN:MeOH (1:1, v/v),

acetona e DCM.

3.6.2 Teste de temperatura

O teste de temperatura consistiu em deixar o dispositivo contendo diferentes
sorventes em contato com &agua no ultrassom nas temperaturas previamente
estabelecidas de 20, 30, 40 e 50 °C.

3.6.3 Teste de pH

Os dispositivos foram transferidos para um frasco de 15 mL contendo agua
ultra-pura com pH ajustado de 1,0 a 14,0 com HCI e/ou NaOH (0,1 mol L!). Apés os
frascos foram colocados em ultrassom, durante 1 h. Posteriormente, colocaram-se 0s
dispositivos em frascos contendo acetonitrila e foram transferidos novamente para o

ultrassom.

3.7 TRATAMENTO DA BARRA ADSORTIVA

Apbs a escolha dos parametros que compdem os testes de estabilidade,
realizou-se o preparo de diversas barras adsortivas (com diferentes sorventes) e
posteriormente realizou-se o tratamento das mesmas a fim de deixa-las prontas para
os testes de extracdo. Para isto, os dispositivos foram colocados em um frasco
contendo 5 mL de acetonitrila e apds, foram transferidos para o ultrassom durante 15
minutos. Por dltimo, os dispositivos foram imersos em frascos contendo 10 mL de

agua ultra-pura e foram agitados em agitador magnético durante 15 minutos.
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3.8 ENSAIOS INICIAIS DE EXTRACAO E DESSORCAO PARA ESCOLHA DO
MELHOR SORVENTE

Em um frasco de 30 mL adicionou-se 25 mL de agua ultra-pura e fortificou-se
com a mistura dos contaminantes na concentracdo de 2 pug L. Apds, foram inseridos
em cada frasco um agitador magnético e posteriormente, as barras confeccionadas
com os 11 diferentes sorventes descritos na Tabela 5. As analises foram realizadas
em triplicata e a escolha do melhor sorvente foi realizada em funcéo das maiores areas

obtidas.

Tabela 5 - Sorventes testados para 0 ensaio de extracao e dessorcao.

Abreviatura neste

Sorvente

trabalho
Carvéo Supelclean ENVI-Carb (d.p 105-125 pym) Carvao sup.
Carvo carbotrap®/carbopack® (20-40 mesh) Carvéo Carb.
GCB 400 Mesh (0,037 mm) GCB-1
GCB 100-400 Mesh (0,149-0,037 mm) GCB-2
GCB 325 Mesh (0,044 mm) GCB-3
GCB 200 Mesh (0,074 mm) GCB-4
GCB 140 Mesh (0,149 mm) GCB-5
GCB 100 Mesh (0,149 mm) GCB-6
Octadecilsillano (C18) C18
Oasis® HLB Oasis
Strata X Strata X

Os frascos foram posicionados em um agitador de multiplas posicbes e a
extracao foi realizada durante 10 h de agitacdo a 1100 rpm. Apés este intervalo, 0s
dispositivos foram transferidos para um Eppendorf contendo 1 mL de acetonitrila e
colocados em ultrassom onde foi feita a etapa de dessor¢do, durante 1h.
Posteriormente, as barras foram retiradas dos Eppendorfs com o auxilio de uma pinga
e a solucao foi filtrada. As aliquotas de todos os testes foram injetadas no sistema

UHPLC-MS/MS para a verificacdo da presenca residual dos contaminantes.
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3.9 OTIMIZACAO DOS ENSAIOS DE EXTRACAO E DESSORCAO UTILIZANDO
PLANEJAMENTO DE COMPOSTO CENTRAL

Apés a realizacdo dos testes para a escolha do melhor sorvente, foram
realizados os testes mecéanicos do dispositivo BApPE confeccionado. A fim de otimizar
o método, um planejamento de composto central com quatro variaveis foi testado:

(1) Tempo de agitacédo para extracao;

(2) Velocidade de agitacdo da extracao;

(3) pH;

(4) Tempo no ultrassom para dessorc¢ao.

Para a realizacéo dos testes, a quantidade de amostra (25 mL) e solvente de
dessorcédo (700 yL de acetonitrila) permaneceu constante. A reducao da quantidade
de solvente de dessorcdo se comparado com os testes iniciais de extracdo foi
realizada a fim de aumentar o fator de pré-concentracdo uma vez que foi realizada
uma diluicdo em agua do extrato final. Esta diluicdo teve por finalidade se aproximar
do gradiente inicial e consequentemente, obter melhores formatos dos picos
cromatograficos.

Os resultados dos testes foram avaliados em termos de recuperagcdo atraves
de uma curva analitica na matriz branco fortificada, sendo utilizado como branco a
agua ultra-pura, nas concentra¢cées de 0,2; 0,4; 0,8; 2,0; 4,0; 8,0 e 20,0 ug L e
fortificacdes na concentracdo de 2,0 ug L. Cada teste foi realizado em duplicata,

totalizando 54 ensaios, conforme os parametros descritos na Tabela 6.
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Tabela 6- CondicOes utilizadas para a avaliacdo dos parametros gerados utilizando o
planejamento de composto central.

Fatores -a (-2) -1 Centro (0) +1 -a (-2)
Tempo de extracao (h) 1 6 11 16 21
Rotac¢fes por minuto
750 900 1050 1200 1350

(rpm)
Tempo de ultrassom

) 3 15 28 40 53
(min)
Valores de pH 1 3,0 6 8,0 11

Tempo de

Tempo de Rotacdes por
Ensaio extracao _ ultrassom Valores de pH
h minuto (rpm) ]
(h) (min)

1 6,0 900 15 3
5 16,0 900 15 3
3 6,0 1200 15 3
4 16,0 1200 15 3
5 6,0 900 40 3
6 16,0 900 40 3
7 6,0 1200 40 3
8 16,0 1200 40 3
9 6,0 900 15 8
10 16,0 900 15 8
11 6,0 1200 15 8
12 16,0 1200 15 8
13 6,0 900 40 8
14 16,0 900 40 8
15 6,0 1200 40 8
16 16,0 1200 40 8
17 11,0 1050 28 6
18 11,0 1050 28 6
19 11,0 1050 28 6
20 1,0 1050 28 6
21 21,0 1050 28 6
22 11,0 750 28 6
23 11,0 1350 28 6
24 11,0 1050 3 6
o5 11,0 1050 53 6
26 11,0 1050 28 1

11,0 1050 28 11

N
~
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3.10 VALIDACAO DO METODO EMPREGANDO BALE

A validacdo do método proposto foi realizada de acordo com a
SANTE/11945/2015 (SANTE 2015). Foram avaliados os parametros de seletividade,
linearidade, faixa de trabalho, limite de deteccao (LOD), limite de quantificacéo (LOQ),
exatidao e preciséao (repetibilidade e preciséo intermediaria). A seletividade do método
foi realizada através da andlise do branco e das amostras fortificadas. A linearidade e
faixa de trabalho foram avaliadas na faixa de 0,04 a 2,0 ug L* (androstenediona,
acetato de megestrol, progesterona e testosterona), 0,08 a 2,0 ug L*? (bisfenol A e
paracetamol), 0,2 a 10,0 yg L (estrona e estriol), 0,4 a 10,0 ug L (17-B-estradiol e
ibuprofeno), 0,8 a 40,0 ug L (tetrabromobisfenol A), 1,6 a 40,0 ug L (bisfenol B) e
2,0 a 20,0 yg L* (diclofenaco). Os valores da concentracdo na fortificacdo e
concentragéo final no equipamento das curvas preparadas na matriz branco fortificada
podem ser verificadas no Apéndice A. O limite de quantificacdo foi estabelecido
experimentalmente como sendo o nivel de mais baixa concentracdo da matriz
fortificada com exatiddo e precisdo aceitaveis. O limite de detec¢do foi calculado
através da divisdo do LOQ por 3,3. A exatidao e precisao foram avaliadas na matriz

fortificada com todos os analitos em niveis distintos (n=6):

e Nivel 1 (F1): corresponde a 0,04 upg L' (androstenediona, acetato de
megestrol, progesterona e testosterona), 0,08 (bisfenol A e paracetamol), 0,2
ug Lt (estrona e estriol), 0,4 ug L? (17-B-estradiol e ibuprofeno), 0,8 ug L*
(tetrabromobisfenol A e diclofenaco) e 1,6 ug L (bisfenol B).

e Nivel 2 (F2): corresponde a 0,2 ug L* (androstenediona, acetato de megestrol,
progesterona, testosterona, bisfenol A e paracetamol), 1 ug L (estrona, 17-B
estradiol, estriol e ibuprofeno), 2,0 pug L*' (diclofenaco) e 4 ug L%
(tetrabromobisfenol A e bisfenol B).

e Nivel 3 (F3): corresponde a 0,4 ug L (androstenediona, acetato de megestrol,
progesterona, testosterona, bisfenol A e paracetamol), 2,0 yg L (estrona, 17-
B-estradiol, estriol e ibuprofeno), 4,0 pug L (diclofenaco) e 8 upg L%

(tetrabromobisfenol A e bisfenol B).
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A exatiddo e precisdo foram avaliadas em termos de média das recuperacdes
e desvio padréo relativo (RSD%), respectivamente. Este mesmo procedimento foi

realizado em diferentes dias para a avaliacdo da precisao intermediaria.

3.11 ANALISE DE AMOSTRAS REAIS

As amostras de agua de superficie e de torneira foram coletadas de diferentes
regides de Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brasil. As amostras foram coletadas em
frascos ambar, transportadas até o laboratério sob refrigeracdo e mantidas na
temperatura de 4 °C até ser realizada a extracdo. Aguas de garrafa de diferentes
marcas foram obtidas em supermercados locais. Todas as amostras foram filtradas
com filtro de celulose de 0,45 um (S-Pak®) a fim de eliminar qualquer tipo de material

particulado.



4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 CONDICOES DO SISTEMA CROMATOGRAFICO UHPLC-MS/MS

As condi¢bes empregadas no sistema UHPLC-MS/MS para o desenvolvimento
do método para a analise de contaminantes emergentes foram previamente
otimizadas no laboratério. A fase movel utilizada consistiu em (A) solu¢do aquosa de
hidréxido de aménio 0,05% e (B) metanol. Empregou-se um gradiente linear (Tabela
7) com vazéo de 0,250 mL mint, volume de injecdo 10 uL e tempo total de corrida de

3 minutos.

Tabela 7- Gradiente linear da fase mével

Tempo (min) Vazéo %A %B
(mL min?t)

Inicial 0,250 95 5
0,25 0,250 95 5
1,50 0,250 0 100
2,50 0,250 0 100
2,60 0,250 95 5
3,00 0,250 95 5

O espectrometro de massa empregou fonte de eletrospray com modo de
ionizacdo positivo (ESI+) e negativo (ESI-). Os compostos foram infusionados com
uma solucéo de 50 ug L e foram escolhidas duas transi¢des utilizando monitoramento
de reacdes selecionadas (SRM, do inglés selected reaction monitoring) para cada
composto, com excecgao do ibuprofeno. A transicdo de maior intensidade foi utilizada
para quantificacdo e a segunda para identificacdo dos analitos de interesse. As
condi¢cdes empregadas no espectrédmetro de massas foram as seguintes:

v' Temperatura da coluna: 40 °C;
v" Pressao: 7000 a 7500 psi;
v Capilar: 2,0kV (+) e 2,5 (-);

v' Temperatura de dessolvatagéo: 450 °C;
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Vazéo géas: 400 L h;
Vazéo no cone: 80 L h'l;

Vazao gas colisdo (Argbnio): 0,15 mL min-L.

RN NERN

Temperatura da fonte: 150 °C.

Os parametros energia de cone, colisdo, transi¢cao relativas ao SRM utilizados
para cada contaminante emergente, sdo apresentados na Tabela 8. O modo de
ionizacao positivo ou negativo bem como as transicfes de cada contaminante foram
estabelecidas através da infusdo dos analitos de interesse em uma concentracdo de
50 ug L. Na Figura 6 pode-se verificar as transicdes SRM de alguns dos compostos

das diferentes classes analisadas neste trabalho em uma amostra branco fortificada.

Tabela 8- Compostos em estudo, respectivo tempo retencdo, ion precursor, ion
produto, modo de ionizacdo, energia do cone e colisdo para cada transicdo SRM.

s Modode  Energia Transicbes SRM, m/z (EC, eV)
Compostos (min) |or2:zzg?)ao do(%c))ne Quantificacdo Identificac&o

Paracetamol 0,63 + 22 152,0 > 110,0 (15)  152,0 > 65,0 (30)
Tetrabromobisfenol A 1.61 + 40 542,7>417,0 (30) 542,7 >419,4 (30)
Cafeina 1,60 + 25 195,3>138,0 (20) 195,3>110,0(20)
Diclofenaco 1,86 + 30 296,1 > 250,1 (5) 296,1 > 215,0 (5)
Ibuprofeno 1,87 - 15 205,0 > 161,0 (7) -

Estriol 1,89 - 65 287,0>171,1 (37) 287,0 > 145,1 (39)
Nicotina 1,91 + 27 163,1>130,1 (18) 163,1 > 132,1 (15)
Bisfenol A 2,07 - 31 227,1>212,0(17) 227,1>133,0 (25)
Bisfenol B 2,15 - 31 242,0>213,0 (25) 242,0 > 255,0 (17)
17-B-estradiol 2,17 - 55 271,2 > 144,7 (40) 271,2 > 183,1 (35)
Androstenediona 2,17 + 30 287,1 > 97,0 (22) 287,1 > 109,0 (24)
Estrona 2,19 - 65 269,2 > 145,0 (36) 269,2 > 143,0 (48)
Testosterona 2,23 + 29 289,2>97,0(22) 289,2>109,0 (21)
Acetato de megestrol 2,29 + 30 385,5>224,2 (30) 385,5>267,3(15)
Progesterona 2,35 + 30 315,2 > 97,0 (22) 315,2 > 109,0 (24)
Trifenilfosfato (PI) 2,35 + 40 327,0>215,0(37) 327,0>152,0 (28)

tr: tempo de retencdo; SRM: monitoramento de reagbes selecionadas; EC: energia do cone.
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Figura 6 — Cromatograma de ion total dos compostos representativos das diferentes
classes analisadas neste estudo fortificados no nivel 2 (F2).
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4.2 TRATAMENTO DA BARRA ADSORTIVA

Antes de iniciar os testes de extracdo, o tratamento das barras deve ser
realizado a fim de manter os dispositivos em boas condi¢cfes, evitando assim, o
desprendimento do sorvente e eliminacdo de interferentes. A esquematizacdo do

tratamento dos dispositivos pode ser visualizada na Figura 7.
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Figura 7 - Etapas do tratamento da barra adsortiva. 1) Imersdo dos dispositivos em
acetonitrila e tratamento ultrassénico; 2) Agitacdo em agitador magnético; 3) Barras
confeccionadas.

(arxvee
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Nesta etapa verificou-se também que a confec¢édo das barras foi satisfatoria
tendo em vista que houve uma boa adesdo do sorvente na fita e apds os testes de
estabilidade, a estrutura das barras foram mantidas. Além disso, o tratamento das
barras confeccionadas é imprescindivel para retirar o excesso dos sorventes
inseridos. Na Figura 8 é demonstrado o que ocorre com a barra adsortiva durante a

etapa de limpeza.
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Figura 8- Etapas da retirada do excesso de sorvente 1) Insercdo do dispositivo em
acetonitrila 2) Inicio do tratamento ultrassénico e 3) Final do tratamento em ultrassom.
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Em um primeiro momento (1) a barra adsortiva é transferida para um frasco
contendo o solvente de limpeza (acetonitrila). Apds, este frasco é transferido para o
ultrassom e em apenas alguns segundos, inicia-se o desprendimento do excesso do
sorvente (2). No final do tratamento ultrassénico a solugéo fica com os residuos do
sorvente nao fixados na barra (3) e passa para a segunda etapa de limpeza (agitacédo
por mais 15 minutos em agua ultra-pura). Verifica-se, portanto, a necessidade da

limpeza para assegurar que a etapa posterior de extracao seja eficaz.

4.3 TESTES DE ROBUSTEZ E ESTABILIDADE DOS DISPOSITIVOS

4.3.1 Solvente para limpeza e extragéo

Esta etapa teve como objetivo avaliar a estabilidade da fita adesiva na presenca

de diferentes solventes organicos. Os resultados do emprego dos solventes

acetonitrila, metanol, acetonitrila:zmetanol (1:1, v/v), acetona e diclorometano podem

ser verificados na Figura 9.
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Figura 9 - Comportamento das barras na presenca de diferentes solventes.

[ Barras de polipropileno revestidas com fita adesiva ]
[

[ Solvente J
]

[ Me})H ] [ A(}N ] {”‘(‘:‘:f\ﬁf’:’"} {Ace%ona} [ D(}M J

[ Ultrassom, 1 h ]

I | | | l

Umas das principais caracteristicas almejadas na escolha do solvente é que o
mesmo deve apresentar a possibilidade de auxiliar na extracdo dos compostos de
interesse sem decompor o dispositivo confeccionado (ALMEIDA e NOGUEIRA, 2015).
Conforme apresentado na Figura 9, pode-se verificar que 0s solventes acetona e
diclorometano nédo foram propicios nesta etapa, tendo em vista a degradacao da fita

em torno do dipositivo. Ja os solventes MeOH, ACN:MeOH (1:1, v/v) ndo deterioraram
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a barra, contudo, percebe-se que a fita soltou-se levemente do tubo de polipropileno
em ambos 0s casos e para o0 MeOH, o dispositivo adquiriu uma cor esbranquicada.
Desta forma, optou-se pelo solvente acetonitrila para a limpeza e também para
a dessorcao dos analitos. Este solvente demonstrou ser eficaz para estes propositos
tendo em vista que a barra permaneceu em boas condi¢des de uso apds o contato

com 0 mesmao.

4.3.2 Teste de temperatura

O teste de temperatura consistiu em deixar o dispositivo em agua no ultrassom
nas temperaturas de 20, 30, 40 e 50 °C. O comportamento das barras permaneceu
constante com as diferentes temperaturas. Entretanto, para este estudo optou-se pelo
uso da temperatura a 20 °C tendo em vista que os horménios esteroides podem se
degradar ou ser afetados por condicbes ambientais tais como temperatura, pH, ou
oxigénio dissolvido. Em geral, estudos demonstram que esta degradacdo é mais

comum para temperaturas acima de 30 °C (YANG, 2010).

4.3.3 Teste de pH

A verificacdo da estabilidade do dispositivo com diferentes pH é essencial uma
vez que este parametro pode influenciar na taxa de recuperacéo dos analitos na etapa
de otimizacdo da extracdo (AHMAD et al., 2014). Além disso, a realizacdo dos testes
de pH é importante para verificar se o dispositivo pode ser submetido a condi¢cbes
mais basicas ou acidas e ao mesmo tempo manter o dispositivo de microextracdo em
boas condi¢Bes de uso. O comportamento das barras frente as mudancas de pH pode

ser demonstrado na Figura 10.
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Figura 10 - Comportamento das barras adsortivas em diferentes pH.

pH (1,0 - 7,0) pH (8,0 - 14,0)

Conforme demonstrado na figura acima, os testes de estabilidade em diferentes
pH mantiveram as barras intactas. Isto pode ser verificado observando que nao houve
o desprendimento dos sorventes, pois as solu¢cdes mantiveram-se limpidas e que a
fita e o formato da barra permaneceram constantes.

Sendo assim, os resultados obtidos demonstraram excelente estabilidade para
pH de 1 a 14 o que comprova a aplicabilidade para a analise de compostos com
diferentes polaridades.

4.4 TESTES INICIAIS DE EXTRACAO E DESSORCAO PARA ESCOLHA DO
MELHOR SORVENTE

Apoés a finalizacdo dos parametros de estabilidade e robustez das barras,
realizou-se a segunda etapa do trabalho, a qual consiste em avaliar o desempenho
analitico do dispositivo BAUE na extragdo dos contaminantes emergentes
selecionados neste estudo. Antes de iniciar o processo de extracdo, foi realizada a
extragcdo sem 0s sorventes, somente com o tubo polipropileno e com a fita a fim de
verificar se havia algum tipo de interferente na fita adesiva. Entretanto, apos a
confirmacédo de que a fita ndo liberou nenhum composto na solugédo, deu-se

procedéncia aos testes com 0s sorventes.
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Os frascos foram posicionados em um agitador de mdltiplas posicbes e a
extracao foi realizada durante 10 h de agitagdo a 1100 rpm. Apos este intervalo, 0s
dispositivos foram transferidos para um Eppendorf contendo 1 mL de acetonitrila e
colocados em ultrassom, onde foi feita a etapa de dessorcdo, durante 1 h.
Posteriormente, as barras foram retiradas dos frascos Eppendorf com o auxilio de uma
pinga e a solugdo remanescente foi filtrada e injetada no sistema UHPLC-MS/MS.
Foram também realizados testes filtrando a solucéo contida nos frascos de extracéo
a fim de verificar a presenca residual dos contaminantes.

Segundo NENG (2011), durante a agitagdo da barra, a qual est4 coberta com
0 sorvente apropriado, inicia-se o processo de enriquecimento o qual é reponsavel
pelo equilibrio estatico dos analitos entre a fase extratora e aquosa. A etapa de
agitacao realizada neste trabalho pode ser visualizado na Figura 11.

Figura 11- Demonstracdo da etapa de extracdo e do comportamento da barra em

solucéo.
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O movimento de agitacdo da matriz liquida favorece a microextracdo dos
solutos no sorvente. Durante o processo de enriquecimento, a barra de extracéo se
mantém suspensa e em equilibrio abaixo do vortex formado. A escolha do sorvente
foi essencial para a confeccdo do dispositivo BAUE tendo em vista que € a base
fundamental para que seja possivel a retencdo dos analitos de interesse. Um bom
sorvente deve ter caracteristicas apropriadas tais como, apresentar bom revestimento
da barra a fim de obter uma boa adsorcdo, enriquecimento adequado, e
consequentemente, demonstrar boa eficiéncia. Os resultados dos testes com
diferentes sorventes foram realizados em funcao das areas normalizadas e podem ser

observados na Figura 12.
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Figura 12 - Gréfico de contaminantes emergentes utilizando diferentes sorventes em funcédo da area normalizada.
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Através do gréfico pode-se notar que o sorvente mais adequado para a maioria
dos analitos de interesse foi o Oasis® HLB tendo em vista que suas propriedades
hidrofilicas e lipofilicas permitem a anéalise de compostos com diferentes polaridades.
Segundo ZHU e colaboradores (2001), este sorvente propicia uma extracdo mais
robusta, melhora a recuperacdo de compostos polares e nao-polares em matrizes
complexas e apresenta uma maior capacidade se comparado a sorventes de fase
reversa. Portanto, explica-se assim um dos motivos de 0os compostos apresentarem
baixas areas com o sorvente C18.

Quanto aos GCB-1 a 6 com diferentes mesh, pode-se verificar que para todos
0S ensaios, as areas foram baixas para os compostos em estudo. A proporcao de
grafite de carbono pode variar de 0 a 100%, todavia, segundo WANG & colaboradores
(2010), a utilizacdo do grafite como sorvente tem sido bastante empregada para
compostos com carater mais apolares. Tendo em vista que a maioria dos compostos
deste estudo sao polares, este pode ter sido um dos motivos para as baixas
recuperacdes com este sorvente.

Em relacdo aos dois tipos de carvdo analisados neste estudo, pode-se
verificar que as areas obtidas também ndo foram satisfatérias para nenhum dos
compostos. Os materiais carbonaceos, especialmente o carbono ativado, séo
amplamente empregados como adsorventes devido a sua excelente capacidade de
adsorcdo. No entanto, apds a analise de estudo que empregam diferentes tipos de
carvdo para a andlise de poluentes emergente, pode-se verificar que os tipos de
carvao que apresentam melhores recuperacfes sdo aqueles com uma éarea de
superficie maior, como por exemplo, 900-1400 m?/g (ALMEIDA e NOGUEIRA, 2015).
Tendo em vista que os carvles testados neste trabalho apresentam menores areas
de superficie (100 m2/g), as recuperacdes podem ter sido comprometidas.

Por fim, tem-se o cartucho Strata X que apresenta propriedades poliméricas
e que ndo apresentou boas recuperacdes para a analise dos compostos de interesse.
Os sorventes Oasis® HLB e Strata X apresentam propriedades similares, ou seja,
contém o mesmo adsorvente, que é o copolimero divinilbenzeno modificado por
grupos N-vinilpirrolidona e ambos tém boas propriedades para a extracdo de
diferentes tipos de analitos em amostras de agua (CABAN et al., 2015). Porém,
através dos resultados pode-se verificar que apesar dos dois sorventes apresentarem
areas similares para alguns compostos, o Oasis® HLB foi mais satisfatério,

principalmente para o diclofenavo, estriol e ibuprofeno. ZENDONG & colaboradores
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(2014) avaliaram em seu estudo diferentes sorventes poliméricos e lipofilicos para a
retencdo de toxinas marinhas (dentre eles, Oasis® HLB e Strata X) e verificaram que
0 tempo necessario para a retencao de toxinas no cartucho Strata X era muito maior
do que para o Oasis® HLB. Tendo em vista esta constatacdo e comparando-a com o
presente estudo, um dos motivos para a diferenca de areas nos testes de extracao
envolvendo o sorvente Strata X pode ter sido ocasionado pelo tempo de agitacdo uma
vez que 0 mesmo esté relacionado com o tempo de equilibrio necessario para que 0s
compostos de interesse sejam retidos no sorvente.

Sendo assim, ap0s a andlise desses resultados, optou-se por seguir os testes
somente com o sorvente Oasis® HLB, otimizando as condicdes das barras a fim de
tentar recuperar mais compostos. A utilizacédo de Oasis® HLB como sorvente pode ser
destacado tendo em vista que 0s sorventes mais empregados em outros estudos sao
o carvao ativado (ALMEIDA & NOGUEIRA, 2014; ALMEIDA et al., 2013; ALMEIDA et
al., 2014; NENG et al., 2011; GONCALVES et al., 2012; NENG & NOGUEIRA, 2012)
e pirrolidona modificada (ALMEIDA & NOGUEIRA, 2012; ALMEIDA et al., 2013;
ALMEIDA & NOGUEIRA, 2015).

4.5 OTIMIZACAO DAS CONDICOES DO DISPOSITIVO BAuE UTILIZANDO
PLANEJAMENTO DE COMPOSTO CENTRAL

Visando otimizar a etapa de extracdo, a barra adsortiva foi submetido a
diversos testes para avaliar os melhores parametros que pudessem oferecer
recuperacdes adequadas. Para isto, verificou-se o0 tempo necessario para o equilibrio,
o qual depende das interacOes entre os analitos; a velocidade de agitacdo da barra
de extracdo; o pH e o tempo necessario no ultrassom para que a dessorcdo seja
completa.

As variaveis foram escolhidas a fim de avaliar os melhores parametros em se
tratando do procedimento de extracdo e dessor¢cdo. Segundo AHMAD e
colaboradores (2014) as melhores condicbes de extracdo para o hormonio
testosterona em urina foram: 16 h de tempo de equilibrio, 1000 rpm de agita¢édo, pH
5,5 e 30 min de dessor¢cdo. Ja para a extracdo de 9 hormdnios em agua e urina,
realizada por ALMEIDA & NOGUEIRA (2015) foram otimizadas as seguintes
condi¢bes: 16 h de tempo de equilibrio, 1250 rpm, pH 5,5 e 30 min de dessorcéo. E
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por fim, em um estudo para a determinacéo de farmacos em agua utilizaram-se as
seguintes condi¢des: 16 h de tempo de equilibrio, 1000 rpm, pH 5,0 e 45 min de
dessorcdo (NENG & NOGUEIRA, 2012).

A partir das condi¢cdes otimizadas nos trés estudos previamente citados,
testaram-se neste trabalho condi¢cdes para a determinagcdo de contaminantes
emergentes em agua utilizando condicdes similares e proximas as utilizados nestes
outros estudos.

A utilizacdo do planejamento de composto central € muito importante para
simplificar o nUmero de experimentos e reduzir o custo e tempo requerido para o
desenvolvimento experimental. A metodologia de superficie gerada através do CCD
fornece uma melhor visualizacdo dos resultados tendo em vista que € mais facil a
compreensao da combinacéao de valores dos diferentes parametros. Apds a realizacéo

dos 27 ensaios em duplicata, foram geradas as superficies de respostas
demonstradas nas Figura 13.

Figura 13 — Superficie de resposta gerada por um planejamento de composto central

utilizando as variaveis fixas de rotacao por minuto de 1200 rpm e tempo de equilibrio
de 8 h.
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A partir da interpretacéo do grafico de superficie demonstrado na Figura 15
pode-se constatar que o tempo de dessorcdo de 20 minutos é suficiente para a
dessorcéo total dos analitos. Em relacdo ao pH verificou-se que condi¢cdes extremas
de pH acido ou basico podem afetar negativamente as recuperacdes. Sendo assim, 0
pH ideal esté na faixa de 4,0 a 7,0 porém, neste estudo, selecionou-se o pH 5,5 uma
vez que o pH da ultra-pura é aproximadamente 5,5-6 ndo havendo necessidade de
ajuste e deixando o método mais pratico tendo em vista a eliminacdo de etapas
desnecessarias. Todavia, no caso das amostras reais, o pH devera ser medido
previamente e se necessario, ajustado para o pH entre 5,5-6.

Quanto ao parametro de rotacdo, a escolha de 1200 rpm mostra-se uma boa
opcéao tendo em vista a melhor formacéo do vortex durante o periodo de agitacéo.
Além disso, a formacao estavel do vortex nesta rotacdo impede que o dispositivo tenha
contato com as paredes do frasco de extracao.

Para o tempo de equilibrio, as condi¢cdes geradas pelo planejamento do
composto central foram de 1, 6, 11, 16 e 21 h. Foi possivel verificar que o tempo de
equilibrio de 6 h nao foi o suficiente para recuperar os analitos de interesse, entretanto,
o tempo de 11 h demonstrou ser eficaz para este fim. Sendo assim, antes da etapa
de validacdo optou-se pela realizagdo de novos experimentos testando os tempos de
extracdo de 7, 8 e 9 h. A partir destes testes, foi verificado que o tempo de 8 h foi
suficiente para recuperar a maioria dos compostos. Com estas condi¢des, destaca-se
gue o fator de enriquecimento obtido foi de 17,8.

Portanto, as escolhas dos parametros foram otimizadas da seguinte forma:
tempo de extracdo de 8 h, agitacdo em 1200 rpm, pH 5,5 e 20 min de tempo de
ultrassom. A esquematizacdo do preparo de amostra otimizado pode ser visualizada
na Figura 14. Ressalta-se que estes parametros foram selecionados levando em
consideracao os resultados da interpretacdo das superficies de resposta e devido a
praticidade do ensaio.
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Figura 14- Preparo de amostra otimizado através do planejamento do composto
central.
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Pode-se destacar que os parametros estabelecidos neste estudo para a analise
contaminantes emergentes em agua sao similares em termos de pH (5,5) em relacao
a outros estudos que avaliaram estes mesmos compostos. No entanto, o tempo de
sonicacado (20 min) e de equilibrio (8 h) estabelecidos no atual trabalho sdo menores
uma vez que o tempo de 30-45 min de ultrassom e 16 h de equilibrio sdo os mais
relatados na literatura para a analise de horménios e farmacos (AHMAD et al., 2014;
ALMEIDA & NOGUEIRA, 2015; NENG & NOGUEIRA, 2012).

ApGs a realizacdo de testes com as condi¢des otimizadas, foi possivel verificar
gue dentre os 16 poluentes emergentes selecionados neste estudo, apenas a cafeina
e nicotina ndo recuperaram. Conforme ja demonstrado na Figura 12, mesmo com 0S
11 diferentes sorventes testados, a cafeina e nicotina haviam apresentado areas muito
baixas. Um dos motivos que podem ter acarretado este comportamento € devido ao
solvente de dessorcdo que talvez néo tenha sido o ideal para a dessor¢cdo completa
dos analitos retidos no sorvente.

FERREIRA (2005) realizou um estudo para o monitoramento de cafeina em
diferentes ambientes aquaticos. O preparo de amostra da cafeina foi realizada através
de uma extracéo liquido-liqguido com solvente diclorometano. KOMES & colaboradores
(2009) demonstraram em seu estudo a extracdo de cafeina utilizando cloroférmio.

Sendo assim, pode-se verificar através de outros estudos que estes dois solventes
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citados sdo os mais comuns para a andlise deste analito. Todavia, conforme
demonstrado nos testes de estabilidade das barras (item 4.3.1), a fita sofre
degradacdo na presenca destes dois solventes impossibilitando a utilizacdo dos
mesmos para dessorcao.

Em relac&o a nicotina, LOPES & colaboradores (2014) utilizaram a técnica de
SPE para a andlise deste analito em agua e o solvente de extracdo empregado foi 0
metanol. Conforme os testes de estabilidade, foi também verificado que este solvente
degradou a fita que reveste a barra, e por isso ndo péde ser empregado para a

dessorcéo.

4.6 VALIDACAO

4.6.1 Seletividade

Um dos aspectos mais almejados em um método analitico é a obtencéo de um
sinal livre da influéncia de outras espécies presentes em uma determinada amostra,
de modo que esse sinal possa ser atribuido de forma segura aos analitos de interesse
(SPINOLA et al., 2014). A seletividade do método proposto foi satisfatoria
considerando que ndo houve interfentes com os mesmos ions de quantificacdo e
identificacdo e também devido a auséncia dos poluentes emergentes no “branco”, que
neste estudo foi a agua ultrapura. Sendo assim, a amostra “branco” foi utilizada para
o preparo das curvas analiticas e ensaios de fortificacao. A Figura 15 apresenta o pico
da estrona fortificada no nivel de seu LOQ (0,02 pg L) sobreposta ao branco utilizado

neste trabalho (dgua ultrapura).
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Figura 15- Cromatograma de ion total do hormdnio estrona fortificado no nivel de 0,02
ug L sobreposta ao branco (agua ultrapura).
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4.6.2 Faixa de trabalho e curva analitica

A expressdo matematica usada para o calculo de concentracdo do analito a ser

determinado contou com uma equacdo da reta (Equacdo 1), que relaciona duas
variaveis, conforme estabelecido pelo INMETRO, 2011:

y=ax+b (1)
sendo:

y= resposta medida (area do pico);
X= concentragao;

a= coeficiente angular, inclinagdo da curva analitica;

b= coeficiente linear - intersec¢cdo com o eixo y, quando x=0.
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Os coeficientes de determinacao e a faixa linear obtidos através do preparo da

curva podem ser observados na Tabela 9.

Tabela 9 — Coeficiente de determinacéo e faixa linear para a curva preparada na
matriz branco fortificada.

Analitos Faixa linear (ug L%) r2
17-B-estradiol 0,4-10,0 0,9973
Androstenediona 0,04-2,0 0,9948
Bisfenol A 0,08-2,0 0,9979
Bisfenol B 1,6-40,0 0,9938
Diclofenaco 2,0-20,0 0,9909
Estriol 0,2-10,0 0,9996
Estrona 0,2-10,0 0,9999
Ibuprofeno 0,4-10,0 0,9922
Acetato de megestrol 0,04-2,0 0,9992
Paracetamol 0,08-2,0 0,9967
Progesterona 0,04-2,0 0,9981
Testosterona 0,04-2,0 0,9946
Tetrabromobisfenol A 0,8-40,0 0,9953

Através dos resultados obtidos, verificou-se que a linearidade de todos os
contaminantes emergentes foi satisfatéria uma vez que todos apresentaram r2>0,99.
A estabilidade do instrumento foi verificada utilizando o padréo interno trifenilfosfato

(PI), a fim de verificar a repetibilidade do sinal no sistema cromatografico.
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4.6.3 Exatidéo e preciséo

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2003) a precisao
de um método analitico pode ser determinada através do desvio padrdo ou desvio
padrédo relativo (RSD%) ou coeficiente de variacdo (CV%) de uma séria de medidas.

Assim, a precisao é expressa segundo a Equacéo 2, utilizando a férmula:

S
RSD (%) = 7—x 100 (2)

Sendo,
RSD (%) = desvio padréo relativo;
s = estimativa do desvio padrao absoluto;

Xm = média de uma série de medidas.

A exatidado e precisdo do método foram avaliados através da analise de trés
niveis de fortificacdo com seis repeti¢des, utilizando o célculo de recuperacao e desvio
padrdo relativo, respectivamente (Figura 16). O método validado proporcionou
resultados satisfatorios para todos os compostos avaliados em 3 diferentes niveis de
concentracéo (conforme descrito no item 3.10).

A exatiddo e precisao (intra e interday) foram satisfatorias tendo em vista que
as recuperacdes variaram de 74 a 118% com RSD < 19% conforme demonstrado na
Tabela 10 e Figura 16.
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Tabela 10- Resultados de recuperacdo e RSD para os ensaios de repetibilidade e
precisao intermediaria em diferentes niveis de fortificacéo.

Repetibilidade

Precisdo intermediaria

Analitos Recuperacdo+RSD(%) RecuperacdotRSD(%)

F1 F2 F3 F1 F2 F3
17-B-estradiol 1166 109+ 8 89 +15 110+ 4 107+ 9 106+8
Androstenediona 112+16 113+4 101+17 10510 104+ 6 106+2
Bisfenol A 118+ 5 106x15 101+ 4 106+3 118+15 106+6
Bisfenol B 10512 114+14 118+2 102+8 82+16 104+15
Diclofenaco - 103+ 6 111+ 5 - 79+3 92+6
Estriol 74+5 107+7 102+7 80+ 6 107+4 101+5
Estrona 99+9 100+ 8 84+13 100+ 7 104+6 99+13
Ibuprofeno 98 £3 104+4 108+7 102+ 4 1032 93+4
Acetato de megestrol 111+15 10217 105+10 105+ 3 116+6 107£13
Paracetamol 113+3 113+5 93+15 104+ 2 11245 112+7
Progesterona 9615 109+5 104+ 5 99+ 3 105+3 101+6
Testosterona 101+15 102+16 85+ 19 100+ 8 101+1 99+5
Tetrabromobisfenol A 83+8 105+9 104+14 91+ 9 102+13 89+10
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Figura 16- Recuperacdes intra e interday obtidas em 3 niveis de fortificacdo diferentes
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4.6.4 Limite de deteccao e quantificagéo

O limite de quantificagdo (LOQ, do inglés limit of quantification) pode ser
definido como a menor concentracdo da substancia de interesse que pode ser medida
com exatiddo e precisdo. E o nivel de concentragdo mais baixo validado cumprindo
critérios de aceitabilidade e desempenho do método. O LOQ também pode ser
calculado através do método visual, relacéo sinal-ruido ou de parametros da curva
analitica (ZANELLA et al., 2015).

O limite de deteccao (LOD, do inglés limit of detection) representa a menor
concentracdo da substancia que pode ser detectada mas nao necessariamente
guantificada. A forma de calcular este parametro pode ser a mesma do LOQ ou
através da equacéao 3:

LOD = Loe 3
3,33 3)

Os valores de LOQ foram determinados levando em consideragdo a menor
concentracdo do analito que pode ser validado com uma exatidao aceitavel entre 70-
120% e com RSD =< 20%. Todos os compostos fortificados no nivel 1 (F1) foram
quantificados, com excec¢ao do diclofenaco o qual apresentou valores de recuperacao
e RSD aceitaveis a partir do nivel 2 (F2). Os limites de detec¢éo e quantificagédo foram
de 0,012a0,6 ygL1e 0,04 a2 ugL?L respectivamente (Tabela 11).
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Tabela 11 — Valores de LOQ e LOD obtidos na validacéo.

Analitos LOQ (ng LY LOD (pg L)
17-B-estradiol 0,4 0,12
Androstenediona 0,04 0,012
Bisfenol A 0,08 0,024
Bisfenol B 1,6 0,48
Diclofenaco 2,0 0,6
Estriol 0,2 0,06
Estrona 0,2 0,06
Ibuprofeno 0,4 0,12
Acetato de megestrol 0,04 0,012
Paracetamol 0,08 0,024
Progesterona 0,04 0,012
Testosterona 0,04 0,012
Tetrabromobisfenol A 0,8 0,24

Em comparacao com outros estudos que utilizam a técnica de BAUE, os LOQs
obtidos neste estudo foram mais baixos com excecédo do trabalho BERNARDA et al.,
2015 (0,026 a 0,1056 pg L 1). Porém, ressalta-se que este estudo foi aplicado para a
analise de 5 pesticidas em agua utilizando a técnica de GC-MS.

Em relacdo ao numero de compostos, a quantidade maxima de analitos
determinados até entdo pela técnica de BAPE foi de 10 fungicidas (ALMEIDA &
NOGUEIRA, 2012) e neste trabalho foi possivel a determinacdo de 13 contaminantes

emergentes de diferentes classes.
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4.7 APLICACAO EM AMOSTRAS REAIS

O método otimizado foi aplicado para a andlise de contaminantes emergentes
em 15 amostras de agua. A fim de avaliar a aplicabilidade da metodologia proposta,
0s ensaios foram realizados em 8 amostras de 4gua de superficie, 4 amostras de agua
de torneira e 3 amostras de agua de garrafa. No total, foram encontradas 6 amostras
positivas (6 de agua de superficie). A Tabela 12 apresenta os valores encontrados em
amostras de agua utilizando a presente metodologia. Na figura 17 pode ser
visualizado a presenca de paracetamol e bisfenol A na amostra AS 3 e AS 6 e seus
respectivos LOQs.

Tabela 12- Concentragées (ug L™) de contaminantes emergentes em amostras reais
em aguas de superficie.

Agua de superficie

Analitos
AS 1 AS 2 AS 3 AS 4 AS 5 AS 6
Bisfenol A n.d 0,67 0,08 n.d 0,08 0,17
Paracetamol 0,70 0,31 4,2 0,10 n.d n.d

n.d: ndo detectado

Os contaminantes emergentes bisfenol A e paracetamol foram encontrados em
concentracGes de 0,08 a 0,665 uyg L e 0,104 a 4,2 ug L7, respectivamente.
MONTAGNER & JARDIM (2011) detectaram o plastificante bisfenol A (0,204 a 13,016
hg L) e paracetamol (0,0134 a 0,28 ug L'') em aguas de superficie no Brasil. MELO
& BRITO (2014) também relataram a presenca de bisfenol A em 2 amostras de agua
de superficie no Brasil em concentracdes que variaram de 1,11 a 3,61 ug L™
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Figura 17-Cromatograma de duas amostras positivas de paracetamol e bisfenol A em
aguas de superficie (AS 3 e AS 6), com 0s seus respectivos LOQs obtidos pela técnica
de BAUE seguido pela analise por UHPLC-MS/MS.

Paracetamol . Bisfenol A
152 > 110 227.1>133
AS 3
e =R
LOQ
"0.40 0.50 0.60 0.70 0.80 Tempo  1.80 1.90 2.00 2.10 220  Tempo

O bisfenol A € amplamente empregado como monémero na producao de resinas
e policarbamatos na industria de plastico. A presenca deste composto pode estar
relacionada tanto com a disposicédo incorreta destes plasticos em cursos d’agua
quanto pelo contato do ser humano com alimentos ou bebidas que contém este
composto nas embalagens.

O paracetamol foi 0 composto mais detectado (concentracdo média de 3,702 ug
LY) em &Aguas de superficie de uma regido urbana central do Sul do Brasil
(CAMPANHA et al., 2015). O uso de paracetamol pode estar associado principalmente
ao alto consumo deste composto como analgésico e devido a falta de controle de
consumo do mesmo, tendo em vista que € um medicamento que pode ser vendido
sem prescricdo médica (CAMPANHA et al., 2015).



5 CONCLUSOES

O presente trabalho demonstrou o desenvolvimento do dispositivo de
microextracdo adsortiva em barra (BAJE) para a analise de contaminantes
emergentes em agua utilizando a técnica de UHPLC-MS/MS. Os testes mecanicos e
de estabilidade foram realizados de forma a garantir que o dispositivo suportasse
diferentes condi¢cdes de solvente, pH e temperatura. Desta forma, verificou-se que o
solvente acetonitrila foi a melhor opgéo tendo em vista que ndo degradou a fita em
torno do dispositivo. Quanto as condi¢cdes de temperatura e pH foi constatado que as
barras suportaram todas os intervalos de pH e temperatura selecionados.

Através da realizacao de testes para escolha do melhor sorvente para revestir
o dispositivo verificou-se que o sorvente Oasis® HLB foi o mais satisfatério para a
analise dos compostos de interesse. O método de preparo de amostra proposto
associada com a otimizacédo por planejamento do composto central demonstrou uma
combinacéo eficaz das diferentes variaveis: tempo de equilibrio (8 h), pH (5,5), rotacao
(1200 rpm) e tempo de dessorcdo (20 min). Destaca-se que essas condi¢cbes
apresentam tempo de equilibrio e de dessor¢éo inferiores aos relatados até entdo
tornando a andlise menos morosa.

A andlise por UHPLC-MS/MS apresentou alta sensibilidade e seletividade e
permitiu a determinacdo de 13 analitos pertencentes as classes dos farmacos,
hormdnios, plasticidas e retardantes de chama de forma simultanea, em um intervalo
de 3 minutos. Em comparacdo com outros estudos relatados até entdo, este é o
primeiro trabalho que combina a técnica de BAME com UHPLC-MS/MS.

A metodologia desenvolvida demonstrou ser eficaz para a aplicacdo em
amostras reais de agua de superficie, torneira e de garrafa. Dentre as 15 amostras
analisadas, 6 apresentaram resultados positivos para os compostos bisfenol A e
paracetamol.

Por fim, o método proposto demonstrou ser eficaz para a analise contaminantes
emergentes em agua tendo em vista a possibilidade de analisar diferentes classes de
forma simultdnea e com um preparo de amostra simples e de baixo custo. Esta
metodologia é uma alternativa viavel para microextracao e enriqguecimento de analitos
e tende a ganhar espaco com o desenvolvimento de novas condi¢cdes que otimizem e

simplifiquem o processo de extracao e dessorcao.
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DESTINO DOS RESIDUOS GERADOS

Os residuos liquidos e solidos gerados no desenvolvimento deste trabalho foram
devidamente identificados e encaminhados para o almoxarifado do Departamento de
Quimica da Universidade Federal de Santa Maria para posterior tratamento e
descarte.

Os residuos solidos foram armazenados em sacos plasticos enquanto 0s
liquidos foram transferidospara frascos de vidro.

Os residuos liquidos foram ainda subdivididos nas seguintes classes:
halogenados e ndo-halogenados e alcool e acetona os quais foram utilizados na
limpeza do material de laboratério.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Aumentar o escopo de poluentes emergentes para a anélise por UHPLC-MS/MS;
Incluir mais compostos para analisar por GC-MS/MS;
Testar a extracdo com BAUE em bebidas e amostras bioldgicas;

Avaliar a possibilidade de aplicacdo do método validado para a andlise de
amostras de agua de diferentes regides do pais.
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APENDICE A- TABELAS COM AS CONCENTRACOES DA CURVA
PREPARADA NA MATRIZ BRANCO FORTIFICADA DE CADA

COMPOSTO EM ESTUDO

Curva 0,04 a 2,0 ug L. androstenediona, acetato de megestrol, progesterona e

testosterona

Concentracdo na dessorcéo Concentracédo na fortificacéo

Concentracéo final no

(Mg LY (Mg L) equipamento (ug L)
2 0,04 1
4 0,08 2
10 0,2 5
20 0.4 10
40 0,8 20
100 2 50

Curva 0,08 a 2,0 ug L*: bisfenol A e paracetamol

Concentragéo na dessorcgéo Concentracgédo na fortificagéo

Concentragéo final no

(Mg L) (Mg L) equipamento (ug L)
4 0,08 2
10 0,2 5
20 0,4 10
40 0,8 20
100 2 50

Curva 0,2 a 10,0 pg L estriol e estrona

Concentracdo na dessorcao Concentrac¢do na fortificacéo

Concentracéo final no

(Mg L) (Mg L) equipamento (ug L)
10 0.2 5
20 0,4 10
50 25
100 50
200 100
500 10 250




Curva 0,4 a 10,0 pg L*: ibuprofeno e 17-B-estradiol

Concentracdo na dessorcao Concentracdo na fortificacéo Concentracao final no
(ug L) (ug L) equipamento (ug L)

20 0,4 10

50 1 25

100 2 50

200 4 100

500 10 250

Curva 1,6 a 40,0 ug L*: bisfenol B

Concentracdo na dessorcao Concentracgdo na fortificacéo Concentragéo final no
(Mg L) (Mg L) equipamento (ug L)
80 1,6 40
200 4 100
400 8 200
800 16 400
2000 40 1000

Curva 2,0 a 20,0 pg L*: diclofenaco

Concentracdo na dessorcdo Concentracgao na fortificacéo Concentracéo final no
(Mg L) (Mg L) equipamento (ug L)

100 2 50

200 4 100

400 8 200

500 10 250

1000 20 500




Curva 0,8 a 40,0 pug L% tetrabromobisfenol

Concentracdo na dessorcao Concentracédo na fortificagdo Concentragéo final no
(Mg L) (Mg LY equipamento (ug L)
40 0,8 20
80 1,6 40
200 100
400 8 200
800 16 400
1000

2000 40




