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RESUMO

Neste trabalho foram desenvolvidas e validadas duas metodologias analiticas, utilizando extracédo
em fase sdlida e cromatografia liquida de alta eficiéncia (do inglés: High Performance Liquid
Chromatography — HPLC), para identificacdo e quantificacdo de interferentes endocrinos em
aguas superficiais. Uma metodologia foi utilizada para analisar quatro estrogenos: 17 B-estradiol,
17 a-etinilestradiol, estrona e estriol, e a outra metodologia usada para analisar seis
fitoestrogenos: biochanin A, genistina, genisteina, daidizina, daidizeina e formononetina. Na
etapa de preparo das amostras foi desenvolvido um método de extracdo empregando extragcdo em
fase sélida (SPE). Os cartuchos utilizados foram eficazes na extracdo dos analitos, tanto dos
estrogenos como dos fitoestrégenos, utilizando 1.000 mL de amostra de rio, sendo atingido um
fator de pré-concentracdo de 2.857 vezes e recuperagcdes acima de 90%. O método para 0s
estrogenos utilizou detector de fluorescéncia, enquanto o método para os fitoestrogenos utilizou
0 detector de arranjo de diodos. Na validacdo dos métodos foram avaliadas as figuras de
desempenho analitico para ambos os métodos. A avaliacdo da seletividade demonstrou que nao
havia a presenca de picos interferentes em ambos os métodos avaliados. As curvas analiticas
geradas apresentaram linearidade satisfatoria e coeficientes de correlagcdo acima de 0,99, para
todos os analitos estudados. A linearidade das curvas foi avaliada com os testes de ANOVA e
analise dos graficos de residuos os quais demonstraram que os modelos ndo apresentaram falta
de ajuste. Os LD’s ¢ LQ’s estimados para os estrogenos mostraram-Se Similares aos valores
apresentados em outros estudos, enquanto que os LD’s e LQ’s estimados para os fitoestrogenos
tiveram valores mais altos. No entanto podem ser considerados satisfatorios para o tipo de matriz
avaliada. A precisdo dos métodos foi avaliada pela repetitividade e pela precisdo intermediaria,
as quais apresentaram CV < 13 %. A exatiddo do método foi avaliada através do teste de
recuperacdo, que esteve na faixa de 72,9 a 113 %. Na avaliacdo da estabilidade, as solugdes
padroes de ambos os métodos se mostraram estaveis por um periodo de até 30 dias sob
refrigeracdo. Os resultados demonstraram que 0s métodos propostos sdo confiaveis e que foram
validados com sucesso. Depois de validados, os métodos foram aplicados nas anélises das
amostras de dgua do Rio Cuid, situado na cidade de Jodo Pessoa, Paraiba (Brasil), em diferentes
pontos de coleta e, em trés campanhas amostrais. Em todas as campanhas observou-se a
ocorréncia dos quatro estrogenos e dos seis fitoestrogenos, em concentracdes que variaram de

1,40 a 4.754 ng L™ para os estrogenos e de 3,58 a 2.210 pg L™ para os fitoestrégenos.

Palavras-chave: Interferentes endocrinos, cromatografia, Rio Cuia, fluorescéncia e
arranjo de diodos.
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ABSTRACT

In this work were developed and validated two analytical methodologies using solid phase
extraction and High Performance Liquid Chromatography (HPLC), for identification and
quantification of endocrine disruptors in surface water. A methodology was used to analyze four
estrogens: 17 B-estradiol, ethinyl estradiol, estrone and estriol, and the other methodology was
used to analyze six phytoestrogens: biochanin A, genistin, genistein, daidzin, daidzein and
formononetin. In the sample preparation step we developed an extraction method using solid
phase extraction (SPE).The used cartridges were effective in the extraction for both estrogens and
phytoestrogens using 1000 ml of river sample, and reached a pre-concentration factor of 2,857
times and recoveries above 90%. The proposed method uses fluorescence detector for estrogens,
while the one for the phytoestrogens uses diode array detector. On methods validation were
evaluated analytical performances for both methods. The selectivity shows that there was no
presence of interfering peaks in both evaluated methods. The generated calibration curves
presented good linearity and good correlation coefficients (above 0.99) for all studied analytes.
The curves linearity was evaluated by an ANOVA and analysis of graphical residue which
showed that the model shows no lack of fit. The limit of detection (LOD) and of quantification
(LOQ) for estrogens and phytoestrogens determined in this study were similar to the observed
values in other studies and therefore were considered appropriate for the evaluated matrix type.
The accuracy of the methods was assessed by the repeatability and intermediate precision, which
presented CV <13%. The accuracy was assessed using the recovery test, which was in the range
of 72.9 -113%). In the evaluated stability, standard solutions of both methods were stable for a
period of 30 days under refrigeration. The results showed that the proposed methods are reliable
and have been validated successfully. After validated the methods were applied in the analysis of
water samples from the Cuia River, located in Jodo Pessoa, Paraiba (Brazil), on different
collection points, and three sampling campaigns. In all campaigns it was observed the presence
of the four estrogens and phytoestrogens six in concentrations ranging from 1.40 to 4754 ng L™

for estrogens and 3.58 to 2210 pg. L™ to phytoestrogens in the aquatic studied system.

Keywords: Endocrine disruptors, chromatography, Rio Cuia, fluorescence and diode array .
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1 - Introdugéo

1.1 — Justificativa e caracterizacdo da problematica

Atualmente, no ramo da Quimica Ambiental, a qualidade da agua tornou-se um dos temas
mais relevantes. Isso porque, a 4gua vem sendo cada vez mais contaminada por produtos
quimicos que sdo amplamente utilizados na sociedade moderna, sendo produzidos mundialmente
em larga escala para as mais variadas aplicacGes. A estes produtos da-se o nome de
Contaminantes Emergentes (CE).

Os CE séo contaminantes ndo regulamentados, que podem ter futuras regulamentagdes
dependendo dos resultados dos estudos sobre a sua toxicidade e/ou efeito sobre 0 meio ambiente
e na saude humana e animal e de dados de monitorizacdo relativos a sua ocorréncia no meio
ambiente. (GAFFNEY, 2014) Uma das desvantagens da producdo e utilizacdo dos CE esta nos
residuos que sdo gerados, sejam eles derivados diretamente das atividades industriais ou
produzidos ap6s seu consumo pela sociedade, que podem impactar de forma negativa 0 meio
ambiente. Em aguas naturais, estes contaminantes surgem, principalmente, a partir do descarte
de efluentes industriais e/ou domésticos e, mesmo em concentracdes baixas (ng L™ a pg L™),
podem provocar efeitos nocivos em organismos Vivos.

Segundo a agéncia de protecdo ambiental dos Estados Unidos (USEPA, do inglés United
States Environmental Protection Agency) o0s contaminantes emergentes podem ser definidos
como: substancias persistentes bioacumulativas e tdxicas; contaminantes organicos globais;
produtos de higiene pessoal e produtos farmacéuticos; interferentes endocrinos e ainda, mais
recentemente, foram incluidos as nanoparticulas (USEPA, 2011).

Os Interferentes Enddcrinos (IE) sdo aquelas substancias que podem interferir no sistema
endocrino de humanos e outros animais e, com isso, afetar a salde, o crescimento e a
reproducdo. Nos seres humanos e animais a interferéncia enddcrina € um mecanismo de efeito
relacionado ao funcionamento do sistema enddcrino. Atualmente, as maiores preocupacgdes em
relacdo a exposicao aos IE séo (BILA e DEZOTTI, 2007).

a) Se essas substancias podem produzir efeitos toxicos mesmo em baixas concentracdes;

b) Quais substancias estdo associadas aos efeitos toxicos mesmo em baixas concentragoes;

c) Se essas substancias estdo presentes em concentragdes ambientalmente relevantes que
possam ser uma ameaca a satde de humanos e animais e;

d) Se existe uma concentracdo limiar abaixo da qual essas substancias quimicas podem ser

consideradas como seguras;

Moreira, E.D.T.
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Existe uma diversidade de compostos que sdo classificados como IE, uma vez que
sejam suspeitos de interferir no funcionamento do sistema endocrino. As sub-classes de
compostos sao plastificantes, ftalatos e bisfenol A, bifenilas policloradas, retardantes de chama
bromada, pesticidas, os hormonios naturais e sintéticos e os fitorménios. Dentre estes, 0s
horménios naturais e fitormonios, tém sido os principais motivos de preocupacdo acerca da
contaminacdo das fontes de agua pelo fato de ja terem sido detectados em ambientes aquéticos, e
até mesmo em aguas utilizadas para o consumo humano (SOUZA, 2011).

Devido a dificuldade de identificacdo dessas substancias no meio ambiente, métodos
analiticos foram desenvolvidos para detectd-las e quantificd-las em matrizes ambientais
complexas, a exemplo de aguas superficiais e subterraneas, esgoto doméstico in natura, esgoto
tratado, efluente de estacdo de tratamento de esgoto (ETE), sedimentos marinhos, solo e lodo
biologico (BILA e DEZOTTI, 2007).

Técnicas de preparo de amostras (LANCAS, 2009), tais como a extracdo em fase solida
(do inglés: solid phase extraction — SPE) e microextracdo em fase sélida (do inglés: solid phase
microextraction — SPME), vém sendo utilizadas em associagdo com as técnicas de cromatografia
liquida (do inglés: Liquid Chromatography — LC), cromatografia liquida de alta eficiéncia (do
inglés: High Performance Liquid Chromatography — HPLC) e cromatografia a gas (do inglés:
Gas Chromatography — GC), empregando diferentes detectores, como o detector com arranjo de
diodos (do inglés: Diode Array Detector — DAD), de fluorescéncia (do inglés: Fluorescence
Detector — FLU), e detector de massas (do inglés: Mass spectrometry — MS) (KAWAGUCHI et
al, 2004; RIBEIRO et al, 2009; FARRE et al, 2008).

Diante do exposto, o presente trabalho de pesquisa visa estabelecer metodologias
analiticas validadas, empregando técnicas de extracdo e cromatografia com deteccdo menos
sofisticada, capazes de determinar estrogenos e fitooestrogenos em aguas superficiais para serem

adotadas em trabalhos de monitoramento ambiental.

1.2 — Objetivos
1.2.1 - Objetivo Geral

Desenvolver e validar duas metodologias analiticas, utilizando SPE e HPLC para

identificacdo e quantificacdo de alguns estrogenos e fitoestrogenos em aguas superficiais.

Moreira, E.D.T.
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1.2.2 — Objetivos Especificos

» Desenvolver métodos de extracdo, pré-concentracdo e limpeza para todos os analitos

provenientes de amostras de aguas superficiais de rio;

» Desenvolver metodologias de analise por HPLC para separacdo e quantificacdo dos
estrogenos e fitoestrogenos em aguas superficiais do Rio Cuig;

» Otimizar as condi¢Ges cromatograficas das metodologias desenvolvidas
» Validar as metodologias desenvolvidas;

» Aplicar as metodologias desenvolvidas e validadas para a determinacéo dos estrdgenos e
fitoestrogenos em amostras de agua do Rio Cuid, situado na cidade de Jodo Pessoa,

Paraiba.

Moreira, E.D.T.
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2 — Fundamentacdo Teorica
2.1 — O Sistema Enddcrino

O conjunto de glandulas localizadas em diversas areas do corpo, como a tiredide, as
gbnadas e as glandulas supra-renais, € os hormonios por elas sintetizados, tais como a tiroxina,
0s estrogénios e progestagénios, a testosterona e a adrenalina, constituem o sistema enddcrino
(BIRKETT e LESTER, 2003; LINTELMANN et al., 2003). O sistema endocrino humano esta

mostrado na Figura 2.1.
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Figura 2.1 - lustragdo do sistema endécrino humano, masculino e feminino (fonte: Adaptado de Farabee, 2001).

O sistema enddcrino € um mecanismo complexo que coordena e regula a comunicacao
entre as células e € responsavel por funcdes biol6gicas importantes tais como reproducéo,
desenvolvimento embrionario, crescimento e metabolismo. O seu funcionamento se da atraves
da secrecdo de hormdnios. Tais hormdnios sdo mensageiros quimicos e sdo responsaveis pela
comunicacdo entre diferentes tipos de células, as quais identificam os horménios através de
receptores especializados em reconhecimento molecular. Depois desta comunica¢do (hormonio-
receptor) ocorre uma série de reacdes bioquimicas, levando a respostas biologicas especificas
(BIRKETT e LESTER, 2003; LINTELMANN et al., 2003; SHIMADA, MITAMURA e
HIGASHI, 2001; ALDA e BARCELO, 2001; GHISELLI e JARDIM, 2007).

Os hormonios sexuais séo produzidos a partir do colesterol e podem ser classificados em
trés grupos principais: hormdénios sexuais femininos ou estrogenos; hormdénios sexuais

masculinos ou andrégenos e hormonios da gravidez ou progestogenos. Dentre estes, 0s
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estrogenos sdo 0s que vém recebendo maior atencdo e sdo alvo de diversos estudos pelo fato de
serem extremamente ativos biologicamente e ja estdo sendo relacionados a etiologia de varios
tipos de doencas. Relatos mostram que 0s estrogenos naturais (17p-estradiol) e os sintéticos néo
afetam somente o sistema reprodutivo, mas também influenciam o sistema imunoldgico
(AHMED, 2000).

2.2 — Interferentes Endocrinos

Interferentes enddcrinos (IE) sdo substancias exdgenas ou progénios secundarios que
podem alterar fisiologicamente as funcfes de uma variedade de horménios enddgenos, como
estrogénio, androgénio e glandula tiredide (BIRKETT e LESTER, 2003, apud GHISELLI e
JARDIM, 2007), causando efeitos adversos a saude de um organismo. Em outras palavras,
interferem no sistema enddcrino, mimetizando a acdo de hormdnios naturais, inibindo-os ou
alterando as funcbes regulares normais dos sistemas imunoldgico e nervoso (BIRKETT e
LESTER, 2003). Segundo a Unido Européia (European ED workshop, 2001), os IE podem
danificar ou alterar diretamente um 6rgdo ou fun¢do endocrina, interagir com um receptor de
hormdnios ou alterar o metabolismo de um horménio em um 6rgdo endoécrino. A funcdo
hormonal mais afetada por estes agentes ¢ o mecanismo de regulacdo dos esteroides, que
determinam principalmente as caracteristicas sexuais € comportamentais das espécies.

A origem da hipdtese da acdo adversa dos IE a satde se deve a acontecimentos
importantes, tais como: o aparecimento de cancer no sistema reprodutivo de filhas de mulheres
que usaram dietilestilbestrol na gravidez, entre os anos de 1940 a 1970 (BIRKETT e LESTER,
2003); anomalias no sistema reprodutivo observadas em jacarés que habitavam um lago na
Flérida contaminado com o pesticida DDT e seu metabdlito DDE (GUILLETTE ef al., 1996) e
um estudo na Dinamarca que relata o declinio da qualidade do sémen de homens durante
aproximadamente 50 anos, entre os anos de 1938 e 1990 (CARLSEN, et al., 1992). A primeira
hipdtese sobre os efeitos dos IE foi levantada na década de 1980 (SETAC, 2000), com a
observagdo de caracteristicas femininas em machos de aves coloniais da regido dos Grandes
Lagos (EUA-Canadd) expostos a agrotoxicos. No entanto, somente na década de 90 a questao
emergiu como sendo uma das principais no campo da pesquisa ambiental moderna (COLUCCI e
TOPP, 2001), existindo uma intensa producao cientifica na area (LAl et al., 2000) com tendéncia
de crescimento ainda maior, devido a abrangéncia dos topicos e desafios relacionados com o
tema.

No caso da espécie humana, estudos existentes ndo fornecem evidéncia tdo forte como

aquela detectada para espécies animais, mas numerosos exemplos apontam para o mesmo efeito
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(SANDERSON et al, 2004; BIRKETT e LESTER, 2003; LINTELMANN et al, 2003;
SUMPTER, 1995). Deve-se notar ainda que a acao dos IE pode ser exercida mesmo quando esta
em concentracdes tio pequenas quanto ng L' como é o caso dos estrogénios sintéticos e
naturais.

As maiores preocupagdes em relacdo a exposicdo de humanos e outros animais aos IE
sdo: se essas substincias podem produzir efeitos toxicos em baixas concentracBes; quais
substancias estdo associadas aos efeitos toxicos a baixas concentracdes; se essas substancias
estdo presentes em concentracBes ambientalmente relevantes que possam ser uma ameacga a
salde de humanos e animais; se existe uma concentracdo limiar abaixo da qual essas substancias
quimicas podem ser consideradas como seguras; se 0s novos tipos de ensaios, usados para prever
os efeitos causados em organismos expostos, podem realmente fornecer ferramentas para o
entendimento do mecanismo de acdo dessas substancias e, se esses ensaios podem ser facilmente
usados em larga escala para monitorar seus efeitos no meio ambiente. (BILA e DEZOTTI,
2007). A relacdo entre interferentes endocrinos e transtornos comportamentais em espécies
animais é um fato mundialmente aceito.

Vérias sdo as substdncias que possuem a capacidade de afetar o sistema enddcrino.
Dentre elas, sdo citadas aquelas de origem vegetal, a exemplo dos fitoestrogenos, estrogénios
naturais, a exemplo dos hormonios produzidos pela mulher ou compostos quimicos sintéticos
como, por exemplo, hormonios sintéticos utilizados em medicamentos, dentre outros (BILA e
DEZOTTI, 2007).

2.3 — Substéancias classificadas como interferentes endocrinos

As organizagdes mundiais (Unido Europeia (UE), Agéncia de Protecdo Ambiental dos
Estados Unidos (USEPA), Organizacdo Mundial de Saude (OMS), Programa Internacional de
Seguranca Quimica (IPCS) e a Organizagdo para a Cooperagdo e Desenvolvimento Econdmico
(OCDE)) que tratam do tema “contaminantes emergentes” elaboraram uma lista extensa de
substancias quimicas classificadas como interferentes endécrinos. A Unido Européia publicou
um relatério (CEC, COM (2001) 262 final, 2001) contendo 118 substancias suspeitas de
interferir no sistema enddcrino, tanto de seres humanos como de diferentes espécies animais. Das
118, 12 foram classificadas como sendo prioritarias para a conducao de estudos mais detalhados
(European Commission, 2002), as quais incluem a estrona, 17 B-estradiol e 17 a-etinilestradiol
(BIRKETT e LESTER, 2003).

De uma forma mais genérica, pode-se classificar ou ordenar as substincias que podem

alterar o funcionamento do sistema endocrino em duas classes:
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a) Os hormoénios naturais que incluem estrogénio, progesterona, testosterona,
presentes no corpo humano e nos animais, ¢ os fitoestrogénios ou fitoestrogenos, substancias
contidas em algumas plantas, como nas sementes de soja, € que apresentam uma atividade
semelhante aos esteroides hormonais quando ingeridas por um determinado organismo;

b) As substancias sintéticas que incluem os hormoénios sintéticos (hormonios
idénticos aos naturais, fabricados pelo homem e utilizados como contraceptivos orais e/ou
aditivos na alimentacdo animal), bem como os xenoestrogénios, substancias produzidas para
utilizacdo nas industrias, na agricultura e para os bens de consumo (GHISELLI e JARDIM,

2007).

2.3.1 - Estrogenos

Os estrdgenos compreendem um grupo de substancias, tais como os esteroides e seus
precursores (AERNI et al., 2004). Sdo as principais substancias que regulam e sustentam o
desenvolvimento sexual feminino e fungdes reprodutivas de espécies animais, incluindo os seres
humanos. Por esse motivo, seus derivados sintéticos sdo bastante empregados como horménios
inibidores do processo de ovulagdo (17 a-Etinilestradiol) e também sdo administrados no
controle dos sintomas que envolvem a menopausa, distdrbios fisioldgicos e no tratamento do
cancer de prostata e de mama (mestranol).

Os estrogenos apresentam, em sua estrutura, dezenove atomos de carbono (C19),
distribuidos em estruturas ciclicas, um grupo fendlico e em alguns casos um grupo hidroxilico

alifatico. Na Figura 2.4 sdo ilustradas as formulas estruturais de alguns estrégenos.

a b

HO

HO
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‘?f,ﬂ
OH

CHq

==cH

Figura 2. 2 - Férmulas estruturais em bastdo com representagdes tridimensionais dos estrégenos: (a) Estrona, (b) 17
B - estradiol, (c) Estriol e (d) 17 o - etinilestradiol (Fonte: elaborada pela autora).
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Estrogenos, tanto naturais quanto sintéticos, sdo excretados principalmente pela urina, na
forma biologicamente inativa, e em menor proporcdo pelas fezes (na forma livre), apresentando
variacdes com relacdo a solubilidade em agua, taxa de excrecdo e catabolismo biologico
(BIRKETT e LESTER, 2003; LINTELMANN et al.,, 2003; SHIMADA, MITAMURA e
HIGASHI, 2001). No organismo, 0s estrégenos sdo rapidamente absorvidos e, em seguida,
metabolizados no figado. No ambiente séo rapidamente hidrolisados, resultando em hormonios
livres e seus metabolitos (BIRKETT e LESTER, 2003; LINTELMANN et al., 2003, SHIMADA,
MITAMURA e HIGASHI, 2001).

Os seres humanos excretam esteroides sexuais (hormoénios) em diferentes quantidades
que variam dependendo da idade, do estado de salde, dieta ou gravidez. Como exemplo disto
pode-se mencionar a quantidade de estrogénio excretada por uma mulher gravida, que pode ser
de até mil vezes maior que a de uma mulher em atividade normal, dependendo do estagio da
gravidez (JOHNSON, BELFROID e DI CORCIA, 2000). A Tabela 2.2 mostra a quantidade de

horménios excretados diariamente por humanos, em diferentes situacdes.

Tabela 2. 1 - Excrecdo diaria (g) per capita de estrogénios por humanos.

Categoria estrona 17 B-estradiol estriol 17 a-etinilestradiol
(sintético)
Homens 3,9 1,6 1,5 -
Mulheres menstruando 8 3,5 4,8 -
Mulheres na menopausa 4 2,3 1 -
Mulheres gravidas 600 259 6.000 -
Mulheres - - - 35*

Fonte: JOHNSON, BELFROID e DI CORCIA, 2000.
*Mulheres que tomam algum contraceptivo contendo este composto.

Em relacdo aos estudos destas substancias, as maiores preocupacdes estdo voltadas para
0s estrogenos naturais Estriol, 17p-Estradiol e Estrona e o hormonio sintético 17a-Etinilestradiol.
Tais preocupacOes se devem, principalmente, ao fato destes compostos apresentarem grande
potencial no que diz respeito as alteracfes no sistema endocrino e também pelo fato de estarem
sendo largamente e continuamente introduzidos no ambiente (HIRAI, MURATA e NISHIDA,
2003).
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2.3.2 - Fitoestrogenos ou fitormoénios

Fitoestrogenos (FE) ou fitormonios trata-se de uma classe variada de hormonios
encontrados nas plantas. Sdo conhecidas mais de 12.000 fitorménios encontrados em alimentos
como gréos integrais, ervilhas, feijao, alguns vegetais, e a soja. Estudos indicam que essas
substancias atuam como constituintes das membranas celulares, como hormonios de
crescimento, antioxidantes, fungicidas e algumas vezes como herbicidas.

As primeiras indicacdes de que as plantas teriam uma substancia com caracteristicas
hormonais surgiram em 1927 quando os investigadores alemdes LOEWE et al., 1927,
descobriram a presenga de um hormonio sexual em algumas plantas. WALZ et al., 1931,
descreveram a soja como um alimento com um teor elevado de substancias com acao
estrogénica. Em 1946 na Australia, descobriu-se que o composto Equol, presente na urina das
ovelhas, era o responsavel por elevados casos de esterilidade entre ovelhas que se alimentavam
com o trevo vermelho (Trifolium subterraneum) nas pastagens (UNDERWOOD, BENNETTS e
SHIER, 1946). Ambientalistas tém associado presenca de estrogenos e fitoestrogenos em rios e
lagos a existéncia de mutacbes e diminuicdo de populacdo na biota aquatica por interferéncias
em fungbes hormonais (SUMPTER,1995; SUMPTER e JOBLING, 1995).

O aumento da producdo de soja e seus derivados, cada vez mais presentes na dieta
ocidental e oriental, sua associacdo com a maior incidéncia de cancer em mulheres (HE e CHEN,
2013) e a reconhecida excrecdo de isoflavonas pela urina humana (TEKEL, DAESELEIRE,
HEEREMANS e VAN PETEGHEM, 1999) tém aumentado a preocupacdo com a presenca
desses fitoestrogenos em &guas de superficie e esgoto doméstico (LAGANA et al, 2005;
KUSTER et al, 2009; COMBER, WILLIAMS e STEWART, 1993).

Existe também o problema da remocdo incompleta dos fitoestrogenos nos esgotos
tratados por processos convencionais, acrescido do langcamento direto de esgotos nédo tratados,
perpetuando a contaminacgdo de aguas superficiais e de abastecimento puablico. (BACALONI et
al, 2005).

Os fitoestrogenos mais estudados sdo da classe dos liganos e das isoflavonas (BIRKETT
e LESTER, 2003; LINTELMANN et al., 2003; BAIRD, 2002). Trabalhos desenvolvidos para a
determinacdo quantitativa de isoflavonas tém sido aplicados a bebida café e produtos cafeinados
(ALVES et al, 2010), porem o maior numero de aplicagbes esta relacionado a soja e seus
derivados como leite e a carne de soja, suplementos nutricionais e formulagdes farmacéuticas a
base de soja, por apresentarem maiores concentragdes de fitoestrogenos (CESAR et al, 2008;
TORO-FUNES et al, 2012; YANAKA, TAKEBAYASH, MATSUMOTO e ISHIMI, 2012;
AUWERTER, WANCZINSKI e CHIANDOTTI, 2012).
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Estudos revelam que, apds o consumo, as isoflavonas sofrem numerosas conversdes
metabolicas no intestino e tanto os metabdlitos quanto 0os compostos precursores podem ser
absorvidos pelo sangue para entdo serem excretados na urina (BUSTAMANTE-RANGEL et al,
2012; DAl et al, 2002). Dessa forma, a entrada destes contaminantes nas aguas superficiais se dé,
principalmente, através dos esgotos domésticos.

Na Figura 2.3 estdo apresentadas as formulas estruturais dos fitoestrogenos estudados e
classificados como fitormonios isoflavonas (ADLERCREUTZ e MAZUR, 1997; KAO et al.,
1998; VERDRENGH et al., 2004). Daidizina, Genistina e Daidizeina, Genisteina,
Formononetina e Biochanin-A formam dois especificos grupos de horménios conhecidos por
isoflavonas glucosidicas e agliconas, respectivamente (BUSTAMANTE-RANGEL et al, 2012).

Ca05Hy 4 Cz0cH, 4

OH
OH OH

=]
Oi: (o]
o]
o (=]

O
T
o
o

OH OH

HO o

° OH 9]
O/ O/

Figura 2.3 - Formulas estruturais em bastdo com representacGes tridimensionais dos fitoestrédgenos: (a) Daidizina;
(b) Genistina; (c) Daidizeina; (d) Genisteina; (e) Formononetina e; (f) Biochanin A (Fonte: elaborada pela autora).
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Analisando as estruturas moleculares das isoflavonas, nota-se evidente semelhanca
principalmente entre a Daidizina e a Daidizeina e também entre a Genistina e a Genisteina. Essa
evidéncia corrobora a possibilidade da primeira estrutura (glucosidica) ser precursora da segunda
(aglicona) quando, em condi¢des propicias do meio, venham sofrer reacdes quimicas no meio

ambiente ou metabolizagéo celular em organismos animal ou humano.
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Mesmo que naturalmente produzidas por vegetais, as isoflavonas glucosidicas,
provenientes principalmente da soja e leguminosas, possuem relativa bioatividade estrogénica
em organismo animal depois que sofrem hidrolise enzimatica no intestino delgado
(glucosidases), resultando nas agliconas (CESAR et al, 2008; ALVES et al, 2010). O mesmo
acontece com variantes estruturais, por isso as pesquisas de isoflavonas em soja néo se limitam
apenas as glucosidicas e agliconas, mas também as suas varias formas conjugadas (TORO-
FUNES et al, 2012; TAKEBAYASH, MATSUMOTO e ISHIMI, 2012).

A grande semelhanca estrutural da molécula bésica dos estrogenos (Figura 2.2 e Figura
2.3) permite que as isoflavonas se liguem quimicamente a especificos receptores estrégenos
intracelulares e provoquem indiretamente variacdes dos sinais enddcrinos em animais e no
homem, caracterizando-as como fitoestrégenos (GUNTER et al. 2007; G. J. NATL. 2002).

2.4 — Forma de atuacdo dos interferentes endocrinos

A acdo de um determinado hormdnio inicia-se através da sua ligacdo a um receptor
especifico, no interior de uma célula. O complexo resultante liga-se a regides especificas do
DNA presente no nicleo da célula, o que determina a acdo dos genes. Os horménios apds serem
sintetizados sdo transportados pela corrente sanguinea até os 6rgaos, onde sdo utilizados. As
células possuem um receptor de horménio e ao ligar-se ao receptor, a resposta desejada €
produzida. (BAIRD, 2002; BIRKETT e LESTER, 2003; LINTELMANN et al., 2003; Relatério
Final COM(1999)706).

O que ocorre na interferéncia enddcrina é que os IE podem interagir com os receptores de
horménios, alterando a resposta padrdo do sistema endocrino (BIRKETT e LESTER, 2003).
Assim, dois processos distintos podem ser desencadeados:

a) A substancia quimica pode se ligar ao receptor hormonal e produzir uma resposta,
atuando entdo como um mimetizador, ou seja, imitando a acdo de um determinado hormonio. A
este processo da-se o nome de efeito agonista.

b) A substancia quimica pode se ligar ao receptor, mas nenhuma resposta ser produzida,
neste caso ela estara agindo como um bloqueador, ou seja, estara impedindo a interagdo entre um

horménio natural e seu respectivo receptor. Este processo € denominado de efeito antagonista.
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Na Figura 2.2 séo ilustrados os dois mecanismos de atuacdo dos interferentes endocrinos.

Bloqueador

Horménio Mimetizador
Hormonal

Hormonal

célula célula

célula

Resposta

Efeito Agonista Efeito Antagonista
(a) (resposta inibida)

Figura 2. 4 - Mecanismo de atuagdo dos IE: a) resposta natural, (b) efeito agonista, (c) efeito antagonista.
(GHISELLI e JARDIM, 2007).

Podem ocorrer outros efeitos como alteragdes na sintese e na remoc¢do dos horménios de
seus respectivos receptores ou interacBes com sistemas multi-hormonais, no entanto esses nao
foram completamente elucidados. (LINTELMANN et al., 2003). Na Tabela 2.1 sdo apresentados

alguns exemplos dos mecanismos de acao dos interferentes endocrinos.

Tabela 2. 2 - Diferentes mecanismos de agdo dos interferentes enddcrinos.

Mecanismo Definigcdo

Mimetizar Um IE pode ligar-se ao receptor de um horménio e enviar mensagem aos genes
receptores. Mensagens enviadas no momento impréprio ou superproducdo de
mensagens tém efeitos adversos em fungdes bioldgicas.

Simular  Alguns IE séo capazes de simular a formacdo de mais receptores de hormonios
nas células, levando a amplificacdo de sinais.

Bloguear Pela ocupacdo do receptor na célula, alguns IE sdo capazes de bloquear o
horménio natural impedindo que sua fungéo seja exercida. Isso pode aumentar ou
diminuir o efeito dependendo se o bloqueador é mais ou menos potente do que o
hormonio que esta sendo bloqueado.

Destruir  Podem destruir o hormonio ou a capacidade do horménio de executar a sua
funcdo, alterando sua estrutura direta ou indiretamente, fazendo com que o
horménio ndo se encaixe no sitio receptor.

Fonte: Birkett e Lester (2003).

15
Moreira, E.D.T.



Fundamentacdo Teérica

Um receptor hormonal possui elevada sensibilidade e afinidade por um horménio
especifico, produzido no organismo. Isso explica o porqué de determinados IE presentes no
organismo, mesmo em baixissimas concentracGes, serem capazes de gerar um efeito,

provocando, consequentemente, uma resposta (GHISELLI e JARDIM, 2007).

2.5 — Ocorréncia dos interferentes enddcrinos no meio ambiente

Os interferentes endocrinos estdo presentes no meio ambiente em concentragdes
baixissimas (ug L*a ng L) (BILA e DEZOTTI, 2007). Apesar de possuirem meia-vida curta,
essas substancias geralmente séo persistentes no ambiente, pois sdo introduzidas continuamente
em ambientes aquaticos e com isso se acumulam no solo e nos sedimentos. Suas fontes sdo as
mais variadas possiveis, como por exemplo, as descargas de esgotos industriais e domésticos,
atividades de mineracdo, praticas agricolas e enchentes que direcionam todos os seus dejetos
para os corpos d’agua (BIRKETT e LESTER, 2003). O conhecimento do destino e dos processos
de transporte desses poluentes no meio ambiente é essencial para avaliar seus impactos
potenciais no meio ambiente.

Para 0 homem, a maior fonte de contaminagdo por IE ocorre pela ingestdo da agua
potavel contaminada. Desta forma, o uso de aguas superficiais para 0 consumo humano ou até
mesmo a transformacdo de mananciais em receptores de esgotos sanitarios tem sido a maior
preocupacdo acerca da contaminacdo das fontes de &gua, uma vez que 0S processos de
tratamento de esgotos convencionais utilizados ndo conseguem remover totalmente muitas destas
substancias (BIRKETT e LESTER, 2003; LINTELMANN et al., 2003; HALLING-S@RENSEN
et al, 1998).

Uma importante fonte de lancamento de substancias estrogénicas no ambiente aquatico
sdo os efluentes de ETE. Essa informagdo é confirmada em estudos que revelaram que alguns
estrogenos (17 B-estradiol, estrona e 17 a-etinilestradiol) sdo responsaveis pela maior parte da
atividade estrogénica detectada em efluentes de ETE no Reino Unido (DESBROW et al, 1998;
JOBLING et al, 1998). Na Figura 2.3 esta ilustrado o fluxo de entrada dos contaminantes no

meio ambiente.
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Figura 2. 5 - Esquema da contaminacdo das aguas por hormonios e fitormonios (Adaptado de TERNES et al.,
1999).

2.6 — Métodos de determinacéo de interferentes enddcrinos

E um desafio cromatografico, determinar por um mesmo método, diferentes substancias e
em variados niveis de concentragdo, utilizando a mesma fase movel, a mesma coluna, 0 mesmo
detector e, além disso, conquistar sensibilidade analitica e baixo custo operacional.

Caracteriza-se uma tarefa bastante dificil para os pesquisadores da area de Quimica
Ambiental, desenvolver métodos analiticos que possam ser aplicados com eficacia no
monitoramento e identificacdo de IE, que sdo substancias encontradas em concentragdes muito
baixas, na faixa de pg L™ e ng L™. (SANTANA-RODRIGUEZ, 2014). Além disso, as matrizes
as quais se deseja identificar tais substancias sdo complexas, como por exemplo, aguas naturais,
sedimentos, lodo bioldgico e efluente de ETE.

Um significativo progresso na determinagdo de diversos contaminantes emergentes
ocorreu entre 2000 e 2010, onde foram desenvolvidas e publicadas varias metodologias
analiticas, principalmente para a analise de estrdgenos nestas matrizes complexas. Para 0s

fitoestrogenos, muitas metodologias analiticas foram desenvolvidas para a determinacdo em
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matrizes alimentares e fluidos biol6gicos, mas sdo poucas as informagbes encontradas na
literatura a respeito da presenca de fitoestrogenos em matrizes ambientais.

No trabalho de Alda e Barcelo, 2000 foi descrito um procedimento desenvolvido para a
determinag@o de varios hormonios (17-estradiol, estriol, estrona, 17 a-etinilestradiol, mestranol
e dietilestilbestrol, progesterona, levonorgestrel, noretindrona e diacetato etinodiol). O processo
inclui a SPE e a andlise subsequente por cromatografia liquida com deteccdo de diodos e
deteccdo por espectrometria de massas em serie (LC-MS-DAD). O método foi aplicado em
varios tipos de amostras aquosas, incluindo afluentes e efluentes de esgoto, aguas superficiais e
agua potavel.

Lagana e colaboradores, 2005 desenvolveram um meétodo para investigar a presenca de
nove fitoestrogenos (daidizeina, 4’,6,7-trihidroxiisoflavona, genisteina, formononetina,
biochanin A, coumestrol, gliciteina, daidizina, genistina) em aguas de rio e aguas residuais. A
metodologia faz uso de SPE, seguido por cromatografia liquida de alto desempenho acoplada a
espectrometria de massa em tandem usando fonte de ionizacdo por eletronebulizacdo (HPLC-
ESI-MS / MS).

Wang e colaboradores, 2006 estabeleceram um método de pré-concentracdo dos analitos
baseado na analise de ponto nuvem para determinar quatro tipos de estrogenos: estriol, 17 -
estradiol, estrona, e progesterona em aguas residuais. Para isso utilizaram a cromatografia liquida
de alto desempenho com deteccado por ultravioleta (HPLC- UV).

Em 2007, Stafiej, Pyrzynska e Regan desenvolveram um método que utilizava
cromatografia liquida com deteccdo UV para determinacdo de diversos compostos, dentre eles
estriol, 17p - estradiol, estrona e 17 a-etinilestradiol em amostras de 4gua, que foram preparadas
por extracdo em fase solida.

Em 2008, Viglino e colaboradores desenvolveram um método em linha totalmente
automatizado, o qual utilizava extracdo em fase solida juntamente com a cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas em tandem utilizando ionizacéo a pressao atmosférica ( LC-
LC-APPI-MS/MS ) para detectar hormonios naturais e sintéticos, inclusive estriol , 178 -
estradiol, estrona e 17 a-etinilestradiol, em amostras de &dguas de rios e aguas residuais.

Rice e Hale, 2009 desenvolveram uma metodologia analitica para analisar, em matrizes
aquosas, tais como agua deionizada, 4gua de lagoa e aguas residuais, androgénios e estrogénios,
dentre eles 17 B-estradiol, estrona, 17 a-etinilestradiol e estriol. Neste trabalho a metodologia foi
desenvolvida utilizando extracdo em fase solida (SPE) e cromatografia liquida de ultra eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas em série com fonte de ionizagdo por eletronebulizacao
(UHPLC-ESI-MS/MS).
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Neste mesmo ano, Kuster e colaboradores, 2009 estudaram a ocorréncia de fitoestrdgenos
em aguas de rio e aguas residuais de ETE no estado do Rio de Janeiro (Brasil). Para isso,
desenvolveram uma metodologia baseada na extracdo em fase sélida, seguida de anélise por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em tandem

Chang e Huang, 2010, avaliaram os niveis de horménios esterdides (E1, E2, EE2 e E3)
em agua de torneira e agua de rio, utilizando um método desenvolvido por eles com base na
microextracdo liquido-liquido dispersiva com solidificacdo da gota organica flutuante (DLLME-
SFO) adotando cromatografia liquida de ultra eficiéncia com deteccdo por ultravioleta (UPLC-
uv).

Em 2010 Matsumoto e colaboradores desenvolveram uma metodologia que usava
cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo eletroquimica em 2D (HPLC-2ED) para
determinar isoflavonas (daidizina, genistina, daidizeina e genisteina) com alta sensibilidade, em
leite de soja.

No ano seguinte Lucci e colaboradores, 2011, também adotando cromatografia liquida de
ultra eficiéncia, porém acoplado a espectrometria de massas com utilizacdo de detector triplo
quadrupolo (TSQ - QqQ), determinaram dienestrol (DIES) e dieilestilbestrol (DES) além dos
estrogenos citados anteriormente, em amostras aquosas naturais e sintéticas. Nesse método os
pesquisadores empregaram o polimero molecularmente impresso (MIP) como sorvente na etapa
de extracdo em fase solida (SPE).

Em 2013, Ciofi e colaboradores desenvolveram um método completamente automatizado
de extracdo em fase solida on line com deteccdo por cromatografia liquida e espectrometria de
massas em tandem com ionizacdo por eletronebulizacdo para analisar amostras de aguas
superficiais e residuais contendo estrona (E1), 17 B-estradiol (E2), 17 a-etinilestradiol (EE2) e
estriol (E3).

Também em 2013, Snow e colaboradores propuseram um método analitico para
determinar varios esterdides naturais e sintéticos (testosterona , estriol , 17a-etinilestradiol, 17a-
estradiol , 17p-estradiol, acetato de melengestrol , entre outros), em agua e também em amostras
solidas. O método foi desenvolvido utilizando cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de massas em tandem e fotoionizagdo a pressdo atmosférica no modo positivo (LC-APPI-
MS/MS).

Lima e colaboradores, 2013 propuseram uma nova metodologia de baixo custo para a
andlise de estrogenos (E2 e EE2) em amostras de aguas. O método € baseado na microextragcéo
liquido - liquido dispersiva seguida por cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccéo

fluorescente.
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Ainda em 2013, Rocha e colaboradores desenvolveram e otimizaram um método baseado
na cromatografia a gas com deteccdo por espectrometria de massas (GC-MS) para a
determinacdo de 17 de desreguladores enddcrinos (EDC) em amostras de aguas costeiras.
Dentres os EDC’s estudados estdo os estrogenos E1, E2 e E3 e os fitoestrogenos formononetina,

biochanin A, daidizeina e genisteina.

2.6.1 - Técnicas de preparo de amostras

Numa andlise tipica de residuos e contaminantes ambientais o processo de preparo da
amostra é o Gltimo processo a anteceder a anélise instrumental. A finalidade desse processo é
adequar o analito as condic@es da técnica e do método analitico a serem utilizados (LANCAS,
2009). Para tanto nesse processo, varias operacdes podem ser necessarias a depender da natureza
da amostra, da matriz e da concentracdo natural do(s) analito(s) e do(s) interferente(s). Em
andlises cromatograficas as operacdes tipicas de preparo da amostra estdo limitadas a quatro

grupos de técnicas particulares, conforme apresentado na Figura 2.6.

Preparo
Amostragem da Analise
amostra
- Limpeza ou
"Clean-up"
- Concentragdo - Fracionamento
- Derivatizagdo
- Extragdo

- Diluigdo
- Enriquecimento
-Homogeneizagao
- Redugéo de
Tamanho

Figura 2. 6 - Operacdes tipicas de preparo de amostra para analises cromatograficas (Fonte: Adaptado de Lancas,

2009).
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Em cromatografia liquida, normalmente o processo de preparo de amostra consome entre
60 e 80% do tempo total de analise (LANCAS, 2009; ALMEIDA et al., 2008), isso porque cada
operacdo possui complexidade suficiente para exigir cautela e muita pericia para garantir sua
eficiéncia. Dentre as operagdes apresentadas na Figura 2.6, a extracdo € aquela que mais tem
sido adotada nas duas ultimas décadas (ALMEIDA et al.,2008).

Pode-se entender que a técnica de extracdo resume-se a remoc¢do do analito na matriz
original, empregando-se um solvente apropriado. Atualmente, existe um significativo nimero de
técnicas de extracdo disponiveis para o preparo de amostras. Dentre as mais bem estabelecidas
estdo: extracdo liquido-liquido (do inglés: Liquid-Liquid Extraction — LLE); extracdo em fluido
pressurizado; extracdo sélido-liquido (do inglés: Liquid-Solid Extraction — LSE) e; a extracao
miniaturizada. No entanto, com base nos fundamentos de cada uma dessas técnicas existem seus

respectivos seguimentos, conforme apresentado na Figura 2.7.

 Liquido- Fluido Liquido- Extragéo
Liquido (LLE) Pressurizado s6lido (LSE) Miniaturizada

ASE Soxhlet SPDE SBSE

Sub-SFE

MEPS

Figura 2.7 - Organograma de classes das técnicas de extragdo. Extragdo com fluido supercritico (do inglés:
Supercritical Fluid Extraction— SFE), extracdo acelerada com solventes (do inglés: Accelerated Solvent Extraction —
ASE) e a extragdo com fluido sub-critico (do inglés: Subcritical Fluid Extraction— Sub-SFE); a extracdo em fase
solida (do inglés: Solid Phase Extraction — SPE); micro-extragdo em fase sdlida (do inglés: Solid Phase Micro-
Extraction — SPME), extracdo dindmica em fase solida (Solid Phase Dynamic Extraction—SPDE), micro-extragdo
por solvente empacotado (do inglés: Microextraction by Packed Sorbent — MEPS) e extragdo sortiva em barra
magnética (do inglés: Stir Bar Sorptive Extraction — SBSE). Extracdo ultra-sénica (do inglés: Ultrasonic Extraction
— UE); Extracdo assistida por micro-ondas (do inglés: Microwave-Assisted Solvent Extraction — MASE). (Fonte:
Adaptado de Langas, 2009).

Até alguns anos era comum realizar a etapa de preparo de amostras utilizando extracédo
liquido-liquido, mas percebeu-se que esse tipo de extracdo, além de ser uma técnica morosa,
requer grandes volumes de solventes organicos, apresentando custo elevado (LANCAS, 2009).
Para eliminar esses e outros inconvenientes, passou-se a utilizar outra técnica, ja bem
estabelecida, denominada de extracdo em fase sOlida. A sua grande similaridade com a
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cromatografia liquida de coluna aberta, facilita e promove maior dominio técnico e operacional

por parte do analista, tornando-a segura e pratica.

2.6.1.1 — Extracdo em fase solida

Nesse tipo de extragdo, enquanto a fase solida é considerada uma fase estacionéria, a fase
liquida é amostra onde se encontra(m) o(s) constituinte(s) de interesse, que podem vir a ser o(s)
analito(s) na andlise cromatogréafica, e também os interferentes naturais. Normalmente a fase
solida corresponde a enchimentos sélidos devidamente confinados em cartuchos.

O tipo de cartucho a ser empregado na SPE esta relacionado aos mecanismos de retencao
pretendidos, ou seja, a fase sdlida extratora da qual é constituido. Existem, comercialmente,
cartuchos com fase solida apolar (octadecil, octil, fenil etc.), polar (cianopropil, diol etc.), de
troca-idnica (trimetilaminopropil, carboximetil etc.), adsorcdo (silica-gel, florisil®, carvao
grafitizado etc.), covalentes (&c. Fenilborénico) e maltiplos (LISKA, 2000). Em todos esses
cartuchos, o tamanho das particulas empregadas nos enchimentos pode variar entre 8 e 100 pm.
Para o caso de volumes e quantidades de sorventes utilizados no empacotamento de cartuchos,
estas variam de 100 a 1.000 mg de sorvente, sendo os mais utilizados os cartuchos contendo 200
e 500 mg.

A aplicacdo e a utilizacdo dos cartuchos sdo faceis de fazer, porém néo sdo triviais, pois
ndo se pode esquecer que em todas essas fases solidas sdo encontradas moléculas organicas
passiveis de protonagdo e/ou desprotonacao, de ataques eletrofilicos de hidroxilas e de interacdo
eletrostatica com eletrélitos naturais da amostra. Logo, deve-se sempre estabelecer condi¢des
Otimas de pH e, se necessario, do uso de eletrolitos os quais estdo intimamente relacionados a
forca ibnica do meio. Os mecanismos de separacdo na SPE sdo basicamente 0s mesmos
existentes em cromatografia liquida de baixa pressdao. Dentre eles os principais sdo: adsorcao;
particdo (fase normal e fase reversa); troca ionica e exclusdo por tamanho. O modo genérico de
operacdo em SPE segue um roteiro simples e de facil execucdo, no entanto, existem modos

operacionais especificos da SPE com finalidades diferentes, sdo eles (LANCAS, 2009):

a) Extragdo para concentracdo ou enriquecimento: a finalidade dessa operacéo de SPE
resume-se a retencdo maxima do constituinte de interesse apds passagem de grandes volumes de
amostra deixando passar toda a matriz e interferentes. Em seguida elui-se o analito com um
pequeno volume de solvente, de forma que o analito coletado estara mais concentrado que na

amostra original.

b) Extracdo para isolamento do analito: esta operacdo possui a finalidade de apenas

isolar o constituinte de interesse dos demais constituintes, tidos como interferentes da amostra,
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segundo a técnica analitica adotada. Ambos, constituinte de interesse e interferentes sao retidos

na fase solida e apenas os interferentes sdo eluidos, o que resulta numa limpeza da amostra.

c) Extracdo para isolamento de matriz: aqui se isola os outros constituintes do analito.
Trata-se de uma operagdo contraria a descrita no item b) e que pode imprimir maior velocidade
ao método de andlise adotado. Tal vantagem justifica-se pelo fato do analito permear a fase
solida sem sofrer alteracdes, sendo recolhido e logo analisado, eliminando a etapa de

redissolucao.

d) Extracdo para estocagem de amostra: esta operacdo tem a finalidade de realizar a
extracdo e retencdo dos constituintes de interesse no préprio local de coleta da amostra ou no
laboratdrio, possibilitando posterior analise das amostras. Nesse caso, 0s analitos permanecerdo
retidos na fase solida dos cartuchos, que ficardo estocados a baixas temperaturas até a
continuidade dos processos de eluicdo, limpeza e andlise. A vantagem dessa operacdo € a
comodidade de se transportar alguns cartuchos de SPE ao invés de recipientes com grandes
volumes, principalmente, quando se tém compostos labeis e/ou volateis na amostra. No entanto,
deve-se realizar um estudo de estabilidade do constituinte de interesse no cartucho adotado.

Em qualquer desses casos, sdo sempre realizadas as seguintes etapas:

» Escolha da fase solida;

» Condicionamento do cartucho;

» Introducdo da amostra;

» Lavagem e a secagem do cartucho e;
» Eluicéo.

Nessas etapas, a solucdo contendo o(s) analito(s) (amostra ou padrdo) é inserida na
entrada do cartucho e aspirada com pequeno VAcuo ou pressionada levemente com uma seringa
ou gas, de forma a penetrar no cartucho. Apés toda a fase liquida ser drenada do cartucho, o
analito retido é, em seguida, eluido com um pequeno volume de solvente apropriado, de forma a
coletd-lo em uma concentracdo adequada para anélise.

A SPE é uma técnica analitica muito poderosa, tanto do ponto de vista da seletividade,
guanto do ponto de vista da sensibilidade, da precisdo, da exatiddo, da versatilidade, da
recuperacdo significativa de analito e da facilidade de execucdo. No entanto, é uma técnica que
também acumula algumas desvantagens, com destaque para o consumo elevado de solventes, a
morosidade de cada etapa e a necessidade de intervencdo direta do analista. Tais desvantagens
podem ser minimizadas e outras eliminadas quando se adota a automatizacdo das etapas de
condicionamento, extracdo, limpeza e eluicio. (SODRE, LOCATELLI e JARDIM, 2009).
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2.6.2 - Cromatografia liquida de alta eficiéncia

A cromatografia liquida € uma técnica muito antiga, mas foi partir dos anos 70 que teve
um avanco consideravel quando se tornou possivel rechear colunas com particulas de pequeno
tamanho, necessarias para alta resolucdo e, também, adquirir equipamentos que funcionavam nas
altas pressbes necessarias para obter uma satisfatoria velocidade na eluicdo (SNYDER, 1997).
Nos ultimos anos também ocorreu o desenvolvimento de varios detectores, bem como
acoplamento com outras técnicas, como a espectrometria de massas (MCMASTER, 2005,
NIESSEN, 2006, LANCAS, 2009) tornando possivel a deteccdo de compostos em niveis de
tragos, em amostras complexas (PERES, 2002; CHIARADIA, COLLINS e JARDIM, 2008;
VEKEY, 2001; NUNES, SANTOS e BARCELO, 2002).

HPLC € um tipo de cromatografia liquida que emprega pequenas colunas recheadas de
materiais especialmente preparados e uma fase movel, que é eluida sob altas pressfes. Solventes
liquidos (fase mdvel) transportam os analitos através de uma coluna cromatogréfica, onde ocorre
a separacao pelas diferencas de afinidade dos analitos com a fase estacionaria. Em um Unico
processo, pode-se separar uma mistura em seus componentes individuais e, simultaneamente,
determinar a concentragdo de cada componente (SCOTT, 1995).

Entre os métodos modernos de analise de compostos, a HPLC ocupa um lugar de destaque
devido a sua facilidade em efetuar a separacdo, identificacdo e quantificacdo de uma grande
guantidade de compostos presentes em varios tipos de amostras, em escala de tempo de poucos
minutos, com alta resolucdo, eficiéncia e sensibilidade (MOLDOVEANU e DAVID, 2012;
COLLINS, BRAGA e BONATO, 1997). Por meio desta técnica pode-se detectar a maioria dos
compostos e analisar tracos de compostos em amostras complexas, tais como as amostras
ambientais (COLLINS et al., 1997), seja por si mesma ou em conjunto com outras técnicas
instrumentais de anélise.

Um dos motivos pelo qual a HPLC apresenta vantagens em relacdo a cromatografia a gas,
para analise de compostos em &gua, € que, compostos volateis detectados por cromatografia a
gés, representam uma pequena fracdo de compostos contidos em &gua e esgotos (GROB, 1983).
Além disso, os analitos menos volateis podem sofrer degradagcdo quando submetidos as altas
temperaturas da cromatografia a gas.

Para a deteccdo de contaminantes como estrogenos e fitoestrogenos, os pesquisadores tém
utilizado diversos tipos de detectores usando a técnica de HPLC. Os principais detectores sao
eletroquimicos e espectroquimicos (SHIMADA, TANAKA, e NAMBARA, 1981; SHIMADA,
NAGASHIMA, e NAMBARA, 1987: REID, STITZEL E HEAD, 1985, FERNANDEZ e
GARCIA, 1993; GIESE, 2003), os de fluorescéncia (GATTI et al, 1998; GATTI, GIOIA, DI

24
Moreira, E.D.T.



Fundamentacdo Teérica

PIETRA e CAVRINI, 1998; NOVAKOVI, TVRZICKA E PACAKOVA, 1994; MATSUMOTO
et al, 2002; DE BOER et al, 2004; MAO et al, 2004), os de DAD (ALDA e BARCELO, 2001),
os de espectrémetro de massas (ALDA e BARCELO, 2003; INGRAND, HERRY, BEAUSSE e
ROUBIN, 2003; GOMES, SCRIMSHAW e LESTER, 2003; GIESE, 2003), e os de DAD
acoplados a espectrometro de massas (BARCELO e ALDA, 2001; BARCELO e ALDA, 2003).

2.7 —Validacao de métodos analiticos

A Figura 2.8 mostra um esquema das etapas envolvidas no processo de selecéo,
desenvolvimento, validacdo e utilizagdo de um método analitico (CASS e DEGANI, 2009). A
validacdo de um método analitico pode ser definida como o processo de avaliagdo da eficiéncia
de um método analitico novo ou adaptado de métodos conhecidos. O processo de validacdo
fornece uma evidéncia documentada de que os metodos de ensaio executados conduzem a
resultados confiaveis e adequados a qualidade e aos propositos pretendidos. Para validacdo dos
métodos selecionados, desenvolvidos e utilizados neste trabalho, seguiu-se os critérios e
recomendacdes do INMETRO (BRASIL. INMETRO, 2003) e Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéaria - ANVISA (BRASIL. ANVISA, 2003).

Selec&o do método Desenvolvimento do método
(literatura, novo) escolhido

Validacio do método

f
ll
ll
I
0
0
0
0
- Seletividade ;
«Calibracdo e linearidade 0
/
Il
ll
|
0
0
0
0
0
0

*Precisdo
« Exatidio Utilizacdo do
+Recuperagio método

«Sensibilidade
- Limite de deteccdo e limite de quantificacdo
+Estabilidade

Figura 2.8 - Selecdo, desenvolvimento, validagdo e utilizagdo de um método analitico (adaptado de CASS e
DEGANI, 2009).

2.7.1 — Seletividade
De acordo com a definicdo da ANVISA (BRASIL. ANVISA, 2003), seletividade é a
capacidade do método de medir exatamente os compostos de interesse, mesmo em presenca de
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outros componentes, impurezas e produtos de degradacdo. Em outras palavras, seletividade é a
capacidade que um método tem em determinar, de forma inequivoca, substancias de interesse
que estejam na presenca de componentes que possam interferir na sua determinacdo, em uma
amostra complexa.

Existem diferentes maneiras de se avaliar a seletividade de um método proposto. Uma
delas € comparar a matriz isenta da substancia de interesse e a matriz adicionada com esta
substancia (padréo), sendo que, nesse caso, nenhum interferente deve eluir no tempo de retencao
da substancia de interesse, ou seja, este deve estar bem separado dos tempos de retencdo dos
demais compostos presentes na amostra (CODEX ALIMENTARIUS COMMISSION ON
METHODS, 1995; ICH, 1995; SHABIR, 2003; SWARTZ e KRULL, 1998). A outra forma de
avaliacdo da seletividade muito utilizada em HPLC-DAD é comparar 0 espectro do pico obtido
na separacdo dos componentes das amostras, com 0 pico obtido por uma solugdo padrdo
(HUBER, 1998; JENKE, 1998; VESSMAN et al, 2001).

2.7.2 — Linearidade e faixa dindmica

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer resultados diretamente
proporcionais a concentracdo das substancias de interesse, dentro de uma determinada faixa.
(ICH, 1995; US PHARMACORPEIA, 1999; SWARTZ e KRULL, 1998). A linearidade expressa
a faixa na qual o sinal analitico, denominado variavel dependente y;, € linearmente proporcional
a sua concentracdo, denominada variavel independente x;, € a equacdo matematica que descreve
esta dependéncia é conhecida como curva analitica. O ajuste de uma equacdo matematica,
geralmente, é feito pelo método dos minimos quadrados, no qual a melhor curva sera aquela que

fornecera o menor valor para a soma quadratica dos residuos (Q), obtidos entre o sinal analitico

A
medido (y;) e o sinal analitico predito (*;), para um conjunto de N pontos experimentais
(Equacdo 2.1).

Q = XL (vi—yi)? Equagéo 2.1

Para qualquer método quantitativo, existe uma faixa de concentragdes do analito ou
valores da propriedade no qual o método pode ser aplicado. No limite inferior da faixa de
concentracgéo, os fatores limitantes séo os valores dos limites de detec¢do e de quantificacdo. No
limite superior, os fatores limitantes dependem do sistema de resposta do equipamento de
medicdo ou do comportamento fisico-quimico da espécie de interesse. Dentro da faixa de
trabalho pode existir uma faixa de resposta linear e dentro desta, a resposta do sinal tera uma
relacdo linear com o analito ou valor da propriedade, esta faixa é denominada faixa de aplicacédo
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ou faixa dindmica (SWARTZ e KRULL, 1998). A ANVISA (BRASIL. ANVISA, 2003)
recomenda que a linearidade seja determinada pela analise de, no minimo, 05 concentragdes
diferentes.

A adequacdo do ajuste da curva é fornecida pelo coeficiente de correlacdo, r, que € a

N

razdo da covariancia entre a concentracio, x, e o sinal analitico, y, ((1/(N-1))i=t (x; - T)(yi - V)),
N N
com o produto dos desvios padrdes de x ((i=i(xi - ) / (N - 1))*?) ey ((i=t (yi- ¥) / (N - 1))¥?),
conforme descrito na Equacdo 2.2. O coeficiente de correlacdo apresenta uma faixa de
magnitude entre -1 < r < 1, sendo que quanto mais préximo de 1 ou -1, menor serd 0 erro emy e,
portanto, melhor serd o ajuste da funcdo matematica escolhida a curva de calibracdo. Uma
relagdo ndo linear entre x e y resultard em um valor relativamente pequeno.
r = 2(xi—%)(Vi—y)
VEE=D2Z@i-9?)

Equagéo 2.2

No entanto, apenas o valor do coeficiente de correlagdo ndo € suficiente para garantir a
adequacdo do ajuste linear a curva de calibracdo. Modelos de calibracdo com alto residuo no
sinal analitico ou pontos mal distribuidos ao longo da faixa de calibracdo poderdo fornecer um
bom coeficiente de correlacdo, mesmo que uma funcao linear ndo seja a melhor descricdo para o
comportamento entre as variaveis dependente e independente. Para evitar problemas de falta de
ajuste durante a modelagem, faz-se necessaria a analise cuidadosa do grafico dos residuos do
sinal analitico e a aplicacdo de testes como, por exemplo, a analise de variancia (ANOVA), para
determinar a faixa na qual a curva de calibracdo apresenta um comportamento linear.

Na anélise do grafico dos residuos, podem ser detectados problemas no ajuste da curva
como, por exemplo, desvios da linearidade, presenca de amostras atipicas, heteroscedasticidade e
dependéncia entre os erros. Uma curva bem ajustada devera apresentar erros com distribuicao
uniforme, média zero e variancia constante (homoscedasticidade), e auséncia de amostras
atipicas (BARROS, PIMENTEL e ARAUJO, 2002).

A anélise de variancia (ANOVA) é uma ferramenta estatistica importante para distinguir
as diversas contribui¢fes sobre a variancia total observada. A ANOVA permite distinguir dentro
da variabilidade total de diversos conjuntos de valores experimentais as contribui¢cbes puramente
aleatorias e a contribuicdo sistemética entre amostras. Deste modo permite verificar se as
amostras (ou fatores) exercem um efeito significativo fazendo com que estes se sobreponham a

componente aleatdria contribuindo para diferencas significativas entre si.
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Em validacdo, a quantificacdo pode ser obtida através de diversas maneiras tais como,
padronizacdo externa, padronizacdo interna, superposicdo de matriz e adi¢cdo de padrdo. Neste
trabalho foi utilizado o método da padronizacdo externa. Este método compara a area da
substancia a ser quantificada na amostra com as areas obtidas com solucbes de concentragdes
preparadas a partir de um padrdo. Preparam-se solugdes da substancia a ser quantificada em
diversas concentracGes e dai obtém-se o cromatograma correspondente a cada uma destas
solugdes. Um gréafico é gerado relacionando as areas obtidas com as concentracdes e a curva
resultante é utilizada para calcular a concentracdo desta substancia na amostra (RIBANI et al.,
2004).

2.7.3 —Limite de deteccdo e limite de quantificacéo

A ANVISA define Limite de Deteccdo (LD) como sendo a menor quantidade de um
analito presente em uma amostra que pode ser detectado, porém ndo necessariamente
quantificado, sob as condigdes experimentais estabelecidas pelo método utilizado ou proposto. O
LD é calculado por meio da andlise de solugdes de concentracdes conhecidas e decrescentes do
analito, até o menor nivel detectavel. Pode ser calculado de trés maneiras diferentes: método
visual, método relacdo sinal-ruido e o método baseado em pardmetros da curva analitica
(RIBANI et al, 2004). No caso do célculo baseado em pardmetros da curva analitica, utiliza-se a
seguinte equagdo:

__ DPyx3
T Ic

LD

Equagdo 2.3

em que DPa € o desvio padrdo do intercepto com o eixo do Y de, no minimo, 3 curvas de
calibracdo construidas, contendo concentra¢cbes do analito, proximas ao suposto limite de
quantificacdo, e IC é a inclinacdo da curva analitica.

Para o Limite de Quantificacdo (LQ), a ANVISA (BRASIL. ANVISA, 2003) define
como sendo a menor quantidade do analito em uma amostra, que pode ser determinada com
precisdo e exatiddo aceitaveis, sob as condi¢fes experimentais estabelecidas para o método
proposto. As formas de determinacdo para o LQ sdo idénticas ao LD, mencionadas acima,
diferenciando apenas a equagéo utilizada.

_ DPg x10
T Ic

LQ Equacgédo 2.4

2.7.4 —Precisao

A precisdo reflete a concordancia entre as analises de uma amostra ou solugéo padrdo de

um analito. Essa concordancia deve considerar valores experimentais de ensaios repetidos e
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independentes de amostras ou padrfes, sob condi¢bes pré-definidas. Em cromatografia, a
precisdo € apresentada de trés formas diferentes:

a) Como repetibilidade (ou precisao intra-dia): corresponde a concordancia entre 0s
resultados num mesmo dia, dentro de um curto periodo de tempo, com o mesmo analista, mesma
instrumentacdo e mesmo laboratdrio.

b) Precisdo intermediaria (ou precisao inter-dia): corresponde a concordancia entre
os resultados obtidos em dias diferentes com intervalo de dois dias, com analistas diferentes e/ou
equipamentos diferentes, porém no mesmo laboratdério (BRASIL. ANVISA, 2003; RIBANI et al,
2004).

C) Reprodutibilidade (preciséo inter-laboratorial): concordancia entre os resultados
obtidos em laboratérios diferentes, como em estudos colaborativos, geralmente aplicados a
padronizacdo de metodologia analitica.

Em todos os trés casos, a precisao é normalmente expressa como coeficiente de variacdo

(CV). A férmula utilizada € a seguinte:
s «
Coy = 100x z Equacgéo 2.5

em que, Cy € o coeficiente de variacdo, S é o desvio padrdo e X é a média dos resultados das
andlises.

O valor maximo aceitavel deve ser definido de acordo com a metodologia empregada, a
concentracdo do analito na amostra, o tipo de matriz e a finalidade do método, ndo se admitindo
valores de CV maiores de 20 % (BRASIL. INMETRO, 2003).

2.7.5 —Exatidao

A exatiddo de um método analitico é a proximidade dos resultados obtidos pelo método
em estudo em relacdo ao valor verdadeiro. Sdo varios 0s processos utilizados para avaliar a
exatiddo, como por exemplo, aqueles que usam materiais de referéncia, ensaios de recuperacao,
adicdo de padrdo e comparacdo de meétodos. A escolha de um destes metodos vai depender da
natureza da amostra ou analito a ser analisado (RIBANI et al, 2004). No caso da avaliacdo da
exatiddo através de ensaios de recuperacdo, sabe-se que a recuperacdo esta diretamente
relacionada com a exatiddo porque indica a quantidade de um ou mais analitos recuperados no
processo, em relacdo a quantidade real contida na amostra.

A exatiddo do método deve ser determinada apds o estabelecimento da linearidade, da
faixa dindmica e da seletividade do mesmo, sendo verificada a partir de, no minimo, 09
determinagOes contemplando a faixa dindmica do procedimento, ou seja, trés concentragdes,

29
Moreira, E.D.T.



Fundamentacdo Teérica

baixa, média e alta (BRASIL. ANVISA, 2003). A exatiddo é expressa atraves da relacdo entre a

concentracdo média determinada experimentalmente e a concentracdo tedrica correspondente:

concentracao média experimental
£ P x 100

Exatiddo = ——
concentracao tedrica

Equacéo 2.6

A porcentagem de recuperacgdo é calculada de acordo com a Equacéo 2.7.

quantidade obtida (conc.ou massa)

Recuperagéo (%) = x 100 Equacdo 2.7

quantidade adicionada
Para analise de compostos em concentragdes-traco, 0s intervalos de recuperacdo
aceitaveis estéo entre 70 e 120 %, com precisdo de até + 20 % (RIBANI et al, 2004).

2.7.6 — Estabilidade

Estabilidade é o pardmetro que visa determinar se um analito mantém-se quimicamente
inalterado, numa dada matriz, sob condicGes especificas, em determinados intervalos de tempo.
No caso da estabilidade, alguns pardmetros como exatidao, precisdo, linearidade, limite de
deteccdo, limite de quantificacdo, especificidade, limite de variacdo e robustez devem ser
previamente observados e validados. Uma vez determinada para um tipo de matriz, esta
estabilidade ndo pode ser extrapolada para demais tipos de matriz (RIBANI et al, 2004).

Deve ser avaliada a estabilidade do analito durante a coleta e manuseio da amostra, ap6s
armazenagem de longa duracdo (congelamento) e curta duracdo (a temperatura ambiente), apos
ciclos de congelamento e descongelamento e nas condi¢cdes de andlise. Além disso, deve-se
incluir também avaliacdo da estabilidade do analito nas solucdes-padrdo, preparadas com
solvente apropriado em concentracdes conhecidas. Estes resultados devem ser comparados e as
amostras e padroes serdo considerados estaveis quando nao se observar desvio superior a 15% do
valor obtido das amostras e solugdes recém-preparadas. (BRASIL. ANVISA, 2003; RIBANI et
al, 2004; BRASIL. INMETRO, 2003).
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PRIMEIRA ETAPA: DESENVOLVIMENTO DAS METODOLOGIAS ANALITICAS
3 - Materiais e Métodos
3.1 Materiais e reagentes

Os solventes acetonitrila, metanol e &cido acético, empregados nas técnicas de extracéo
em fase solida e cromatografica, foram da marca J.T. Baker e de grau HPLC. A acetona, de
pureza analitica (P.A.), utilizada na limpeza das vidrarias foi da marca Synth. O detergente usado
para lavagem das vidrarias foi o Extran alcalino 8%, da Sigma-Aldrich. Os padrbes analiticos
dos estrogenos, 17 p-estradiol, estrona, 17 a-etinilestradiol e estriol e dos fitoestrdgenos,
biochanin A, daidizeina, genisteina, genistina, daidizina e formononetina, foram da Sigma-
Aldrich e todos com 99% de pureza. Em todas as etapas de limpeza de vidrarias, extracdo e pré-
concentracdo das amostras e corrida cromatogréafica utilizou-se agua deionizada em sistema Mili-
Q da Milipore. Demais materiais utilizados na etapa de extracdo em fase sélida e na etapa de

analise por HPLC serdo descritos posteriormente.

3.2 — Limpeza das vidrarias

Todas as vidrarias utilizadas na coleta das amostras e demais procedimentos
cromatograficos e de preparo de amostras foram lavadas inicialmente com detergente e agua.
Apo0s essa lavagem inicial, foram deixadas submersas, por 24 horas, numa solucdo de limpeza,
utilizando um detergente especifico (alquil benzeno sulfonato de cadeia linear e com baixa
concentracdo). Passado este tempo, as vidrarias foram enxaguadas com agua deionizada e
lavadas com acetona e aquelas que ndo eram volumétricas foram submetidas a alta temperatura
(aproximadamente 200°C) por, aproximadamente, 6 horas (dependendo do tamanho da vidraria)

em estufa para secagem e eliminacdo de possiveis residuos organicos.

3.3 — Preparacéo das solucoes

3.3.1 — Preparacao das solucgdes estoque e padrao

A quantificacdo dos compostos de interesse nas amostras analisadas foi realizada por
padronizacdo externa. Para isso foram preparadas solugOes estoque individuais de cada analito e
em seguida preparou-se solu¢bes padrdo mistas, denominadas de MIX, contendo os quatro
analitos de interesse, para 0 caso dos estrogenos, e 0s seis analitos de interesse para o0 caso dos
fitoestrdgenos, em concentracGes variadas, a partir de sucessivas diluicbes das respectivas

solugBes mistas. As solugbes estoque individuais foram obtidas medindo-se uma massa
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conhecida do padrdo puro em balanca analitica, da marca Shimadzu e modelo AY 220, com
precisdo de +0,02 mg, e dissolvida em solvente apropriado: acetonitrila para os estrégenos e
metanol para os fitoestrégenos. As solucdes estoque foram transferidas, individualmente, para
frascos @mbar e armazenadas a aproximadamente -25 °C, para serem utilizadas posteriormente
nas preparagdes das solucdes padréo.

Algumas informacdes acerca das solugbes dos quatro estrégenos e o0s seis fitoestrogenos
estdo listadas na Tabela 3.1. As estruturas quimicas dos onze analitos foram apresentadas nas
Figuras 2.4 e 2.5.

Tabela 3. 1 - Informacdes sobre 0s quatro estrégenos e os seis fitoestrégenos utilizados.

Composto Numero Massa Foérmula  Concentragdo pKa Log
CAS molar  empirica da solucéo Kow

(g mol™) estoque (mg L™)
Estrona 53-16-7 270,37  CygH20, 500 10,3 13
17 B-estradiol 50-28-2 272,38  CigH240; 100 10,4-10,7 13
17 a- 57-63-6 296,40  CyoH20, 100 2,9-3,67 4,8

etinilestradiol

Estriol 50-27-1 288,38  CigH2403 100 2,45-26  13-32
Daidizina 552-66-9 416,38  Cz1H2009 200 - -
Genistina 529-59-9 432,37  Cy1H2010 200 - -
Daidizeina 486-66-8 254,24  Cy5H1004 200 7,5 2,51
Genisteina 446-72-0 270,24  Cy5H100s 200 7,4 3,04
Formononetina ~ 485-72-3 268,26  Cy6H1204 200 - -
Biochanin A 491-80-5 284,26  Cy6H120s5 100 - -

3.3.2 — Preparacdo das solugdes utilizadas como fase movel

Todos os solventes utilizados como fase mével foram filtrados, antes de serem utilizados
no cromatografo, em um sistema de filtracdo a vacuo, utilizando membranas de fibra de vidro
0,45um (SARTORIOUS) e desgaseificados, durante 20 minutos, em um banho ultrassonico da
marca UNIQUE, modelo USC 1800A.
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3.4 — Desenvolvimento da etapa de extragdo em fase sélida

3.4.1 — Preparo das amostras

Inicialmente o preparo das amostras foram acidificadas com acido acético até pH 3 no
momento da coleta para disponibilizar o analito para a coluna d’agua ¢ também para aumentar a
afinidade destes a fase estacionaria.

Antes de ser realizada a etapa de extracdo e concentracdo das amostras pelo método de
SPE, realizou-se a etapa de filtracdo de todas das amostras, imediatamente apds a realizacdo da
coleta, para remocgdo de possiveis particulas sélidas. Para isso, foi utilizado um sistema de
filtracdo da marca AGILENT TECHNOLOGIES, acoplado a uma bomba de vacuo da marca
MARCONI, modelo MA 053, utilizando membranas de fibra de vidro com 0,45 pum de
porosidade, da marca SARTORIOUS. Algumas vezes, dependendo do tipo de amostra (local em
que foi coletada) era necessaria mais de uma filtracdo. As amostras filtradas foram
acondicionadas em frascos ambar de 1.000 ml e mantidas refrigeradas até o momento da

extracdo. O tempo que amostras ficavam condicionadas ndo ultrapassava 24 horas.

3.4.2 — Otimizacdo das condic¢des de extracdo em fase solida

Existem varios métodos descritos na literatura (VERBINNEM et al., 2010; RIBEIRO et
al., 2009; LOPES et al., 2010) para a extracdo e pré-concentracdo dos estrégenos e dos
fitoestrogenos em amostras de agua superficial. Entretanto ndo ha um método oficial para tal
finalidade. Com base nas pesquisas feitas na literatura optou-se por desenvolver um método SPE

para o proposito pretendido.

e Selecdo da fase extratora

A escolha da fase extratora na SPE depende Unica e exclusivamente da interacdo do
recheio do cartucho com os analitos a serem retidos, e cuja finalidade é a pré-concentracéo e
retencdo dos analitos e da matriz na qual se encontram (LANCAS, 2009). Com base nesta
informagdo, definiu-se que os cartuchos utilizados para o desenvolvimento do método SPE para
aprisionar substancias bastante polares como estrogenos e fitoestrogenos e subsequente aplicacdo
em amostras de A&gua, seriam os cartuchos de extracdo em fase sdlida Sampliq C18

(octadecilsilano), 6 mL e 500 mg da marca Agilent Technologies.

34

Moreira, E.D.T.



Materiais e Métodos

e Condicionamento da fase sélida

De acordo com as recomendagdes do fabricante (Agilent Technologies, 2015), o
condicionamento da fase extratora do cartucho SPE foi efetuado utilizando-se metanol, seguido

de &gua deionizada, com volume de 3 mL de cada solvente, para cada cartucho.

¢ Volume de amostra para extracéo

Apds o condicionamento, passou-se pelos cartuchos a amostra de interesse. O fluxo de
amostra foi fixado em aproximadamente 2 mL min™, sendo utilizado um sistema a vacuo nesta
etapa. O volume de amostra utilizada para extracdo e pré-concentracdo dos analitos estudados
foi otimizada fortificando 0,25, 500 e 1.000 mL de agua deionizada com os padrdes de
estrdgenos e fitoestrogenos, separadamente.

Para os estrogenos, a fortificacdo foi feita com concentragdo final de 25,0 pg L™ dos
padrdes e para os fitoestrégenos, utilizou-se padrdes na concentragdo de 5,00 mg L™ para a
fortificacdo. As amostras fortificadas foram submetidas ao cartucho de SPE e analisadas por
HPLC.

e Limpeza da fase sélida

Posteriormente, o cartucho SPE foi lavado com 4 mL de uma solugdo de Acetonitrila
(ACN)/Agua (10:90 v/v), passados em aliquotas de 1 mL, e seco sob vacuo por 3 minutos. Apds
esta etapa, os cartuchos foram envolvidos em papel aluminio e mantidos no freezer a uma
temperatura de -25°C aproximadamente, até 0 momento da proxima etapa de SPE. No dia
seguinte os cartuchos foram descongelados até temperatura ambiente. Para isso apenas retirava-
se os cartuchos do congelamento e mantinha-os sobre a bancada, ainda envoltos no papel
aluminio. Retirava-se o papel aluminio ao atingir a temperatura ambiente e conectava-0s

novamente no sistema (manifold) apropriado para a extragdo por SPE.

e Procedimento de elui¢céo dos analitos

A eluicdo dos analitos foi efetuada utilizando uma solugdo metanol/agua (50:50 v/v) em 3
aliquotas de 3 mL. Por fim, os eluatos, recolhidos em frascos de vidro, eram secos com fluxo
brando de nitrogénio (marca WHITE MARTINS — PRAXAIR, pureza de 99%) até a secura total.
ApoOs isso, 0s residuos resultantes eram re-solubilizados em 350 uL de solvente apropriado:

acetonitrila para os estrogenos e metanol para os fitoestrogenos.
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Ao final da etapa de SPE, foi obtido fator de concentragdo de 2.857 vezes, que
corresponde a tomada inicial de 1.000 mL de amostra e redissolu¢édo no final do extraido em 350

uL de um solvente apropriado. Todas as amostras foram extraidas em triplicata.

e Preparo das amostras para analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia

Antes de submeter amostras a analise por HPLC, as solucdes eram filtradas em filtros-
seringa com 0,22 um de porosidade para evitar qualquer obstrucdo na coluna cromatogréfica,
pré-coluna, ou até mesmo tubulacBes do cromatdgrafo. Em seguida eram armazenadas em

frascos @mbar para proteger da luz e evitar possiveis degradacGes dos analitos.

3.5 — Andlises por cromatografia liquida de alta eficiéncia

Nas etapas de otimizacdo e validacdo analitica foram criados dois métodos
cromatograficos, sendo um para os estrogenos — definido como HPLC-FLU e outro para os
fitoestrdgenos — definido como HPLC-DAD. Nesta etapa foram estudadas as melhores condi¢oes
quimicas e fisicas de analise cromatogréficas, utilizada para os dois métodos propostos.

Para definir as condicBes cromatograficas, partiu-se de métodos ja publicados na
literatura cientifica (GIESE, 2003; GHISELLI, 2006; CESAR, 2008; VERBINNEN, 2010;
ALVES 2010; CANAVER, 2012) e observagfes experimentais, até se chegar a métodos os quais
possibilitassem a identificacdo e quantificagdo dos compostos de interesse deste trabalho.
Procedeu-se desta forma, em busca de tal método, pelo fato de ndo existir um procedimento
oficial padrdo, para a analise de interferentes endécrinos em amostras de agua superficial.

A determinacdo dos compostos foi realizada por um equipamento para HPLC, marca
DIONEX, modelo ultimate 3000, equipado com bomba quaternaria, modelo LPG-3400SD, um
compartimento de coluna, modelo TCC — 3000SD o qual suporta temperaturas de até 50°C, e
dois detectores, um fotdmetro, modelo DAD — 3000, que opera com arranjo de fotodiodos e um
fluorimetro DIONEX, modelo RF 2000, que trabalha com uma lampada de arco de xendnio. O
injetor deste equipamento € manual, com uma valvula do tipo six-way e alca de amostragem fixa
em 20 pL.

Para injecdo manual dos padrbes e amostras foi utilizada uma seringa apropriada, da
marca HAMILTON.
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3.5.1 — Otimizacao das condi¢fes cromatograficas

3.5.1.1 — Escolha do tipo de detector

Para a adequacdo do tipo de deteccdo por analito foi pesquisado na literatura alguns
trabalhos (CESAR, 2008; RIBEIRO, 2009; ALVES, 2010; YATSU, 2014; NOGUEIRA 2015;
WU, 2015, CANAVER, 2012) relacionados com a analise dos quatro estrogenos estudados:
estrona, 17 pB-estradiol, 17 a-etinilestradiol, e estriol, e os seis fitoestrogenos: daidizina,
genistina, daidizeina, genisteina, formononetina e biochanin A. O modo de detec¢do foi
estabelecido avaliando a melhor resposta (intensidade) cromatografica de cada analito.

No método HPLC-DAD, os comprimentos de onda de méxima absorcdo de cada
fitoestrogeno foram estabelecidos a partir de varredura espectral na faixa de 190 a 800 nm
utilizando o detector de arranjo de fotodiodos. Para o0 método HPLC-FLU, os comprimentos de
onda excitagdo e emissdo foram estabelecidos de acordo com informagGes da literatura correlata
(CANAVER, 2012; L1Z, 2013; KUMAR, 2014).

3.5.1.2 — A fase mével

A escolha da fase mdvel na andlise cromatogréfica envolve alguns fatores, que sdo
determinantes para uma resposta analitica adequada. A afinidade que a fase mével apresenta com
os analitos de interesse e, a compatibilidade da coluna com o solvente escolhido é alguns destes
fatores. A fase mdvel foi avaliada em relacdo ao tipo de solvente, na tentativa de se encontrar a
fase mdvel que apresentasse a melhor resposta para a maioria dos analitos, sendo avaliados, em
ambos os métodos, duas combinagdes de solventes, &gua e metanol e 4gua e acetonitrila.

Para o método HPLC-FLU, foi observada a separacdo cromatografica dos analitos em
uma mistura de quatro estrégenos com concentracao de 0,10 pg L™ para estriol, 17 B-estradiol e
17 a-etinilestradiol e 5,00 ug L™ para estrona.

Para o método HPLC-DAD, foi observado a separacdo cromatografica dos analitos em

uma mistura dos seis fitoestrégenos na concentragdo de 20,0 mg L™

3.5.1.3 - Vazdo, temperatura e pH da fase movel

As condicOes experimentais de vazdo e temperatura eleitas para compor 0s
procedimentos analiticos de ambos os métodos HPLC-FLU e HPLC-DAD foram estabelecidos

em funcdo das respostas intensidade, resolucdo, area e largura de pico cromatogréfico.
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Um planejamento fatorial completo 2° mais quatro pontos centrais foi utilizado para a
escolha dos parametros cromatograficos. Na Tabela 3.2 estdo listados os dozes experimentos ndo
codificados para os trés parametros avaliados (vazédo, temperatura e pH). O mesmo planejamento
foi realizado tanto para a metodologia dos estrégenos como a dos fitoestrogenos, alterando as

variaveis definidas para cada experimento.

Tabela 3. 2 - Planejamento experimental realizado para definicdo dos parametros de analise cromatogréafico: vazéo,
temperatura e pH da fase mével.

Experimento Vazdo (mL min™) Temperatura (°C) pH
1 0,8 27 3,0
2 1,2 27 3,0
3 0,8 33 3,0
4 1,2 33 3,0
5 0,8 27 ndo acidificado
6 1,2 27 ndo acidificado
7 0,8 33 ndo acidificado
8 1,2 33 ndo acidificado
9 1 30 3,0
10 1 30 3,0
11 1 30 ndo acidificado
12 1 30 ndo acidificado

A vazdo da fase mével variou de 0,8 a 1,2 mL min™, com o intuito de minimizar o tempo
da corrida cromatografica bem como o descarte de solventes organicos, sem comprometimento
da resolucdo. J& a temperatura variou de 27 a 33 °C, no forno cromatografico em ambos 0s
métodos desenvolvidos.

Também se avaliou a necessidade de acidificacdo da fase movel. Para tal, foi escolhido o
acido acético, mantendo na adicdo dos acidos o pH ajustado em 3,0, conforme sugerido por
outros autores (GIROTTO et al, 2007; MOREIRA, 2008).
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3.5.1.4— Modo de eluigdo

Em seguida verificaram-se as condi¢des de analise em relacdo ao modo da corrida, sendo
avaliados varios modos de corrida tanto o modo gradiente como o modo isocratico. As
composigdes das fases mdveis e os diferentes modos de eluigdo para o método HPLC-FLU e
HPCL-DAD estéo listados nas Tabelas 3.3 e 3.4, respectivamente.

Tabela 3. 3 - Diferentes programas de elui¢do testados para 0 método HLPC-FLU.

ACN/H,O 1,0 Isocratico 25 30 70
ACN/H,0 1,0 Isocrético 20 40 60
ACN/H,O 1,0 Isocratico 15 50 50
5 10 90
15 50 50
ACN/H,0 1,0 Gradiente 17 54 44
18 100 0
20 10 90
9 10 90
ACN/H;0 1,0 Gradiente L oL oL
19 60 40
20 10 90

Tabela 3. 4 - Diferentes programas de elui¢do testados para 0 método HLPC-DAD.

MeOH/ H,O 1,0 Isocratico 35 30 70
MeOH/ H,0 1,0 Isocratico 30 60 40
MeOH/ H,O 1,0 Isocratico 25 50 50
10 05 95

) 15 65 35

MeOH/ H,0 1,0 Gradiente 20 100 0
25 05 95

10 15 85

) 15 20 80

MeOH/ H,0O 1,0 Gradiente 20 100 0
25 15 85
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3.5.1.5— A fase estacionaria

As fases estacionarias mais utilizadas na HPLC para separacdo de compostos organicos,
como os interferentes endocrinos, sdo do tipo fase reversa com base de silica (grupos C18). Com
base nesta informacdo, definiu que a coluna utilizada no desenvolvimento dos métodos HPLC-
FLU e HLPC-DAD seria uma coluna C18 de fase reversa. Foram testadas colunas nos
comprimentos de 5, 10, 15 e 25 cm. Também foi utilizado uma coluna de guarda C18 de 4,0 mm
de comprimento e 3,0 mm de didmetro interno, da marca PHENOMENEX.

Para a aquisicdo de dados, foi utilizado o software do proprio equipamento, o
Chromeleon versdo 6.1 (DIONEX CA). Os célculos e elaboracdo de curvas foram feitos

utilizando o software Origin versdo 8.0.
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SEGUNDA ETAPA: VALIDACAO DAS METODOLOGIAS ANALITICAS
3.6 — Validacao dos métodos analiticos HPLC-FLU e HPLC-DAD

Na etapa de validacdo da metodologia analitica por HPLC foram avaliados os dois
métodos cromatograficos, sendo um para os estrogenos — HPLC-FLU e outro para 0s
fitoestrdgenos — HPLC-DAD. Os pardmetros de desempenho analitico estimados para a

validacdo foram os mesmos para ambos os métodos.

3.6.1 — Seletividade

Neste trabalho, a seletividade dos métodos foi avaliada pela comparagdo dos
cromatogramas obtidos a partir da injecdo de:
1) Amostra coletada no rio (testemunha);
2) Amostra coletada no rio e fortificada com estrogenos e fitoestrégenos separadamente, antes da
extracdo (amostra fortificada);
3) Mistura dos compostos com a mesma concentracdo da amostra fortificada (MIX) tanto para

0s estrogenos, quanto para os fitoestrdégenos;

Para o0 método HPLC-DAD, as amostras foram fortificadas com os seis fitoestrogenos nas
concentracdes de 20,0 mg mL™. Ainda como teste seletividade para o método HPLC-DAD,
também foram comparados o0s espectros de absorcdo ultravioleta da testemunha, amostra
fortificada e MIX.

3.6.2 — Linearidade e faixa de concentragao

A linearidade dos métodos desenvolvidos foi avaliada através do método de padronizacdo
externa, conforme descrito na Secdo 2.7.2. As concentracdes das solugdes de trabalho contendo
0s estrogenos, utilizadas para obtencdo das curvas analiticas do método HPLC-FLU foram 3,12;
6,25; 12,5; 25,0; 50,0 e 100 ug L™ para 17 B-estradiol, 17 a-etinilestradiol e estriol e 15,6; 31,2;
62,5; 125; 250 e 500 pg L™ para estrona. Para o método HPLC-DAD as concentracdes foram
0,05; 0,25; 1,00; 5,00; 10,0 e 20,0 mg mL™ para os seis fitoestrgenos. Os ajustes das
curvas/linearidade, tanto para 0 método HPLC-FLU como para o método HPLC-DAD foram
avaliados com base nas curvas analiticas e 0s seus respectivos coeficientes de correlagéo linear
(r).Um valor acima de 0,99 é considerado como evidéncia de um ajuste ideal dos dados para a
linha de regressdo (SHABIR, 2003; JENKE, 1998; GREEN, 1996; BRASIL. ANVISA, 2003)
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recomenda como um critério minimo aceitdvel um coeficiente igual a 0,99 e o INMETRO
(BRASIL. INMETRO, 2003) um valor acima de 0,90.

3.6.3 — Limite de deteccéo e limite de quantificagcdo

Neste trabalho, o LD e LQ dos métodos HPLC-FLU e HPLC-DAD propostos foram
estimados com base nos parametros das curvas analiticas (BRASIL. ANVISA, 2003), como
discutido no Capitulo 02 (Se¢do 2.7.3). E importante lembrar que nas estimativas de LD e LQ

levou-se em conta os fatores de pré-concentracdo das amostras obtidos na etapa SPE.

3.6.4 — Precisao

Para avaliagdo da precisdo foram realizados testes de repetibilidade para ambos os
métodos propostos, HPLC-FLU e HPLC-DAD.

Para o método HPLC-FLU, a repetibilidade partiu de nove determinacBes sucessivas
conforme descrito a seguir:

a) Trés determinacBes em solucdo de trabalho contendo os quatro estrégenos no nivel de
concentragdo baixo (3,12 pug L™ para 17 B-estradiol, 17 o-etinilestradiol e estriol e 0,15 mg
L para estrona);

b) Trés determinacdes em solucdo de trabalho contendo os quatro estrogenos no nivel de
concentracdo intermediério (25,0 ug L™ para 17 B-estradiol, 17 a-etinilestradiol e estriol e
1,25 mg L™ para estrona) e;

c) Trés determinacbes em solucdo de trabalho contendo os quatro estrogenos no nivel de
concentrago alto (100 pg L™ para 17 p-estradiol, 17 o-etinilestradiol e estriol e 5,00 mg L™

para estrona).

Também para método HPLC-DAD, a avaliagéo da repetibilidade (BRASIL. ANVISA,
2003) baseou-se nos resultados de nove determinagdes sucessivas, as quais se referem a:
a) Trés determinaces na concentracdo de 0,10 mg L™ (nivel de concentracéo baixo) de todos
os fitoestrogenos;
b) Trés determinagdes na concentracdo de 1,00 mg L™ (nivel de concentracdo intermediério) de
todos os fitoestrogenos e;
c) Trés determinacBes na concentracdo de 10,0 mg L™ (nivel de concentragéo alto) de todos os
fitoestrogenos.
Todas as determinacdes foram realizadas por um mesmo analista, no mesmo instrumento,

sob as mesmas condicdes de analise, mesmo local, em um curto intervalo de tempo.
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A precisao intermediaria, para ambos 0s métodos, foi avaliada da mesma maneira que a
repetibilidade, sendo realizadas nove medidas sucessivas, pelo mesmo analista, sob as mesmas

condic¢des, no mesmo instrumento, entretanto em trés dias diferentes.

3.6.5 — Exatidao

A exatiddo foi avaliada através do ensaio de recuperacdo, conforme descrito na Secao
2.7.5. Os ensaios de recuperacdo foram feitos de acordo com o procedimento descrito na Secao
3.4, e em seguida as amostras foram analisadas por HPLC.

Para o método HPLC-FLU, as amostras de agua foram fortificadas com solucbes de
trabalho (MI1X) contendo os quatro estrogenos, em trés niveis de concentragdo, sendo 3,12 pug L
1,25,0 ugL™ e 100 pugL™* (nivel baixo, intermediério e alto, respectivamente) para 17 p-estradiol,
17 o-etinilestradiol e estriol e 0,15 mgL™, 1,25 mgL™ e 5,00 mgL™ (nivel baixo, intermediario e
alto, respectivamente) para a estrona.

Para o método HPLC-DAD, as amostras de agua foram fortificadas com os seis
fitoestrégenos, em trés niveis de concentracdo de 0,10; 1,00 e 20,0 mg L™ (baixo, intermediario e
alto, respectivamente). Foram realizados ensaios em triplicata, nos trés niveis de concentracgéo,

totalizando nove determinagdes.

3.6.6 — Estabilidade

A estabilidade de longa duracdo foi avaliada apds ciclos de congelamento e
descongelamento, utilizando trés solucBes padrdo em nivel baixo e trés solugdes padrdo em nivel
alto concentracdo. Nestes ciclos, as solu¢Bes eram congeladas a -20°C (no minimo) e mantidas
por 24 horas, sendo entdo submetidas ao descongelamento a temperatura ambiente. Quando
completamente descongeladas, eram novamente congeladas, por 12 a 24 horas e, assim
sucessivamente, até contemplar os trés ciclos. Os resultados foram comparados com aqueles
obtidos das analises das solu¢des recém-preparadas.

Para 0 caso da estabilidade de curta duracdo utilizou-se também trés solucdes padrdo em
nivel baixo e trés em nivel alto de concentracdo, e cada uma delas foi mantida & temperatura
ambiente entre 4 (quatro) a 24 (vinte e quatro) horas antes das analises. Os resultados foram

comparados com aqueles obtidos da analise das solucbes recém-preparadas.
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TERCEIRA ETAPA: SELECAO DA AREA DE ESTUDO E APLICACAO DOS
METODOS VALIDADOS COM AMOSTRAS REAIS

Apds definicdo da area de estudo e dos pontos em que seriam coletadas as amostras de
agua, foram realizadas 03 campanhas amostrais a fim de se obter amostras de &gua superficial
para que se fosse possivel quantificar os contaminantes estudados, nestas amostras de agua.

3.7 —Selecdo da area de estudo

Ao longo do Rio Cuié observa-se um acelerado processo de retirada da vegetacao natural
e, aumento de &reas com ocupacdo urbana. Esta ocupacdo iniciou-se para atividades
socioecondmicas, referentes a pastagem e agricultura, a partir do estabelecimento de granjas e
sitios e, posteriormente, sugiram 0s primeiros conjuntos habitacionais. A Figura 3.1 apresenta
um mapa da cidade de Jodo Pessoa-PB sinalizando, dentre outros, os recursos hidricos da cidade

com destaque para bacia do Rio Cuia.

MUNICIiPIO DE JOAO PESSOA
. CENTRO HISTORICO

I rArRQUES URBANOS

m OwasoE PRESERVAGAO
AMBIENTAL NATURAL

B  Rrecursos HiprICOS

BACIA DO RIO CUIA

Figura 3. 1 — Mapa da cidade de Jodo Pessoa-PB, com destaques das areas ambientais desde parques, zonas de
preservacdo e recursos hidricos principalmente da bacia do Rio Cuid. (Retirado e adaptado de
http://www.joaopessoahistorica.com/2011/05/croguis-de-joao-pessoa.html).
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3.7.1 — Os pontos de coleta

As amostras de agua superficial foram coletadas num trecho de cinco quilémetros da

bacia do Rio Cuia, entre a nascente e a foz, conforme apresentado na Figura 3.2.
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- e~ ‘)z».-_-r-,
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i
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;I‘n'?;;””ﬂlllll%’

S 3 .
II B T AT :,.._ ____ﬁ

Conjunito
Habitacional |$

Figura 3. 2 - Imagem aérea do Rio Cuia em Jodo Pessoa PB. Destaque para 0s cinco pontos de coleta de amostras,
nascente (*), foz (1) e os trés principais afluentes: rio Laranjeira (linha laranja tracejada), riacho Mangabeira (linha
amarela tracejada); riacho Sanhava (linha verde tracejada) (Fonte: adaptado de google maps).
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Nesse trecho foram selecionados cinco pontos de coleta localizados tanto a montante e a
jusante, quanto na zona de mistura do lancamento da Estacdo de Tratamento de Esgotos de
Mangabeira (ETE-Mangabeira). Os pontos de coleta P1, P2, P3, P4 e P5 foram
georreferenciados utilizando um aparelho GPS (do inglés: Geographic Position Satelit - GPS)

conforme apresentado na Tabela 3.5.

Tabela 3. 5 - Localizagdo, em coordenadas geografica, dos pontos de coleta de amostras agua superficial do Rio
Cuia em Jodo Pessoa-PB.

Ponto Localizacéo Coordenada Geografica
P1 Ponto a 3,5 km montante do langcamento 7°11°34.88> S ¢ 34°50° 49.03”” O
P2 Ponto a 1 km montante do langamento 7°11°35.65” S e 34° 50” 23.06 O
P3 Ponto de langamento da ETE-Mangabeira  7° 11° 32.04”” S e 34° 50° 12.62”* O
(Zona de mistura)
P4 Ponto a 1,5 km jusante do langamento 7°11°30.14 S e 34° 49’ 46.16”° O
P5 Ponto a 3,5 km jusante do langamento 7°11° 57.56 S ¢ 34°49° 27.40”° O

3.8 —Coleta e armazenamento das amostras

Foram realizadas trés campanhas para a coleta das amostras, as quais estdo especificadas
na Tabela 3.7. O plano amostral incluiu as coletas de amostras nos pontos citados na Tabela 3.6,
por um periodo de um ano, envolvendo periodos de seca e chuva, na regido. As coletas foram

realizadas sempre no inicio de cada més e horario fixo de coleta entre 8 e 11 horas da manha.

Tabela 3. 6 - Informacdes das campanhas amostrais realizadas.

Campanhas Data Periodo de Chuva Pontos de amostragem
1° Abril/13 sim PlaP3eP5
2° Julho/13 sim Pl1aP5
3° Dezembro/13 nao Pl1aP3eP5

Em cada ponto de coleta do Rio Cuia eram coletados 12 litros de agua, divididos em 3
(trés) frascos &mbar de quatro litros, para a realizacdo das medidas em triplicata. As amostras
eram acidificadas a pH proximo de 3, no proprio local de coleta, com acido acético glacial grau
HPLC. Em seguida eram armazenadas em caixa de isopor, com gelo, at¢é o momento da
realizacdo da etapa de filtragdo e extracdo em fase solida. O periodo de armazenamento das

amostras no isopor com gelo era de aproximadamente duas horas.
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4 — Resultados e Discussao

Para melhor compreensdo, este capitulo esta dividido em trés se¢des: Desenvolvimento
dos métodos analiticos; Validacdo dos métodos analiticos e; Aplicacdo dos métodos analiticos

em amostras reais.

PRIMEIRA ETAPA: DESENVOLVIMENTO DAS METODOLOGIAS ANALITICAS
4.1 — Otimizacéo das condicGes para a fase extratora
e Estudo de saturacdo da fase extratora

Testes realizados para diferentes volumes de amostra (250, 500 e 1.000 mL) a ser
utilizado no procedimento de extracdo/pré-concentragdo resultaram em recuperagdes dos analitos
entre 90 e 114%, todos considerados satisfatérios. No entanto, visando alcancar menor valor de
LD analitica, decidiu-se por utilizar o volume de 1.000 mL de amostra para 0s estudos

subsequentes. O procedimento estabelecido para SPE esta mostrado na Figura 4.1.

Etapal - « ; )
. Condicionamento da Succéo de 3 mL d?c agua,T_edgmda de 3 mL de metanol pela
fase sélida ase solida extratora.

Etapa 2 - Extracdo e

pré-concentracio Sucgdo de 1.000 mL de amostra pela fase sdlida extratora.

Etapa 3 - Limpeza
— para remogéo de
interferentes

Succéo de 4 mL de uma solugdo ACN/Agua (10:90 v/v) pela
fase sélida extratora e secagem sob vacuo por 3 minutos

SPE
]

Succao de uma solugdo metanol/agua (50:50 v/v) em 3
aliquotas de 3 mL pela fase sélida com recolhimento em
frasco apropriado.

Etapa 4 - Eluicdo dos
analitos da fase sélida

Secar as solugdes com fluxo de nitrogénio até a secura total
e ressuspender em 350 pulL de ACN para os estrogenos e de
MeOH para os fitoestrdgenos

Etapa 5 - Secagem e
ressupenséo

Figura 4. 1- Esquema do procedimento experimental definido para SPE (Fonte: elaborada pela autora).

4.2 — Otimizacdo das condigdes cromatogréaficas
4.2.1 — Escolha do tipo de detector

Para os estrogenos, verificou-se que, apenas o estriol apresentou resposta no detector de

DAD, conforme observado no espectro em 3D de uma corrida cromatografica utilizando um

Moreira, E.D.T.
48



Resultados e Discussao

padrdo contendo os quatro estrogenos (Figura 4.2(a)). Por esse motivo optou-se em utilizar o
detector FLU na determinacéo dos estrogenos. Sendo assim, 0s comprimentos de onda maximos
de excitacdo e de emissdo adotados com o método HPLC-FLU, ora desenvolvido, foram 230 e
306 nm, respectivamente. No final pode-se constatar a deteccdo fluorescente dos quatro

estrogenos estudados (Figura 4.2(b)).
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Figura 4. 2 - (a) Espectro em trés dimensoes registrado no detector de DAD de 190 a 500 nm e (b) cromatograma
registrado com um fluorimetro com Aemissaio= 306 NM € Aeycitagio= 230 NM, ambos de uma solugéo de trabalho quatro
estrogenos nas seguintes concentragdes: estriol, 17 B-estradiol e 17 o-etinilestradiol = 0,10 mg L™ e estrona = 5,00
mg L™, empregando o método HPLC-FLU e as condigdes otimizadas apresentadas na Tabela 4.4 (Fonte: elaborada
pela autora).
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Quanto aos seis fitoestrogenos estudados, nenhum apresentou sinal fluorescente e, por
este motivo, optou-se por analisa-los utilizando o detector DAD.

Os cromatogramas registrados em trés dimensdes para cada um dos seis fitoestrogenos
estdo apresentados nas Figuras A.1 a A.6, que se encontram no Apéndice A. Através destes
cromatogramas foi possivel definir os comprimentos de onda de maxima absorcéo para 0s seis

fitoestrdgenos, os quais estdo apresentados na Tabela 4.1.

Tabela 4. 1 - comprimentos de onda () de méaxima absorcéo para os seis fitoestrogenos.

Composto Amax. (NM)
Daidizina 250,3
Genistina 260,8
Daidizeina 248,6
Genisteina 256,4
Formononetina 258,0
Biochanin A 260,1

Como se nota, sdo seis maximos de absorcdo que diferem pouco entre eles, mas que com
excecdo do 260 nm, apresentam linha de base instavel e por isso este Gltimo foi eleito para

registro dos cromatogramas no método HPLC-DAD.

4.2.2 — A fase moével

Para o método HPLC-DAD, a combinacéo acetonitrila/agua resultou ora em coeluicéo e
ora em ndo eluicdo de dois dos seis fitoestrogenos estudados, conforme mostrado no
cromatograma abaixo (Figura 4.3 (a)). Por isso optou-se em utilizar a combinacdo metanol/agua,
a qual revelou a separacdo satisfatoria dos seis analitos detectados pelo método HPLC-DAD,

conforme ilustrado no cromatograma da Figura 4.3 (b).
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Figura 4. 3 - Cromatogramas de uma solu¢do de trabalho contendo os fitoestrégenos daidizina, genistina,
daidizeina, genisteina, formononetina e biochanin A na concentragdo de 10,0 mg L™ obtidos pelo método HPLC-
DAD com (a) fase mével ACN/H,0 e (b) MeOH/H,O (Fonte: elaborada pela autora).

No método HPLC-FLU, a combinacdo metanol/agua néo foi eficiente para a separacao,
pois ocorreu coeluicdo de todos os quatro estrégenos estudados pelo método proposto, como
pode se observar no cromatograma da Figura 4.4(a). A combinacdo agua/acetonitrila foi a que

apresentou as melhores condicGes de respostas cromatograficas para estes analitos.
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Figura 4. 4 - Cromatogramas de uma solugdo de trabalho contendo os estrdgenos nas seguintes concentragGes:
estriol, 17 B-estradiol e 17 a-etinilestradiol = 0,10 mg L™ e estrona = 5,00 mg L™, registrados com o método HPLC-
FLU com (a) fase mével MeOH/H,0 e (b) ACN/H,O (Fonte: elaborada pela autora).
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4.2.3 — Vazao, temperatura e pH da fase movel

Para avaliar os efeitos do pH, da temperatura e da vazdo na amostragem dos estrégenos e
fitoestrogenos, foram estudados os cromatogramas individualmente de ambos métodos HPLC-
DAD e HPLC-FLU, comparando area de pico, resolucéo e tempo de corrida. Os resultados dos
experimentos estabelecidos no planejamento fatorial 2° da Tabela 3.2, séo apresentados nos
cromatogramas das Figuras B.1 e B.2, no Apéndice B. Nos resultados, de ambos os métodos, foi
observado que:

1°)  Os cromatogramas obtidos sem adicdo de acidos apresentaram tempo de corrida
cromatografica menor, quando comparados aqueles obtidos com a fase mével acidificada.
Por outro lado, apresentaram picos com &reas menores e resolucdo menor e por esse

motivo definiu-se entdo acidificar a fase movel em pH 3.

2°)  As vazdes abaixo de 1,0 mL min™ resultaram em picos mais alargados, enquanto que
vazdes igual ou superior 1,0 mL min™ néo apresentaram cromatogramas significativamente
diferentes, dessa forma, por questdes de economia de eluentes, optou-se em estabelecer a

vazdo em 1,0 mL min™.

3% Em relacdo a temperatura utilizada nas amostragens em ambos métodos, ocorreu
variacdo na resolucdo e no tempo de corrida cromatografica entre as temperaturas
estudadas, porém foram variacdes discretas (abaixo de 3%). Dessa forma, foi estabelecida
a amostragem a 30 °C, por essa ser uma temperatura similar a média encontrada nas aguas

superficiais estudadas.

4.2.4 — Modo de eluicéo

A partir da auséncia ou presenca de coeluicdo de analitos, os testes revelaram que a
eluicdo isocratica mostrou-se eficiente para a separacdo dos estrogenos, nao havendo
necessidade de elaboragdo de um programa de gradiente para separa-los. O programa de elui¢éo
definido para 0 método HPLC-FLU esta descrito na Tabela 4.2.

Tabela 4. 2 - Programa de eluicdo definido para o método HLPC-FLU.

Fase Vazéo Modo de eluicéo Programa de eluicdo
Movel (ml min™) Tempo (min) ACN (%) H,0 (%)
ACN/H,0O 1,0 Isocratico 15 50 50
Moreira, E.D.T.
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No entanto para os fitoestrogenos do método HPLC-DAD, o modo isocrético ndo foi
eficiente, pois neste caso ocorrem coelui¢des de picos conforme demonstrado no cromatograma
da Figura 4.5. Dessa forma, diferentes programas em modo gradiente foram testados resultando
no programa de eluicdo descrito na Tabela 4.3 que passou a ser adotado no método HPLC-DAD.

Sinal analitico (mAu)

1 min
1,00 T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T
0,0 2,5 5,0 7,5 10,0 12,5 150 175 20,0

Tempo de retengdo (min)

Figura 4. 5 - Cromatograma de uma solucédo de trabalho contendo os fitoestrogenos daidizina, genistina, daidizeina,
genisteina, formononetina e biochanin A, na concentragdo de 20,0 mg L™, obtido empregando uma corrida
isocratica (Fonte: elaborada pela autora).

Tabela 4. 3 - Programa de eluicdo definido para o0 método HLPC-DAD.

MeOH/ H,O 1,0 Gradiente

25 15 85
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4.2.5 — Fase Estacionaria

As colunas de 10, 7,5 e 5,0 cm n&o apresentaram boa eficiéncia na separagéo dos analitos
estudados, pois apresentaram sobreposicdo de picos cromatograficos. No entanto com a coluna
de 25 cm (ou 250 mm) de comprimento, foi possivel perceber a separacdo dos analitos de
interesse. Dessa forma, tanto para método HPLC-FLU, quanto para o método HLPC-DAD, foi
adotada a coluna de 250 mm comprimento, constituida internamente de particulas de 5um e
didmetro de 4,6 mm.

O volume de injecdo manteve-se constante e igual a 20 uL em todas as medidas, pois a
alca de amostragem do equipamento é fabricada neste volume.

As melhores condicbes cromatograficas de separacdo e quantificacdo de estrogenos e
fitoestrogenos, usando os métodos HPLC-DAD e HPLC-FLU, estdo apresentadas de forma

resumida na Tabela 4.4.

Tabela 4. 4 - Resumo das condicBes otimizadas dos métodos HPLC-FLU e HPLC-DAD

Condicbes Cromatograficas Método HPLC-FLU  Método HPLC-DAD
Tipo de detector FLU DAD
Comprimento de onda de excitacdo e emisséo 230 e 306 nm -
Comprimento de onda de deteccéo - 260 nm
Fase mdvel ACN/H,0 MeOH/ H,0
Vazao 1,0 mL.min™ para ambos
Modo de eluicédo Isocratico Gradiente
Temperatura 30 °C para ambos
Coluna C18: 250 mm x 4,6 mm X 5 um
VVolume de injecdo 20 uL para ambos

Na Figura 4.6 é apresentado um cromatograma de uma solucéo de trabalho contendo os
quatro estrégenos (MIX) nas seguintes concentragdes: estriol, 17 p-estradiol e 17 o-
etinilestradiol = 0,10 mg mL™ e estrona = 5,00 mg mL™, empregando 0 método HPLC-FLU e as
condicBGes otimizadas apresentadas na Tabela 4.4. Nesse mesmo cromatograma € possivel
observar a separacdo dos quatro estrégenos em um tempo total de corrida cromatogréfica de 12,5

minutos.
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Figura 4. 6 - Cromatograma de uma solugdo de trabalho quatro estrégenos nas seguintes concentracdes: estriol, 17
B-estradiol ¢ 17 a-etinilestradiol = 0,10 mg L™ e estrona = 5,00 mg L™, obtido empregando o método HPLC-FLU e
as condigdes otimizadas. Tempos de retencdo sdo indicados em cada pico. (Fonte: elaborada pela autora).

Na Figura 4.7 é apresentado um cromatograma de uma solucdo de trabalho contendo os
seis fitoestrégenos na concentragdo de 20,0 mg mL™, empregando o método HPLC-DAD e as
condigBes otimizadas apresentadas na Tabela 4.4. Nesse mesmo cromatograma é possivel
observar a separacdo dos seis fitoestrdgenos, sem sobreposicdes dos picos. Além disso, a

resolucdo foi de 3,84 a 9,85 para uma corrida cromatografica de 20 minutos.

500

mAU |

Genisteina - 12,600 min
Formononetina - 13,683 min
Biochanin A - 14,603 min

Genistina - 9,597 min
Daidzeina - 11,787 min

Sinal analitico (mAu)

Daidzina - 8,657 min

5,0 ‘ 1é,0 ‘ ‘ ‘ 16,0
Tempo de retencéo (min)

Figura 4. 7- Cromatograma de uma solucdo de trabalho contendo os fitoestrdgenos daidizina, genistina, daidizeina,
genisteina, formononetina e biochanin A na concentragdo de 20,0 mg L™, obtido empregando o método HPLC-DAD
e as condicOes otimizadas. Tempos de retencdo sdo indicados em cada pico. (Fonte: elaborada pela autora).
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SEGUNDA ETAPA: VALIDAGCAO DAS METODOLOGIAS ANALITICAS

A validacdo analitica, que foi adotada no presente estudo, baseou-se nos parametros
analiticos mencionados e detalhados na secdo 2.7.2. Nesta secdo os resultados da validacdo dos
métodos HPLC-FLU para os estrogenos e HPLC-DAD para os fitoestrogenos serdo apresentados

simultaneamente.

4.3 — Seletividade

Os resultados dos testes de seletividade do método HPLC-FLU estdo apresentados nos

cromatogramas da Figura 4.8 e do método HPLC-DAD estdo apresentados Figura 4.9.
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Figura 4. 8 - Cromatogramas de: (1) mistura padrdo de concentracdo intermediaria dos quatro estrégenos (25,0 pg
L™ para estriol, 17 p-estradiol, 17 o-etinilestradiol e 1,25 mg L™ para estrona), (2) de uma amostra testemunha,
coletada no ponto P1 e fortificada no nivel de concentracéo intermediaria (25,0 pg L™ para estriol, 17 B-estradiol,
170-etinilestradiol e 1,25 mg L™ para estrona) e (3) uma amostra testemunha, coletada no ponto P1 sem fortificacéo.
Todos os cromatogramas foram registrados por HPLC-FLU (Fonte: elaborada pela autora).
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Figura 4. 9 - Cromatogramas de: (1) mistura padrdo dos fitoestrégenos daidizina, genistina, daidizeina, genisteina,
formononetina e biochanin A, de concentracdo intermediaria (1,00 mg L), (2) de uma amostra testemunha,
coletada no ponto P1 e fortificada no nivel de concentracdo intermediaria (1,00 mg L™) e; (3) de uma amostra
testemunha, coletada no ponto P1 sem ser fortificada. Todos os cromatogramas foram registrados por HPLC-DAD
(Fonte: elaborada pela autora).

Observando os cromatogramas da Figura 4.8 e relacionando os valores das areas e 0s

tempos de retencdo, pode-se dizer que ndo ha evidéncias de substancias interferentes junto aos

picos dos quatro estrogenos. Isso pode ser atribuido a seletividade da técnica de detecgdo

fluorescente que explora a pouca possibilidade de mais de uma molécula se excitar com o

mesmo comprimento de onda de excitacdo e fluorescer no mesmo comprimento de onda de

emissdo (HOLLER et al., 2009). Resultados séo similares agqueles obtidos por outros trabalhos

(DALLEGRAVE, 2012) também envolvendo amostras de aguas superficiais e efluente urbanos

utilizando cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. Com isso, tem-se a
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indicacdo de suficiente seletividade do método HPLC-FLU, para distinguir os analitos dos
componentes interferentes da matriz.

A analise dos cromatogramas mostrados na Figura 4.9, também demonstrou elevada
seletividade do método HPLC-DAD para os seis fitoestrogenos frente a possiveis interferentes.
Para comprovar essa seletividade, foi obtido e examinado um espectro de absor¢cdo molecular
entre 120 e 400 nm para cada um dos seis fitoestrogenos numa corrida cromatogréfica. Tais
espectros de absorcdo sdo apresentados na Figura 4.10 e na Figura 4.11 onde se constata a
similaridade entre as bandas de absorcdo de um fitoestrogeno, tanto numa solucéo padréo (linha

rosa), quanto numa testemunha fortificada (linha azul).

Daidzina 50%at863min  -10%at8.80 min Genistina  50%at959min ~ -10%at 9.76 min
60,0 B 60,0 7

2605

50,0+ 5004

g
g

Absorbancia (mAu)
®

Absorbancia (mAu)
2

125 25

0,0+ 004

. 0T T T T T T T T
1% W W % A W W M W W 1% 20 W B R W W M R W 4D

Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

Daidzeina 50%at1181min  -10%at 1195 min

120%

10 1988 2485

Absorbéancia (mAu)

L
19 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400
Comprimento de onda (nm)

Figura 4. 10 - Espectros de absor¢do molecular UV-Vis obtidos em corrida cromatogréfica de: (1) daidizina; (2)
genistina e; (3) daidizeina em (— ) padrdo de 10,0 mg L™ e em (— ) amostra testemunha fortificada a 10,0 mg L~
! (Fonte: elaborada pela autora).
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Figura 4. 11 - Espectros de absor¢do molecular UV-Vis obtidos em corrida cromatogréafica de: (1) genisteina; (2)
formononetina e; (3) biochanin A em ( —) padro de 10,0 mg L™ e em ( — ) amostra testemunha fortificada a
10,0 mg L. (Fonte: elaborada pela autora).

Note-se também que para cada um dos seis espectros, a seletividade do método HPLC-
DAD também resulta da clara auséncia de bandas de absorgéo interferentes.

4.4 — Linearidade e faixa dinamica

As curvas analiticas dos quatro estrogenos (estriol, 17 B-estradiol, 17 a-etinilestradiol e
estrona) e dos seis fitoestrogenos (daidizeina, genisteina, daidizina, genistina, formononetina e

biochanin A), foram obtidas a partir de modelos de calibragdo relacionando a concentragdo dos
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compostos estudados e as &reas dos picos cromatogréaficos. Tais curvas analiticas estdo

apresentadas nas Figuras 4.12 e 4.13, respectivamente.
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Figura 4. 12 - Curvas analiticas obtidas para os quatro estrégenos na faixa de concentracéo de 3,12 a 100 pg L™
para 17 B-estradiol, 17 a-etinilestradiol e estrona e 15,6 a 500 pg L™ para estriol (Fonte: elaborada pela autora).
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Figura 4. 13 - Curvas analiticas obtidas para os seis fitoestrogenos daidzina, genistina, daidzeina, genisteina,
formononetina e biochanin A na faixa de concentracdo de 0,25 a 20,0 mg L™ (Fonte: elaborada pela autora).

Os modelos lineares de calibragéo foram obtidos por regresséo linear pelo modelo dos

minimos quadrados, usando medidas em triplicatas em cada nivel de concentracdo (mencionadas

na Secdo 3.6.2). As equaces das retas (y = ax + b), a faixa linear dinamica e os coeficientes de
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correlacdo linear das curvas analiticas dos quatro estrogenos e dos seis fitoestrogenos sdo
apresentados nas Tabelas 4.5 e 4.6, respectivamente.

Tabela 4. 5 - Equacdes das retas (y = ax + b), faixa linear dindmica e coeficientes de correlagdo linear das curvas
analiticas dos quatro estrogenos.

Estrona 15,6 a 500 y =-0,0028+0,0052*x  0,9979 6
17 B-estradiol 3,12 a 100 y =-0,0113+0,0117*x  0,9998 6
17 a-etinilestradiol 3,12 a 100 y =-0,0052+0,0120*x  0,9963 6
Estriol 3,12a100 y =-0,0020+0,2584*x  0,9969 6

Tabela 4. 6 - Equacdes das retas (y = ax + b), faixa linear dindmica e coeficientes de correlagdo linear das curvas
analiticas dos seis fitoestrdgenos.

Daidizina 0,25a20,0 y =-0,0217+0,5339*x  0,9990 6
Genistina 0,25a20,0 y =0,0049+0,8466*x  0,9984 6
Daidizeina 0,25a20,0 y =0,0272+0,9681*x  0,9951 6
Genisteina 0,25a20,0 y =-0,0774+0,8978*x  0,9989 6
Formononetina 0,25a20,0 y =0,0222+0,8805*x  0,9987 6
Biochanin A 0,25a20,0 y =0,2948+0,9854*x 00,9981 6

Como observado nas curvas analiticas dos estrdégenos e fitoestrogenos, sdo encontrados
resultados de linearidade satisfatorios. Tal afirmativa foi corroborada com os valores de
coeficiente de correlacdo que foram superiores a 0,995, em concordancia com o preconizado pela
ANVISA (BRASIL. ANVISA, 2003).
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Residuo Studentizado

Residuo Studentizado

A linearidade das curvas analiticas foi confirmada pela anélise gréfica dos residuos

gerados pelos modelos de calibracdo. Tal analise partiu dos gréficos apresentados nas Figuras

4.14 e 4.15 que comprovam ndo haver pontos atipicos (outliers) na calibracdo, que poderiam

influenciar os modelos. Em nenhum desses graficos houve ocorréncia de residuos maiores que 2

ou menores que -2. Os gréficos ndo apresentam tendéncia que demonstre a falta de ajuste dos

modelos, confirmando sua adequacéo as respostas obtidas.
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Figura 4. 14 - Gréficos dos residuos das curvas analiticas dos estrégenos estriol (E3), 17 B-estradiol (E2), 17 a-
etinilestradiol (EE2) e estrona (E1) (Fonte: elaborada pela autora).
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Figura 4. 15 - Gréficos dos residuos das curvas analiticas dos fitoestrogenos daidizina, genistina, daidzeina,
genisteina, formononetina e biochanin A (Fonte: elaborada pela autora).
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Para corroborar na validacdo dos modelos de calibracdo, foi aplicada a ANOVA que
resultou nas Tabelas C.1 a C.9, do apéndice C. Uma tabela resumida dos resultados da ANOVA

¢ apresentada a seguir para 0s quatro estrogenos e seis fitoestrogenos (Tabela 4.7).

Tabela 4. 7 - Dados obtidos na aplicacdo da ANOVA aos modelos de calibracdo dos dez analitos estudados.

Analito Significancia de R Falta de Ajuste
MQr/MQr MQfaj/MQep
Daidizina 9513,4 2,7058
Genisteina 1892,50 2,5390
Genistina 7727,11 2,6872
Daidizeina 3283,12 2,0886
Formononetina 2813,29 1,3727
Biochanin A 1767,34 2,1124
Estriol 7994,26 1,2849
17 B-estradiol 6958,6 1,2738
17 a-etinilestradiol 3921,12 2,6811
Estrona 5540,87 0,3208

Para examinar as significancias da regressao linear (MQr/MQ;) e da falta de ajuste
(MQri/MQgp) apresentadas na Tabela 4.7 utilizou-se, respectivamente, Fipelago=Fa112 (ponto de
distribuicdo F para 4 e 12 graus de liberdade ao nivel de confianca de 95%) igual a 3,26 e
Franelado=F1.16 (ponto de distribuicdo F para 1 e 16 graus de liberdade ao nivel de confianca de
95%) igual a 4,49. Com isso, se constata que todos os modelos apresentam regressdo linear
significativamente elevada. E que também ndo se evidencia falta de ajuste em nenhum dos
modelos.

Pode-se afirmar com 95% de confianca que os modelos utilizados sao lineares em todas

as suas faixas de concentracdo aplicadas.

4.5 — Limite de deteccéo e limite de quantificagcdo

Os valores dos limites de deteccdo e quantificacdo dos dois métodos desenvolvidos foram
determinados com base nos parametros das curvas analiticas (BRASIL. ANVISA, 2003), de

acordo com as equacdes 2.3 e 2.4 citadas na secao 2.7.3.
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Os valores de LD e LQ sé&o apresentados na Tabela 4.8 e Tabela 4.9.

Resultados e Discussdo

No célculo dos valores de LD e LQ foi considerado o fator de pré-concentracdo das

amostras, obtidos durante a etapa de SPE, que foi de 2.857 vezes.

Tabela 4. 8 - Limites de deteccdo e quantificagdo obtidos para os estrégenos pelo método HPLC-FLU.

Estriol 1,33
17 B-estradiol 1,25
17 a-etinilestradiol 1,36
Estrona 51,6

3,13
2,93
3,19

121

0,00395
0,00921
0,00995

0,00757

Tabela 4. 9- Limites de deteccdo e quantificacdo obtidos para os fitoestrogenos pelo método HPLC-DAD.

Daidizina 0,61
Genistina 0,70
Daidizeina 0,46
Genisteina 1,87
Formononetina 1,43
Biochanin A 0,64

1,62

1,86

0,124
0,225
0,456
0,593
0,462

0,674

Os valores de LD e LQ aqui encontrados foram comparados com valores apresentados

em outros trabalhos da literatura, em que foram estudados os mesmos analitos e que sdo listados

nas Tabelas 4.10 e 4.11.
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Algumas informagdes pertinentes, relativas as condi¢fes de andlises também s&o

apresentadas.

Tabela 4. 10 - Trabalhos publicados na literatura que analisaram amostras contendo estrogenos.

Estrogenos Tipo de Técnicade Método de Rec. LD LQ Ref.
amostra Extracdo deteccdo (%) (ngL™"  (ngL?

Estriol, 17 B- Agua de rio SPE LC-UV 78-101  240-510 - Stafiej, et.
estradiol, 17 a- al., 2007
etinilestradiol e
estrona
Estriol, 17 B- Agua de ETE SPE HPLC- 56-93 25-500 - Alda et
estradiol e estrona DAD-MS al., 2000
Estriol, 17 - Agua de MIP-SPE UHPLC- >82 45-9.8 14,9- L ucci et.
estradiol, 17 a- torneira e de TSQ-QqQ 32,6 al., 2011
etinilestradiol e rio
estrona e

dietilestilbestrol

Estriol, 17 B- Agua de rio e SPE RRLC-ESI- 73-123 0,10- - Liuet. al.,
estradiol, 17 a- agua de ETE MS/MS 1,44 2011
etinilestradiol e

dietilestilbestrol

Estriol, 17 B- Agua de rio e SPE LC-APPI- 74-107 0,4-12 - Ciofi et
estradiol e estrona de estuario automat. MS/MS al., 2013
Estriol, 17 B- Agua de rio SPE HPLC-FLU 81-106 1,33- 3,13-121  Presente
estradiol, 17 a- 51,6 trabalho
etinilestradiol e

estrona

Numa anéalise comparativa, € possivel perceber que no trabalho de Stafiej e colaboradores
em 2007, utilizando a mesma técnica de extracdo que a do presente trabalho (SPE) e técnica de
andlise similar (LC-UV) para estrogenos em agua de rio, foi encontrado LD de 10 a 180 vezes
maior gque os encontrados nesse trabalho.

Em um trabalho de Alda e colaboradores em 2000, utilizando a mesma técnica de
extracdo que a deste trabalho (SPE), porém um detector mais sofisticado (espectrometro de
massas) foi encontrado LD de 10 a 19 vezes mais alto dos que os encontrados neste trabalho,
porém no citado trabalho foi analisada agua de efluentes e afluentes de ETE's.

Os demais trabalhos, que analisaram amostras contendo estrogenos, obtiveram valores de

LD comparéaveis aos do trabalho aqui desenvolvido.
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Tabela 4. 11- Trabalhos publicados na literatura que analisaram amostras contendo fitoestrogenos.

Fitoestrogenos Tipo de Técnicade Métodode  Rec. LD LQ Ref.
amostra Extracdo  deteccéo (%) (ngL™  (ngL™

De}id-izipa, genistina, Agua de rio SPE LC-ESI- 83-97 0,2-5,0 s Lagana et.
daidizeina, MS/MS al., 2005
genisteina, |
formononetina e
biochanin A
Daifiizgina- Agua de rio e SPE LC- 97-102 0,243 - Lagana et.
genisteina e de ETE MS/MS al., 2004
biochanin A l
Daifjize’ina, Aguas SPE CG-MS  75-120 0,60-555 1,98-180 Rocha et.
genisteina, costeiras al., 2013
formononetina e '
biochanin A
Daifiizgina, Aguas de rio e SPE HPLC-  94-138 0,95-2,46 - Kuster et.
genisteina e residuais MS/MS al., 2009
biochanin A l
Daidizina, genistina,  Agua de rio SPE HPLC-  73-113  460- 1310-  presente
daidizeina, DAD 1.870 4.830 trabalho
genisteina,
formononetina e
biochanin A

Para o caso dos fitoestrogenos, os limites de detec¢do encontrados no presente trabalho
foram muito mais altos que os de outros trabalhos da literatura. I1sso pode ser atribuido ao fato
dos outros trabalhos utilizarem detectores mais sofisticados, como por exemplo, o detector
espectrométrico de massas, em relacdo ao detector espectrofotométrico de DAD utilizado neste
trabalho.

Contudo os limites de deteccdo dos fitoestrogenos obtidos podem ser considerados
satisfatorios para o tipo de matriz avaliada e tipo de detector empregado.

Considerando todos os valores de LD e LQ das tabelas acima, observa-se que o
desempenho apresentado pelos métodos HPLC-FLU e HPLC-DAD sdo comparaveis ao de

outros trabalhos relatados na literatura cientifica recente.

4.6 — Precisao

Os resultados para avaliacdo repetibilidade dos métodos HPLC-FLU e HPLC-DAD,
expressa em termos do coeficiente de variacdo (CV), em trés niveis de concentracdo (baixo,

intermediério e alto) sdo mostrados nas Tabelas 4.12 e 4.13.
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Tabela 4. 12 - CV (%) obtidos na avaliacdo da precisdo (repetibilidade intradia) do método HPLC-FLU para os
estrdgenos, nos trés niveis de concentracao.

Analito Nivel de concentrag&o CV (%)

baixo 8,06

Estriol intermediario 13,3
alto 2,80

baixo 12,4

17 p-estradiol intermediario 7,51
alto 10,1

baixo 7,16

17 a-etinilestradiol intermediario 10,8
alto 4,13

baixo 10,8

Estrona intermediario 12,5
alto 7,78

Tabela 4. 13 - CV (%) obtidos na avaliagdo da precisdo (repetibilidade intradia) do método HPLC-DAD para 0s
fitoestrégenos, nos trés niveis de concentragao.

Analito Nivel de concentragdo CV (%)
baixo 1,11
Daidizina intermediario 1,19
alto 1,99
baixo 5,59
Genistina intermediario 2,53
alto 1,29
baixo 4,41
Daidizeina intermediario 121
alto 0,82
baixo 0,58
Genisteina intermediario 0,83
alto 2,69
baixo 1,29
Formononetina intermediario 0,58
alto 6,81
baixo 2,69
Biochanin A intermediario 4,03
alto 2,84
Moreira, E.D.T.
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Os cromatogramas apresentados na Figura 4.16 e Figura 4.17 referem-se as corridas
cromatogréficas realizadas pelos métodos HPLC-FLU e HPLC-DAD, respectivamente, para
avaliacdo da precisdo destes métodos.
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Figura 4. 16 - Cromatogramas referentes aos ensaios de repetibilidade, realizados para validagdo do método HPLC-
FLU que quantifica os quatro estrogenos.
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Figura 4. 17 - Cromatogramas referentes aos ensaios de repetibilidade, realizados para validacdo do método HPLC-
DAD que quantifica os seis fitoestrogenos.

A precisdo intermediaria, para ambos os metodos, foi avaliada da mesma maneira que a
repetibilidade intradia, sendo realizadas nove medidas sucessivas, pelo mesmo analista, sob as
mesmas condi¢fes, no mesmo instrumento, entretanto em trés dias diferentes, e os resultados sdo

mostrados nas Tabelas 4.14 e 4.15, para 0s dois métodos, respectivamente.
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Tabela 4. 14 - Coeficientes de variagdo (CV) das analises obtidos em trés dias diferentes para a avaliagdo da
repetibilidade interdia do método HPLC-FLU, para os quatro estrégenos em trés niveis de concentracao.

- . - - 0 CVv
poaita Nilde, YOO YO0 OO s

baixo 8,06 10,6 7,05 1,85

Estriol intermediario 13,3 11,3 11,3 1,17
alto 8,21 7,90 1,73 3,66

baixo 2,94 5,59 8,25 2,66

17 p-estradiol intermediario 7,51 3,26 8,66 2,85
alto 2,88 4,29 3,16 0,75

baixo 7,16 8,70 2,84 3,04

17 a-etinilestradiol intermediario 10,8 5,63 4,25 3,43
alto 4,13 2,36 4,21 1,05

baixo 10,8 2,84 13,5 5,54

Estrona intermediario 12,5 7,50 8,12 2,72
alto 7,78 4,82 5,77 1,51

Tabela 4. 15- Desvios padrdo relativo obtidos na avaliacdo da precisdo intermediaria do método HPLC-DAD, para
os seis fitoestrdgenos nos trés niveis de concentracao.

Analito Nivel de CV (%) CV (%) cv@©) . CV
concentragéo Dia 01 Dia 02 Dia 03 LIl

Baixo 11,1 5,97 8,96 2,58
Daidizina intermediario 1,19 2,39 3,46 1,14
Alto 1,99 2,21 3,21 0,65
Baixo 6,19 5,97 14,7 4,97
Genistina intermediario 2,53 1,85 4,42 1,33
Alto 1,29 2,31 8,07 3,66
Baixo 4,33 4,56 7,69 1,88
Daidizeina intermediario 1,21 3,16 2,08 0,98
Alto 0,82 2,14 1,34 0,66
Baixo 5,41 5,59 5,59 0,10
Genisteina intermediario 0,83 1,63 3,71 1,49
Alto 2,69 9,55 9,15 3,85
Baixo 6,19 5,97 9,32 1,87
Formononetina intermediario 0,58 6,19 1,47 3,02
Alto 6,81 3,55 7,46 2,10
Baixo 4,41 1,63 1,62 1,61
Biochanin A intermediario 4,03 8,66 7,87 2,48
Alto 2,84 1,79 6,33 2,38
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Normalmente, em métodos de anélise de tracos ou impurezas, sao aceitos CV de até 15%
(BRASIL. ANVISA, 2003), dependendo da complexidade da amostra. Uma vez que a legislagédo
ndo estabelece niveis especificos para estes contaminantes, em agua superficial, admitem-se

entdo, os niveis estabelecidos pela ANVISA.

De acordo com resultados apresentados nas Tabelas 4.12 a 4.15, pode-se dizer que 0s
métodos HPLC-FLU e HPLC-DAD s&o considerados precisos, pois todos o0s compostos
estudados apresentaram, nos testes de repetibilidade intradia e precisdo intermediaria,
coeficientes de variacdo menores que 14%. Além disso, os valores aqui apresentados estdo de
acordo com os de outros trabalhos cientificos que desenvolveram métodos para analisar os
mesmos analitos (LUCCI et. al., 2011, LIU et. al., 2011, CIOFI et al., 2013, LAGANA, et. al.,
2004, LAGANA et. al., 2005, ROCHA et. al., 2013, KUSTER et. al., 2009).

4.7 — Exatidao

A exatiddo dos métodos desenvolvidos foi avaliada através dos ensaios de recuperacéo,
conforme descrito na Secéo 2.7.5.

As determinagdes foram realizadas em triplicata. Os valores de recuperacao obtidos para
0s métodos HPLC-DAD e HPLC-FLU, em cada nivel de concentracdo, estdo apresentados na
Tabela 4.16 e Tabela 4.17, respectivamente.

Observando os resultados apresentados na Tabela 4.16 e na Tabela 4.17 acima, percebe-
se uma excelente recuperacdo para 0s quatro estrégenos e seis fitoestrogenos, nos trés niveis de
fortificacdo avaliados (baixo, intermediario e alto). Todos os valores de recuperacdo (%) ficaram
no intervalo de 72,9 e 113%, que esta dentro dos limites exigidos pela ANVISA (BRASIL.
ANVISA, 2003) e pelo INMETRO (BRASIL. INMETRO, 2010).

Os valores obtidos nos ensaios de exatiddo foram similares aos valores encontrados por
Bezerra, 2014 que investigou a ocorréncia de estrégenos em &gua e material particulado em
suspensdo (SPM) em mananciais de S&o Paulo, utilizando métodos de extracdo em fase sélida
(SPE) para agua, extracdo solido-liquido para material suspenso particulado e QUEChERS para

sedimentos.
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Tabela 4. 16 - Valores de recuperacdo (%) obtidos para os ensaios da avaliacdo da exatiddo, com seus respectivos

coeficientes de variacdo (CV), para os seis fitoestrogenos nos trés niveis de concentragéo.

Analito

Daidizina

Genistina

Daidizeina

Genisteina

Formononetina

Biochanin A

Nivel de concentracao

baixo
intermediario
alto

baixo
intermediario
alto

baixo
intermediario
alto

baixo
intermediario
alto

baixo
intermediario
alto

baixo
intermediario
alto

Recuperacao (%)

79,4
90,3
105
72,9
107
84,8
93,7
98,6
97,6
102
102
98,2
92,4
97,7
96,1
85,5
113
109

Tabela 4. 17 - Valores de recuperacdo (%) obtidos para os ensaios da avaliagdo da exatiddo, nos trés niveis de

concentragdo, dos quatro estrégenos.

Analito Nivel de concentracdo Recuperacéo (%)
baixo 81,9
Estriol Intermediario 93,3
Alto 106
Baixo 107
17 B-estradiol Intermediério 98,5
Alto 102
Baixo 87,9
17 a-etinilestradiol Intermediario 88,9
Alto 93,6
Baixo 97,2
Estrona Intermediario 104
Alto 85,1
Moreira, E.D.T.
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4.8 — Estabilidade

Para 0 método HPLC-FLU, os padrbes submetidos aos testes de estabilidade foram

aqueles com concentracdes de 100 ug L™, para estriol, 17 o-etinilestradiol e 17 p-estradiol e de

5,00 mg L™ para a estrona. Para o método HPLC-DAD utilizou-se padrdes na concentracéo de

20,0 mg L™ para os seis fitoestrogenos.
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Figura 4. 18 - Cromatogramas sobrepostos resultantes de trés momentos distintos de andlise da mistura padrdo
fitoestrégenos (daidizina, genistina, daidizeina, genisteina, formononetina e biochanin A) de concentracdo alta,

registrados pelo método HPLC-DAD.

Ao avaliar os cromatogramas apresentados na Figura 4.18, visualmente ndo se observa

variagOes significativas nos cromatogramas obtidos nos trés diferentes momentos, entdo

avaliaram-se valores de area de cada pico cromatografico, mostrados na Tabela 4.18, nos trés

diferentes momentos registrados.

Tabela 4. 18-Valores de &rea dos cromatogramas registrados, trés momentos diferentes, pelo método HPLC-DAD,
para avaliacdo da estabilidade das solugdes padrao de fitoestrogenos.

Analito

Daidizina
Genistina
Daidizeina
Genisteina
Formononetina
Biochanin A

Moreira, E.D.T.

Mesmo dia

3,49
5,10
4,91
5,96
5,43
7,02

Area (mAu.min)
24 horas

3,59
5,27
5,10
6,19
5,64
6,43

1 més

4,04
5,88
5,67
6,79
6,25
6,23

CV (%)

0,29
0,41
0,39
0,42
0,42
0,41
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Para todos os fitoestrogenos percebeu-se ha um aumento de &rea, tanto da solucédo
analisada ap0s 24 horas em cima da bancada, a temperatura ambiente, quanto daquela analisada

apos ser mantida refrigerada, por um més, a -25°C.

O que se percebe, é que, provavelmente, ndo houve degradacdo dos analitos, mas sim
uma concentracdo dos mesmos, pelo fato de uma possivel evaporacdo do solvente em que a

solucéo foi preparada.

Apesar desta variacdo, conclui-se que, os padrdes aqui utilizados, possuem estabilidade
suficiente em um dia sem refrigeracdo e também em 30 dias, sob refrigeracdo, pois observando
os valores de CV das areas, percebe-se que suas variagdes nas solugdes padrdo ndo eram

significativas.
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Figura 4. 19 - Cromatogramas sobrepostos resultantes de trés momentos distintos de anélise da mistura padréo dos
quatro estrogenos (estriol, 17 B-estradiol, 17 a-etinilestradiol, estrona) em alta concentracdo, registrados com
método HPLC-FLU.

Para avaliagdo da estabilidade das solucBes de estrdgenos, observou-se comportamento

semelhante aos resultados das solugdes de fitoestroégenos.

Observando os cromatogramas apresentados na Figura 4.19, ndo se percebe variacoes

significativas obtidos nos trés diferentes momentos avaliados.
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Tabela 4. 19-Valores de &rea dos cromatogramas registrados, trés momentos diferentes, pelo método HPLC-FLU,
para avaliacdo da estabilidade das solucdes padréo de estrogenos.

Estriol 1,16 1,22 1,65 0,26
17 B-estradiol 1,26 1,31 1,33 0,03
17 a-etinilestradiol 1,25 1,26 1,30 0,02
Estrona 1,37 1,39 1,42 0,02

Ao avaliar os valores de area de cada pico cromatografico, mostrados na Tabela 4.19, as
variagOes das areas das solucbes padrdo dos estrégenos ndo foram significativas. Entdo se
conclui que os padrdes possuem estabilidade suficiente em um dia sem refrigeracdo e também

em 30 dias, sob refrigeragéo.
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TERCEIRA ETAPA: APLICACAO DOS METODOS EM AMOSTRAS REAIS

4.9 — Ocorréncia dos interferentes endocrinos na bacia do Rio Cuia

Apbds a validacdo dos métodos HPLC-FLU e HPLC-DAD, estes foram aplicados as
amostras de agua do rio, coletadas conforme descrito na Secdo 3.8. As concentracdes dos
contaminantes estudados, nas aguas Rio Cuid, foram determinadas utilizando curvas analiticas
obtidas para cada campanha. Deve-se enfatizar que foi considerado nos célculos das
concentragdes o fator de pré-concentracdo obtido durante a etapa de extracdo em fase solida. Os

resultados obtidos estdo mostrados separadamente, por campanha amostral.

4.9.1 — Primeira campanha amostral

A primeira campanha amostral foi realizada em julho de 2012, cujo periodo se
caracterizou por ndo apresentar chuvas regulares, porém foi precedido de longo periodo de
chuvas fortes. A partir dos métodos validados HPLC-FLU e HPLC-DAD, os gréaficos
apresentados na Figura 4.20 (a) e (b) mostram as concentracGes encontradas dos analitos de
interesse em quatro dos cinco pontos de coletas num trecho de 5km do Rio Cuid, referente a
primeira campanha amostral. Em um dos pontos ndo foi coletada amostra pela dificuldade de
acesso, por se encontrar dentro de uma propriedade particular. Os valores das concentracdes

utilizados na construcdo dos graficos encontram-se em D.1, Apéndice D.
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Figura 4. 20 - Grafico de barras das concentragGes dos (a) estrégenos e (b) fitoestrogenos nos quatro pontos de
coleta, na primeira campanha amostral.
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Examinando os gréaficos apresentados, nota-se que o0s estrogenos ndo foram
representativos em todos os pontos de coleta. Mas que mesmo abaixo do LQ, a Estrona se
destacou por apresentar concentracfes relevantes antes e dentro da zona de mistura de
lancamento da ETE (P3). Enquanto que quo Estriol manteve-se no LD ou abaixo do LD do
método HPLC-FLU. Mesmo com pouca representatividade da Dadizina, os fitormdnios
revelaram-se mais presentes que 0s estrogenos nas aguas do Rio Cuid. Os resultados do ponto P1
sugere sua proximidade com a maior fonte de contaminacdo dos fitorménios, seguido do ponto
de lancamento da ETE (P3). E relevante registrar que, nessa campanha amostral, a Daidizeina e a
Genisteina (isoflavonas agliconas) estiveram sempre mais presentes que suas as precursoras
Daidizina e Genistina (isoflavonas glicosidicas). Nesse caso, conforme descrito na Sec¢do 2.3.2,
uma maior presenca de isoflavonas agliconas pode indicar ndo apenas a contaminacdo do
ambiente, mas também que as mesmas foram excretadas por organismo animal ou organismo
humano ap6s ingestdo e metabolizacdo das duas isoflavonas glicosidicas.

Esses resultados séo corroborados pelos cromatogramas de amostras de dgua coletadas no
Rio Cuia e registrados com os métodos HPLC-FLU e HPLC-DAD, respectivamente,
exemplificados nas Figuras 4.21 e 4.22. Assim como nos cromatograma das amostras dos outros
pontos, nota-se ndo somente a presenca dos picos caracteristicos dos seis estrégenos, mas

também de varias outras substancias.
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Figura 4. 21 - Cromatograma obtido com o método HPLC-FLU para quantificar os estrogenos E3 (estriol), E2 (17
B-estradiol), EE2 (17 a-etinilestradiol) e E1 (estrona), em uma amostra de 4gua do Rio Cuid, coletada no ponto P1,
em julho de 2012 (Primeira campanha amostral).
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Figura 4. 22 - Cromatograma obtido com o método HPLC-DAD para quantificar os seis fitoestrogenos em uma
amostra de agua do Rio Cuia, coletada no ponto P1, em julho de 2012 (Primeira campanha amostral).

4.9.2 — Segunda campanha amostral

A segunda campanha amostral foi realizada em dezembro de 2012, o qual compreendeu
um periodo de estiagem. Os graficos apresentados na Figura 4.23 (a) e (b) mostram as
concentracdes encontradas nesta campanha, utilizando os métodos validados, HPLC-FLU e

HPLC-DAD, dos analitos de interesse, em cinco pontos de coletas, ao longo do Rio Cuia.
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Figura 4. 23 - Gréfico de barras das concentracfes dos (a) estrégenos e (b) fitoestrdgenos nos cinco pontos,
coletados na segunda campanha amostral.
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Observa-se nos graficos apresentados, que diferente da primeira campanha, nesta
campanha amostral foi possivel detectar 0s quatro estrégenos de interesse, em concentragdes que
variaram de 5,61 a 646 ng L™, sendo novamente a Estrona aquela que apresentou as maiores
concentragdes. O Estriol novamente foi o estrogeno com menor representatividade de
contaminagéo.

Os fitoestrégenos variaram numa concentracéo de 12,1 a 791 ng L™, sendo a Genisteina o
analito que apresentou as maiores concentragdes. Dentre os seis fitoestrogenos, apenas a
Biochanin-A e a genistina ndo foram detectados (ou tiveram concentracdes abaixo do limite de
deteccdo do método), nos cinco pontos de coleta. E relevante registrar que, também nessa
campanha amostral, a Daidizeina e a Genisteina estiveram sempre mais presentes que as suas
precursoras Daidizina e Genistina.

Os valores das concentracfes utilizados na construcdo dos graficos encontram-se na
Tabela D.2, no Apéndice D.

No cromatograma da Figura 4.24, obtido através do meétodo HPLC-FLU, de uma amostra

de &gua coletada no ponto P1, observa-se a maior concentracdo de estrona.
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Figura 4. 24 - Cromatograma obtido com o método HPLC-FLU para quantificar os estrdgenos estriol, 17 (-
estradiol, 17 a-etinilestradiol e estrona, em uma amostra de dgua do Rio Cuid, coletada no ponto P1, em dezembro
de 2012 (Segunda campanha amostral).
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No cromatograma da Figura 4.25 de uma amostra coletada no ponto P5, obtido através do
método HPLC-DAD, observa-se a ocorréncia das maiores concentracdes de Daidizeina e

Formononetina.
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Figura 4. 25 - Cromatograma obtido com o método HPLC-DAD para quantificar os seis fitoestrogenos em uma
amostra de dgua do Rio Cuid, coletada no ponto P1, em dezembro de 2012 (Segunda campanha amostral).

Da mesma forma que na campanha anterior, assim como nos cromatograma das amostras
dos outros pontos, nota-se ndo somente a presenca dos picos caracteristicos dos quatro

estrogenos e seis estrogenos, mas também de varias outras substancias.

4.9.3 — Terceira Campanha Amostral

A terceira campanha amostral foi realizada em maio de 2013, a qual compreendia um
periodo bastante chuvoso. Nesta campanha foram coletadas amostras em quatro pontos
amostrais.

O gréfico de barras das Figuras 4.26 (a) e (b) ilustram os valores referentes as

concentragdes dos estrogenos e fitoestrogenos, respectivamente, encontrados nesta campanha.

Moreira, E.D.T.
81



Resultados e Discussao

a
o ( ) B Esviol (b) Hl daidizina
I 175 - estradiol Bl genistina
Il 170 - etinilestradiol daidizeina
R I Estrona B genisteina
4000 - =, 2000 formononetina
B piochanina A

3000 4 1500 4

1000
2000

500 -
1000 4

Concentraciio dos estrogenos (ng
Concentragao dos fitoestrogenos (ng L)

P1 P2 P3 P4 Pontos de coleta
Pontos de coleta

Figura 4. 26 - Grafico de barras das concentragdes dos (a) estrogenos e (b) fitoestrogenos nos quatro pontos,
coletados na terceira campanha amostral.

Os resultados das concentracgdes estdo na Tabela D.3, no Apéndice D.

Observa-se nos graficos gque novamente os estrégenos foram encontrados em todos 0s
pontos de coleta e em concentragdes que variaram de 3,11 a4.754 ng L™

O Estriol continuou com as menores concentracfes de contaminagdo, enquanto que o 17
B-Estradiol ultrapassou a elevada contaminagdo da Estrona nas duas campanhas anteriores. O
ponto P2 apresentou as maiores concentragcdes dos estrogenos, com excecdo do estriol. No ponto
P4 apenas a estrona foi encontrada, numa concentracdo de 72,7 ng L™ e os demais estrégenos
tiveram concentracdo abaixo do limite de deteccdo do método HPLC-FLU ou ndo foram
encontrados.

Mais uma vez, todos os seis fitoestrogenos foram detectados nos quatro pontos de coleta
e tiveram uma grande variacdo na concentracéo, que foi de 3,58 a 2.210 pg L™. Nesta campanha
amostral a Daidizina se destacou muito pela elevada concentracdo no ponto P3, na zona de
mistura do rio com o langcamento da ETE.

Para corroborar com esta informacdo, um cromatograma de uma amostra coletada neste

ponto e analisada pelo método HPLC-FLU é apresentado na Figura 4.27.
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Figura 4. 27- Cromatograma obtido com o método HPLC-FLU para quantificar os estrégenos E3 (estriol), E2 (17
B-estradiol), EE2 (17 a-etinilestradiol) e E1 (estrona), em uma amostra de &gua do Rio Cuid, coletada no ponto P2,

em maio de 2013 (terceira campanha amostral).

O cromatograma ilustrado na Figura 4.28 corresponde as determinacdes de
fitoestrogenos, pelo método HPLC-DAD, de uma amostra coletada no ponto P3, a qual mostra

que a maior concentracdo é de Daidizina.
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Figura 4. 28 - Cromatograma obtido com o método HPLC-DAD para quantificar os seis fitoestrégenos em uma
amostra de agua do Rio Cuia, coletada no ponto P2, em maio de 2013 (terceira campanha amostral).
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Novamente, da mesma forma que nas duas campanhas anteriores, assim como nos

cromatograma das amostras dos outros pontos, nota-se ndo somente a presenca dos picos

caracteristicos dos quatro estrogenos e seis estrogenos, mas também de varias outras substancias.

Na Tabela 4.20 estdo apresentados os de valores das concentragdes de estrogenos e

fitoestrdgenos encontrados no presente trabalho nas &guas do Rio Cuia, bem como os

encontrados por outros trabalhos que também estudaram estes analitos em outros ambientes

aquaticos.

Tabela 4. 20 - Valores de concentracdo de estrdgenos e fitoestrégenos encontrados em diversos trabalhos.

Estrégenos ou
fitoestrogenos

Estriol, 17p-estradiol e
17 - etinilestradiol

Estriol, 17p-estradiol e
estrona

Estriol,  17B-estradiol,
1700 - etinilestradiol e
dietilestilbestrol

Estriol, 17p-estradiol e
estrona

17B-estradiol e 17a -
etinilestradiol

Estriol, 17B-estradiol,
1700 - etinilestradiol e
estrona

Daidizina, genistina,
daidizeina, genisteina,
formononetina e
biochanin-A
Daidizeina, genisteina e
biochanin-A

daidizeina, genisteina,
formononetina e
biochanin-A
Daidizeina, genisteina e
biochanin-A

Daidizina,  genistina,
daidizeina, genisteina,
formononetina e
biochanin-A

Tipo de
amostra

Agua de rio
Agua de ETE

Agua de rio e
agua de ETE

Agua de rio e de
estuério

Agua de rio e
agua residual

Agua de rio

Agua de rio

Agua de rio e
afluente e
efluente de ETE

Aguas costeiras

Aguas de rio e
residuais

Agua de rio

Técnica de

extracao
SPE

SPE

SPE

SPE
automat.

DLLME

SPE

SPE

SPE

SPE

SPE

SPE

Método de

deteccéo
LC-UV

HPLC-
DAD-MS

RRLC-
ESI-
MS/MS

LC-APPI-
MS/MS

HPLC-
FLU

HPLC-
FLU

LC-ESI-
MS/MS

LC-
MS/MS

CG-MS

HPLC-
MS/MS

HPLC-
DAD

Concentracdes
encontradas

0,09-0,63 mg L™
50-100 ng L™

8,5-40,6ngL™

0,15-0,95ng L™
11-32ng L™

1,40 —4.754 ng L™

1-454ng L™

2 - 7 ng L™*(4gua de rio)
4 -58ng L™ (efluente)
15 -298 ng L (afluente)

2,47-1.439ng L™

97,6 - 156 ng L™

2,34-1.198 pg L

Ref.
Stafiej et.
al., 2007

Alda et
al., 2000

Liu et. al.,
2011

Ciofi et
al., 2013

Lima et
al.,2013

Presente
trabalho

Lagana et
al., 2005

Lagana, et
al, 2004

Rocha et.
al., 2013

Kuster et.
al., 2009

Presente
Trabalho

Comparando os valores supra tabelados, observa-se que a ocorréncia dos contaminantes

das classes de estrogenos e fitoestrogenos podem ser constatadas em diferentes aguas

superficiais e em concentragdes variadas. E que a ocorréncia desses interferentes endocrinos em
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grande parte do Rio Cuia se mostra em concentragdes superiores aos valores apresentados nesses
outros trabalhos, sugerindo que h& uma relevante contaminacdo deste rio, por parte dos
estrogenos e fitoestrogenos. No entanto, apesar dos pontos de coletas terem sidos escolhidos
préximos a langcamentos clandestinos de esgoto domestico in natura, propriedades agropastoris
que despejam dejetos animais e proximos ao lancamento de efluente da ETE, ndo foi possivel
relacionar os valores de concentracdo dos interferentes enddcrinos estudados aos pontos de

coleta, tamanha variabilidade encontrada nas trés campanhas amostrais.
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5 — Conclusbes

Neste trabalho de pesquisa foram desenvolvidos e validados dois métodos analiticos
adotando extracdo em fase solida e cromatografia liquida de alta eficiéncia para detectar dez
interferentes endocrinos em aguas superficiais, quais sao:

e Meétodo HPLC-FLU para a identificacdo e quantificacdo dos estrogenos 17p-
estradiol, estrona, 17a-etinilestradiol e estriol e;

e Meétodo HPLC-DAD para quantificacdo dos fitoestrogenos daidizina, genistina,
daidizeina, genisteina, formononetina e biochanin A.

Foi desenvolvido um método de preparo de amostras, constituido por etapas de extracao,
pré-concentracdo e limpeza, que alcangou recuperacdes muito préximas a totalidade, além de um
elevado fator de pré-concentracao (2.857 vezes).

A partir da validacdo dos dois métodos analiticos, HPLC-FLU e HPLC-DAD, pode-se
concluir que:

- Ambos os métodos sdo seletivos, devido a auséncia de picos interferentes tanto para

estrégenos quanto para fitoestrogenos;

- As curvas analiticas apresentaram-se linearmente satisfatérias segundo a ANOVA

aplicada e com coeficientes de correlacdo superiores aos exigidos pela ANVISA;

- O método HPLC-FLU revelou sensibilidade superior a de outros trabalhos que

relataram os mesmos estrogenos detectados;

- O método HPLC-DAD, mesmo com sensibilidade muito inferior a de outros trabalhos

que relataram fitoestrgenos, ainda revelou sensibilidade satisfatoria considerando o tipo

de matriz avaliada e o tipo de detector;

- Com coeficientes de variacdo baixos, a repetibilidade é notéria em ambos 0s métodos;

- Ambos os métodos desenvolvidos e validados possuem exatidao analitica satisfatoria e;

- Na avaliacdo da estabilidade, as solu¢bes padrédo permaneceram estaveis por um periodo

de até 30 dias, sendo os estrogenos ainda mais estaveis que os fitoestrogenos;

Dessa forma, o0 método HPLC-FLU esta validado para quantificar estrona, 17p-estradiol,
17a-etinilestradiol, estriol e 0 método HPLC-DAD estd validado para quantificar daidizina,
genistina, daidizeina, genisteina, formononetina e biochanin A em amostras de &guas
superciciais.

A aplicacdo dos métodos HPLC-FLU e HPLC-DAD revelou a presencga de todos os dez
interferentes enddcrinos estudados em aguas do Rio Cuia, situado na zona urbana de Jodo
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Pessoa-PB. Principalmente nos periodos chuvosos e pds-chuvosos, as concentracfes de
estrogenos e fitoestrégenos no Rio Cuid foram muito mais elevadas que as encontradas em aguas
superficiais de outros paises em outros trabalhos, com destaque para Estrona, Biochanina A e
Formononetina.

Mesmo sabendo que os dados das analises ndo sdo suficientes para uma analise ambiental
criteriosa, principalmente da contaminacdo por estrogenos e fitoestrogenos, as metodologias
desenvolvidas e validadas nesse trabalho sdo capazes de oferecer uma valiosa ferramenta de
diagnostico. Como é o caso de se poder inferir que: A marcante presenca dos IE no Rio Cuia esta
relacionada a lixiviacdo do solo contaminado por tais IE; As atividades agropastoris existentes na
margem do rio sdo potenciais fontes de contaminagdo e; As evidéncias, em todas as campanhas
amostrais, da Daidizeina e a Genisteina (agliconas) estarem sempre mais presentes que suas
precursoras (formas naturais) indicam contaminacao recente e continua de Daidizina e Genistina
(glicosidicas). Além disso, a maior presenca dessas duas isoflavonas agliconas pode indicar ndo
apenas a contaminacdo do ambiente, mas também que as mesmas foram excretadas por
organismo animal ou organismo humano ap0s ingestdo e metabolizacdo das duas isoflavonas
glicosidicas.

Contudo, é notdria a possibilidade de empregar os métodos HPLC-FLU e HPLC-DAD
em estudos ambientais de monitoramento das concentracdes aquaticas de estrona, 17p-estradiol,
17a-etinilestradiol, estriol, daidizina, genistina, daidizeina, genisteina, formononetina e
biochanin A. Além disso, poderao servir como alternativa metodol6gica para o desenvolvimento
de outros métodos HPLC, empregados para a determinacdo analitica de outros interferentes

endocrinos.

5.1 —Propostas Futuras

Considerando o desenvolvido deste trabalho até o momento, sugere-se como continuidade

de pesquisa as seguintes propostas:

e Desenvolver um método Unico e capaz de determinar e quantificar simultaneamente,
0S quatro estrdgenos e os seis fitoestrogenos;

e Desenvolver um sistema automatizado de extracdo em fase sélida, visando reduzir o
tempo de preparacdo da amostra e consumo de solventes, além de elevar a precisdo e a
exatiddo das andlises;

e Elevar o nimero de campanhas amostrais e de pontos de coleta no sentido de verificar

a sazonalidade anual dos mesmos dez interferentes enddcrinos no Rio Cuia;
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e Estender a deteccdo dos métodos desenvolvidos para outros contaminantes emergentes
com grandes possibilidades de serem encontrados no Rio Cuig;

e Apresentar os métodos desenvolvidos como ferramenta de qualidade ao Orgao
responsavel pelo tratamento dos esgotos urbanos na cidade de Jodo Pessoa-PB,;

e Avaliar a presenca de contaminantes em aguas tratadas e potaveis a fim de se
monitorar 0s niveis de exposicdo da populacdo abastecida aos interferentes

endocrinos;
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Apéndices

APENDICE A — Espectros em trés dimensdes, na faixa de 190 a 800 nm (recorte da faixa
de 200 a 350 nm) dos seis fitoestrogenos, obtidos em uma corrida cromatografica com o
método HPLC-DAD, de um MIX de 20 mg L™ dos seis fitoestrogenos

Daidizina
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Figura A-1 - Cromatograma em trés dimensdes da daidizina, obtido relacionando intensidade de sinal analitico
(mAu) versus tempo de corrida (minutos) versus comprimento de onda (nm), de uma corrida cromatogréafica
realizada com o método HPLC-DAD de um mix de 20,0 mg L™
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Figura A-2 - Cromatograma em trés dimensdes da genistina, obtido relacionando intensidade de sinal analitico
(mAu) versus tempo de corrida (minutos) versus comprimento de onda (nm), de uma corrida cromatogréafica
realizada com o método HPLC-DAD de um mix de 20,0 mg L™,
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Figura A-3: Cromatograma em trés dimensdes da daidizeina, obtido relacionando intensidade de sinal analitico
(mAu) versus tempo de corrida (minutos) versus comprimento de onda (nm), de uma corrida cromatografica
realizada com o método HPLC-DAD de um mix de 20,0 mg L™,
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Figura A-4: Cromatograma em trés dimensfes da genisteina, obtido relacionando intensidade de sinal analitico
(mAu) versus tempo de corrida (minutos) versus comprimento de onda (nm), de uma corrida cromatografica
realizada com o método HPLC-DAD de um mix de 20,0 mg L™,
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Formononetina
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Figura A-5 - Cromatograma em trés dimensdes da formononetina, obtido relacionando intensidade de sinal
analitico (mAu) versus tempo de corrida (minutos) versus comprimento de onda (nm), de uma corrida
cromatogréfica realizada com o método HPLC-DAD de um mix de 20,0 mg L™
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Figura A-6 - Cromatograma em trés dimensdes da biochanin A, obtido relacionando intensidade de sinal analitico

(mAu) versus tempo de corrida (minutos) versus comprimento de onda (nm), de uma corrida cromatografica
realizada com o método HPLC-DAD de um mix de 20,0 mg L™,
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APENDICE B - Cromatogramas dos doze experimentos realizados de acordo com o
planejamento experimental mostrado na Tabela 3.2, para HPLC-FLU e HPLC-DAD com
modificacgdes, para definicdo dos parametros de vazao, temperatura e valor de pH.
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Figura B.1 - Cromatogramas dos doze experimentos realizados de acordo com o planejamento experimental

Tempo de retencéo (min)

mostrado na Tabela 3.2, por HPLC-FLU com modificacdes. (Fonte: elaborada pela autora).

Moreira, E.D.T.

105



Apéndices

300_—r1nAu el ]
A0 L
2502 exp 2
JmAU
o 2 . L k JL k
300 anU exp 3
B U
250 4 exp 4
TmAU ]
o 4 2 A L k }L }L
300;r5nAU —— ]
S Al
;_:_-; zoo;nAU exp 6 K k
\E/ _20 56. — —— — A A k K R Irnlih
.§ 00 25 50 10,0 12,5 " 190
% 300 -JrhAU oL ]
R Ll
£ 4 A
ZSOianu — .
o 2 2 A M
ZSOianU = |
B %M_
-50
250_anU exp 10
e a2 A L !L ML
2507r5nAU S0l |
5 A A L j\ J\ /k
ZsofanU 2012 ﬁ .
-50 :6| I I I %_IAI i A ﬂ Imlin
0,0 2’5 5.0 7'5 100 125 5,0 " 190

Tempo de retencdo (min)

Figura B.2 - Cromatogramas dos doze experimentos realizados de acordo com o planejamento experimental
mostrado na Tabela 3.2, por HPLC-DAD com modificacdes. (Fonte: elaborada pela autora).
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Apéndice C - Resultados da analise de variancia (ANOVA) para os dez analitos estudados

Tabela C.1 - Dados da ANOVA para a daidizina.

Soma Quadratica Graus de liberdade Média Quadratica

Fonte de Variacéo (SQ) (GL) (MQ) Teste F
Regressédo (R) 261,9380 1 261,938 Significancia de R
Residuos (r) 0,4405 16 0,0275 MQr/MQ, 95134
Falta de Ajuste (faj) 0,1141 4 0,0285 Falta de ajuste
Erro Puro (ep) 0,1265 12 0,0105 MQ¢i/MQ,, 2,7058

Tabela C.2 - Dados da ANOVA para a genisteina.

Soma Quadratica Graus de liberdade Média Quadratica

Fonte de Variagao (SQ) (GL) (MQ) Teste F
Regresséo (R) 723,2590 1 723,259 Significancia de R
Residuos (r) 6,1147 16 0,3821 MQr/MQ, 1892,50
Falta de Ajuste (faj) 0,3569 4 0,0892 Falta de ajuste
Erro Puro (ep) 0,4217 12 0,0351 MQ/MQg  2,5390

Tabela C.3 - Dados da ANOVA para a genistina.

Soma Quadratica Graus de liberdade Média Quadratica

Fonte de Variagao (SQ) (GL) (MQ) Teste F
Regresséo (R) 648,9320 1 648,932 Significancia de R
Residuos (r) 1,3437 16 0,0839 MQr/MQ, 7727,11
Falta de Ajuste (faj) 0,2569 4 0,0642 Falta de ajuste
Erro Puro (ep) 0,2868 12 0,0239 MQgi/MQe,  2,6872

Tabela C.4 - Dados da ANOVA para a daidizeina.

Soma Quadréatica Graus de liberdade Meédia Quadratica

Fonte de Variagéo (SQ) (GL) (MQ) Teste F
Regresséo (R) 847,5740 1 847,574 Significancia de R
Residuos (r) 4,1306 16 0,2581 MQr/MQ;,  3283,12
Falta de Ajuste (faj) 0,3409 4 0,0852 Falta de ajuste
Erro Puro (ep) 0,4897 12 0,0408 MQ¢i/MQe,  2,0886

Tabela C.5 - Dados da ANOVA para a formononetina.

Soma Quadratica Graus de liberdade Média Quadratica

Fonte de Variacao (SQ) (GL) (MQ) Teste F
Regresséo (R) 726,9000 1 726,9 Significancia de R
Residuos (r) 4,1341 16 0,2583 MQr/MQ; 2813,298
Falta de Ajuste (faj) 0,1768 4 0,0442 Falta de ajuste
Erro Puro (ep) 0,3864 12 0,0322 MQ:i/MQe,  1,3727
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Tabela C. 6 - Dados da ANOVA para a biochanin A.

Soma Quadratica Graus de liberdade

Meédia Quadratica

Fonte de Variacéo (SQ) (GL) (MQ) Teste F
Regressédo (R) 923,8530 1 923,853 Significancia de R
Residuos (r) 8,3638 16 0,5227375 MQr/MQ, 1767,34
Falta de Ajuste (faj) 0,3156 4 0,0789 Falta de ajuste
Erro Puro (ep) 0,4482 12 0,03735 MQri/MQe,  2,1124

Tabela C. 7 - Dados da ANOVA para o estriol.

Soma Quadratica Graus de liberdade

Média Quadratica

Fonte de Variagédo (SQ) (GL)
Regresséo (R) 3,4731 1
Residuos (r) 0,0070 16
Falta de Ajuste (faj) 0,0021 4
Erro Puro (ep) 0,0049 12

(MQ) Teste F

3,4730 Significancia de R
0,0004344 MQr/MQ;  7994,26
0,0005211 Falta de ajuste
0,0004055 MQi/MQ,,  1,2849

Tabela C. 8 - Dados da ANOVA para a estrona.

Fonte de Variagéo

Regressdo (R)
Residuos (r)
Falta de Ajuste (faj)
Erro Puro (ep)

(SQ)
0,5367
0,0015
0,0001
0,0014

Soma Quadratica Graus de liberdade

(GL)
1
16
4
12

Média Quadratica

(MQ)
0,5366
9,686E-05
3,743E-05
0,0001167

Teste F
SignificAncia de R
MQr/MQ, 5540,87

Falta de ajuste
MQy,/MQg,  0,3208

Tabela C.9 - Dados da ANOVA para o 17 B-estradiol.

Fonte de Variacao

Regresséo (R)
Residuos (r)
Falta de Ajuste (faj)
Erro Puro (ep)

(SQ)
2,7675
0,0064
0,0019
0,0045

Soma Quadratica Graus de liberdade

(GL)
1
16
4
12

Média Quadratica

(MQ)
2,7674
0,0003977
0,0004742
0,0003722

Teste F
Significancia de R
MQr/MQ,  6958,6

Falta de ajuste
MQs/MQg,  1,2738

Tabela C.10 - Dados da ANOVA para a 17 o-etinilestradiol.

Fonte de Variacao

Regresséo (R)
Residuos (r)
Falta de Ajuste (faj)
Erro Puro (ep)

(SQ)
3,0321
0,0124
0,0058
0,0065

Soma Quadratica Graus de liberdade

(GL)
1
16
4
12

Média Quadratica

(MQ)
3,03208
0,0007732
0,001459
0,0005444

Teste F
Significancia de R
MQr/MQ; 3921,12

Falta de ajuste
MQs/MQg, 2,681

Moreira, E.D.T.

108



Apéndices
I —

APENDICE D - Valores de concentragdes obtidas nas trés campanhas amostrais

Tabela D.1 - ConcentragBes dos estrogenos e fitoestrdgenos nas amostras coletadas no Rio cuia, na primeira
campanha amostral realizada em julho de 2012.

*% *%

Estriol (ng L™) 4,08 ND ND <LQ

17 B-estradiol (ng L™) ND™ <LQ 6,12 <LQ
17 a-etinilestradiol (ng L™) ND™ 4,28 ND™ ND™
Estrona (ng L™) 791 <LQ 404 <LQ
Daidzina (ug L™) 89,1 11,7 11,7 14,6
Genistina (ug L™) 132 ND™ 134 8,49
Daidzeina (ug L™) 112 55,4 75,4 65,2
Genistefna (ug L™ 159 114 151 122
Formonetina (ug L™) 266 24,6 45,8 53,1
Biochanin A (ug L™) 30,0 ND™ ND™ ND™

“Fator de pré-concentragdo de 2857 vezes."N&o detectado.

Tabela D.2 - Concentrages de estrégenos e fitoestrdgenos nas amostras coletadas no Rio Cuid, na segunda
campanha amostral realizada em dezembro de 2012.

Estriol (ng L™) ND** 18,9 19,8 5,61 12,3

17 p-estradiol (ng L™) 12,5 20,7 11,3 20,2 7,46
17 a-etinilestradiol (ng L™) 31,6 21,1 14,1 9,44 12,8
Estrona (ng L™) 646 <LQ 203 497 100
Daidzina (ug L™) 45,8 28,1 33,0 62,2 12,1
Genistina (ug L™ 44,4 2,34 ND™ 35,1 53,8
Daidzeina (ug L™) 47,0 70,0 78,8 130 633
Genistefna (ug L™) 182 111 134 341 83,1
Formonetina (ug L™) ND** 29,4 117 152 639
Biochanin A (ug L™) ND™ ND™ ND™ ND™ 61,3

“Fator de pré-concentragio de 2857 vezes."Néo detectado.
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Tabela D.3 - ConcentragOes de estrogenos e fitoestrogenos nas amostras coletadas no Rio Cuia, na primeira
campanha amostral, realizada em maio de 2013.

Estriol (ng L™) 7,19 7,86 <LQ ND**
17 p-estradiol (ng L™) 583 4.754 2.139 ND**
17 a-etinilestradiol (ng L™) 183 3.296 437 ND**
Estrona (ng L™) 327 3.053 583 <LQ
Daidzina (ug L™) 115 14,9 2.210 63,2
Genistina (ug L™) 150 4,43 10,0 3,58
Daidzeina (ug L™) 49,9 57,2 272 63,2
Genistefna (ug L™) 286 233 218 212
Formonetina (ug L™) 433 371 751 183
Biochanin A (ug L™) 630 262 940 1.198

“Fator de pré-concentragdo de 2857 vezes.” N&o detectado.

110

Moreira, E.D.T.



	capa e contra capa - TESE
	FICHA CATALOGRAFICA(tese3)
	FOLHA DE APROVAÇÃO
	TESE - Edilene Moreira - 1707.pdf

