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RESUMO

Substancias organicas capazes de absorver radiaces ultravioletas A e B (UVA e UVB) séo
utilizadas em protetores solares e, cada vez mais, tém sido empregadas na formulacéo de
diversos cosméticos e produtos de higiene pessoal em virtude da crescente preocupacao
com os danos causados pela radiacdo solar, em especial os canceres de pele. Diante dessa
ampla utilizacéo, tais substancias acabam por aportar em ambientes aquaticos por meio de
atividades recreacionais ou langamento de esgoto doméstico. Estudos realizados em paises
europeus apontaram a presenca de filtros UV em 4guas superficiais, sedimentos e peixes. A
preocupacdo quanto a presenca deste tipo de substancia no ambiente e a exposicdo de
organismos aquaticos reside na potencialidade de bioacumulagéo e capacidade de atuarem
como interferentes enddcrinos. Diversos bioensaios in vitro e in vivo mostram que as
substancias benzofenona-3 (BP-3), etilhexil salicilato (ES), etilhexil metoxinamato (EHMC) e
octocrileno (OC), alvos deste estudo, apresentam atividade estrogénica. Apesar de tais
evidéncias, existem poucos estudos sobre a ocorréncia e destino deste tipo de substancia
no ambiente e nenhum se refere ao Brasil. Com isso, 0 presente estudo descreve o
desenvolvimento, otimizacdo e validacdo de método além do estudo de ocorréncia dos filtros
UV em matrizes ambientais. O metodo desenvolvido baseou-se em extracdo em fase soélida
(SPE) e cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas em tandem. A
otimizacdo utilizada foi a multivariada onde as variaveis que podiam afetar a eficiéncia da
extracdo foram estudadas simultaneamente utilizando um planejamento experimental, um
planejamento fatorial fracionario (PFF) 2°*. O uso do PFF proporcionou um desenvolvimento
de método de extracao rapido eficiente e econdmico. Os parametros de validacdo avaliados
foram seletividade, curva analitica, precisdo, exatiddo, limite de deteccdo e limite de
guantificacdo. A avaliacdo da seletividade, particularmente do efeito matriz, € um aspecto
muito importante do estudo de validacdo e néo foi negligenciado. Na avaliacdo das curvas,
embora os modelos de calibracdo por regressdo linear por minimos quadrados n&o
ponderados tenham sido tradicionalmente utilizados, eles ndo sdo necessariamente 0s
modelos 6timos. Nesse trabalho, como a homocedasticidade dos dados ndo foi assumida,
foi utilizada regressao linear por minimos quadrados ponderados. Entdo, para o0 meétodo
proposto, todas as figuras de mérito foram satisfatoérias, com recuperacdes para 0s quatro
niveis de fortificacdo entre 62 e 107%, desvio padrdo relativo menor que 14%. Os limites de
quantificacéo foram encontrados na faixa de ng L™, variando entre 10 e 50 ng L™. O método
foi aplicado para a andlise dos quatro filtros UV em amostras de aguas naturais,
especificamente nas estagfes de tratamento de agua (ETAs) da Bacia Hidrogréfica Tieté-
Jacaré (UGRHI-13), no Estado de Séao Paulo num periodo de 6 meses a 1 ano. Todos 0s
analitos foram detectados em algum momento do periodo de estudo. No entanto, apenas
BP-3 e EHMC em concentracdes quantificaveis, variando de 18 a 115 ng L™.

Palavras-chave: Filtros UV. SPE. GC-MS/MS. Otimizacdo multivariada.
Homocedasticidade. Validagao.



ABSTRACT

Organic substances capable of absorbing ultraviolet radiation A and B (UVA and
UVB) are used in sunscreens and, increasingly, have been employed in the
formulation of various cosmetics and personal care products (PCPs) due to the
increasing concern about the damage caused by radiation solar, especially skin
cancers. Because of their widespread use, these substances eventually contribute in
aquatic environments through recreational activities or release of wastewater.
Studies in European countries indicated the presence of UV filters in surface water,
sediments and fish. The concern about the presence of these substance in the
environment and exposure of aquatic organisms is the potential for bioaccumulation
and ability to act as endocrine disruptors. Bioassays in vitro and in vivo show that
substances benzophenone-3 (BP-3), ethylhexyl salicylate (ES), ethylhexyl
metoxinamato (EHMC) and octocrylene (OC), targets of this study, have estrogenic
activity. Despite the evidence, there are few studies on the occurrence and fate of
this type of substance in the environment and none refers to Brazil. Thus, this work
describes the development, optimization, validation of the method and the
occurrence of UV filters in environmental matrices. The developed method is based
on solid phase extraction (SPE) and gas chromatography-tandem mass
spectrometry. The multivariate optimization was used where the variables affecting
the extraction efficiency were studied simultaneously using an experimental design.
A fractional factorial design (FFD) 2°'. The use of FFD provided a development
method of extraction fast efficient and economical. The validation parameters
evaluated were selectivity, calibration curve, precision, trueness, limit of detection
and quantification. The selectivity, particularly the matrix effect, is a very important
aspect of the validation study and this parameter was not been overlooked. In the
evaluation of the analytical curve, although the calibration models by non-weighted
least squares linear regression model has traditionally been used for calibration, but
it is not necessarily the optimal model in all cases. In this work, as the
homoscedasticity of the data was not assumed, we used weighted least squares
linear regression. Thus, for the proposed method, all figures of merit were
satisfactory, with recoveries for the four fortification levels between 62 and 107%,
relative standard deviation less than 14%. The limits of quantification were found in
the range of ng L™ (10 to 50 ng L™). The method was applied to the analysis of the
four UV in natural water samples filters, specifically in water treatment plants of the
hydrographic basin Tieté-Jacaré (UGRHI-13), in Sdo Paulo stations within 6 months
to one year. All analytes were detected at some point during the study period.
However, only BP-3 and EHMC in measurable concentrations between 18 and 115
ng L™

Keywords: UV filters. SPE. GC-MS/MS. Multivariate optimization. Homoscedasticity.

Validation.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Vias de aporte dos filtros UV em agua.

Figura 2 — Processos de alteracdo enddcrina: (a) Resposta natural, (b) Efeito agonista, (c)
Efeito antagonista.

Figura 3 — Etapas do processo de Extragdo em Fase Sdlida (SPE).

Figura 4 — Fluxograma das etapas geralmente utilizadas na analise de filtros UV em
amostras de aguas naturais.

Figura 5 — Graéfico residual para avaliagdo da regressédo com distribuicdo satisfatoria dos
residuos.

Figura 6 — Passos para avaliacdo dos dados da curva analitica

Figura 7 — Fluxograma das etapas de um estudo ambiental.

Figura 8 — Etapas envolvidas na estratégia de amostragem.

Figura 9 — Percentagens da coleta e tratamento de esgoto do Brasil e regides.

Figura 10 — Mapa do Estado de S&o Paulo segundo a divisdo do territério em UGRHI
(numeradas de 1 a 22).

Figura 11 — Localizagdo dos municipios, da UGRHI-13, selecionados como sitios de
amostragem.

Figura 12 — Localizacao da UGRHI-13 no territorio nacional e dos municipios selecionados
como sitios de amostragem.

Figura 13 — Localizacdo do municipio de Araraquara-SP.

Figura 14 — Etapas convencionais do tratamento de agua para abastecimento publico.

Figura 15 — Fotos dos pontos de coleta da ETA da Fonte. a) foto da fachada da ETA b)
ponto de coleta da agua de rio, c) ponto de coleta da agua tratada e d) ponto
de coleta da agua clorada.

Figura 16 — Fotos dos pontos de coleta da ETA de Bueno de Andrada. a) ETA, b) ponto de
coleta da agua bruta e c) dosador automatico d) ponto de coleta da agua
clorada.

Figura 17 — Localizagdo do municipio de Bauru-SP.

Figura 18 — Fotos dos pontos de coleta da ETA de Bauru. a) foto da fachada da ETA b)
ponto de coleta da agua de rio, c) ponto de coleta da 4gua tratada e da agua
clorada.

Figura 19 — Localizacdo do municipio de Jau-SP.

Figura 20 — Fotos dos pontos de coleta da ETA de Jau. a) foto da fachada ETA b) ponto de
coleta da agua de rio, ¢) ponto de coleta da 4gua tratada e d) ponto de coleta

da agua clorada.

Figura 21 — Localizacdo do municipio de Sdo Carlos-SP.

30

34

37

40

43

46

49

49

51

51

53

59

59

61

62

63

64

64

65

66

66



Figura 22 — Fotos dos pontos de coleta da ETA de S&o Carlos. a) foto da fachada da ETA b)
ponto de coleta da agua de rio e da agua clorada c) ponto de coleta da agua
tratada.

Figura 23 — Localizacdo do municipio de Trabiju-SP.

Figura 24 — Foto dos pontos de coleta da ETA de Trabiju.

Figura 25 — Cromatograma (TIC) para a solucdo mista dos filtros UV em acetato de etila a
500 ug L™, usando as condicdes otimizadas (Tabela 6)

Figura 26 — Espectro de massas obtidos a partir do cromatograma no modo “full scan”
(Figura 25). lons precursores selecionados (BP-d10 — 192 m/z; ES — 120,0 m/z;
BP-3 —227,2 m/z; BC — 193,1 m/z; EHMC — 178,3 m/z; OC — 250,2 m/z).

Figura 27 — Escolha do mecanismo de SPE para amostras aquosas.

Figura 28 — Grafico de Pareto para as respostas normalizadas.

Figura 29 — Sistema utilizado para realizar varias extragfes simultaneamente. Em destaque
o reservatério para acondicionar a amostra.

Figura 30 — Fluxograma do procedimento de SPE otimizado.

Figura 31: Cromatograma obtido no modo MRM com fortificagcdes dos filtros UV e surrogate
a 200 ng L™ (concentracdo na amostra). O padrdo interno (BC) a 100 ug L™
(concentracdo no extrato final). EHMCs estdo presentes ambos (Z) e (E)
isbmeros.

Figura 32 — Curvas analiticas (GC-MS/MS) em solvente ( ) e no extrato da matriz ( ) para
0s analitos em estudo.

Figura 33 — Graéfico dos residuos versus concentracao.

Figura 34 — Percentagem do erro relativo (ER%) versus concentracéo obtida para o modelo
2 (®), modelo 4 (®) e modelo 8 (®).

Figura 35 — Concentracdo média (n=3) mensal para BP-3 em agua de rio (#), agua tratada
(m) e 4gua clorada(A) da ETA de Araraquara.

Figura 36 — Percentagem do erro relativo (ER%) versus concentracdo obtida para o modelo
2 (@), modelo 5 (H) e modelo 8 (®).

Figura 37 — Percentagem do erro relativo (ER%) versus concentracdo obtida para o modelo
1 (®), modelo 3 (W), modelo 4 (®) e modelo 8 (A).

Figura 38 — Percentagem do erro relativo (ER%) versus concentracdo obtida para o modelo
2 (#), modelo 3 (m), modelo 5 (®) e modelo 8 (A).

Figura 39 — Percentagem do erro relativo (ER%) versus concentracéo obtida para o modelo
2 (#), modelo 3 (W), modelo 5 (®) e modelo 8 (A).

67

68

68

72

73

75

83

84

86

87

88

90

92

102

124

124

125

125



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Substancia, abreviacdo, N° de registro CAS, estrutura quimica, massa molar,
valores de log K., € ponto de ebulicdo para os filtros UV incluidos neste
trabalho.

Tabela 2 — Concentragdo maxima permitida, em produtos de cuidado pessoal, para BP-3,
ES, EHMC e OC no Brasil, Unido Europeia, Estados Unidos e Japéo.

Tabela 3 - Sumario das matrizes, métodos de extracdo e analise e das concentracdes
médias ou faixas de concentra¢cdes dos filtros UV no ambiente.

Tabela 4 — Avaliacdo semi-quantitativa das atividades agonistas e antagonistas dos
compostos em ensaios com (hER) e hAR.

Tabela 5 — Carga organica poluidora de origem domeéstica dos municipios da UGRHI-13.
Em negrito, os municipios inseridos nesta tese.

Tabela 6: Condi¢bes cromatogréaficas otimizadas

Tabela 7 — Condic¢des otimizadas para as andlises com dupla fragmentagéo por GC-MS/MS.

Tabela 8 — Variaveis envolvidas no procedimento de SPE dos filtros UV.

Tabela 9 — Areas obtidas por meio de injecdes com e sem secagem da solugcdo padrio
mista de filtros UV em isooctano. E seus respectivos coeficientes de variacdo
(CV).

Tabela 10 — Areas obtidas para os filtros UV apds testes de secagem (avolumando por fluxo
suave de N,, secando completamente por rota evaporador e secando

completamente por fluxo suave de N,). E seus respectivos CVs.

Tabela 11 — Variaveis e niveis estudados por PFF 2°* na otimizagdo do procedimento de
SPE.

Tabela 12 — Recuperacdes (expressas como porcentagem) obtidas para os filtros UV apoés
SPE dos testes de Planejamento experimental e a resposta normalizada para
cada um desses experimentos.

Tabela 13 — Valores de pH estudados na otimizacdo da extracdo e as respectivas
recuperacdes (%).

Tabela 14 — Recuperacdes médias (%) obtidas na avaliacdo da perda dos filtros UV no
reservatério da amostra.

Tabela 15 — Recuperacbes médias (%) obtidas na avaliacdo da lavagem dos reservatérios
da amostra.

Tabela 16 — Curvas analiticas (GC-MS/MS) para os analitos de interesse na matriz.

Tabela 17 — Pardmetros de regressdo da curva de calibracdo (y=ax+b) gerada para cada
peso (W) e as respectivas somas dos erros relativos (z ER%) para o BP-

di1o0.

Tabela 18 — Parametros (otimizados) de regressao da curva de calibracao gerada para cada
analito e as respectivas somas dos erros relativos (3 ER%).

26

27

31

35

52

71

74

77

78

79

81

82

84

84

85

89

92

93



Tabela 19 — Recuperagdes médias e coeficientes de variagdo (CV) paran =3

Tabela 20 — Limite de deteccédo e quantificagdo do método de extracdo por SPE e GC-
MS/MS.

Tabela 21 — Concentracdo dos filtros UV em agua (ng L") de marco/2013 a fevereiro/2014
na ETA de Araraquara. Para BP-10 recuperacdes médias e coeficientes de
variacao (n=3).

Tabela 22 — Concentragao dos filtros UV em agua (ng L™) de Abril/2013 a setembro/2013 na
ETA de Bauru. Para BP-10 recuperacdes médias e coeficientes de variacéo
(n=3).

Tabela 23 — Concentracgao dos filtros UV em agua (ng L'l) de abril/2013 a setembro/2013 na
ETA de Séo Carlos. Para BP-10 recuperagcbes médias e coeficientes de
variacdo (n=3).

Tabela 24 — Concentragéo dos filtros UV em agua (ng L'l) de marc¢o/2013 a agosto/2013 na
ETA de Jau. Para BP-10 recuperacGes médias e coeficientes de variacéo
(n=3).

Tabela 25 — Concentracéo dos filtros UV em agua (ng L) de marco/2013 a agosto/2013 na
ETA de Bueno de Andrada. Para BP-10 recuperacdes médias e coeficientes de
variacao (n=3).

Tabela 26 — Concentracao dos filtros UV em agua (ng L) de marco/2013 a agosto/2013 na
ETA de Trabiju. Para BP-10 recuperacdes médias e coeficientes de variagao
(n=3).

Tabela 27 - Parametros de regressédo da curva de calibragdo (y=ax+b) gerada para cada
peso (W) e as respectivas somas dos erros relativos (Z ER%) para o ES.

Tabela 28 - Parametros de regressédo da curva de calibragdo (y=ax+b) gerada para cada
peso (W) e as respectivas somas dos erros relativos (Z ER%) para o BP-3.

Tabela 29 - Parametros de regressao da curva de calibracdo (y=ax+b) gerada para cada
peso (W) e as respectivas somas dos erros relativos (Z ER%) para o EHMC.

Tabela 30 - Parametros de regressao da curva de calibracdo (y=ax+b) gerada para cada
peso (W) e as respectivas somas dos erros relativos (Z ER%) para o OC.

94

95

98

99

99

100

100

101

121

122

122

123



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ABIHPEC — Associagédo Brasileira da Indistria de Higiene Pessoal, Perfumaria e Cosméticos
AcOEt — acetato de etila

ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

BAUE-LD — microextracdo por barra adsortiva com dessorcéo liquida
BC — benzil cinamato

BP-3 — benzofenona-3

BP-d10 — benzofenona-d10

CETESB - Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental
CID — dissociacao induzida por colisao

CV - coeficiente de variagcédo

DAAE - Departamento autbnomo de agua e esgoto

DAE — Departamento de agua e esgoto

DCM - diclorometano

DLLME — microextracao liquido-liquido dispersiva

DP — desvio padréo

DPR — desvio padrao relativo

EHMC — etil hexil metoxinamato

ER — erro relativo

ES — etil hexil salicilato

ETA — Estacdo de tratamento de agua

ETE — Estacdo de tratamento de esgoto

FPS — fatores de protecao solar

GC-MS - cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas
GC-MS/MS- cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas com dupla ionizagao
hAR — receptor androgénico humano

HCI — &cido cloridrico

hERa — receptor estrogénico humano

HPLC-UV-DAD - cromatografia liqguida de alta eficiéncia com detector espectrofotométrico de
absorgédo no ultravioleta/visivel com arranjo de fotodiodos

IV — infravermelho



IBGE - Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
IE — interferente enddcrino

LC(ESI)MS/MS - cromatografia liquida acoplada a espectrometria em tandem com ionizacdo por
electrospray

LC(APPI)MS/MS — cromatografia liquida acoplada a espectrometria em tandem com fotoionizagao a
pressédo atmosférica

LC-MS/MS - cromatografia a liquido acoplada a espectrometria de massas em tandem
LLE — extracao liquido-liquido

LOD - limite de deteccéo

LOQ - limite de quantificacéo

LPME — microextracdo em fase liquida

m/z — massa carga

MALLE - extracdo liquido-liquido assistida por membrana
MeOH — metanol

MEPS — microextracéo por sorbente empacotado

MRM — monitoramento de reac8es multiplas

MSPD - dispersdo da matriz em fase sélida

NaOH — hidréxido de so6dio

OC - octocrileno

PCPs — produtos de cuidados pessoais

PFC - planejamento fatorial completo

PFF — planejamento fatorial fracionario

PLE — extragéo liquido pressurizada

QUEChERS - rapido, facil, barato, eficaz, robusto e seguro do inglés (Quick, Easy, Cheap,
Effective, Rugged, and Safe)

SAEMJA — Servico de Agua e Esgoto do Municipio de Jau
SBSE — extracao sortiva em barra magnética

SIM — monitoramento de ion seletivo

SPE - extracdo em fase solida

SPLE - extragdo seletiva liquido pressurizada

SPMD - dispositivo de membrana semipermeavel



SPME - microextragcdo em fase solida

TC-IL-DLPME - microextracdo em fase liquido dispersiva com liquido ibnico com temperatura
controlada

TD-GC-MS - cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas com dessor¢ao térmica
TIC — cromatograma de ions total

TiO2 — diéxido de titanio

UA-DLLME — microextracao liquido-liquido dispersiva assistida por ultrassom

UGRHI — Unidades de Gerenciamento de Recursos Hidricos

UHPLC—(ESI)MS/MS — cromatografia & liquido de ultra performance acoplada a espectrometria em
tandem com ionizacao por electrospray

UV — ultravioleta
UVA — ultravioleta A
UVA — ultravioleta B
UVA — ultravioleta C
Vis — visivel

ZnO — 6xido de zinco



1

2

2.1
2.2
2.3
2.4
2.5
251

SUMARIO

INTRODUCAO

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Radiacao solar

Filtros UV

Aporte dos Filtros UV ao ambiente

Interferentes enddcrinos

Métodos analiticos para determinacéo dos filtros UV

Técnicas para extracao dos filtros UV de matrizes aquosas

2.5.1.1 Extracdo em Fase Sélida

2.5.1.2 Otimizacdo do procedimento de SPE

25.2

2.5.2.1 Cromatografia em fase Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (GC MS/MS)

2.6
26.1
2.6.2
2.6.3
2.6.4
2.7
27.1
3

4

4.1
4.2
4.3
4.4
4.5
4.6
4.6.1

Técnicas de analise dos Filtros UV em agua

Validacédo do método SPE e GC-MS/MS

Seletividade

Curva analitica

Preciséo e exatiddo

Limite de deteccédo (LOD) e limite de quantificacdo (LOQ)
Amostragem

Selecéo da area a ser inserida no estudo ambiental
OBJETIVOS:

PARTE EXPERIMENTAL

Reagentes e solucdes padrédo

Instrumentacao e condi¢des cromatogréficas (otimizadas)
Procedimento de extracao em fase solida (SPE) (otimizado)
Planejamento experimental e ferramentas estatisticas
Procedimento de Validacao

Amostragem

Localizacdo dos pontos amostrais

4.6.1.1 Araraquara
4.6.1.2 Bueno de Andrada
4.6.1.3 Bauru

4.6.1.4 Jau

4.6.1.5 Séo Carlos

4.6.1.6 Trabiju

4.7
4.7.1
4.7.2
5

Lista de materiais utilizados
Reagentes e solventes

Materiais e equipamentos
RESULTADOS E DISCUSSOES

22
24
24
25
28
33
35
36
36
37
39
40
41
41
42
47
47
48
50
54
55
55
56
56
57
57
58
58
59
62
63
65
66
67
69
69
69
70



5.1 Limpeza da vidraria 70

5.2 Condicdes cromatograficas 70
5.3 Procedimento de extracao 74
5.4 Validacao 87
5.4.1 Seletividade 87
5.4.2 Curva analitica 89
5.4.3 Exatidao e precisdo 93
5.4.4 Limite de Deteccédo (LOD) e Limite de Quantificacdo (LOQ) 94
5.5 Ocorréncia e concentracdes dos filtros UV na Bacia Hidrogréfica Tieté-Jacaré 97
6 CONCLUSOES 105
DESTINACAO DOS RESIDUOS QUIMICOS GERADOS 107
TRABALHOS FUTUROS 108

REFERENCIAS 109



22

1 INTRODUCAO

Substancias organicas capazes de absorver radiagdo UV séo utilizadas em
protetores solares e, cada vez mais, tém sido empregadas na formulacéo de
produtos de higiene pessoal, isso em virtude da crescente preocupacao com 0s
danos causados pela radiacdo solar, em especial os canceres de pele
(CHISVERT e SALVADOR, 2007).

Tais substancias acabam por aportar em ambientes aquaticos por meio
de atividades recreacionais ou lancamento de esgoto doméstico (GIOKAS,
SALVADOR e CHISVERT, 2007). Estudos realizados em diversos paises
apontaram a presenca de substancias em aguas superficiais, sedimentos e
peixes entre outras matrizes.

A preocupacao quanto a presenca deste tipo de substancia no ambiente e
a exposicdo de organismos aquaticos reside na potencialidade de
bioacumulacio e capacidade de atuarem como interferentes endocrinos (DIAZ-
CRUZ e BARCELO, 2009). Apesar dessas evidéncias, existem poucos estudos
sobre a ocorréncia e destino deste tipo de substancia no ambiente e nenhum
se refere ao Brasil.

A determinacgao fidedigna de microcontaminantes organicos em matrizes
ambientais requer procedimentos de otimizacéo e validacdo analitica rigorosos
e criteriosos, que frequentemente tem sido negligenciada pelos pesquisadores.

Esse trabalho apresenta dois enfoques um analitico e um ambiental. No
primeiro, inicialmente foi realizada a otimizacdo do método de extracdo/pré-
concentracdo utilizando (SPE, com fase polimérica), essa otimizacao foi
efetuada empregando-se estatistica multivariada. Posteriormente, iniciou-se a
validagdo do método (incluindo SPE e determinagdo por GC-MS/MS). Na
validacdo os parametros avaliados foram seletividade, curva analitica, preciséo,
exatiddo, limite de deteccdo e limite de quantificacdo, com destaque a
obtencdo da curva analitica, onde se mostrou necessario o uso de curvas
analiticas ponderadas, isso para garantir a confiabilidade das quantificacdes e
a possibilidade de trabalhar em um maior intervalo de concentragdes.

No segundo enfoque, o ambiental, avaliou-se a presenca dos filtros UV
(presentes com maior frequéncia em protetores solares comercializados em

Araraguara) em matrizes ambientais. As matrizes estudadas foram agua bruta
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(rio ou subterranea), tratada (sem cloracao/fluoretacdo) e potavel (com
cloragao/fluoretagdo), sendo incluidos neste estudo cinco municipios e um
distrito da UGRHI-13, em uma base temporal de 6 a 12 meses, com

periodicidade mensal.
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2  REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Radiagao solar

A radiacdo eletromagnética originaria do Sol que atinge a Terra tem seus
comprimentos de onda compreendidos entre 290 e 2000 nm, onde estéo
inclusas as radiacdes, infravermelha (IV), visivel (Vis) e parte da ultravioleta
(UV). A energia que cada uma dessas radiacdes possui € inversamente
proporcional ao comprimento de onda. Delas, a radiacao ultravioleta € a que
apresenta 0s menores comprimentos de onda e dessa forma sdo as mais
energéticas. Elas também sdo as mais propensas a induzir reacgfes
fotoquimicas (FLOR e DAVOLOQOS, 2007).

A radiacao ultravioleta é subdividida em faixas de energia distintas as
quais sdo classificadas como UVA, UVB e UVC. A UVC é a de menor
comprimento de onda, e entdo a mais intensa e que podem ocasionar Sérios
danos. Entretanto, essa radiacdo quase ndo atinge a superficie da Terra, pois é
filtrada pela camada de ozbnio. Também, parte da radiacdo UVB néao incide
sobre a terra, pois a camada de 0z6nio absorve comprimentos de onda mais
curtos que ~310 nm (UVC e parte da UVB), de modo que a radiagcdo UV que
significativamente atinge a Terra € a UVA e parte da UVB (KANAVY e
GERSTENBLITH, 2011). As quais podem ocasionar sérios danos a pele
humana.

Durante muito tempo, a toxidade da radiacdo UVB atraiu maior atencao
que da UVA devido aos seus maiores danos. Contudo, as radiacbes UVA e
UVB sdao clinicamente significativas, pois ambas tem sido associadas ao
aumento de doencas de pele (KOSHY et al., 2010). A exposi¢édo cronica a
estes dois tipos de radiacdo pode induzir danos a pele humana, tais como:
gueimaduras, eritemas, fotoenvelhecimento bem como o céancer (De ORSI et
al., 2006).

Convém esclarecer aqui que mesmo diante desses graves efeitos
adversos que a radiagdo UV pode causar é importante considerar que a
exposicdo a radiacdo solar, em pequenas quantidades, tem efeito terapéutico
em diferentes patologias, uma vez que € imprescindivel para a producédo de

vitamina D pelo corpo humano. Isso por sua vez aumenta a absorcéo de célcio,
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prevenindo dessa forma osteoporose e raquitismo, também tem efeitos
benéficos em artrites, regulagédo da pressao arterial, diabetes, forca muscular, e
ainda melhora o humor (CHISVERT e SALVADOR, 2007).

Destaca-se, ainda, que devido aos danos causados a camada de ozo6nio,
a radiacdo UV que chega a Terra tem aumentado nos ultimas décadas, o que
poderia explicar o aumento da incidéncia de tumores de pele (CHISVERT e
SALVADOR, 2007). Entdo, em resposta aos efeitos adversos da radiagédo UV,
esforcos tém sido realizados na tentativa de evitar ou minimiza-los. Dentre
esses esforcos, tem se destacado a obtencdo de compostos que apresentem

caracteristicas de fotoprote¢&o, os chamados filtros ultravioletas (filtros UV).

2.2 Filtros UV

Filtros UV sao substancias incolores ou amarelas com absor¢céo quase
nula de radiacdo visivel, mas significativa absor¢éo da luz nas faixas UVA e
UVB (DIAZ-CRUZ e BARCELO, 2009). Uma caracteristica comum a todos eles
€ a presenca de um anel aromatico com uma cadeia lateral mostrando
diferentes graus de insaturagdo (DIAZ-CRUZ e BARCELO, 2009). A maioria
deles é de compostos lipofilicos (baixa solubilidade em agua) (RICHARDSON,
2009). No entanto, a presenca de grupos fenolicos em suas estruturas pode
fornecer a eles certa mobilidade no ambiente aquatico (NEGREIRA et al.,
2009a). A Tabela 1 mostra as estruturas e algumas propriedades fisico-
guimicas importantes dos filtros UV abordados nesse trabalho.

Os filtros UV séao tradicionalmente classificados como inorganicos (ou
fisicos) e orgéanicos (ou quimicos). Os filtros inorganicos (dioxido de titanio
(TiOy), 6xido de zinco (ZnO), por exemplo) atuam basicamente pela reflexao,
espalhamento e absorcédo da luz UV (ndo serdao abordados nesse trabalho),
enquanto os filtros organicos (benzofenona (BP-3), octocrileno (OC), por
exemplo) agem principalmente por absorcdo da luz UV (CUDERMAN e
HEATH, 2007). A protecdo se da pela absor¢cdo do féton, pela molécula do
filtro, que rapidamente retornam ao estado fundamental por relaxamento
vibracional, e entdo novamente ativa, absorvem adicionais fotons e repete-se o
processo, protegendo assim dos danos causados pela radiagcdo UV (FELIX,
HALL e BRODBELT, 1998).
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Tabela 1 — Substéncia, abreviacédo, N° de registro CAS, estrutura quimica, massa molar, valores de log K, e ponto de ebulicdo para os filtros UV incluidos

neste trabalho.

Substancia - Ponto de Pressao de
i o o Massa molar Solubilidade em -
(abreviacao) N Estrutura quimica (g/mol) logKow pKa agua (mg/L) ebulicao vapor
CAS 9 9 9 ©C) (Torr)
o]
(ng‘_zso)felnglng‘ﬁ 228,24 3,79° 7,56° 68,6° 150-160"° 5,26x10°
Etilhexil o
metoxicinamato He ! 290,40 5,802 0,156° 198-200° 8,89x10~
(EHMC), 5466773 %(
on @
(Eé"sh)elxi';esagg”ato @JL O“E\A% 250,33 5,97° 8,13° 0,028 189-190* 8,07x10°
! CHy
I
Octocrileno ‘z L’VOMCM a c o -9
(OC), 6197304 O | 361,49 6,88 0.004 218 2,56x10
(BBeé‘)Zl"OC?:Z"i‘g‘ato w@ 238,28 4,06° 0,0093¢ 195-200%** 1,05x10°
o] D
192,28 3,18° n.e. 305° n.e.

D
Benzofenona-d;q . O O °
(BP-dyp), 22583751 . 5o .
D D

* 21mmHg (litoral) (SIGMA ALDRICH, 2014a)
*1 5 mmHg (litoral) (SIGMA ALDRICH, 2014b)
* 5mmHg (litoral) (SIGMA ALDRICH, 2014c)

Fonte: Elaborado pelo autor, 2014.

?(RODIL; SCHRADER e MOEDER, 2009)
® (ZENKER; SCHMUTZ e FENT, 2008)

° (MOEDER et al., 2010)

9(BHATIA et al., 2007)
¢ (SIGMA ALDRICH, 2014d)
n.e. = ndo encontrado.
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Os filtros UV tém diversas aplicacdes: em téxteis, produtos para o lar, tecidos,
plasticos, produtos Opticos, produtos agricolas (FENT, KUNZAC e GOMEZD, 2008),
sendo a sua principal aplicacdo em produtos de cuidados pessoais (PCPs). Nesses,
eles tem a funcéo de proteger pele, labios e cabelos dos danos que a radiacdo UV
em excesso pode causar. Alguns desses filtros protegem da radiacdo UVB, outros
oferecem protecdo contra comprimentos de onda na faixa UVA e poucos outros
cobrem as duas faixas.

Deste modo, para garantir maiores fatores de protecédo solar (FPS), além da
maior concentracdo de cada um deles, geralmente, sdo usados mais que um filtro
UV nas formulag¢des dos PCPs (FENT, ZENKER e RAPP, 2010). Em virtude disso,
maior atencdo tem sido dada ao teor maximo dessas substancias em protetores
solares e cosmeéticos.

Os filtros UV séo regulamentados para PCPs em muitos paises (De ORSI et
al., 2006), inclusive no Brasil. Mas, nos diversos paises em que ha regulamentacéo,
existem diferencas quanto a suas classificacbes (drogas de balcdo, cosméticos etc),
guanto as concentracdes maximas permitidas, bem como o numero de substancias
legisladas. A Tabela 2 mostra a concentragdo maxima permitida para os quatro
filtros UV foco desse estudo, no Brasil e em outras partes do mundo (DIAZ-CRUZ e
BARCELO, 2009; AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2006)

Tabela 2 — Concentracao maxima permitida, em produtos de cuidado pessoal, para BP-3, ES, EHMC
e OC no Brasil, Unido Europeia, Estados Unidos e Japéo.

Concentracdo maxima permitida

A . .
Substéncia Nome INCI Abreviacao Brasil UE USA Japao
2-Hidroxi-4-

metoxibenzofenona Benzofenona-3 BP-3 10% 0% 6% 5%

(Oxibenzona)*
. Octil (ou Etilhexil)
ga"c!'ato de salicilato ES 5% 5% 5% 10%
- etilhexila

4 :j Metoxipinar_nato Octil (o_u _EtiIhein) EHMC 10% 10%  7.5% 20%
e 2 - etilhexila metoxicinamato
2-Ciano-3,3

difenilacrilato de 2- Octocrileno oC 10% 10% 10% 10%

etilexila

*Para concentrag6es maiores que 0,5% incluir adverténcia na rotulagem: contém oxibenzona;
** Nomenclatura internacional para ingredientes cosméticos (do inglés International Nomenclature for Cosmetic Ingredient).

Fonte: Adaptado de: (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2006; CHISVERT e
SALVADOR, 2007).

Com relacdo ao numero de filtros UV legislados: na Unido Europeia (UE)
somam um total de 28, 16 nos EUA, 21 no Canada e 26 na Australia (TUCHINDA et
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al., 2006), enquanto no Brasil sdo legislados 38 filtros UV. A regulamentacéo
brasileira para essas 38 substancias é feita pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), que descreve os filtros UV como substancias adicionadas
(dentro de limites e condicbes determinadas) aos produtos para protecdo solar,
cosméticos ou perfumes com a finalidade de filtrar os raios ultravioleta, visando
proteger a pele de efeitos danosos causados pela radiacao UVA e UVB. A ANVISA
também indica que os filtros UV utilizados em PCPs somente com a finalidade de
preserva-los da degradacdo fotoquimica, ndo segue a mesma determinacao
ANVISA (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2006). Para esses
casos, normalmente concentracbes méaximas vao de 0,05 a 2%, embora essa
quantidade néo seja estipulada por lei (ZENKER, SCHMUTZ e FENT, 2008).

Convém lembrar aqui, que essa regulamentacdo da ANVISA quanto a
concentragdo méaxima permitida, dos filtros UV, refere-se aos produtos de cuidados
pessoais. Com relacdo ao ambiente, ndo ha nenhuma normativa regulamentadora
no Brasil e no mundo até o momento. Essa auséncia tem sido motivo de
preocupacdo em anos recentes, pois, o fato dos filtros UV terem, durante muito
tempo, sido notados apenas pela sua eficacia em atenuar os efeitos danosos da
radiacdo solar, em especial o cancer de pele, fez com que esses compostos
passassem a ser adicionados nao apenas em produtos de protecdo solar, mas
também, passaram a fazer parte das formulacdes de muitos produtos de uso diario,
tais como cosmeéticos, cremes para a pele, logcdes para o corpo, sprays e tinturas de
cabelo, xampu dentre muitos outros. Os quais, de forma direta e/ou indireta terao
como destino o ambiente (CHISVERT e SALVADOR, 2007).

2.3 Aporte dos Filtros UV ao ambiente

Com a diversidade de aplica¢des dos filtros UV e com sua incorporagao cada
vez mais frequente dos PCPs de uso diario, tem se tornado muito expressiva as
quantidades desses compostos lancadas diariamente no ambiente. Seja por meio
das descargas de aguas residuais de seu processo de obtencdo, do descarte de
embalagens e/ou principalmente a partir de seus varios usos, destacando-se 0 uso
em PCPs.

Quando usados em PCPs, os filtros UV podem atingir o ambiente aquatico de

maneira direta, pela remocdo da pele nas atividades recreacionais ou de forma
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indireta por meio da remocéo de roupas, toalhas de banhos, das frac6es absorvidas
e excretadas, 0s quais seguem para a rede coletora de efluentes domésticos, entéo
para estacdo de tratamento, e a depender dos processos de tratamento empregado
podem chegar ao ambiente. A Figura 1 mostra, de forma esquematica, as principais
vias de aporte dos filtros UV ao ambiente (GIOKAS, SALVADOR e CHISVERT,
2007).

Em termos de Brasil, o aporte dessas substancias ao ambiente €
provavelmente muito grande. Pois, levando em conta que o Brasil € um pais tropical,
com alta incidéncia de irradiacdo solar, que consequentemente apresenta um alto
consumo de produtos com filtros UV. Segundo a Associa¢do Brasileira da Indastria
de Higiene Pessoal, Perfumaria e Cosméticos (ABIHPEC) o Brasil € o terceiro maior
consumidor de cosméticos do mundo, ficando atras apenas dos Estados Unidos e
Japao (ASSOCIAQAO BRASILEIRA DA INDUSTRIA DE HIGIENE..., 2012).

Tudo isso vem a se somar com 0s baixissimos indices de tratamento de
esgoto. Como a questdo de tratamento de esgoto no Brasil é incipiente, o
lancamento de efluentes in natura ou mesmo processados parecem ser a principal
via de aporte e contaminagcdo do ambiente aquético por filtros UV. A velocidade com
gue isso acontece, é mais um agravante importantissimo. Pois, mesmo que os filtros
UV nao apresentem tempos de meia-vida longos, o seu constante langamento no
ambiente, pode Ihes conferir carater pseudo-persistente. Isso porque essas
substancias sao introduzidas no ambiente em uma frequéncia, muitas vezes maior
que aquela necessaria para sua remoc¢do ambiental.

Sendo assim, seu monitoramento ambiental tem despertado bastante interesse
nos ultimos anos. A Tabela 3 apresenta uma coletanea das concentracbes meédias
ou faixas de concentracdo de alguns filtros UV detectados em diversas matrizes

ambientais, usando variados métodos de extragao.



Figura 1 — Vias de aporte dos filtros UV em agua.
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Tabela 3 - Sumario das matrizes, métodos de extracdo e andlise e das concentracdes médias ou
faixas de concentracdes dos filtros UV no ambiente.

~ Método de
iggg C;Ztgi Matriz Cgr?é:gr?tt::ggses extracao e Pais/ano Referéncia
andlise
pRoe . fouaelind 00 260pglt  SPME-GCMS  EUA, 1998  FELIX, 1998
Agua de L
. 2 A Greécia, LAMBROPO
Filtros UV p|sc:rr1]zre do 21-99uglL SPME-GC-MS 2002 ULOU, 2002
" SPE .
Filtros UV Ag”aiggnrgar ©  18-10ngL? LC-UV-DAD e Gzrgg'f Gl
P GC-MS

. Agua 1 SPE Suica, POIGER,

Filtros UV superficial 5-266ng L GC-MS-SIM 2004 2004
Agua, aguas ]

. N Bl SPE, SPMDs Suica, BALMER,
Filtros UV resl;(jelij)?els e 0,01 -119puglL 2005 2005
Filtros UV Aguas de GC-MS e Grécia, GIOKAS,

banho LC-UV DAD 2005 2005

BP-3 e " 47-85ng L™ LLE Coreia do

metabolitos  ~'9UAE SO0 50 _ 18380 ng kg GC-MS sul JEON, 2006

. " 1 SPE Eslovénia, CUDERMAN
Filtros UV Aguas 15-400ng L GC-MS 2007 2007

; -1 SPE China,

Filtros UV Esgoto 34- 2128 ng L GC-MS 2007 LI, 2007

. Agua de rio, 1 SBSE Espanha,

Filtros UV lado e esgoto 2-250 ng L TD-GC-MS 2008 RODIL, 2008
Agua e tecido .

. . ) 1 LC(ESI)MS/MS Suica, ZENKER,

Filtros UV adsgs((;de 4-1344ngg GC-MS/MS 2008 2008
. ) 1 LPME Japéo, OKANOUCH
Benzofenonas Agua de rio 68,9-85 ng L GC-MS 2008 |, 2008

. " 1 SPE Espanha,

Filtros UV Agua 20-2679 ng L LC-ESI-MS/MS 2008 RODIL, 2008

. . -1 SPME-GC- Espanha, NEGREIRA,
Filtros UV Esgoto e rio 13-462ngL MS/MS 2009 20092

P::?J‘?g;‘éso ge Aguaderioe  11-5613ngL? SPEeUHPLC- Espanha, PEDROUZO,
pessoais esgoto (ESI)MS/MS 2009 2009
. MALLE
Fitros Uy~ A9Ua1000€ 35395 g 1t Lc(aPP)-  ESPaNMA RopiL, 2000
g MS/MS
. 1 GC (SIM) MS e MOTTALEB,
PCPs Peixe 17-970ng g GC-MS/MS EUA, 2009 2009
Poeira de

. i 1 MSPD Espanha, NEGREIRA

Filtros UV a%a\r/t:gjgtsos 35-41000 ng g GC-MS/MS 2009 2009

Agua SPE
PCPs superficial e 11-286 ng L™ UHPLC(ES) ~ ESpanha,  PEDROUZO,
residual MS/MS

Filtros UV e ) China

fragrancias Agua de rio 8 — 520 ng L* SPME-GC-MS 2010’ LIU, 2010
sintéticas

Filtros UV e

fragrancias Lago e esgoto 10 -3052 ng L* MEPS-GC-MS Alegz)zir(l)ha, Mozlétl)g R,
sintéticas

BP-3 e < -1 Espanha, TARAZONA,
metabdlitos Agua do mar 280-3300ng L DLLME-GC-MS 2010 2010
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~ Método de
iggq"z C;Ztgi Matriz Cgr?é:g:tt::ggses extracao e Pais/ano Referéncia
andlise
Produtos de < .

. Agua de Italia, BASAGLIA,
ggf:c?;i: torneira SPME-GC-MS 2011 2011
Agua de rio, 1-4928ng L™ «

Filtros UV lado e esgoto e SPE e GC-MS Jggff’ KAZ'\?E?A'
e sedimento 2,0-3422 mg kg'l
. Agua de rio e SPE e Taiwan,
Filtros UV esgoto GC-MS/MS o011  Ho.201
. Agua de rio e 1 SPE e Australia,
Filtros UV esgoto 32,7-2206 ng L GC-MS/MS 2011 LIU, 2011
. SPE e ~ VOSOUGH,
Filtros UV Esgoto HPLC-DAD Irg, 2011 2011
Benzofenonas  Agua de lago DLLME China, ZHANG,
HPLC 2011 2011
Benzofenonas Solo e 0,6-20ng g™ GC-MS Espanha, ggﬁﬁ:?é
e salicilatos sedimento ' 2011 2011
: i -1 SBSE Italia, NGUYEN,
Filtros UV Agua do mar 55-216ngL LC-MS/MS 2011 2011
PLE GAGO-
Filtros UV Leosd‘z)foe 0,04109,17ngg®  UPLC-ESI(+)- Esngflha' FERRERO,
g MS/MS 2011
. 1 PLE Espanha, NEGREIRA,
Filtros UV Lodo 93-3263ngg GC_MS 2011 2011
Produtos de .
. 1 Italia, BASAGLIA,
glél;j:c;j;: Esgoto 4-16ngL SPME-GC-MS 2012 2012
. . . Singapura, ZHANG,
Filtros UV Agua de rio n.d. SPME-GC-MS 5012 2012
. Agua de 1 Espanha, DIAZ-CRUZ,
Filtros UV torneira 1,5-295ngL SPE e GC-MS 2012 2012
. Agua de rio, 1 SBSE e HPLC- Italia,
Filtros UV mar e esgoto 3-551nglL APCI-MS/MS 2012 MAGI, 2012
: A 1 DLLME e Espanha, BENEDE,
Filtros UV Agua do mar 91-880ngL GC-MS 2014 2014
Agua do mar e 1 BA UE- Portugal, ALMEIDA,
Benzofenonas esgoto 22-25uglL LD/HPLC-DAD 2013 2013
Filtros UV e Chile e .
. 1 SPLE e GC-MS A BARON,
retardantes de Sedimento 0,08-143ngg e/ou LO-MS/MS Colédmbia, 2013
chama 2013
GAGO-
. : 1 PLE/SPEelLC- Espanha,
Filtros UV Peixe 11,2-241,7ngg MS/MS 2013 FEI;(I?ESRO,
Agua de rio . GAGO-
. N ' E] On-line SPE Espanha,
Filtros UV sub;esr;z?:a e 43-1548nglL LC—MS/MS 2013 FEI;EESRO,
. Agua de rio e 1 UA-DLLME e Taiwan,
Filtros UV esgoto 6,1-21,4nglL GC-MS 2013 WU, 2013
Agua de .
. = TC-IL-DLPME  Singapura,
Filtros UV pliglrr;zzi?ade nd HPLC 5013 ZHANG,2013
. mexilhdes
Filtros UV e . 1 QUEChERS e Portugal,
fragrancias marinhos 78-3992ngg GC-MS/MS 2014 GROZ, 2014
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Tabela 3 - Continuacao

Compostos Concentracoes Método de
P Matriz & extracao e Pais/ano Referéncia
Analisados encontradas =
analise
. Agua 1 on-line- SPE- Espanha, JURADO,
Filtros UV subterranea  >2—36.6nglL LC-MS/MS 2014 2014

Fonte: Elaborado pelo autor, 2014.

A presenca de filtros UV no ambiente, conforme referenciado na Tabela 3, tem
gerado apreensdo da comunidade cientifica. Essa preocupacdo reside na
potencialidade de bioacumulagao e principalmente na capacidade de atuarem como
interferentes endocrinos (DIAZ-CRUZ; BARCELO 2009).

2.4 Interferentes endécrinos

O termo interferente enddcrino (IE) tem varias definicdes. Mas, de modo mais
simplificado, IE sdo substancias quimicas naturais ou sintéticas que podem interferir
no funcionamento normal do sistema endocrino (GHISELLI e JARDIM, 2007). IEs
podem causar distirbios na sintese, secrecdo, transporte, ligacdo, acdo ou
eliminacdo de hormdnios enddgenos e, assim como 0 metabolismo, alteram também
a diferenciacdo sexual e a funcéo reprodutiva (BILA e DEZOTTI, 2007).

Em um hormdnio natural, a acdo se inicia quando ele liga-se ao receptor
hormonal especifico no interior da célula (Figura 2a). Entretanto, certas substancias
guimicas (os interferentes endécrinos) também podem se ligar ao receptor hormonal
e, consequentemente, interferir a acdo do hormaonio natural. O interferente enddcrino
interage com o0s receptores hormonais, modificando a sua resposta de duas
maneiras distintas (Figuras 2b e 2c): Primeira, o IE pode se ligar ao receptor
hormonal e produzir uma resposta, atuando entdo como um mimetizador, ou seja,
imitando a acdo de um determinado horménio (processo denominado de efeito
agonista) (Figura 2b). Na segunda maneira, o IE se liga ao receptor, mas nenhuma
resposta € produzida, agindo como um blogueador, ou seja, estara impedindo a
interagcdo entre um hormoénio natural e seu respectivo receptor, (processo
denominado de efeito antagonista) (Figura 2c) (GHISELLI e JARDIM, 2007).
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Figura 2 — Processos de alteracdo endécrina: (a) Resposta natural, (b) Efeito agonista, (c) Efeito
antagonista.

Imitador Bloqueador
Hormaénio Horménio hormonal  Horméonio hormonal
T /g T T/ T T
T
Célula ! g Célula ! ] Célula
£ ceptor £ ceptor £ Reéceptor
Resposta Efeito agonista Efeito antagonista
a) b) (resposta inibida)

c)

Fonte: Adaptado de: (GHISELLI e JARDIM, 2007).

Uma substéncia ja bem caracterizada como estrogénica é o 17-beta-estradiol
(0 mais comum dos estrogenos naturais) e tem sido relatado, por literatura
especializada, que a atividade estrogénica de alguns filtros UV orgéanicos esta na
mesma faixa desse estrogeno. (GIOKAS, SALVADOR e CHISVERT, 2007;
PEDROUZO et al., 2011).

Além da atividade estrogénica, em trabalho de Kunz e Fent, 2006 ¢é estudada a
atividade antiestrogénica, androgénica e a antiandrogénica (mdultipla atividade
hormonal) de 18 filtros UV e 1 metabdlito (Tabela 4). Nesse estudo, todos 0s
compostos estudados apresentaram mdltipla atividade hormonal in vitro, sendo que
onze deles apresentaram trés das quatro atividades hormonais. Ainda, desses 19
compostos estudados, 10 atuaram como mimetizadores e 14 como inibidores da
interacdo do horménio natural e o receptor estrogénico humano (hERa). J4, com
relacdo a interacdo do horménio natural e o receptor androgénico humano (hAR) 6
atuaram como mimetizadores e 17 como inibidores (KUNZ e FENT, 2006).

Essa multipla atividade hormonal mostrada na Tabela 4 pode levar a graves
alteracbes no ecossistema e, especialmente, no desenvolvimento normal do eixo
endocrino dos seres vivos. Preocupacfes a esse respeito tem aumentado
consideravelmente o interesse na melhor compreensdo da ocorréncia e destino
dessas substancias no ambiente (FENT, ZENKER e RAPP, 2010). O monitoramento
dessas substancias nos compartimentos ambientais é realizado fazendo uso de

técnicas analiticas sensiveis.
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Tabela 4 — Avaliacdo semi-quantitativa das atividades agonistas e antagonistas dos compostos em
ensaios com (hER) e hAR.

Composto Ativid:etde 'Atividage' Atividgdg 'AtividaQe '
estrogénica antiestrogénica androgénica antiandrogénica

4-metilbenzilideno canfora -- +++ -- +++
3-Benzilideno cénfora + +++ -- +++
Benzofenona-1 +++ -- -- +++
Benzofenona-2 +++ -- +++ +++
4-hidroxi benzofenona +++ -- - 4+
4,4-dihidroxi benzofenona +++ -- -- +++
Benzofenona-3 + +++ -- +++
Benzofenona-4 + +++ -- +++
f;(l)\gztrc])tﬁ;mamato de . o ++ et
Etil hexil metoxinamato -- +++ ++ +++
octocrileno -- +++ + +++
Benzil salicilato + +++ -- +++
Fenil salicilato ++ +++ -- +++
Homosalato -- +++ +++ +++
Etil hexil salicilato -- +++ ++ +++
Acido 4-aminobenzoéico - +++ - -
4-aminobenzoato de etila +++ -- -- ++
ADmelhamnobeniosto -
N-Etoxi-4-aminobenzoato B + N B

de etila

Abreviaturas: Os sinais indicam a eficacia de cada composto em diferentes ensaios: +++, maximas curvas de dose-resposta,
com eficacia = a 80%; ++, submaxima curvas de dose-resposta com eficacia = a 30%; + e submaximas curvas dose-resposta
com eficacia < que 30%; -- ndo detectado.

Fonte: KUNZ e FENT, 2006.

2.5 Meétodos analiticos para determinacéo dos filtros UV

Quando se trabalha com matrizes ambientais, geralmente, os métodos
analiticos utilizados para deteccdo e quantificacdo de filtros UV séo restritos a
técnicas cromatogréficas. Entretanto, antes que as amostras sejam introduzidas no
sistema cromatografico algum procedimento de pré-tratamento (extracdo, clean-up,
e concentracdo dos analitos de interesse) deve ser utilizado para melhorar a
determinacdo dos compostos de interesse.

O pré-tratamento tem a finalidade de melhorar a detectabilidade do instrumento
analitico. Visto que, nos grandes volumes de amostras ambientais € esperado que
0os analitos alvo estejam em pequenas quantidades, enquanto é esperado uma
grande quantidade e variedade de interferentes. Em virtude disso, diferentes
técnicas de extracdo tém sido utilizadas com intuito de encontrar aquela mais

adequada para analise de cada tipo de amostra e analito.
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2.5.1 Técnicas para extracdo dos filtros UV de matrizes aquosas

Métodos tradicionais de preparo da amostra, tal como a extragéo liquido-liquido
(LLE), ainda sé&o utilizadas (JEON, CHUNG e RYU, 2006). Entretanto, uma
tendéncia em técnicas de extracdo é diminuir o consumo de solventes organicos,
dessa forma, a LLE tem sido cada vez menos utilizada (CALDAS et al., 2011). A
técnica de extracdo em fase solida (SPE) se destaca por consumir menos tempo,
menos solventes e vem sendo desenvolvida e/ou aperfeicoada na efetiva aplicacao
para extracdo de filtros UV em amostras aquosas (PEDROUZO et al., 2011).

Por outro lado, técnicas miniaturizadas vém ganhando espaco recentemente,
por exemplo, a microextragdo em fase solida (SPME) (LIU et al., 2010), a extragédo
sortiva em barra magnética (SBSE) (RODIL e MOEDER, 2008) e a microextracéo
liquido-liquido dispersiva (DLLME) (TARAZONA et al., 2010) tém sido utilizadas para
determinar filtros UV. Entretanto, a variedade de polaridades dos materiais
comerciais, para algumas dessas técnicas, € limitada (PEDROUZO et al., 2011).
Dessa forma, a SPE com sua variedade de sorbentes € ainda, a técnica de extracao
preferida por muitos autores para a extracao e pré-concentracédo dos filtros UV em
amostras aquosas (CUDERMAN e HEATH, 2007; RODIL et al. 2008; PEDROUZO et
al., 2009).

2.5.1.1 Extracdo em Fase Solida

A técnica de SPE (esquematizado na Figura 3) foi o procedimento selecionado
para ser utilizado na etapa de extragdo e pré-concentracédo dos analitos de interesse
das amostras estudadas. SPE consiste basicamente na seguinte sequéncia de

etapas: (1) Pré-condicionamento — recomendado para eliminacdo de possiveis

impurezas oriundas de seu processo de fabricacdo. Essa etapa de limpeza
geralmente e realizada com o solvente que serd utilizado na eluicdo. (2)

Condicionamento — tem a finalidade de ativar o material da sorbente, tornando-o

mais predisposto para extracdo. Nesse processo, para sorbentes apolares de SPE

sao utilizados solventes organicos, por exemplo, metanol. (3) Aplicacdo da amostra

— a transferéncia das amostras para o cartucho de SPE deve ser feita de forma
quantitativa. A amostra deve ser percolada através do cartucho usando um sistema
manifold para SPE, de maneira ndo muito rapida, de modo que haja tempo para

interacdo do analito com a fase estacionaria. (4) Lavagem — realizada com o intuito
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de remover possiveis contaminantes que tenham sido adsorvidos juntamente com
os analitos, e também pode ser utilizado para secagem do sorbente. (5) Eluicdo — a
eluicdo dos filtros UV adsorvidos no sorbente serdo dessorvidos com auxilio do
solvente de eluicdo. Para que a eluicdo seja satisfatéria, € importante a correta
escolha do eluente e também é necessario que a vazéo seja lenta o suficiente para

a quebra das interagfes entre o analito e a fase extratora.

Figura 3 — Etapas do processo de Extracdo em Fase Sélida (SPE).

outros
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/7 filtros UV (—> metanol I,_;, eluente
»
] B e m[” 0% . Ta"[
u
[ ] > |
* . . ]
> L ]
| - | "
* . *
Sk % -
s $o0) o g
ar r LEI_ I
- ol ss W
mm **, Weg *
a) condicionamento b) aplicacdo da c) lavagem d) eluicao
amostra

Fonte: Adaptado de (THURMAN e MILLS, 1998).

Como pode ser notado pelo paragrafo anterior e pela ilustracdo da Figura 3, o
procedimento de extracdo por SPE envolve vérias etapas, consequentemente suas
recuperacdes podem ser afetadas em cada uma dessas etapas por varios fatores
(variaveis), tais como: pH da amostra, capacidade do cartucho, tipo de eluente,
volume do eluente, solvente de lavagem etc. Sendo assim, a extracdo pode nao ser

satisfatoria se os efeitos ndo sdo conhecidos e se os fatores ndo sdo otimizados.

2.5.1.2  Otimizacao do procedimento de SPE

Para otimizar o procedimento de SPE, ou qualquer outro processo de extracao,
e obter recuperagfes maximas, primeiramente deve-se elencar todas as variaveis
necessarias para descrever o sistema, e sO entdo procurar ajusta-las até a obtencéo
da maior resposta, neste caso, area ou altura dos picos cromatograficos da
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substancia de interesse (EIRAS et al., 2000) ou ainda melhor, ajusta-las até obter
recuperacbes na faixa compreendida entre 70 e 120% (INTERNATIONAL
CONFERENCE ON HARMONIZATION..., 2005). Esse ajuste, da otimizacdo, pode
ser realizado com a variagdo de um fator por vez (método univariado) o que é
demorado e pode conduzir a conclusées equivocadas. Outro modo é realizado com
a variacdo de todos os fatores ao mesmo tempo (método multivariado), onde os
possiveis efeitos sinérgicos e antagonicos dos fatores sao levados em consideracao,
minimizando dessa forma conclusdes erradas.

Para isso, pode-se fazer o uso de planejamentos experimentais, um
planejamento fatorial completo (PFC) ou ainda um planejamento fatorial fracionario
(PFF). A utilizacdo de planejamentos fatoriais mostra-se favoravel na otimizacao de
procedimentos, pois, usando-0os é possivel poupar tempo e recursos, ja que, com
poucos experimentos, podem-se identificar as variaveis que sao significativas para o
procedimento e ainda, apontar as possiveis interacfes entre as variaveis. E com
mais alguns outros experimentos tem-se a maximizacdo dos valores das variaveis
significantes, ou seja, a melhor configuracdo dos fatores envolvidos, resultando
assim nas melhores recuperagdes dos analitos (PASSEPORT et al., 2010).

Em um planejamento fatorial, dois ou mais valores (niveis) séo escolhidos para
representar a faixa de variagdo de cada fator. Entdo, todas as possiveis
combinacdes desses fatores (Planejamento Fatorial Completo — PFC) ou um
subconjunto dessas combinac¢des (Planejamento Fatorial Fracionario — PFF) séo
realizados (SVENNBERG, BERGH e STENHOFF, 2003).

O planejamento fatorial completo (nivel 2) necessita de 2 (onde k é o ntimero
de fatores) ensaios para sua execucdo. Portanto, sua principal desvantagem € o
grande numero de ensaios que devem ser realizados a cada fator adicionado ao
estudo. Sabendo-se que os efeitos de altas ordens, principalmente para
planejamentos com k > 4, sdo quase sempre ndo significativos, a realizacdo de
ensaios para estimar tais efeitos de interacdo pode ser irrelevante. Desta maneira,
com um menor nimero de experimentos em um Planejamento Fatorial Fracionario
(PFF), é possivel, obter informacdes daqueles efeitos mais importantes e retirar, na
maioria das vezes, as mesmas conclusdes caso fosse realizado um fatorial completo
(TEOFILO, FERREIRA, 2006).

Sabendo disso, e considerando o grande numero de fatores (k > 4) a ser

estudado na otimizacdo do procedimento de SPE em questdo. O PFF foi escolhido
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para triagem das variaveis que realmente seriam significativas ao procedimento SPE
em estudo. Apos a realizacdo da triagem, o analista passa a conhecer a quantidade
de novos experimentos que ele ira necessitar para chegar ao procedimento

otimizado.

2.5.2 Técnicas de analise dos Filtros UV em agua

Nas determinacgdes de filtros organicos UV em cosmeéticos, diferentes técnicas
instrumentais tem sido utilizadas tais como: espectrometria NRM, espectrometria
Raman, espectroscopia de absor¢cdo no UV-Vis, cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC), cromatografia a gas (GC), e especialmente cromatografia a gas
acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) (JEON, CHUNG e RYU, 2006). Ja
em amostras ambientais, ap0s a extragdo, clean-up e concentracdo dos analitos, 0s
métodos analiticos utilizados sdo quase sempre restritos a cromatografia em fase
gasosa (GC) e/ou cromatografia liquida (LC) acoplada a espectrometria de massas
(MS) ou MS tandem (MS/MS) (TARAZONA et al., 2010; ZHANG et al., 2011)

A matriz € um fator que deve ser bastante considerado na escolha da técnica
de andlise a ser utlizada. Pois, a complexidade da matriz pode complicar o
procedimento de preparagdo de amostra, obtendo-se um extrato final com altos
niveis de interferentes, o que pode levar a pobre identificacdo e quantificacdo dos
analitos. Para contornar isso, na determinacdo dos filtros UV, geralmente faz-se
deteccdo por espectrometria de massas no modo tandem (MS/MS), alternativa
utilizada para minimizar as interferéncias e também o background na exatiddo no
processo de quantificacdo. O detector no modo MS/MS tem vantagens sobre o MS,
pois aquele apresenta maior seletividade e detectabilidade. Diminuindo dessa forma
os valores obtidos para os limites de deteccdo e quantificagdo dos analitos
(VERENITCH, LOWE e MAZUMDER, 2006).

Devido a complexidade da matriz, a deteccdo por MS/MS é geralmente
preferida, e a decisdéo em usar GC ou LC € principalmente baseada nas
propriedades fisico-quimicas dos analitos (Figura 4). Por exemplo, analitos mais
apolares e volateis, tais como os filtros UV em estudo (BP-3, EHMC, ES e OC), séo
mais facilmente determinados utilizando GC-MS ou GC-MS/MS. Mas, alguns outros

analitos mais polares e ndo volateis sdo derivados antes da analise por GC, ou
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ainda, para evitar a etapa adicional de derivacdo é preferivel usar LC na
determinacao desses analitos.

Figura 4 — Fluxograma das etapas geralmente utilizadas na analise de filtros UV em amostras de
aguas naturais.

Analise de filtros UV em aguas naturais

Amostragem

Extracdo, clean up e pré-concentracao

analitos: lipofilicos e volateis analitos: polares e néo volateis
GC-MS
Derivacao LC-MS
GC-MS

Fonte: Elaborado pelo autor, 2014.

2.5.2.1 Cromatografia em fase Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas
(GC MS/MS)

Quando se trabalha com matrizes complexas, como matrizes ambientais por
exemplo, onde os niveis de interferéncia sdo muito altos, a abordagem MS/MS é&,
sem duavida mais vantajosa. O fato do método MS/MS poder selecionar e isolar um
ion precursor, de determinado analito, em detrimento de todos os demais ions
gerados pela matriz; e depois deixa-lo passar por uma segunda fragmentacao néo
s6 reduz significativamente a interferéncia de fundo, como também aumenta a
detectabilidade, e ainda melhora a confianga da identificacdo (VERENITCH, LOWE
e MAZUMDER, 2006). Portanto, no modo tandem, uma vez bem otimizados os

parametros, a determinacdo € menos sujeita a interferéncias, visto que para cada
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pico obtido no cromatograma existe um respectivo espectro de massas que pode ser
usado como uma espécie de identidade do composto.

Depois de otimizado todo o processo cromatografico e de extracdo €
necessario demonstrar que a metodologia proposta atende as exigéncias das
aplicacbes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados (BERNARDES,
SOUZA, 2011).

2.6 Validacdo do método SPE e GC-MS/MS

Estudos de validacdo constituem uma ferramenta essencial na implantacao e
manutencdo de boas praticas nas diversas areas analiticas. Tais estudos sao
estruturados e geralmente tem como referéncias guias e documentos orientadores.
Entretanto, como ha varias divergéncias entre esses documentos, geralmente mais
de um é utilizado (ROZET et al., 2007). Apesar dos varios desacordos, € consenso a
necessidade da comprovacao que o método esta validado para finalidade destinada
e que ele atende todas as exigéncias das aplicacdes analiticas, assegurando assim
a confiabilidade dos resultados. Para isso € feita a verificacdo de parametros de
desempenho analitico como, por exemplo, seletividade, linearidade, precisao,
exatiddo, limite de deteccdo e limite de quantificacdo (CARDOSO, NOBREGA e
ABRANTES, 2008).

2.6.1 Seletividade

Muitas vezes usado erroneamente como sindnimo de especificidade (que é a
capacidade do método em detectar apenas um composto especifico em meio a
outros compostos), a seletividade define a capacidade do método na deteccdo de
varias substancias em meio a outros componentes tais como impurezas, produtos
de degradacéo e componentes da matriz (CASSIANO et al., 2009).

Para garantir a seletividade do método proposto, devem ser consideradas a (i)
seletividade especifica — que se refere a presenca de substancias interferentes que
apresentam caracteristicas fisico-quimicas similares ao analito e a (ii) seletividade
ndo especifica — também conhecida como efeito matriz, que diz respeito a presenca
de interferentes inerentes a matriz (CASSIANO et al., 2009). Esses interferentes néo

mostram sinais aparentes nos testes de seletividade especifica.
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O estudo da seletividade especifica é geralmente realizado pela comparagao
de amostras testemunho (branco da amostra, ou seja, amostra isenta do analito) e
amostras fortificadas (as quais adiciona-se o analito). J4 o estudo da seletividade
nao especifica geralmente envolve a comparacdo de curvas analiticas preparadas
no solvente com curvas preparadas no extrato da matriz, nas mesmas
concentracfes e no mesmo intervalo, seguindo estratégia preconizada na literatura
(ECONOMOU et al., 2009; BERNARDES, SOUZA, 2011; CERQUEIRA et al., 2011).

2.6.2 Curva analitica

A preparacdo da curva analitica (curva resposta) envolve a preparacdo de
padrées de calibracdo no intervalo que se pretende estudar, e a averiguacéo se,
nesse intervalo, os resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracao
do analito.

Uma curva resposta adequada deve minimizar a inexatiddo e imprecisdo nas
medidas analiticas. Varias funcbes podem ser usadas para obter a curva analitica,
sendo 0 mais comum e simples a regressado linear pelo método dos minimos
quadrados ordinérios. No entanto, faz-se necessario uma avaliacao para se certificar
que a curva analitica escolhida conduz a resultados analiticos precisos (ROZET et
al., 2011).

Embora, a avaliacdo da curva analitica seja comumente feita apenas pela
andlise dos valores obtidos para o coeficiente de correlagcdo (valores de “r’). E
importante destacar que o coeficiente de correlacdo é enganoso e inapropriado para
essa avaliacdo e, portanto ndo deve ser usado para tal intuito (THOMPSON,
ELLISON, WOOD, 2002). O coeficiente ndo mede a adequacdo de um modelo,
indica somente o grau de ajuste dos dados a curva, independentemente do modelo
(BERNARDES, SOUZA, 2011).

Uma forma de verificar a aceitacdo da curva analitica é realizada pela
avaliacdo da homocedasticidade (isto €, homogeneidade da variancia dos residuos)
dos dados (INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA, NORMALIZACAO E
QUALIDADE INDUSTRIAL, 2010; MANSILHA et al., 2010). Usa-se para isso o teste
F e/ou o grafico dos residuos (SINGTOROQJ et al., 2006).
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Pelo teste F a condicdo que deve ser assumida para que os dados estejam

homogeneamente distribuidos é: o F tabelado (F,_,) seja maior que o F experimental
(Foxp) (Fap > Foyp)- O Ry, € obtido da tabela F com nivel de confianga de 99%, para
grau de liberdade (n-1). O F,, é obtido usando a equagdo 1, de acordo com

(ALMEIDA, CASTEL-BRANCO, FALCAO, 2002).

s2?, Eqg.: 1
s?

Onde o valor de F € expresso como a razdo obtida entre a varidncia do maior nivel de

exp

Fexp =

concentracdo (822) pela variancia do menor nivel de concentragao (821) da faixa de trabalho.

Ja na avaliacdo da homocedasticidade pelos graficos dos residuos, os residuos

sao calculados pela equacao 2, que estabelece a diferenca entre os valores medidos
(y,) e os valores calculados a partir da equacdo de regressdo avaliada (V)

(INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA, NORMALIZACAO E QUALIDADE
INDUSTRIAL, 2007).

R=y -V, Eq.: 2
onde: Y; o sinal experimental e )7i o sinal interpolado na equacéo de regresséo.
Depois de realizados os calculos dos residuos, plota-se os graficos residuos
versus concentracdo, a partir dos quais, € feita a verificagdo se os dados estédo

homogeneamente distribuidos ao redor do eixo x. Idealmente, a variancia residual

deve ser constante e o grafico deve apresentar o aspecto da Figura 5.

Figura 5 — Grafico residual para avaliacéo da regressédo com distribuicdo satisfatoria dos residuos.
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Fonte: Adaptado de: (MILLER e MILLER, 2005).
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Quando esse aspecto ndo é seguido fica comprovada a heterocedasticidade
(ndo homogeneidade da variancia dos residuos) dos dados, revelando-se
necessaria, a escolha de um novo modelo de calibracdo. Esse novo modelo deve
ser mais apropriado para definir a relagcdo entre a concentracdo e a resposta dos
analitos, e consequentemente propiciar a obtencao de resultados quantitativos com
maior confiabilidade (MANSILHA et al., 2010).

Ha algumas opc¢bes a serem seguidas quando o modelo apresenta falta de
ajuste conforme discutido por (CASSIANO et al., 2009), dentre elas esta o uso de
fator de peso (a regresséo linear por minimos quadrados ponderados). Os modelos
ponderados séo particularmente adequados para ensaios em que o desvio padréao
relativo (DPR) é constante (isto €, o DP aumenta proporcionalmente a concentracéo)
ao longo da série de concentracdes (SINGTOROQJ et al., 2006).

Nestes casos, pesos sao adotados para neutralizar a maior influéncia das
concentracbes maiores na linha de regressao (ALMEIDA, CASTEL-BRANCO,
FALCAO, 2002), proporcionando mais importancia aos dados com baixa variancia e
menos importancia aos pontos com elevada variancia. Um modelo ponderado ideal
ird equilibrar a linha de regresséo para gerar um erro uniformemente distribuido em
toda a faixa de calibragéo (SINGTOROQOJ et al., 2006).

Os fatores de ponderagéo apropriados, W, podem ser calculados a partir do

inverso da variancia (s %) usando a equagio 3 (MANSILHA et al., 2010).

W Eq.: 3

C2stn

No entanto, em muitos casos este peso é pouco pratico, e outros pesos

empiricos baseados na variavel x (concentracdo) ou variavel y (resposta) pode

fornecer uma simples aproximacdo de variancia. Os pesos (W) empiricos mais

11 11

utilizados séo % — 5 T iz (ALMEIDA, CASTEL-BRANCO, FALCAO,
yo oy yooxT X X
2002).
Cada um desses pesos sao aplicados nas equacdes de regressdo linear

tornando-as ponderadas. A conversdo da equacdo de regressao linear sem
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ponderagdo na equacdo linear ponderada € realizada usando o termo W nos

calculos dos parametros a e b. Os coeficientes a e b, ja ponderados, sédo calculados
pelas equagdes 4 e 5: (MANSILHA et al., 2010).

:E::i\ﬁ4 )(i)/i -n [:izpv [jy;v

= — Eqg.: 4
a“” 2w —nIXg |
b, =Y, -bX, Eq.:5

O coeficiente de correlagao ponderado (r,,) pode ser calculado pela equagéo 6

(MANSILHA et al., 2010):

(= > P wxy -y wx B wy Eq.: 6
\/Zwi [Ewixiz _(ZWiXi)2 E{/ZWI @“Wiyi2 _(Zwiyi)z

Obtida a nova equagéo de regressao (agora com pesos), sao calculados, para
cada peso, os erros relativos percentuais (%ER), pela equacao 7. Entdo aquele peso
que apresentar as menores somas de %ER, em combinacdo com sua melhor
distribuicdo aleatoria, em torno do eixo das concentracdes € eleito como melhor fator
de ponderacdo. A soma %ER é um sensivel indicador da qualidade do ajuste
(MANSILHA et al., 2010).

C..,—-C
YER=—&__~m » 1090 Eq.: 7

(nom)

Onde: a concentracdo experimental C(exp) € a obtida a partir da equacdo ponderada e C(nom) € a

concentracao tedrica ou nominal.

O processo de avaliacdo dos dados da curva analitica, desde a averiguagao
da homocedasticidade dos dados até a escolha do melhor modelo para representar
0 conjunto de dados em questdo, pode ser representado esquematicamente pela

Figura 6.



Figura 6 — Passos para avaliacdo dos dados da curva analitica
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2.6.3 Precisdo e exatidao

A precisao de um método € o grau de concordancia (grau de disperséo) entre
resultados de testes independentes de amostragens multiplas de uma amostra
homogénea de acordo com condi¢cGes prescritas. Geralmente é especificada em
termos de desvio padrdo ou o desvio padrdo relativo. Ela € um importante parametro
que possibilita avaliar se 0 método é confiavel ou nédo para o objetivo da anélise. A
precisdo pode ser expressa de diferentes maneiras dependendo das condicbes em
qgue ela for calculada. Por meio da repetibilidade, da precisédo intermediaria e da
reprodutibilidade (THOMPSON, ELLISON, WOOD, 2002; INTERNATIONAL
CONFERENCE ON HARMONIZATION..., 2005).

A exatiddo trata da concordancia entre os valores individuais obtidos em uma
série de ensaios e um valor de referéncia aceito como verdadeiro (INTERNATIONAL
CONFERENCE ON HARMONIZATION..., 2005). E importante observar que um
valor verdadeiro ou exato € o valor obtido por uma medicdo perfeita e este valor é
indeterminado por natureza. Assim, a exatiddo é sempre considerada dentro de
certos limites, a um dado nivel de confianca (ou seja, aparece sempre associada a
valores de precisdo). Estes limites devem ser mais estreitos (< 15%) em niveis de
concentracéo elevados e podem ser mais amplos (< 20%) em niveis de tracos (U.S.
DEPARTMENT OF HEALTH AND HUMAN..., 2001).

Os processos normalmente utilizados para avaliar a exatiddo de um meétodo
sdo, entre outros: materiais de referéncia certificada (CRM); comparacdo de
métodos e ensaios de recuperacdo (THOMPSON, ELLISON, WOOD, 2002;
INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA, NORMALIZACAO E QUALIDADE
INDUSTRIAL, 2007). As medi¢cGes de recuperacdo sao as mais comuns devido a
dificuldade em se obterem Materiais de Referéncia Certificada (CRM) ou devido a
impossibilidade de compara¢do com outros métodos.

2.6.4 Limite de deteccédo (LOD) e limite de quantificacao (LOQ)

O limite de deteccao representa a menor concentracdo da substancia em
exame que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada, utilizando
um determinado procedimento experimental (INTERNATIONAL CONFERENCE ON
HARMONIZATION..., 2005).
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O limite de quantificacdo é definido como a menor quantidade ou concentragao
do analito de interesse em uma amostra, que pode ser quantitativamente
determinado com valores aceitaveis de precisdo e exatiddo (INTERNATIONAL
CONFERENCE ON HARMONIZATION..., 2005).

Depois do desenvolvimento do método e certificacdo de que ele atendia todas
as exigéncias analiticas, exigéncias necessarias para certificagdo de que ele (o
método desenvolvido) estava apto para a finalidade pretendida iniciaram-se 0s

estudos de amostragens.

2.7 Amostragem

No estudo da ocorréncia de filtros UV em &aguas naturais (onde essas
substancias na maioria das vezes estdo em pequenas quantidades), geralmente, da-
se maior destaque ao método de andlise e ao método de extracdo e pré-
concentracdo. Nao obstante sua importancia na confiabilidade analitica dos estudos
ambientais cabe lembrar, que a estratégia de amostragem € outro aspecto que néo
deve ser negligenciado. Ou seja, para o estudo ambiental dos filtros UV com
qualidade e confianga, é de fundamental importancia que o procedimento proposto
envolva todas as etapas analiticas (amostragem + pré-tratamento + analise +
tratamento e interpretacdo dos dados) (Figura 7) com igual importancia e cuidados,
pois a negligéncia em qualquer dessas etapas pode levar a obtencédo de falsos
positivos ou falsos negativos.

Idealmente, a avaliacdo da ocorréncia de um contaminante quimico no
ambiente seria composta apenas pela etapa analitica (analise), ou seja, fazendo a
determinacdo diretamente no ambiente (in situ), isso reduziria drasticamente as
possibilidades de erros, custos e trabalho. No entanto, na maioria das vezes, e no
caso em estudo (andlise dos filtros UV em aguas naturais) isso ainda é impossivel,
principalmente por duas razfes: nas amostras estudadas a concentracdo da
substancia de interesse é pequena (ng L™* a pg L) em meio a uma infinidade de
outras substancias que interferem na determinacdo; e, ndo ha dispositivo analitico

portatil que permita esta determinagdo com a confiabilidade requerida.
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Figura 7 — Fluxograma das etapas de um estudo ambiental.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2014.

No cenario atual, ainda é necessario proceder a amostragem, o tratamento da
amostra e, sO entdo, realizar a determinacdo instrumental do analito. Enquanto as
etapas analiticas tem merecido maior cuidado, a etapa de amostragem ainda é
considerada como menos importante, por parecer simples € muitas vezes
negligenciada. A etapa de amostragem (Figura 8) € crucial, pois o material coletado
deve representar de forma fidedigna o local amostrado e para isso, € necessario um
planejamento minucioso dessa etapa, onde, se deve ter bem definido: onde
amostrar, frequéncia de amostragem, quantidade amostrada, amostradores
utilizados, logistica etc. Também, cuidados devem ser tomados durante as coletas
no transporte até o laboratério e, no armazenamento no laboratério, sempre para
garantir a preservacdo da amostra coletada, evitando perdas, contaminagcédo e

degradacéo.

Figura 8 — Etapas envolvidas na estratégia de amostragem.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2014.
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Chegado ao laboratério, as amostras devem ser analisadas 0 mais
rapidamente possivel, entretanto, em determinadas situacfes, as amostras que
possuem prazo de validade mais longo podem ser armazenadas em camara fria ou
geladeira até o momento do ensaio (AGENCIA NACIONAL DE AGUAS;
COMPANHIA AMBIENTAL DO ESTADO DE SAO PAULO, 2011).

2.7.1 Selecao da area a ser inserida no estudo ambiental

Apesar de existirem varios trabalhos que tratam da atividade estrogénica dos
filtros UV, bem como sobre a ocorréncia e destino dos mesmos no ambiente
(principalmente nos recursos hidricos), ndo encontramos na literatura trabalhos com
este enfoque para o cenario brasileiro. Essas moléculas ainda sado negligenciadas
no Brasil, mesmo considerando o alto consumo de filtros UV, devido a alta incidéncia
de radiacdo solar durante o ano todo; o precério sistema de saneamento basico
brasileiro; e o fato de que uma das principais rotas de aporte destes contaminantes
em aguas superficiais é o lancamento de esgoto in natura e o langcamento de
efluentes de estacdes de tratamento de esgoto sanitario.

A situacdo do Brasil torna-se critica, pelo alto consumo nacional de cosméticos
(terceiro no ranking mundial) e principalmente devido ao grande déficit de
infraestrutura em saneamento. Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE), somente 28,5% dos municipios brasileiros coletam e tratam o
esgoto domeéstico, 55,2% so6 dispde do servigco de coleta e em 44,8% dos municipios
0 esgoto ndo coletado € lancado diretamente em rios ou no mar (INSTITUTO
BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2008).

Na regido Sudeste do pais a situacdo do saneamento basico € um pouco
melhor (Figura 9), mas ainda assim, apenas 48,4% dos municipios tém servi¢co de
coleta e tratamento do esgoto, 95,1% somente coletam e em 4,9% dos municipios
nao ha sequer o servico de coleta (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E
ESTATISTICA, 2008), fator que pode vir a contribuir na permanéncia dos filtros UV

em agua.
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Figura 9 — Percentagens da coleta e tratamento de esgoto do Brasil e regides.

Grifico 1 - Percentual de municipios que coletam e tratam esgoto,
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Fonte: IBGE, Pesquisa Nacional de Saneamento Basico 2008 (INSTITUTO BRASILEIRO DE
GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2008).

Com condi¢cbes mais favoraveis que o resto do pais, no sudeste, o estado de
S&o Paulo esta dividido em 22 Unidades de Gerenciamento de Recursos Hidricos
(UGRHI) (Figura 10). Sendo uma delas a UGRHI-13, também chamada Bacia
Hidrografica Tieté-Jacaré que é composta por 34 municipios e abriga cerca de 3,5%
da populacao do Estado (Tabela 5), a qual foi selecionada como area de estudo por
se tratar de uma regido populosa na qual a coleta do esgoto doméstico é
praticamente 100% embora em alguns municipios ndo haja tratamento do esgoto
coletado. Bauru por exemplo, 0 municipio mais populoso dessa bacia trata apenas
10% do esgoto coletado (COMPANHIA DE TECNOLOGIA DE SANEAMENTO
AMBIENTAL, 2012).

Figura 10 — Mapa do Estado de Sao Paulo segundo a divisao do territério em UGRHI (numeradas de
1la?22).

Fonte : CUNHA et al., 2013.



52

Tabela 5 — Carga organica poluidora de origem doméstica dos municipios da UGRHI-13. Em negrito,

0s municipios inseridos nesta tese.

Atendimento (%)

Carga Poluidora (kg DBO/dia)

o Populagéo
Municipio
Total 2012 Coleta Tratamento  Potencial Remanescente

Agudos 34.833 93 0 1.797 1.797
Araraguara 212.617 99 100 11.156 3.204
Arealva 7.932 98 100 337 98
Areibpolis 10.622 100 100 510 107
Bariri 32.102 100 100 1.645 132
Barra Bonita 35.210 100 55 1.861 1.765
Bauru 348.146 98 10 18.519 17.012
Boa Esperanca do Sul 13.807 98 100 666 144
Bocaina 11.073 100 100 551 120
Boracéia 4.348 100 100 211 25
Borebi 2.348 100 0 111 111
Brotas 21.987 99 100 1.023 213
Dois Corregos 25.100 95 100 1.283 282
Dourado 8.610 98 0 425 425
Gavido Peixoto 4.464 100 0 195 195
lacanga 10.275 95 100 484 93
Ibaté 31.380 80 50 1.627 1.028
Ibitinga 54.146 82 0 2.808 2.808
Igaracu do Tieté 23.475 100 100 1.260 88
Itaju 3.338 100 100 131 18
Itapui 12.446 80 0 642 642
Itirapina 15.930 95 100 776 179
Jau 133.900 100 100 7.005 700
Lencois Paulista 62.393 100 1,32 3.294 3.259
Macatuba 16.336 100 100 856 103
Mineiros do Tieté 12.133 100 100 626 125
Nova Europa 9.601 100 100 481 96
Pederneiras 42.235 96 100 2.120 163
Ribeirdo Bonito 12.270 96 0 613 613
Sao Carlos 226.322 99,6 85 11.733 2.595
Sao Manuel 38.614 94 100 2.035 398
Tabatinga 14.943 97,4 95 691 52
Torrinha 9.405 100 100 432 194
Trabiju 1.569 90 100 78 16
UGRHI-13 1.503.910 97 69 77.982 38.800

Fonte: Adaptado de: (COMPANHIA DE TECNOLOGIA DE SANEAMENTO AMBIENTAL, 2012).
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Os municipios da UGRHI-13 inseridos neste estudo foram: Araraquara, Bauru,
Bueno de Andrada (distrito de Araraquara), Jau, Sao Carlos, e Trabiju 0s quais estéao

destacados no mapa da Figura 11.

Figura 11 - Localizacdo dos municipios, da UGRHI-13, selecionados como sitios de amostragem.

.
Araraquara

Fonte: Adaptado de: (GAVA et al., 2014).

Por se tratar de uma regido populosa e na qual o tratamento de esgoto
doméstico, apesar de apresentar a melhor condicdo nacional, ainda encontra-se
muito longe do ideal, considera-se de grande importéancia a obtencdo de dados
sobre a ocorréncia dessas substancias na agua de abastecimento, como também a
eficacia na remocéo pelos processos de tratamento usualmente empregados nas
estacOes de tratamento de dgua. Uma vez nao tratado o esgoto, ou tratado de forma
ineficiente, substancias com potencial de bioacumulacdo e estrogenicidade podem
chegar aos pontos de captacdo, vindo a comprometer a qualidade da agua

destinada ao consumo humano.
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3 OBJETIVOS:

Considerando que os filtros UV (BP-3, ES, EHMC e OC) estao incluidos em
uma categoria recente de poluentes ambientais que podem interferir nas funcdes do
sistema enddcrino; que essas substancias tém sido encontradas no ambiente em
concentracdes da ordem de ng L™ a pg L™*; sendo raros os trabalhos que discutem a
dindmica ambiental destes compostos. E ainda, levando em conta que o Brasil, por
ser um pais tropical, com alta incidéncia de irradiacdo solar, apresenta um alto
consumo de produtos com filtros UV em sua formulacéo; além de ter um baixissimo

indice de tratamento de esgoto. Este trabalho tem como objetivo geral contribuir

para o diagnostico ambiental da ocorréncia de interferentes endocrinos nos recursos

hidricos brasileiros, destacando-se como objetivos especificos:

=» Otimizar e validar um método para determinacdo de BP-3, ES, EHMC e OC
na entrada e saida de estacdo de tratamento de agua (ETA);

=>» Estudar a ocorréncia das substancias de interesse nas ETAs na regido da
Bacia Hidrogréfica Tieté-Jacaré;

=>» Avaliar a remocao desses residuos pelos processos empregados nas ETAS;

= Avaliar a influéncia da sazonalidade na ocorréncia e remocgdo das

substancias;
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4 PARTE EXPERIMENTAL

Para a execucao desse trabalho, inicialmente foi realizada uma pesquisa de
mercado sobre os protetores solares mais comercializados em Araraquara/SP.
Dentre as substancias encontradas com maior frequéncia na formulacdo dos
protetores solares, aquelas que apresentam maior potencial estrogénico, segundo a
literatura, foram selecionadas para serem estudadas (BP-3, ES, EHMC e OC)
(Tabela 1). Selecionados os analitos, foram adquiridos seus respectivos padrdes de
alta pureza e entdo se deu inicio as otimizacdes cromatograficas (GC-MS e GC-
MS/MS) e posteriormente as otimizacdes do procedimento de extracdo (SPE). Apos
definidas as condi¢cdes cromatograficas e de extracdo foi planejada e realizada a
validacdo do procedimento de determinagédo dos filtros UV em amostras de agua.
Por altimo, num periodo de 6 meses a 1 ano foram realizados estudos da ocorréncia
e eventual sazonalidade dos filtros UV em agua de rio e de abastecimento publico
(entrada e saida das ETAs) de Araraquara, Bauru, Bueno de Andrada, Jau, Sao

Carlos e Trabiju.

4.1 Reagentes e solu¢des padrao

Os filtros UV BP-3, ES, EHMC, OC, benzofenona-d10 (BP-d10, surrogate) e o
padrao interno benzil cinamato (BC) foram obtidos da Sigma-Aldrich (St.Louis, MO,
USA) com pureza >97%. Nomes, estruturas quimicas, abreviaturas, numero de
registro no Chemical Abstracts Service (CAS) e alguns dados fisico-quimicos
importantes para esses compostos sao apresentados na Tabela 1. Metanol (MeOH),
n-hexano, diclorometano (DCM) e acetato de etila (AcOEt) foram de grau HPLC e
obtidos da Mallinckrodt Baker Inc. (Paris, Kentucky, EUA). Acido cloridrico (HCI),
37% m/v, foi adquirido da JT Baker Chemical Co. (Phillipsburg, NJ, USA) e hidroxido
de sdédio (NaOH) foi comprado da Merck (Darmstadio, Alemanha) para o ajuste do
pH das amostras de agua.

As solucdes padréao de filtros UV individuais foram preparadas em acetato de
etila a 1000 mg L™, em seguida diluiu-se com acetato de etila para o preparo das
solucbes estoque mistas em niveis de 5 mg L™. Estas solucées foram armazenadas
ao abrigo da luz e a -20 °C. Concentracdes de 1 a 2000 pg L™ foram obtidas

diariamente pela diluicdo (v/v) da solucdo estoque mista. Estas solugdes foram
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utilizadas para a preparacdo das curvas analiticas, bem como para a otimizacdo da
extracdo. A otimizag&o do procedimento de SPE foi efetuada utilizando amostras de
agua tratada (mas, néo clorada) provenientes da estacdo de tratamento de agua de
Araraquara. As quais foram fortificadas com os padrbes dos filtros UV (BP-3, ES,
EHMC e OC) e com o surrogate (BP-d10) numa concentracéo de 200 ng L™ (adicdo
de 500 pL da solucdo padrdo a 200 pg L™* em 500 mL de 4gua). Obtendo-se apés a

extracdo 1 mL do eluato, idealmente, na concentracdo de 100 pg L™

4.2 Instrumentacado e condi¢cdes cromatograficas (otimizadas)

As determinagfes foram realizadas por GC-MS/MS usando um cromatoégrafo a
gas (Varian GC-3800) acoplado a um espectrobmetro de massas ion-trap (Saturno
2000) e equipado com injetor modelo 1079 (split-splitless). Na aquisicdo dos dados
foi utilizado o software Workstation Star 6.9.2 (Varian, EUA). As condicdes
cromatograficas otimizadas foram: hélio como gas de arraste com vazédo de 1,2 mL
min™, temperatura do injetor mantida a 300 °C, operando em condicdes de splitless,
empregando uma coluna capilar de silica fundida (30 m X 0,25 mm, 0,25 um de
espessura do filme) ZB-5Msi (Phenomenex, Torrance, EUA). As condi¢cdes de
programacao de temperatura do forno da coluna foram: 60°C, mantida por 1 min,
25°C min™® até 160 °C (1 min), 10 °C min® até 300 °C (2 min). A linha de
transferéncia, o manifold e o trap foram mantidos a 300, 50 e 220 °C
respectivamente. O tempo total da corrida foi 22,0 min. Os espectros de massas
(MS) foram adquiridos por ionizagdo com impacto eletrbnico a 70 eV e registrados
no intervalo de 40-400 m/z. O pico base nos espectros de cada composto foi isolado,

com uma janela de 3 Da e submetido a dissocia¢éo induzida por colisdo (CID).

4.3 Procedimento de extracdo em fase solida (SPE) (otimizado)

Os cartuchos de SPE 200mg/6mL Strata X (Phenomenex, Torrance, EUA)
foram condicionados, inicialmente com 5 mL do solvente usado como eluente, em
seguida, com 5 mL de metanol e, finalmente, com 5 mL de agua deionizada. Depois
dos cartuchos condicionados, a 500 mL da amostra, em pH 3, foi adicionado o
surrogate a 200 pg L. Em seguida, a amostra foi adicionada aos cartuchos com

vazdo de aproximadamente 10 mL min™, entdo, 50 mL da mistura MeOH/agua 5%
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(v/v) foi usada para remover possiveis analitos retidos na vidraria. A seguir, 0
cartucho foi mantido sob vacuo por 5 min e adicionou-se 500 pL de MeOH para
facilitar a secagem. Entdo os analitos foram eluidos com 6 mL (3x de 2 mL) de
acetato de etila. A seguir, aos eluatos foram adicionados 500 pL da solucdo do
padrdo interno a 100 pg L* (benzil cinamato) e entdo foram mantidos sob fluxo
suave de nitrogénio gasoso até volumes de 1 mL, os quais foram transferidos para
frascos apropriados e analisados por GC-MS/MS.

Para a etapa de SPE utilizou-se um sistema de vacuo manifold da Agilent
Technologies. A otimizagdo das variaveis que afetam o procedimento de extracao foi
conduzida por meio de otimizagdo multivariada fazendo uso de um planejamento

experimental.

4.4 Planejamento experimental e ferramentas estatisticas

A otimizagdao multivariada do procedimento de SPE foi realizada em duas
etapas. Na primeira etapa, os fatores selecionados como potencialmente
significantes (pH, capacidade do cartucho de SPE, volume de eluente, tipo de
eluente e percentagem do solvente de lavagem) foram estudados por um
planejamento fatorial fracionario (2°!), onde um subconjunto de todas as
combinacgdes possiveis foi utilizado. Na segunda etapa, apenas as variaveis que se
mostraram significativas na primeira etapa foram estudadas. O planejamento
experimental, bem como as andlises dos dados obtidos, foram realizadas usando o
STATISTICA® software package (version 7.0 StatSoft, Tulsa, USA).

4.5 Procedimento de Validacao

Os estudos de validagéo foram planejados e executados tendo como referéncia
guias e documentos orientadores, publicados nacional e/ou internacionalmente, bem
como artigos publicados em anos recentes. A comprovacdo que o método esta
validado para finalidade pretendida foi feito pela verificacdo dos parametros de
desempenho: seletividade, curva de resposta, precisdo, exatidao, limite de deteccéo
e limite de quantificacao.
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4.6 Amostragem

Para execucdo dos experimentos de otimizacdo, validacdo e para as
campanhas de amostragens, foram obtidas amostras de agua de outubro de 2012
até fevereiro de 2014, em Estacdes de Tratamento de Agua (ETA) integrantes da
bacia hidrografica Tiete-jacaré — UGRHI-13 (Araraquara, Bauru, Bueno de Andrada,
Jau, Séo Carlos e Trabiju), com coletas em trés pontos: na entrada da ETA, antes de
qualquer tratamento — agua de rio ; apos tratamento sem cloracdo — agua tratada e
apos a cloracdo — agua clorada. As campanhas de amostragem para Bauru, Bueno
de Andrada, Jau, Séo Carlos, e Trabiju foram efetuadas durante seis meses. Ja em
Araraguara a campanha se estendeu por um periodo de um ano para avaliar a
influéncia da sazonalidade na ocorréncia das substancias estudadas.

Todas as amostras foram coletadas em garrafas de vidro ambar de 4L de
capacidade com tampa. Ap6s a coleta as amostras foram transportadas até o
laboratorio sob refrigeracdo a 4°C (gelo reciclavel) e protegidas da luz. No
laboratorio, anteriormente a extracdo, as amostras foram filtradas em filtro de fibra
de vidro com tamanho do poro de 0,6 pum (Macherey-Nagel GF3). Entdo

imediatamente extraidas.

4.6.1 Localizacdo dos pontos amostrais

A area de estudo é a Unidade de Gerenciamento de Recursos Hidricos -13
(UGRHI-13), localizado no sudeste do Brasil, na regido central do Estado de Sé&o
Paulo (Figura 12). Os municipios inseridos neste estudo foram: Araraquara, Bueno
de Andrada (distrito de Araraquara), Bauru, Jau, Sdo Carlos e Trabiju. Todas as
amostras foram tomadas dentro da propria estacdo de tratamento de 4gua, exceto
em Bauru, que dentro da estag&o nao tinha ponto de coleta para um dos tipos de

matriz (Agua de rio, ou bruta) que, dessa maneira, foi coletada diretamente no rio.
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Figura 12 — Localizacdo da UGRHI-13 no territério nacional e dos municipios selecionados como
sitios de amostragem.

Fonte: Adaptado de: (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2008; CUNHA et
al., 2013; GAVA et al., 2014).

4.6.1.1 Araraquara

O municipio de Araraquara (Figura 13) esta localizado no centro do estado de
Sé&o Paulo, possui uma populagdo de 212.617 habitantes representando cerca de
14% da populacdo da URGHI-13 (COMPANHIA DE TECNOLOGIA DE
SANEAMENTO AMBIENTAL, 2012).

Figura 13 — Localizacdo do municipio de Araraquara-SP.
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Fonte: ARARAQUARA, 2014.

Araraquara € abastecida por trés sistemas de captacdo superficial e doze
sistemas de captacio subterranea. O Departamento Autdnomo de Agua e Esgoto —
DAAE é o responsavel pela captacdo e tratamento da 4gua de abastecimento
publico da cidade de Araraquara. O DAAE dispde de duas ETAs, a ETA da Fonte
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(600 L/s) e a ETA do Paiol (80 L/s). Nesse trabalho, apenas amostras da ETA da
Fonte foram analisadas. Essa foi escolhida devido a sua maior representatividade no
abastecimento do municipio (DEPARTAMENTO AUTONOMO DE AGUA E
ESGOTO, 2014).

O sistema de abastecimento de agua da ETA da Fonte conta com duas
unidades de captagédo superficial: o Ribeirdo das Cruzes e o Ribeirdo Anhumas
(DEPARTAMENTO AUTONOMO DE AGUA E ESGOTO, 2014). Os dois pontos de
captacdo sdo misturados ao entrar na ETA e passam por tratamento antes da
distribuicdo do abastecimento publico. As etapas do tratamento de 4gua séo as
convencionais como nos demais municipios que sdo: coagulacdo (por meio da
adicdo de Cloreto Férrico), floculacdo (auxiliada por agitacdo mecanica), decantacao
(sem agitacao), filtracdo (por meio de membranas ou leitos porosos — filtros de
carvao ativo, areia e cascalho), cloracao (com cloro gasoso) e fluoretacéo (utilizado
o flhor sob a forma de acido fluossilicico) (Figura 14). Quando utilizada a captacao
subterranea, o tratamento consiste somente de desinfeccdo com hipoclorito de
sédio/ flior (DEPARTAMENTO AUTONOMO DE AGUA E ESGOTO, 2014)



Figura 14 — Etapas convencionais do tratamento de 4gua para abastecimento publico.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2014. A partir de: (DEPARTAMENTO AUTONOMO DE AGUA E
ESGOTO, 2014).
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Na Figura 15 estédo as fotos dos pontos de coleta da ETA de Araraquara, em a)
uma visdo da fachada do DAAE; b) ponto de coleta da agua bruta; c) ponto de coleta

de agua tratada(em destaque as torneiras) e d) ponto de coleta da agua clorada.

Figura 15 — Fotos dos pontos de coleta da ETA da Fonte. a) foto da fachada da ETA b) ponto de
coleta da agua de rio, c) ponto de coleta da agua tratada e d) ponto de coleta da agua clorada.

Fonte: obtidas pelo autor

46.1.2 Bueno de Andrada

Bueno de Andrada, distrito de Araraquara, possui cerca de 2.000 habitantes, o
DAAE de Araraquara é o responsavel pela captacdo e tratamento da agua. O
sistema de abastecimento de agua desse distrito é por captacdo subterrdnea e o
tratamento da 4gua se da na tubulagdo e consiste somente de desinfeccdo com
hipoclorito de sodio e adicao de flaor.

Na Figura 16 estdo as fotos dos pontos de coleta da estacdo de Bueno de
Andrada, em a) uma visdo geral da ETA a esquerda o poco e a direita o reservatorio
suspenso; b) ponto de coleta da agua bruta, em destaque a torneira; c) dosador
automatico de cloro/fldor na tubulacdo; d) ponto de coleta da agua clorada, em

destaque a torneira.
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Figura 16 — Fotos dos pontos de coleta da ETA de Bueno de Andrada. a) ETA, b) ponto de coleta da
agua bruta e ¢) dosador automatico d) ponto de coleta da agua clorada.

Fonte: obtidas pelo autor

46.1.3 Bauru

O municipio de Bauru (Figura 17) esta localizado no centro do estado de Séo
Paulo, possui uma populacédo de 348.146 habitantes representando cerca de 23%
da populagdo da URGHI-13. Bauru € o municipio mais populoso dessa unidade de
gerenciamento, e inacreditavelmente ainda n&o trata 100% dos esgotos produzidos.
Segundo dados da Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental (CETESB)
ele trata apenas 10% dos 98% coletados (COMPANHIA DE TECNOLOGIA DE
SANEAMENTO AMBIENTAL, 2012).

Como em Araraquara o sistema de captacdo é composto por captacao
superficial (que recebe o tratamento convencional) e subterranea (que recebe
Desinfeccao e Fluoretacdo). Bauru tem duas bacias hidrograficas: a bacia do Tieté-
Batalha e a Bacia do Tieté-Jacaré. Na primeira esta o Rio Batalha, onde Bauru capta
agua para 40% da populacdo e onde se concentrou os estudos amostrais desse
trabalho (DEPARTAMENTO DE AGUA E ESGOTO, 2014)
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Figura 17 — Localizacdo do municipio de Bauru-SP.

Fonte: BAURU, 2014.

Na Figura 18 estdo as fotos dos pontos de coleta da ETA de Bauru, em a) uma
visdo da fachada do DAE; b) ponto de coleta da agua bruta, que em Bauru foi
diretamente no rio; c) ponto de coleta das amostras de agua tratada e clorada, em

destaque as torneiras.

Figura 18 — Fotos dos pontos de coleta da ETA de Bauru. a) foto da fachada da ETA b) ponto de
coleta da agua de rio, ¢) ponto de coleta da agua tratada e da agua clorada.

Fonte: obtidas pelo autor
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46.1.4 Jad
Jau (Figura 19) possui uma populacédo de 133.900 habitantes e representa 9%
da populacdo da URGHI-13. Este municipio coleta e trata 100% dos esgotos

gerados. (COMPANHIA DE TECNOLOGIA DE SANEAMENTO AMBIENTAL, 2012).

Figura 19 - Localizagao do municipio de Jau-SP.
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Fonte: JAU, 2014.

O sistema de abastecimento de agua de Jau é ministrado pelo servico de dgua
e esgoto do municipio de Jau — SAEMJA, autarquia municipal. Os principais pontos
de captacdo para o abastecimento da cidade sé@o provenientes da represa Amadeu
Botelho e da represa Sdo Joaquim (MOURA, 2009).

Na Figura 20 estdo as fotos dos pontos de coleta da ETA de Jad, em a) uma
visdo da fachada da ETA; b) ponto de coleta da agua bruta; c) ponto de coleta das

amostras de agua tratada e d) ponto de coleta das amostras de agua clorada.
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Figura 20 — Fotos dos pontos de coleta da ETA de Jau. a) foto da fachada ETA b) ponto de coleta da
agua de rio, c) ponto de coleta da 4gua tratada e d) ponto ds coleta da agua clorada.
{

Fonte: obtidas pelo autor

4.6.1.5 Sao Carlos
O municipio de S&o Carlos (Figura 21) possui uma populacdo de 226.322
habitantes representando 15% da populacdo da URGHI-13 (COMPANHIA DE

TECNOLOGIA DE SANEAMENTO AMBIENTAL, 2012).

Figura 21 — Localizacdo do municipio de Sao Carlos-SP.

Fonte: SAO CARLOS, 2014.
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Como nos demais municipios & captacdo de 4gua de S&o Carlos conta com
mananciais de superficie e subterraneos. Os mananciais de superficie responsaveis
pelo abastecimento de agua da cidade séo: a captacédo do Feijao que capta agua do
Ribeirdo do Feijdo e a captacdao do Espraiado, que capta agua do Ribeirdo
Monjolinho (SERVICO AUTONOMO DE AGUA E ESGOTO DE SAO CARLOS,
2014).

Na Figura 22 estdo as fotos dos pontos de coleta da ETA de Sao Carlos, em a)
uma visdo da fachada da ETA; b) ponto de coleta da agua bruta e agua clorada; c)

ponto de coleta da agua tratada.

Figura 22 — Fotos dos pontos de coleta da ETA de S&o Carlos. a) foto da fachada da ETA b) ponto
de coleta da agua de rio e da agua clorada c) por_1t‘o de coleta da agua trat|ada}.

4.6.1.6 Trabiju

Dos municipios selecionados para estudo Trabiju (Figura 23) é o menor, tanto
em termos territoriais como em populagéo. Ele tem uma populagéo de apenas 1569
habitantes, representando somente 0,1% da populacdo da URGHI-13 (COMPANHIA
DE TECNOLOGIA DE SANEAMENTO AMBIENTAL, 2012).
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Figura 23 — Localizacdo do municipio de Trabiju-SP.

Fonte: TRABIJU, 2014.

Como em Bueno de Andrada, distrito de Araraquara, o sistema de
abastecimento de agua € por captacdo subterranea e o tratamento da agua se da
diretamente na tubulagdo e consiste somente de desinfeccdo com hipoclorito de
sédio, e adicdo de fluor.

Na Figura 24 estéo as fotos dos pontos de coleta de Trabiju (ponto de coleta da

agua bruta e ponto de coleta da agua clorada).

Figura 24 — Foto dos pontos de coleta da ETA de Trabiju.

Fonte: obtida pelo autor
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Lista de materiais utilizados

Reagentes e solventes

Hidréxido de sédio Merck (Darmstadio, Alemanha)

Acido cloridrico (HCI, 37% m/v) JT Baker Chemical Co. (Phillipsburg, NJ, USA);
Metanol grau HPLC Mallinckrodt Baker Inc. (Paris, KY, USA);

Acetato de etila grau HPLC Mallinckrodt Baker Inc. (Paris, KY, USA);

Hexano grau HPLC Mallinckrodt Baker Inc. (Paris, KY, USA);

Diclorometano grau HPLC Mallinckrodt Baker Inc. (Paris, KY, USA);

Isooctano grau HPLC Mallinckrodt Baker Inc. (Paris, KY, USA);

Acetona grau HPLC Mallinckrodt Baker Inc. (Paris, KY, USA);

Agua ultrapura obtida do sistema MILLI-Q (Millipore);

Padrdes individuais dos filtros UV (BP-3, ES, EHMC, OC) com pureza >97%
Sigma-Aldrich (St.Louis, MO, USA);

Surrogate (BP-d10) Sigma-Aldrich (St.Louis, MO, USA);

Padrao interno (BC) Sigma-Aldrich (St.Louis, MO, USA).

Materiais e equipamentos

Cartuchos para SPE Strata-X (Phenomenex, 200 mg / 6 mL);

Cartuchos para SPE C18 (Sampliq Agilent, 200 mg / 6 mL);

Membrana filtrante, poro de 0,45um, ® 13+ 0,5mm;

Filtro de fibra de vidro com tamanho de poro de 0,6 um (Macherey-Nagel GF3);
Conjunto de Filtracdo Sartérius;

Manifold para SPE de 20 pontos — Agilent Technologies;

Bomba tipo hidrovacuo MA 053 Marconi;

Rotaevaporador;

Balanca analitica Mettler Toledo AG245 com precisdo 0,01mg;

Vidrarias comuns de laboratério de quimica analitica.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Limpeza da vidraria

Como era de se esperar e conforme ja relatado (JEON, CHUNG e RYU, 2006),
dificuldades foram verificadas na determinacéo de filtros UV. Como os filtros UV séo
ingredientes de PCPs (xampu, batom, hidratante, sabonete, protetor solar etc) a
contaminacdo no laboratorio mostrou-se relevante. Ainda, devido a natureza
lipofilica desses compostos, eles sdo facilmente transferidos para vidraria e
consumiveis. Assim, para evitar contaminacdo por essas vias, cuidados foram
tomados com relacédo a limpeza da vidraria, sempre fazendo uso de luvas nitrilicas
durante todo o procedimento desde a separacdo da vidraria e materiais a serem
utilizados, passando pela amostragem e pré-tratamento da amostra até o0 momento
da determinacao instrumental.

A limpeza da vidraria consistiu na seguinte sequencia de etapas: Enxague em
agua corrente, imersédo em solucdo de Extran® 5% (por 12 h), enxague em agua
corrente, enxague com agua destilada, leve enxague com acetona e secagem na
estufa com temperatura de aproximadamente 100 °C. Ja a vidraria volumétrica foi
seca ao ar. Apos secagem, foi feita a protecdo das extremidades da vidraria com
papel aluminio e guardadas em armarios separados, para que fossem somente

utilizadas na analise dos filtros UV.

5.2 Condigbes cromatograficas

Os filtros UV s&o encontrados em aguas naturais na faixa de ng L™ a pg L™
Dessa forma, poucos métodos analiticos apresentam sensibilidade suficiente para
sua determinacdo e a maioria dos trabalhos € limitada as técnicas cromatograficas.
A decisdo em usar a técnica de andlise por cromatografia a gas acoplada a
espectrometria de massas (GC-MS) foi baseada nas propriedades fisico-quimicas
dos analitos alvo (Tabela 1). Como estas substancias tem carater mais apolar e séo
volatilizaveis, a cromatografia a gas mostrou-se apropriada e vantajosa para andlise
dos filtros UV, devido sua simplicidade, detectabilidade e menor custo em relacéo a
LC-MS.
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Selecionada a técnica a ser utilizada na determinacdo e quantificacdo dos
analitos de interesse. Iniciaram-se os estudos das otimiza¢Bes cromatograficas. As
condi¢cbes foram otimizadas para obtencdo de separacdes satisfatorias com tempo
de analise reduzido. Com as condicbes cromatograficas ja otimizadas (Tabela 6) o
tempo total da corrida foi 22,0 min (Figura 25). Entretanto, sendo o objetivo desse
trabalho a anélise de filtros UV em concentracdes muito baixas (ng L™ a baixos pg L’
Y em amostras de agua tratada e bruta (matrizes complexas). Mostrou-se sensato o

uso de técnica analitica que favorecesse ndo soO a detectabilidade como também a

seletividade.

Tabela 6: Condi¢g6es cromatograficas otimizadas

GC (VARIAN) — CP-3800
Injetor 1079 (split-splitless)
Volume de injecao (uL) 1,0

Temperatura do injetor (°C) 300

Modo de injecdo Splitless

Gés de arraste/mL min™ Hélio/1,2

Coluna

ZB-5Msi (5% fenil-95% metilpolisiloxano) 30m x
0,25mm x 0,25 pm.

Programacao de temperatura

60°C (1 min), 25°C/min até 160°C (1 min)
10°C/min até 300°C (2 min).

Detector MS (Varian Saturn 2000)
Temperatura linha de 300

transferéncia (°C)

Temperatura manifold (°C) 50

Temperatura trap (°C) 220

Modo de operacéo

scan (40-400 m/z)

Modo de ionizacao

Impacto eletrénico (70 eV)

Fonte: obtidas pelo autor
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Figura 25 — Cromatograma (TIC) para a solucdo mista dos filtros UV em acetato de etila a 500 pug L™,
usando as condi¢Bes otimizadas (Tabela 6)
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]
1253 BP10 |
3 ES
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0.759 1
3 BC
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0.253 Lw
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Fonte: obtido pelo autor

Neste sentido, mostrou-se vantajoso o emprego da cromatografia em fase
gasosa acoplada a espectrometria de massas com dupla ionizacdo (tandem mass
espectrometry, MS/MS), uma vez que por MS/MS € possivel obter uma grande
quantidade de informacdo estrutural acerca do analito, 0 que assegura sua
identificacdo com maior confiabilidade, mesmo quando existem compostos que nao
podem ser totalmente separados pela técnica cromatografica empregada ou quando
o interferente coelui com o analito, usando dupla ionizacdo € possivel detecta-los
individualmente se possuirem diferentes massas molares ou gerarem diferentes
espectros de massas (VEKEY, 2001; CHIARADIA, COLLINS e JARDIM, 2008).
Diante dessas vantagens, e ainda, levando em consideracdo que esta disponivel no
laboratorio, deste grupo de pesquisa, equipamento com analisador de massas “ion
trap” o qual apresenta a versatilidade de operar no modo MS e também no MS/MS
dispensando maiores investimentos na parte instrumental, 0 método GC-MS/MS foi
empregado.

No desenvolvimento do método, GC-MS/MS, tomou-se como ponto de partida
o cromatograma no modo de varredura (full scan) (com as condi¢cdes
cromatograficas ja otimizadas), do qual foram obtidos os segmentos referentes ao
tempo de retencdo de cada analito, bem como seus respectivos espectros (Figura
26). A partir desses espectros foram selecionados os ions precursores para cada um
dos analitos (Tabela 7). No geral, o ion precursor foi escolhido objetivando alcancar
um compromisso entre seletividade (mais alta m/z do ion) e detectabilidade (o ion de
maior intensidade) (FRIAS et al., 2001).
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Figura 26 — Espectro de massas obtidos a partir do cromatograma no modo “full scan” (Figura 25).
lons precursores selecionados (BP-d10 — 192 m/z; ES — 120,0 m/z; BP-3 — 227,2 m/z; BC — 193,1
m/z; EHMC — 178,3 m/z; OC - 250,2 m/z).
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Fonte: obtidos pelo autor

Uma vez selecionados os ions precursores, os mesmos foram fragmentados,
com o objetivo de gerar espectros com multiplos ions de alta intensidade relativa que
garantisse a quantificacdo precisa, preservando certa proporcao (entre 10 e 20%)
dos ions precursores (FRIAS et al., 2001; VIDAL, ARREBOLA e MATEU-SANCHEZ,
2002). Isso foi alcancado pela sele¢ao adequada da amplitude de excitacdo. Valores
otimizados para amplitude de excitacdo bem como para demais parametros do
MS/MS estdo apresentados na Tabela 7. Essas condicbes para dissociacdo dos
ions precursores selecionados foram otimizadas usando o Desenvolvimento de
Método Automatico (AMD), opcéo inclusa no software Workstation Star 6.9.2
(Varian, EUA). O AMD usa até dez diferentes energias para dissocia¢cao induzida por
colisdo (CID) para um mesmo ion precursor, em uma Unica corrida, o que torna a
otimizagé&o relativamente rapida.
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Tabela 7 — Condicdes otimizadas para as analises com dupla fragmentacédo por GC-MS/MS.

" Nivel de Amplitude
Segmento lon A .
. Intervalo excitacdo para de lons produto
Analito de tempo precursor o
(min) (m/z) (m/2) armazenamento  excitacao (m/z)
(m/2) V)

BP-d10? 8-10 158 — 193 192,0 84,5 1,10 162,1;190,1
ES 10-12 91-121 120,0 52,7 0,60 91,9;121,0
BP-3 12-13,5 181 -228 227,2 100,0 0,85 184,0; 212,0
BC® 135-14 75-194 193,1 85,0 0,40 114,9; 192,0
EHMC (2)° 14-15 121,0;132,9;
EHMC (E)° 517 120-179 178,3 78,3 0,70 160.8
ocC 17-19 247 — 251 250,2 110,2 0,76 248,1; 249,1

a — surrogate; b — padrdo interno e Negrito — ions de quantificagdo; ¢ — O composto EHMC consiste em isdbmeros
geométrico (Z) e (E). O padréo comercial de EHMC consiste em 99% de (E)-isdmero. Apds exposicao a luz, ocorre rapida
isomerizacao fotoquimica para (Z) e (E)-isdbmeros.

Fonte: obtidas pelo autor

5.3 Procedimento de extracao

Depois de escolhidas as melhores condicbes cromatograficas de analise e
desenvolvido o método GC-MS/MS, iniciaram-se os estudos das possiveis formas
para a extracdo e pré-concentracdo desses analitos das amostras de agua. Dentre
os procedimentos descritos na literatura, para extracdo e pré-concentracdo dos
filtros UV, tem se destacado o uso da SPE devido a grande disponibilidade
comercial das fases extratoras, bem como, sua eficiéncia em tal procedimento de
pré-tratamento e pré-concentracdo. A técnica de SPE foi entdo o procedimento
selecionado para ser utilizado na etapa de extracdo e pré-concentracdo dos analitos
de interesse das amostras estudadas.

Levando em consideracéo o carater apolar (log de Ko, maior que 3) dos filtros
UV em estudo, pode-se direcionar a escolha da fase extratora e modo de operacao
utilizado no procedimento de SPE. Além do analito alvo, a escolha da fase extratora
também levou em consideracdo a natureza da amostra onde o analito se encontrara.
Na Figura 27, € esquematizado um fluxograma que mostra as principais etapas
envolvidas na selecdo da fase solida apropriada na extracdo de determinados
analitos de amostras aquosas. A parte destacada em verde, contém as etapas
envolvidas na escolha do mecanismo de SPE para os filtros UV (BP-3, ES, EHMC e
OC). Esses analitos, preferencialmente solUveis em solventes organicos e apolares,
devem ser extraidos de amostras aquosas, com a fase extratora operando no modo

de fase reversa.
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Figura 27 — Escolha do mecanismo de SPE para amostras aquosas.

TIPO DE amostra
AMOSTRA aquosa

SOLUBILIDADE [
DO ANALITO | lEUES

POLARIDADE
DO ANALITO

MODO DE fase |
SEPARACAO reversa ibnica

Fonte: Adaptado de (THURMAN e MILLS, 1998).

polar ndo
ibnico

fase fase
reversa reversa

Dentre as principais fases que atuam como fases reversas podem ser citadas

apolar

n-aqilsilica (Cg e C15, sd0 as mais utilizadas) e fases poliméricas. Ambas tém sido
utilizadas na extracdo de filtros UV de amostras aquosas em trabalhos publicados na
literatura. Nesse trabalho, para a selecdo da fase extratora foram realizados testes
de recuperacdo com agua subterranea (encanadas para o laboratério). Para esses
estudos foram testadas fases n-aqilsilica (C18) e poliméricas (Strata X), desses
testes (resultados ndo mostrados) verificou-se que melhores recuperacdes (porém
ainda nao satisfatérias) foram obtidas quando a fase polimérica foi utilizada. Dessa
forma, o Strata-X foi o sorbente selecionado como mais adequado para extracédo e
pré-concentracao dos analitos de interesse.

A melhor extracdo por Strata-X deve-se provavelmente ao fato da retencéo dos
filtros UV em Cjg ser dificultada, pois mesmo esses analitos apresentando carater
lipofilico, a presenca de grupos fendlicos nas suas moléculas pode conferir a eles
certa solubilidade em agua minimizando assim sua interacdo com a fase extratora
(NEGREIRA et al, 2009a). J& nas fases poliméricas, o material usado
(estirenodivinilbenzeno) retém compostos hidrofébicos que contém alguma
funcionalidade hidrofilica, especialmente aromaticos (GUIDE, 1998). Isso porque,
sorbentes poliméricos, geralmente apresentam grande area superficial o que faz
aumentar a capacidade de extracdo do sorbente para compostos organicos. Além
disso, os anéis aromaticos dos copolimeros existentes no sorbente permitem
interacbes -1 que pode ainda aumentar interacbes analito — sorbente, que

potencializa a energia de sorcdo. Assim, 0s sorbentes poliméricos sdo mais
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eficientes na extracdo dos filtros UV que os alquilicos, como o Cis (THURMAN e
MILLS, 1998).

Contudo, mesmo apresentando melhores recuperacbes que Cig as
recuperacdes encontradas com Strata-X, como dito, ainda ndo estavam dentro da
faixa ideal (70 — 120%) (EUROPEAN COMMISSION HEALTH & CONSUMER
PROTECTION DIRECTORATE-GENERAL, 2013). Dessa forma, objetivando
maximizar a resposta no sistema cromatografico e concomitantemente obtencao de
recuperacdes dos filtros UV dentro da faixa aceitavel, as variaveis envolvidas no
procedimento de SPE foram reunidas (Tabela 8) para, entdo, poder decidir como
ajusta-las para obter a melhor resposta. Como algumas dessas variaveis nao séo
controlaveis, apenas um subconjunto delas foi selecionado (Tabela 8, coluna b) para
este ajuste fino (EIRAS et al., 2000). As variaveis néo selecionadas foram mantidas
constantes.

Uma vez identificadas as variaveis que possivelmente afetam a resposta (area
dos picos) do sistema cromatografico deu-se inicio a otimizacdo do procedimento
SPE. Embora, a otimizacdo univariada seja a mais comum e ainda a mais utilizada
em quimica analitica, nesse trabalho leva-se em consideracdo todos os fatores
selecionados ao mesmo tempo (otimizagdo multivariada), o que € mais r4pido e
ainda, as interpretacbes desse modo de otimizagdo leva a conclusdes mais
fidedignas. J4 que, as variaveis em questdo podem ndo ser totalmente
independentes, e se avaliadas em conjunto podem ser considerados 0s possiveis
efeitos sinérgicos e/ou antagbnicos.

Um inconveniente da otimizacdo multivariavel é o grande numero de
experimentos que sdo necessarios com a adicdo de cada fator. Diante disso, ao
aplicar metodologias de otimizacdo multivariavel, é aconselhavel manter o niamero
de variaveis tdo baixo quanto possivel a fim de evitar os modelos de resposta muito
complexos e de grande variabilidade (TEOFILO; FERREIRA, 2006).

Uma alternativa para minimizar o0 numero de experimentos, é usar
planejamentos fatoriais fracionarios (PFF), opcdo usada nesse trabalho. Os 32
experimentos necessarios para otimizar o procedimento de extragdo com cinco
variaveis em um planejamento fatorial completo (PFC), foram reduzidos para 16
experimentos por meio da execucdo do PFF. O PFF resulta em um menor niumero
de experimentos e, mesmo assim, € capaz de identificar a influéncia de cada

parametro bem como interacdes de primeira ordem entre eles (FERREIROS et al,
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2006). Quanto as interacdes de ordens superiores, aqui, foi adotado o pressuposto

de que essas intera¢cfes sao negligenciaveis (PASSEPORT et al, 2010).

Tabela 8 — Variaveis envolvidas no procedimento de SPE dos filtros UV.

. Variaveis ~
Variavel : Observacbes
selecionadas
. Conforme relatado anteriormente, fases poliméricas apresentaram
Tipo de fase - .
extratora melhores resultados na extracdo desses analitos e foram

selecionadas para extracdo dos analitos alvo.

Pré-filtracdo

Como, amostras de ETA (adgua bruta e tratada) serdo estudadas, a

da amostra pré-filtracdo mostra-se uma etapa necessaria.

H X O pH é provavelmente um fator determinante no procedimento de
P extracdo, e o melhor valor foi determinado experimentalmente.
Equilibrio O equilibrio foi feito com agua deionizada.

Capacidade X A capacidade do cartucho foi investigada fortificando os volumes
do cartucho de amostra com 500puL da solucdo padrdo mista a 200 ug L™
Vazdo da A vaz&o da amostra foi mantida constante a = 10 mL min™
amostra
Tempo de ApOs passagem da amostra, a fase extratora foi seca, sob vacuo,
secagem da i
f por 5 min.
ase
Solvente de Inicialmente néo foi utilizado solvente para secagem, visto que o
secagem da extrato sera completamente seco e entao resuspendido no solvente
fase de injecdo adequado.
Com a finalidade de remover, antes da eluicdo, interferéncias que
Solvente de . . X 0 .
lavagem X também possam ter ficado ret|<'jas na fase soélida, avaliou-se o
desempenho do uso de metanol:agua nesta etapa, a 0,5 e 10%
Tipo de A escolha do solvente de eluicdo é dependente dos analitos,
P X inferindo-se que seja um dos fatores mais importantes no sucesso
eluente
da SPE
Assim como o tipo de eluente, o volume de eluente € também
Volume do P ~ i
eluente X provavelmente significativo na recuperacdo dos filtros UV das
amostras aquosas.
Para que o analito adsorvido pelo cartucho seja completamente
Vazéo do dessorvido pelo eluente, é necessario que a vazao do eluente seja
eluente lenta o suficiente para a quebra das interacfes entre o analito e a
fase solida. A vazdo foi mantida a = 2 mL min™.
Evaporacgéo Inicialmente o eluato foi evaporado a secura completa a
do eluato temperatura ambiente sob fluxo de N, gasoso.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2014.

A otimizacdo multivariada do procedimento de SPE dos filtros UV foi planejada
para ser realizada em duas etapas. Na primeira etapa, os fatores selecionados como
possivelmente significativos (pH, capacidade do cartucho, tipo de solvente, volume
de solvente e solvente de lavagem) foram rastreados por meio do PFF, onde
experimentos de um subconjunto de todas as combinagdes possiveis foram
realizados. Na segunda etapa, a partir das respostas dos experimentos do PFF,
pode-se selecionar a configuracdo desses fatores que indicou aumento na
recuperacdo dos analitos e, um novo estudo foi realizado variando somente aquelas

variaveis que se mostraram significativas na primeira etapa.
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Antes de detalhar a execucdo do PFF, o detalhamento de alguns
procedimentos mostrou-se necessario para melhor entendimento da extracdo como
um todo. Os primeiros esclarecimentos referem-se aos cuidados tomados quanto ao
processo de secagem dos extratos. Isso porque, em experimentos iniciais, 0S
eluatos eram secos completamente e entdo ressuspendidos no padréo interno (BC).
No entanto, nesses testes, foi verificado que a secagem completa dos eluatos
provocava perdas bastante pronunciadas nos compostos em estudo, especialmente
ao BP-d10 e ES. O que provavelmente também foi motivo de expressivos
coeficientes de variagédo (122, 88, 81, 27 e 41% para BP-d10, ES, BP-3, EHMC e
OC, respectivamente) encontrados para esses experimentos com secagem completa
dos eluatos.

ApOs varias analises e reanalise dos dados, ocorreu a suspeita da causa dos
CVs tado grande para esses testes ser proveniente da perda desses compostos
durante o processo de secagem completa. Entdo, foram realizados testes com
solucdo padrdo a 100 pg L, injetando diretamente e injetando apds secagem

completa e ressuspensao no solvente de injecao (Tabela 9).

Tabela 9 — Areas obtidas por meio de injecdes com e sem secagem da solucdo padrdo mista de
filtros UV em isooctano. E seus respectivos coeficientes de variacdo (CV).

BP-d10 ES BP-3 EHMC oc BC
Seco 1 3456 5871 3410 11545 9204 3228
Seco 2 378 4318 3084 12360 10146 3338
Seco 3 855 4891 3084 11328 9287 2915
CV (%) 106 16 6 5 5 7
Direto 1 11582 11673 4254 13155 11418 3580
Direto 2 11245 10513 3778 11606 9716 3300
Direto 3 10965 9678 3522 10807 8916 3318
CV (%) 3 9 10 10 13 5

Fonte: obtidas pelo autor.

Desses testes (Tabela 9), pode-se observar que para BP-d10 e ES o
procedimento de secagem completa provoca sérias perdas, o que provavelmente
também € motivo dos tdo expressivos CVs. Entdo, na tentativa de mitigar esses
inconvenientes, testes com secagem completa com nitrogénio, secagem completa
usando evaporador rotatério e secagem parcial até 1 mL foram realizados. Destes
testes, obtiveram-se os resultados mostrados na Tabela 10. Dos quais, pode-se

concluir que a secagem completa é inapropriada devido as grandes perdas, e que a
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secagem parcial parece ser uma solucdo viavel para minimizar tais perdas. Diante
disso, desse ponto em diante, os eluatos foram apenas parcialmente secos, e a
seguir avolumados até 1 mL (para isso foram utilizados baldes volumétricos de
imL).

Tabela 10 — Areas obtidas para os filtros UV apds testes de secagem (avolumando por fluxo suave
de N,, secando completamente por rota evaporador e secando completamente por fluxo suave de
N,). E seus respectivos CVs.

BP-d10 ES BP-3 EHMC ocC BC
Avolumado1l 8010 11660 7593 - 8990 5042
Avolumado2 7521 9874 6508 7057 7779 4987
Avolumado3 7546 9414 5819 6435 6867 4848
CV (%) 3,6 11,5 13,5 6,5 13,5 2,0
Rota 1 3232 4838 3374 3871 4062 2888
Rota 2 3872 6678 5605 6142 5871 3790
Rota 3 2520 4904 3597 5039 5027 3380
CV (%) 21,1 19,1 29,3 22,6 18,2 13,5
Seco 1 1273 4140 3846 4882 4175 3271
Seco 2 2249 4519 3682 5255 4822 3547
Seco 3 1887 4353 3919 5098 4762 3609
CV (%) 27,4 4,4 3,2 3,7 7,8 5,2

Fonte: obtidas pelo autor.

Entretanto, quando se opta por apenas avolumar o eluato, deve ser
considerada a necessidade de secagem da fase extratora antes da eluicdo. Pois,
guando os extratos ndo sdo secos completamente resquicios de agua podem ficar
retido na fase. Caso isso ocorra, a agua retida podera ser arrastada pelo eluente e
os eluatos contendo agua, ndo poderéo ser injetados diretamente no sistema GC-
MS/MS, pois isso certamente ira afetar a vida Gtil da coluna e do filamento de
tungsténio da fonte de ionizacdo do MS.

Sendo assim, para certificacdo da secagem da fase extratora, solvente
organico foi usado ap6s a passagem da amostra de agua. O solvente utilizado para
esse proposito foi o metanol que é miscivel em agua (THURMAN e MILLS, 1998). O
volume de metanol usado foi 0 menor quanto possivel, visto que, grandes volumes
poderiam remover além da agua também os analitos de interesse. Entdo, foram
testado volume de 250 pL, o qual ndo foi suficiente para remover toda a agua retida
pela fase solida. Em seguida, um volume maior (500 pL) foi avaliado, o qual se
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mostrou suficiente para remover todos e quaisquer resquicios de agua. Entdo esse
volume foi fixado como suficiente para secagem da fase.

Adicionalmente aos cuidados de secagem, foram tomadas precaucdes para se
obter informacdes fidedignas do planejamento fatorial. A primeira foi a necessidade
de fazer repeticdes do ponto central (Tabela 11 — experimentos 17C, 18C e 19C),
para poder estimar o erro experimental. Outro fator foi executar os experimentos em
uma ordem aleatéria (ordem de execucdo mostrada na Tabela 11), isso para evitar
possiveis efeitos de memdéria do sistema analitico, bem como evitar distorcbes
estatisticas que pudessem vir a comprometer a qualidade dos resultados obtidos
(EIRAS et al., 2000).

Levando em consideracdo todas estas abordagens e tomadas as devidas
precaucdes, a execucdo das etapas do procedimento de extracdo procederam da
seguinte maneira. Na primeira etapa, o PFF 2°*' (Tabela 11) foi realizado com a
adicdo de trés pontos centrais. Ou seja, cinco variaveis foram estudadas em dois
niveis (nivel superior e nivel inferior), resultando em 16 experimentos, mais trés
como pontos centrais (pontos medios entre o nivel superior e inferior). Isto conduziu
a um total de 19 experimentos, os quais foram realizados em um mesmo dia. Para
execucao desses 19 experimentos, amostras de agua, foram obtidas na ETA de
Araraquara.

Depois de realizados os experimentos do PFF e calculadas as recuperacfes
para cada analito em cada experimento (resultados mostrados na Tabela 12), foi
calculada a resposta normalizada (R,) das recuperacdes obtidas para cada um dos
19 experimentos do PFF. Para o célculo foi empregada a equacgéo 8 (GAUJAC et al.,
2008).

R
Rn:ZRX Eq.: 8

X (max)

onde: X corresponde aos analitos (BP-d10, ES, BP-3, EHMC e OC); R( € a recuperacao obtida para

0 composto X; R(max)corresponde a recuperacdo maxima, obtida para o composto x, de todos 19
experimentos do planejamento fracionario executado.
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Tabela 11 — Variaveis e niveis estudados por PFF 2°" na otimizacdo do procedimento de SPE.

Niveis selecionados

Variaveis

baixo alto médio
pH 2 6 4
Capacidade do cartucho (mL) 200 500 350
. AcOEt/n-hexano AcOEt/n-
Tipo de eluente ACOEL 50/50% hexano 75/25%
Volume do eluente (mL) 3X de 2 3X de 6 3X de 4
% de metanol na lavagem 0 10 5
Combinacdes
Experimento Capacidade % de
Ordem de pH do cartucho ol @ Tipo de eluente metanol na
= eluente (mL)
execucao (mL) lavagem
AcOEt/n-hexano
6 2 500 3Xde2 50/50% 10
11 6 200 3X de 6 AcOEt 10
5 2 500 3Xde 2 AcOEt 0
AcOEt /n-hexano
14 6 500 3Xde 2 50/50% 0
AcOEt /n-hexano
19 (C) 4 350 3X de 4 75/250% 5
1 200 3Xde 2 AcOEt 10
AcOEt /n-hexano
18 (C) 4 350 3X de 4 75/2504 5
AcOEt /n-hexano
2 2 200 3Xde 2 50/50% 0
AcOEt /n-hexano
12 6 200 3X de 6 50/50% 0
3 2 200 3X de 6 AcOEt 0
13 6 500 3Xde 2 AcOEt 10
15 6 500 3X de 6 AcOEt 0
AcOEt /n-hexano
8 2 500 3X de 6 50/50% 0
9 6 200 3Xde 2 AcOEt 0
AcOEt /n-hexano
17 (C) 4 350 3X de 4 7519504 5
AcOEt /n-hexano
4 2 200 3X de 6 50/50% 10
AcOEt /n-hexano
10 200 3Xde2 50/50% 10
7 2 500 3X de 6 AcOEt 10
AcOEt /n-hexano
16 6 500 3X de 6 50/50% 10

*Em todos os experimentos, o volume de solucéo de fortificagéo adicionado foi 500 L a uma concentragéo de 200 pg L™

Fonte: obtidas pelo autor.
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Tabela 12 — Recuperacfes (expressas como porcentagem) obtidas para os filtros UV apds SPE dos
testes de Planejamento experimental e a resposta normalizada para cada um desses experimentos.

Experimento BP-d10 ES BP-3 EHMC ocC Resposta
normalizada*
1 128 85 4 29 35 31
2 100 42 16 27 2,0
3 123 62 4 24 46 2,9
4 109 66 20 18 38 2,8
5 110 54 5 26 37 2,6
6 100 48 3 25 35 2,4
7 101 75 29 25 32 2,9
8 101 64 4 17 56 2,9
9 98 36 75 22 23 2,7
10 96 55 65 30 25 29
11 105 68 5 38 45 31
12 91 47 3 32 30 2,3
13 123 72 101 57 40 4.4
14 116 66 5 63 50 3,6
15 102 61 90 33 37 3,6
16 99 73 76 34 40 3,6
17C 98 42 4 33 27 2,3
18C 91 66 37 32 2,7
19C 103 71 47 12 30 2,8

*Resposta normalizada obtida por meio da Eq 8.

Fonte: obtidas pelo autor.

A partir das respostas normalizadas das recuperacdes, foi plotado o grafico de

Pareto (Figura 28). A interpretacdo desse grafico € que o tamanho de cada barra é

proporcional ao efeito estimado da variavel ou de suas interacdes. A linha vertical

(pontilhada vermelha) corresponde ao intervalo de confianca de 95%. As barras

horizontais que ultrapassa a linha vermelha pontilhada sdo aquelas variaveis que se

mostraram significativas no procedimento. Entdo pela interpretacdo do grafico

verifica-se que apenas o pH mostrou-se significativo e que as outras variaveis e

suas interacdes nao se mostraram significativas para o procedimento de extragao.
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Figura 28 — Gréfico de Pareto para as respostas normalizadas.
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Fonte: obtido pelo autor.

Como na primeira etapa do procedimento de otimizagcao apenas o pH mostrou-
se significativo, apenas ele foi estudado na segunda etapa. As demais variaveis
como elas ndo se mostraram significativas, foram mantidas constantes em:
capacidade do cartucho — 500 mL (para obter um maior fator de pré-concentracéo),
o tipo de eluente — AcOEt (por maior simplicidade), lavagem — com MeOH a 10 %
(para retirar maior quantidade de impurezas) e volume de solvente de eluicdo — 3X
de 2 mL (para poupar tempo, e reduzir gastos). No estudo do pH, foram avaliados os
valoresde pH 3,4,5,6,7,8¢e 9.

Os resultados do estudo de pH estdo mostrados na Tabela 13, por ela pode-se
perceber que o pH 3 foi o que apresentou as melhores recuperacdes para todos 0s
analitos. Isso provavelmente se deve ao fato de que em valores de pH maiores, as
moléculas estdo na forma ionizada e dessa forma sua retencédo pela fase sélida &
prejudicada. Ja em pH &cido, com reducdo da carga ibnica, melhores recuperagdes
sao obtidas (GIOKAS, SAKKAS e ALBANIS, 2004).
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Tabela 13 — Valores de pH estudados na otimizacao da extracéo e as respectivas recuperacdes (%).

BP-d10 ES BP-3 EHMC ocC
pH3 113 74 105 53 51
pH4 96 60 106 51 44
pH5 108 61 118 62 45
pH6 100 62 118 54 48
pH7 102 53 115 37 30
pH8 104 40 9 42 41
pH9 104 44 6 50 56

Fonte: obtidas pelo autor.

Ainda na Tabela 13, pode-se perceber que os dois ultimos analitos (EHMC e

OC) nado apresentam recuperacgdes satisfatorias em nenhum valor de pH. A suspeita

era que eles, por serem mais lipofilicos, estavam sendo adsorvidos nos frascos de

vidro (Figura 29), utilizados como reservatério para acondicionar a amostra durante

a extracdo. Essa hipotese foi avaliada e confirmada (Tabela 14). Na tabela, estdo as

recuperacgdes obtidas para os testes usando os frascos de vidro como reservatorio e

as recuperacdes quando os reservatorios ndo sao utilizados, quando as amostras

sao transferidas diretamente para o cartucho.

Figura 29 - Sistema utilizado para realizar varias extracdes simultaneamente. Em destaque o
reservatério para acondicionar a amostra.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2014.

Tabela 14 — Recuperagfes médias (%) obtidas na avaliagdo da perda dos filtros UV no reservatério

da amostra.

BP-d10 BP-3 EHMC
Com reservatorio 117 119 50
Sem reservatorio 106 112 71

Fonte: obtidas pelo autor
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Levando em consideracdo que a transferéncia direta para o cartucho € inviavel
devido ao grande numero de amostras realizada por vez, e diante da necessidade
de minimizar as perdas do EHMC e OC, apo0s passagem da amostra, os frascos
foram lavados com 50 mL de solucdo de MeOH a 5% em agua deionizada (LIU et

al., 2011). Resultados obtidos para esse teste estédo na Tabela 15.

Tabela 15 — Recuperagdes médias (%) obtidas na avaliagdo da lavagem dos reservatorios da
amostra.

BP-d10 ES BP-3 EHMC ocC
Sem lavagem 97 65 102 64 65
Com lavagem 103 68 111 70 68

Fonte: obtidas pelo autor.

Tomada essa medida, as recuperacdes obtidas para EHMC e OC melhoram
um pouco sem prejudicar as obtidas para os analitos mais polares. Com essas
recuperacdes, deu-se o procedimento como otimizado (fluxograma do passo a
passo do procedimento de SPE otimizado esquematizado na Figura 30).

Utilizando os procedimentos cromatograficos e de extracdo otimizados (Tabela
6 Tabela 7 e Figura 30) obteve-se o cromatograma da Figura 31. O cromatograma
foi obtido no modo de monitoramento de reacBes multiplas (MRM) apos o
procedimento de SPE e GC-MS-MS da amostra de 4gua (tratada), obtida na ETA de
Araraquara.

Depois de otimizado, o método cromatografico e de extracdo para a
determinacao dos filtros UV das amostras de agua, iniciaram-se os estudos para
comprovacdo que o método desenvolvido é suficientemente confidvel para originar

resultados com confianga, ou seja, iniciaram-se os estudos de validagao.
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Figura 30 — Fluxograma do procedimento de SPE otimizado.

*5 ml do AcOEt
*5 mL de metanol
.-5 ml de dgua deionizada

*500 mL da amostra (pH 3 e surrogare a 200 ng L)

® 50 mL de solugao aquosa a 5% de metanol

* 5 min sob vacuo
.*500 pL de metanol

3 X de 2 mL de AcOEt

eadicionar 500 pL do Padrdo interno a 100 pg Lle
avolumar até 1 mL sob fluxo suave de nitrogénio
gasoso

\J

eAnalise por GC-MS/MS

Fonte: Elaborado pelo autor, 2014.
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Figura 31 : Cromatograma obtido no modo MRM com fortificagc8es dos filtros UV e surrogate a 200 ng
L™ (concentragdo na amostra). O padrdo interno (BC) a 100 ug L* (concentragdo no extrato final).
EHMCs estéo presentes ambos (Z) e (E) isbmeros.
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5.4 Validacéao

Para a obtencdo do método que permitiu a eficiente quantificagédo dos filtros UV
nas matrizes aquosas foi necessaria otimizacdo dos parédmetros de extracdo e
analise. Entretanto, apenas isso, ndo é condicdo suficiente para garantir confiavel
quantificacdo. Para obtencédo de dados fidedignos, o desempenho do método deve
ser avaliado sob as condi¢cbes de extracdo e andlise otimizadas. A avaliacdo de
desempenho, também chamada de validagdo, foi estudada nos termos de
seletividade, curva analitica, precisdo, exatiddo, limite de deteccdo e limite de
quantificacao.

Mesmo, a validagdo sendo uma ferramenta fundamental na certificagdo da
producdo de dados confidveis, ndo hd um padrdo a ser seguido. Na verdade, ha
varias divergéncias entre os documentos orientadores (ROZET et al., 2007;
BERNARDES, SOUZA, 2011). Sendo assim, aqui, os estudos de validacdo foram
planejados e executados tendo como referéncia guias e documentos orientadores,
publicados nacional e/ou internacionalmente, bem como artigos publicados em anos

recentes.

5.4.1 Seletividade

Para garantir a seletividade do método proposto foi avaliada a seletividade

especifica e a seletividade n&o especifica. A comprovacao da seletividade especifica
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foi garantida pela deteccdo MS/MS ap0s a separagdo cromatografica. Ja a
averiguacdo da seletividade ndo especifica (também conhecida como efeito matriz)
foi verificada pela ocorréncia, ou nao, de interferéncias na matriz que
comprometesse o desempenho da medicdo. Para isso foram preparadas curvas
analiticas no solvente e no extrato da matriz. Essas curvas, mostradas na Figura 32,
foram preparadas nas mesmas concentracées e em niveis englobando o mesmo
intervalo. Pela analise visual dessas curvas infere-se que apenas o ES nao
apresenta efeito matriz pronunciado. Que o BP-d10, EHMC e OC apresentam
diminuicBo da resposta cromatogréfica induzida pela matriz enquanto BP-3

apresenta aumento da resposta cromatografica.

Figura 32 — Curvas analiticas (GC-MS/MS) em solvente (®) e no extrato da matriz () para os
analitos em estudo.
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Fonte: obtido pelo autor.

Matematicamente, o calculo para avaliar o efeito matriz pode ser realizado
utilizando a equacédo 9 (ECONOMOU et al., 2009).

: . X,=X
% efeitomatriz=—2—2x100 Eq.: 9
X,
sendo: X, é a inclinacdo da curva obtida pela injecdo das solugdes analiticas de cada analito,

preparados na matriz; X, € a inclinagéo da curva obtida pela inje¢do das solugdes analiticas de cada
analito, preparados no solvente.
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Quando o resultado desta equacéo for > 20 % ou < -20 %, considera-se que
existe efeito matriz, podendo influenciar na andlise quantitativa (ECONOMOU et al.,
2009). Os valores encontrados no célculo, para avaliar o efeito matriz para BP-d10,
ES, BP-3, EHMC e OC foram 62, 5, -280, 44 e 52 %, respectivamente. Confirmando
a andlise visual que quatro dos cinco filtros UV estudados sofrem influéncia da
matriz. Ainda, notam-se valores expressivos de efeito matriz para o BP-3 (-280 %).
Isso se deve provavelmente a maior polaridade do BP-3. Quando injetados em
solvente puro, os sitios ativos do sistema cromatografico estdo disponiveis para a
retencdo de analitos mais polares e, assim, menor quantidade € detectada. Ja,
quando no extrato da matriz, ocorre uma competicdo entre os componentes da
matriz e os analitos mais polares pelos sitios ativos do sistema cromatografico,
ocasionando entdo, a superestimacao da resposta (POOLE, 2007).

Como a resposta para a maioria dos analitos estudados apresentaram-se
influenciadas (superestimagcdo ou subestimagdo do sinal) pelas substancias co-
extraidas. Concluiu-se que a forma mais confiavel para quantificacdo dos analitos
seria a construcao das curvas analiticas no extrato da matriz, procedimento adotado

para prosseguir o trabalho.
5.4.2 Curva analitica

As curvas analiticas foram preparadas em amostras de agua, antes do
procedimento de extracdo por SPE em um minimo de seis niveis de concentracéo
no intervalo de 20 a 4000 ng L™ para BP-d10, ES e BP-3 e de 50 a 4000 ng L™ para

EHMC e OC (curvas mostradas na Tabela 16).

Tabela 16 — Curvas analiticas (GC-MS/MS) para os analitos de interesse na matriz.

. faixa Curva de calibracao 2
Analito (ng L) (y=ax+b) R
BP-d10 20-4000 y =0,0078x + 0,7028 0,994

ES 20-4000 y =0,0144x + 2,2911 0,991
BP-3 20-4000 y =0,0241x - 0,2487 0,998
EHMC 50-4000 y =0,0111x + 1,2692 0,991
oC 50-4000 y =0,0067x +1,2121 0,987

Fonte: obtidas pelo autor.

Como pode ser verificado na tabela 16, todas as curvas apresentam um valor

para coeficiente de determinacdo “R?” igual ou superior a 0,99. Entretanto, como ja
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abordado na introduc&o, o valor de r ou R? é inapropriado como avaliacdo do modelo
de calibracdo (ROZET et al.,, 2011). Sendo, dessa forma, necessario avaliar o
modelo de outro modo. O que foi realizado pela verificacdo da homocedasticidade
dos dados (MANSILHA et al., 2010).

O estudo da homocedasticidade dos dados foi realizado pelo teste F e pelo
grafico dos residuos. No teste F, os resultados obtidos para BP-d10, ES, BP-3,
EHMC e OC foram respectivamente: 20009, 1173, 24583, 1178 e 8274. Todos maior
que o F_, = 99 (obtido da tabela F com nivel de confianca de 99%, para grau de

liberdade (n-1) igual a 2). Como a condicao de homocedasticidade (F,, > F,,) nao foi

assumida para nenhum dos analitos fica evidenciada a ocorréncia de
heterocedasticidade nos dados.

Pela andlise dos graficos dos residuos (Figura 33) nota-se que os residuos nao
estdo aleatoriamente distribuidos ao redor do eixo das concentracdes e que em
concentracbes mais altas a variancia é mais pronunciada, confirmando assim a

heterocedasticidade dos dados, conforme ja tinha sido revelada pelo teste F.

Figura 33 — Gréfico dos residuos versus concentracao.
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Fonte: obtido pelo autor.

Comprovada a heterocedasticidade dos dados, mostrou-se necessaria a
escolha de uma nova curva analitica mais apropriado para definir a relacdo entre a
concentracdo e a resposta dos analitos, e consequentemente suas confiaveis

quantificacdes (MANSILHA et al., 2010). E muito usual a reducéo do intervalo da
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curva analitica para ajustar o modelo. No entanto, ndo era o objetivo trabalhar com
uma faixa de concentragéo estreita, visto que os filtros UV tém sido encontrados no
ambiente desde ng L™ a baixos pg L™. Assim, faixas amplas foram obtidas para as
quantificacdes. Para isso, foi utilizado o modelo de regressao linear dos minimos
quadrados ponderados. Esses modelos com ponderacdo séo comumente adotados
para neutralizar a maior influéncia das concentra¢cées maiores na linha de regressao
(ALMEIDA, CASTEL-BRANCO, FALCAO, 2002), perfil que foi encontrado nos
graficos de residuos mostrados na Figura 33.

A escolha do melhor modelo de ponderagéo levou em consideracao os critérios
do menor somatério do erro relativo em conjunto com a distribuicdo aleatoria em
torno do eixo das concentracdes. Na escolha do melhor fator de ponderacéo para o
BP-d10, dos oito modelos avaliados, o modelo 2 foi escolhido para melhor definir a
correlacdo entre a concentracdo e a resposta do analito. A Tabela 17 informa os
parametros de regressdo da curva analitica do BP-d10 gerada para cada um dos
oito pesos e 0s somatorios dos erros relativos para cada um deles. Pela analise
dessa tabela, os modelos 2, 4 e 8 foram 0s que apresentaram menor somatorio do
erro relativo. Entdo, plotando ER% versus concentracdo desses modelos (Figura
34), observa-se que os modelos 4 e 8 apresentam um menor valor para somatorio
de ER%, entretanto, 0 modelo 2 além de também apresentar um baixo valor para o
somatorio de ER%, esse modelo exibe uma melhor distribuicdo do ER% ao redor do

eixo das concentracoes.
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Tabela 17 — Parametros de regressao da curva de calibracdo (y=ax+b) gerada para cada peso (W) e
as respectivas somas dos erros relativos (Z ER%) para o BP-d10.

BP-d10
Modelo Wi ar* pyre bk Z ER%
1 1* 0,0155 0,7028 0,9972 538
3—2

2 S 0,0184 0,0887 0,9941 16

2,8 In

1

3 F 0,0161 0,2592 0,9968 53
1

4 = 0,0165 0,1834 0,9958 11
y
1

5 7 0,0140 0,3854 0,9922 -103
1

6 — 0,0163 0,0334 0,9967 181
N0
1

7 = 0,0170 0,0038 0,9955 176
X
1

8 = 0,0208 0,0001 0,9912 0
X

* ndo ponderado; ** coeficiente angular; *** coeficiente linear ; **** coeficiente de correlacao.

Fonte: obtidas pelo autor.

Figura 34 — Percentagem do erro relativo (ER%) versus concentracdo obtida para o modelo 2 (@),
modelo 4 (H) e modelo 8 (®).

25 8 BP10
[ |
15 =, u .
5 i ® [ ]
il ¢ T T |
e O 1000 2000 3000 4000
& .15 - *
_25 .
_35 .
45 -
=T
o5 Conc. (ngL )

Fonte: obtido pelo autor.
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Para os demais analitos, os dados estdo no Apéndice A (parametros de
regressdo da curva de calibracdo) e no Apéndice B (graficos da percentagem do
erro relativo (ER%) versus concentracdo). Para eles seguiu-se 0 mesmo raciocinio
para definicdo do melhor fator de ponderacdo. Os modelos escolhidos para todos os
analitos em estudo estdo mostrados na Tabela 18. Entdo, essas novas curvas
(valores de a e b ponderados) serdo utilizadas na quantificacdo das amostras de

agua.

Tabela 18 — Parametros (otimizados) de regresséo da curva de calibracdo gerada para cada analito e
as respectivas somas dos erros relativos (> ER%).

Analito  Modelo  wi a* b** rr*x > ER%
S—Z
BP-d10 2 W 0,0184 0,0887 0,9941 16
51_2
ES 2 ~ 2 - 0,0321 1,0877 0,9977 20
2,8 /n
1
BP-3 3 F 0,0484 -0,3162 0,9985 -13
1
EHMC 3 F 0,0233 0,2815 0,9949 51
51_2
oC 2 W 0,0163 0,4134 0,9912 -13
i

* coeficiente angular; ** coeficiente linear ; *** coeficiente de correlacao.

Fonte: obtidas pelo autor.

5.4.3 Exatidao e preciséo

Para avaliar a exatiddo desse método foram conduzidos ensaios de
recuperacdo em quatro niveis de fortificacdo: no LOQ, a 200, 1000 e 2000 ng L™,
com ensaios conduzidos em triplicata. A precisao foi avaliada pela repetibilidade dos
ensaios de recuperacao por meio dos calculos dos coeficientes de variacdo (CV).
Recuperacdes e coeficientes de variacdo obtidos para os filtros UV estdo mostrados
na Tabela 19.



94

Tabela 19 — Recuperacdes médias e coeficientes de variacdo (CV) paran =3

Al no LOQ* 200 1000 2000
nailto ng L {(%CV) ng L (%CV) ng L™ (%CV) ng L (%CV)
BP-d10 107(11) 96(3) 98(3) 105(10)
ES 77(10) 72(5) 72(5) 69(5)
BP-3 91(12) 85(3) 95(4) 94(4)
EHMC 85(7) 76(5) 74(5) 65(10)
oc 62(13) 76(5) 70(5) 63(14)

LOQ* - Limite de quantificacdo obtido visualmente. Fortificado a 10, 100, 10, 50 e 50 ng L™ para BP-d10, ES, BP-3,
EHMC e OC, respectivamente. O padréo interno (BC) foi fortificado a 50 pg L™

Fonte: obtidas pelo autor.

Analisando a tabela pode-se perceber no que se refere a exatidao e precisao,
gue o método proposto mostra-se apto e confiavel na determinacao dos filtros UV, ja
que as recuperacdes e os coeficientes de variacdo obtidas nos quatro niveis de
fortificacdo estdo dentro dos limites aceitaveis recomendados (recuperacdes de 70-
120% e CV menor que 20%) (U.S. DEPARTMENT OF HEALTH AND HUMAN...,
2001).

5.4.4 Limite de Deteccao (LOD) e Limite de Quantificacao (LOQ)

Os limites de deteccao dos filtros UV foram calculados a partir dos parametros
das curvas analiticas no intervalo de 1 a 100 ng L™ para BP-d10, ES e BP-3,de 1 a
200 ng L™ para EHMC e de 10 a 200 ng L™ para OC. As curvas analiticas foram
preparadas na faixa do LOD (INTERNATIONAL CONFERENCE ON
HARMONIZATION..., 2005). As correspondentes concentracbes do LOD foram
calculadas usando uma equacdo mais simples equacdo 10 e também por uma
equacao estatisticamente mais aceitavel, publicada pela ISO 11843-2:2000, ISO
(BRITISH STANDARD INSTITUTION, 2007) (Equacdo 12) (HIBBERT e GOODING,
2006).

LoD =3 Eq.: 10
a
Onde: Sy/x € 0 erro padrdo de regressdo que é calculado pela equacdo 11 e @ é o coeficiente

angular da equacéo de regresséo.

Sy -
S,k = \/Z = 5 Eqg.: 11

f
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Onde: Y, é sinal experimental; )7i é o valor estimado da equacdo de regressdo e df é o grau de

liberdade da regressé@o. Como sdo calculados dois coeficientes (@ e b ) no modelo, o grau de
liberdade é (n— 2).

LOD =

2t S
05n-2"Y/ X %2
005n-2 \/1 1 X Eq. 12

a k I><J+Jzi(xi—i)2

Onde: | é o nimero de pontos da curva; K é o nimero de extragBes repetidas, que foi feito em

cada ponto da curva para dar uma resposta média; J é o nimero de vezes que cada réplica de
extracao foi injetada.

Os limites de quantificacdo, diferentemente dos LODs, devem apresentar
valores aceitaveis de precisdo e exatiddo. Alguns autores, como por exemplo,
(TARAZONA et al., 2010; BENEDE et al., 2014) tem usado a Equacio 13 para
calcular o LOQ. No entanto, a proposta que os LOQs sejam calculados por esta
equacao nao tem encontrado grande beneficio (HIBBERT e GOODING, 2006), isso
porque, havendo necessidade de maior precisdo, uma concentracdo maior deve ser
registrada para o LOQ ou ainda, se as concentracdes abaixo do LOQ se
apresentarem precisas e exatas, uma concentragdo menor pode ser registrada para
o LOQ. Em resumo, uma boa regra a ser seguida € que deve ser assumido um

compromisso entre a precisao e a exatidao.

lOSy/ X

LOQ=—— Eq.: 13

Usando as equacgdes 10, 12 e 13 os valores obtidos para LOD e LOQ do
método para os filtros UV estdo na Tabela 20.

Tabela 20 — Limite de deteccédo e quantificacdo do método de extracdo por SPE e GC-MS/MS.

Analito LOD? (ng L™ LOD’ (ng L) LOQC (ng L™ LOQ" (ng L™

BP-d10 9.3 10.0 30.9 10

ES 12.1 13.1 40.4 40

BP-3 7.1 7.6 23.5 10

EHMC 23.5 24.1 78.2 50

ocC 19.3 20.8 64.4 50
d-daEg.: 10
. daEq. 12
Z- da Eq.: 13

- de testes de recuperagdo com aceitavel precisédo e exatiddo

Fonte: obtidas pelo autor.
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Os valores obtidos para LOD sdo comparaveis e por vezes melhores que
agueles obtidos em trabalhos publicados anteriormente, onde a extracdo foi por
SPME (BASAGLIA, PASTI e PIETROGRANDE, 2011; BASAGLIA e
PIETROGRANDE, 2012), por DLLME (TARAZONA et al., 2010) por SBSE
((NGUYEN et al., 2011; MAGI et al.,, 2012) e também por SPE (CUDERMAN e
HEATH, 2007).

Com relacdo aos LOQs, cabe ressaltar aqui que em ensaios de recuperacao
realizados com concentracdes inferiores aos LOQs calculados pela equagdo 13
(dados mostrados na segunda coluna da tabela 19), exceto para o ES,
apresentaram valores de precisdo e recuperagcdo aceitaveis. Entdo, seguindo a
definicdo, que diz que o LOQ do método € o menor valor quantitativamente
determinado com aceitavel precisdo e exatiddo (INTERNATIONAL CONFERENCE
ON HARMONIZATION..., 2005). Pode-se inferir que os limites de quantificacdo para
esse método sdo menores que os calculados pela equagédo 13. O que é facilmente
justificavel a partir da férmula usada para o calculo. Pois, a multiplicacdo do erro
padrdao de regressao por dez (valor estimado) nos fornece apenas um valor
aproximado. Podendo este, ser maior ou menor que o encontrado. Dessa forma, 0s
limites de quantificacdo utilizados na determinacao das concentra¢gdes dos filtros UV
em todas as amostras analisadas, sdo os mostrados na 52 coluna da Tabela 20. Os

quais, por sua vez apresentaram valores aceitaveis de precisao e exatidao.
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5.5 Ocorréncia e concentracdes dos filtros UV na Bacia Hidrografica Tieté-
Jacaré

Depois do método otimizado e validado, iniciaram-se o0s estudos das
estratégias de amostragem e entdo a aplicagdo do método para avaliagdo da
presenca dos filtros UV em aguas de rio e de abastecimento.

Para definir a area a ser caracterizada, partimos do cenario nacional mais
favoravel (sudeste), no que diz respeito ao saneamento basico, onde a coleta de
esgoto supera em muito a média nacional. Entretanto, vale destacar que, ainda, o
tratamento é feito em apenas 48% dos municipios coletores (95,1%). Essa
inexisténcia de tratamento de esgoto em mais da metade dos municipios coletores
na regido do pais onde se tem as melhores condicbes de saneamento, nos mostra
claramente a gravidade da situacdo ambiental nacional. Destacando, o quanto a
coleta e o tratamento de esgoto sdo pouco disseminados no territério brasileiro, o
que pode levar a sérias consequéncias negativas, a saude publica e ao ambiente.
Nesse contexto, a determinacdo quantitativa desses contaminantes na agua bruta
de abastecimento publico, no “melhor” cenario (Sudeste), revela-se importante. Pois,
torna-se possivel o estabelecimento do verdadeiro cenario ambiental da éarea
estudada. Ainda, sendo possivel, por comparacéo, predizer a situacao da por¢édo do
pais menos privilegiada, no que se refere ao saneamento ambiental.

Nesse sentido, para avaliar a ocorréncia dos filtros UV na agua bruta e na agua
de abastecimento, seis ETAs da URGHI-13 foram avaliadas. Destas, cinco (Bauru,
Bueno de Andrada, Jau, Sao Carlos, e Trabiju) foram avaliadas por um periodo de
seis meses e uma (Araraquara) por um periodo de um ano, para melhor avaliar a
influéncia da sazonalidade na ocorréncia das substancias estudadas. Por motivos de
comparacdo, 0s municipios de (Araraquara, Bauru, Jau e S&o Carlos) foram
selecionados por apresentarem as maiores populagbes da UGRHI-13 e outros dois
(Bueno de Andrada distrito de Araraquara e Trabiju) por serem 0s menos populosos
e possuirem sistema de obtencéo e tratamento de agua diferenciado dos anteriores.

As amostras de agua foram coletadas no periodo de 7:00 as 9:30 da manha
(na entrada antes de qualquer tratamento — agua de rio, apds tratamento sem
cloragdo — agua tratada e apods a cloracdo — agua clorada ) e extraidas e analisadas
pelo método desenvolvido SPE-GC-MS/MS no mesmo dia. Os resultados obtidos

sao apresentados nas Tabelas 21 a 26. Em Trabiju e Bueno de Andrada, como a
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agua € obtida de poco e recebe tratamento (cloragdo) direto na tubulacdo apenas

dois tipos de amostra (dguas) foram analisados: 4gua de poc¢o e agua clorada
Tabelas 25 e 26.

Araraquara

Tabela 21 — Concentraco dos filtros UV em &gua (ng L™) de margo/2013 a fevereiro/2014 na ETA de
Araraquara. Para BP-10 recuperagcfes médias e coeficientes de variagdo (n=3).

Marco /2013 Abril /2013 Maio/2013
Analito  Agua Agua Agua Agua Agua Agua Agua Agua Agua
de rio tratada clorada de rio tratada clorada de rio tratada clorada
BP-10*  102(5) 100(2) 110(10) 76(9) 83(3) 84(8) 89(5) 86(2) 98(11)
ES <LOQ <LOQ <LOQ <LOD < LOD < LOD <LOD <LOD <LOD
BP-3 19(10) 18(9) 18(9) 23(3) 25(4) 21(8) <LOD <LOD <LOD
EHMC <LOD <LOQ <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
oC <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Junho /2013 Julho /2013 Agosto /2013
BP-10* 59(6) 63(5) 71(2) 80(5) 92(1) 85(4) 89(9) 90(11) 97(10)
ES <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
BP-3 <LOD <LOD <LOD <LOQ <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
EHMC <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
oC <LOD <LOD <LOD < LOD < LOD <LOD <LOQ 59(67) <LOQ
Setembro /2013 Outubro /2013 Novembro /2013

BP-10* 111(6) 109(11) 109(12) 68(11) 82(7) 85(4) 77(8) 73(8) 86(5)
ES <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

BP-3 22(1) 19(2) 20(4) 33(2) 28(15) 25(7) 38(2) 29(9) 31(4)
EHMC < LOD <LOD 75(11) <LOQ <LOD < LOD <LOD <LOD <LOD
oC <LOD <LOD <LOD <LOD < LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

Dezembro/2013 Janeiro/2014 Fevereiro/2014

BP-10* 58(8) 61(12) 69(8) 59(3) 63(15) 65(5) 106(9) 106(16) 141(5)
ES <LOD <LOD <LOD <LOD < LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

BP-3 26(4) 23(3) 23(10) 36(5) 32(4) 28(3) 30(6) 25(13) 23(7)
EHMC <LOQ <LOQ 57(64) 65(19) 55(11) 70(58) 55(10) <LOD <LOD
oC <LOD <LOD <LOD <LOD < LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

BP-10* - foi fortificado a 200 ng L™
LOD - limite de detecgéo do método;
LOQ - limite de quantificacdo do método.

Fonte: obtidas pelo autor.
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Bauru

Tabela 22 — Concentracao dos filtros UV em &gua (ng L™) de Abril/2013 a setembro/2013 na ETA de
Bauru. Para BP-10 recuperacfes médias e coeficientes de variagcao (n=3).

Abril /2013 Maio/2013 Junho /2013

Analito  Agua Agua Agua Agua Agua Agua Agua Agua Agua
de rio tratada clorada de rio tratada clorada de rio tratada clorada

BP-10* 107(15) 105(5) 131(3)  48(6)  81(17) 115(23) 59(6)  63(5)  71(2)

ES <LOQ <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

BP-3 _ 28(15) 33(14) 115(1) 20(36) 26(27) 72(54) <LOD <LOD <LOD

EHMC <LOQ <LOQ <LOQ <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

OC ~<LOQ <LOQ 87(57) n.d. <LOD <LOQ <LOD <LOD <LOD

Julho/2013 Agosto/2013 Setembro/2013

BP-10* 45(12) 57(3)  73(8)  93(6) 100(18) 111(9) 123(16) 106(9)  105(3)

ES <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

BP-3 <LOQ <LOQ <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

EHMC <LOD <LOD <LOD 669(5) 707(6) 309(6) <LOD <LOD <LOD

ocC n.d. n.d. nd.  188(2) 211(4) 199(4) <LOD <LOD <LOD

BP-10* - foi fortificado a 200 ng L*
LOD - limite de detecgéo do método;
LOQ - limite de quantificagdo do método

Fonte: obtidas pelo autor.

Sao Carlos

Tabela 23 — Concentracdo dos filtros UV em agua (ng L™) de abril/2013 a setembro/2013 na ETA de
Sao Carlos. Para BP-10 recuperacfes médias e coeficientes de variacdo (n=3).

Abril /2013 Maio/2013 Junho /2013

Analito  Agua Agua Agua Agua Agua Agua Agua Agua Agua
de rio tratada clorada de rio tratada clorada de rio tratada clorada

BP-10* 110(8) 121(7) 93(3)  93(9)  85(5) 81(11) 80(2) 82(10)  82(4)

ES <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

BP-3 nd nd nd <LOQ <LOQ <LOD 44(10) 60(31) <LOD

EHMC <LOQ <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 101(10) <LOQ <LOD

oC <LOD <LOD <LOD < LOD < LOD < LOD <LOD <LOD <LOD

Julho/2013 Agosto/2013 Setembro/2013

BP-10* 86(11) 84(5)  80(8)  94(10) 94(15) 92(40  105(6) 104(9)  114(6)

ES <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOQ <LOQ <LOD

BP-3 <LOD <LOD <LOD < LOD < LOD < LOD <LOD <LOD <LOD

EHMC <LOD <LOD <LOD < LOD < LOD < LOD <LOD <LOD <LOD

oC <LOD <LOD <LOD < LOD < LOD < LOD <LOD <LOD <LOD

BP-10* - foi fortificado a 200 ng L™
LOD - limite de detecgéo do método;
LOQ - limite de quantificagdo do método

Fonte: obtidas pelo autor.
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Jau

Tabela 24 — Concentracao dos filtros UV em agua (ng L'l) de margo/2013 a agosto/2013 na ETA de
Jau. Para BP-10 recuperacdes médias e coeficientes de variacdo (n=3).

Marco/2013 Abril/2013 Maio/2013
Analito  Agua Agua Agua Agua Agua Agua Agua Agua Agua
de rio tratada clorada de rio tratada clorada de rio tratada clorada
BP-10* 96(5) 100(3) 105(6) 79(5) 79(11) 82(5) 65(23) 73(10) 74(17)
ES <LOD <LOD <LOD <LOD < LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
BP-3 18(8) 18(1) nd 24(8) 26(6) 28(15) <LOD <LOD <LOD
EHMC <LOQ <LOD <LOD <LOQ <LOQ <LOD <LOD <LOD <LOD
oC <LOD <LOD <LOD nd nd nd <LOD <LOD <LOD
Junho/2013 Julho/2013 Agosto/2013
BP-10* 60(1) 59(7) 66(4) 83(6) 84(1) 92(6) 115(6) 123(6) 135(13)
ES <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
BP-3 21(20) <LOQ <LOD <LOQ <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
EHMC <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 755(8) 629(16) 292(3)
oC <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 208(12) 176(10) 183(24)

BP-10* - foi fortificado a 200 ng L*
LOD - limite de detecgdo do método;
LOQ - limite de quantificagdo do método

Fonte: obtidas pelo autor.

Bueno de Andrada

Tabela 25 — Concentracédo dos filtros UV em agua (ng L™) de marco/2013 a agosto/2013 na ETA de
Bueno de Andrada. Para BP-10 recuperacfes médias e coeficientes de variagdo (n=3).

Marco /2013 Abril /2013 Maio/2013
Analito Agua de Agua Agua de Agua Agua de Agua
poco clorada poco clorada poco clorada
BP-10* 133(7) 143(11) 107(10) 99(9) 108(5) 112(10)
ES <LOD <LOQ <LOD <LOD <LOQ <LOD
BP-3 nd nd nd nd <LOQ <LOD
EHMC <LOQ <LOD <LOQ <LOD <LOD <LOD
OoC <LOD <LOD <LOD nd n.d. n.d.
Junho /2013 Julho /2013 Agosto /2013
BP-10* 71(8) 72(23) 105(13) 122(3) 130(40) 80(30)
ES <LOD <LOQ <LOQ <LOD <LOD <LOD
BP-3 <LOD <LOQ <LOD <LOD <LOD <LOD
EHMC <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
OoC <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

BP-10* - foi fortificado a 200 ng L™

LOD - limite de detecgdo do método;

LOQ - limite de quantificagdo do método

Fonte: obtidas pelo autor.
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Tabela 26 — Concentracédo dos filtros UV em agua (ng L™) de marco/2013 a agosto/2013 na ETA de

Trabiju. Para BP-10 recuperacfes médias e coeficientes de variagdo (n=3).

Marco /2013 Abril /2013 Maio/2013
Analito Agua de Agua Agua de Agua Agua de Agua
poco clorada poco clorada poco clorada
BP-10* 105(21) 113(3) 88(8) 88(9) 59(14) 66(14)
ES <LOD 105(258) <LOD <LOD <LOD <LOD
BP-3 nd nd nd nd <LOD <LOD
EHMC 137(148) <LOQ <LOD <LOD <LOD <LOD
OoC <LOD <LOD nd nd n.d. n.d.
Junho /2013 Julho /2013 Agosto /2013
BP-10* 60(5) 61(6) 93(3) 85(2) 115(15) 112(6)
ES <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
BP-3 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOQ <LOD
EHMC <LOD <LOD <LOD <LOD 724(4) 273(2)
oC <LOD <LOD <LOD <LOD 175(22) 174(19)

BP-10* - foi fortificado a 200 ng L™
LOD - limite de detecgdo do método;
LOQ - limite de quantificagdo do método

Fonte: obtidas pelo autor.

Como pode ser observado nas Tabelas 21 a 26, pelas recuperagbes do

surrogate (BP-d10) e seus respectivos coeficientes de variagdo, 0 método

desenvolvido mostrou-se muito eficiente e oportuno para as quantificacbes. Com

recuperacbes muito proximas de 100% e coeficientes de variagdo < 20% (com

poucas excecgdes), indicando que o método atendeu as exigéncias de precisdo e

exatidao.

O analito com maior incidéncia de ocorréncia foi o BP-3. Ele juntamente com o

EHMC e OC séao os filtros UV mais utilizados em PCPs, dos trés, o BP-3 é o mais

polar e apresenta a maior frequéncia de ocorréncia em agua. Ele se mostrou

guantificAvel em Araraquara, Bauru, Sdo Carlos e Jad. Sua ocorréncia em agua no

municipio de Araraquara de mar¢co/2013 a fevereiro/2014 € mostrado na Figura 35.
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Figura 35 — Concentragdo média (n=3) mensal para BP-3 em agua de rio (@), 4gua tratada(®) e
agua clorada(A ) da ETA de Araraquara.
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Fonte: obtido pelo autor

Pela analise do gréafico da Figura 35, podemos notar que 0s meses em que 0S
filtros UV nao foram quantificaveis (maio a agosto) coincidem exatamente com o
periodo de inverno em Araraquara, quando o uso de protetores solares
provavelmente diminuem significativamente, o que seria a explicacdo para auséncia
de quantificacdo desse analito no ambiente avaliado. Com relagdo a menor
concentracdo do BP-3 para amostras cloradas em relacdo a tratada e agua de rio
isso deve-se provavelmente a cloracdo do anel aromético do BP-3 (NEGREIRA et
al., 2008).

Entretanto, as concentracfes nas amostras cloradas nao sao téo inferiores que
as amostras tratadas e de rio. Isso sugere que o procedimento de tratamento de
dgua nao seja suficiente na eliminacdo dessas substancias da &agua, antes do
abastecimento publico. O que é motivo de atencdo, pois, BP-3 tem sido
frequentemente relatado como Interferente endécrino (FENT, KUNZAC e GOMEZD,
2008), induzindo a atividade hormonal, in vitro e in vivo. As benzofenonas tem sido
associados a: inducdo de vitelogenina, alteracdes nas gbnadas, diminuicdo na
fertilidade e reproducéo, e feminizacdo em caracteristicas sexuais de peixes machos
(Diaz-Cruz et al., 2012).

As altas concentracbes obtidas para EHMC e OC no més de agosto, nos

municipios de Bauru, Jau e Trabiju, acredita-se que deva ter ocorrido alguma
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contaminacdo (desconhecida até o0 momento) durante a coleta e/ou a extracdo da
amostra. Embora, estes compostos ja tivessem sido detectados (abaixo do LOQ) em
meses anteriores, esses valores ndo sao compativeis com o cenario de onde as
amostras foram coletadas. Mesmo que seus coeficientes de variagdo sejam
excelentes, essa desconfianca se da pelo motivo da coincidéncia dos mesmos
analitos serem detectados nos trés municipios e em concentracdes bem
semelhantes. Como as amostras dos trés municipios foram coletadas no mesmo dia
e também processadas em conjunto, ndo se descarta a possibilidade de
contaminacdo. Embora também néo se confirme, ja que todo um procedimento de
limpeza das vidrarias e materiais era realizado, além dos cuidados com a utilizacéo
de luvas durante todo o procedimento desde a separacéo da vidraria para coleta até
0 momento das injecdes.

Com relagdo a ocorréncia dos outros filtros UV, todos foram detectados nas
ETAs integrantes deste estudo. Contudo, apenas o BP3 e EHMC em concentracgdes
quantificaveis. As concentracdes encontradas para o BP3 estiveram entre 18 a 115
ng L™ e para EHMC entre 55 a 101 ng L™ (0 més de agosto foi desconsiderado). Os
demais analitos, mesmo presentes em algumas amostras ndo apresentavam niveis
e/ou mesmo precisao suficiente para serem quantificados adequadamente.

Tanto BP-3 como o EHMC esté& entre os mais encontrados filtros UV em todo o
mundo, eles tem sido detectados em agua, solo, sedimentos, lodo, biota etc. O nivel
maximo detectado para o BP-3 em aguas doces é de 125 ng L™ na Suica, segundo
artigo de revisdo de 2014 (KIM, 2014). J4& o EHMC tem sido encontrado em
concentragbes um pouco maiores. Kameda e colaboradores encontraram
concentracdes de até 1040 ng L™ para o EHMC em rios altamente poluidos do
Japao (KAMEDA, KIMURA e MIYAZAKI, 2011). Na Espanha, concentracdes de 295
ng L' e 256 ng L™ foram reportadas em &guas de abastecimento publico para BP-3
e EHMC, respectivamente (Diaz-Cruz et al., 2012). Estes valores sdo comparaveis
aos obtidos nesse trabalho, visto que os dados obtidos correspondem a regidao mais
privilegiada (em termos de saneamento sanitario) do cenario nacional. Convém
lembrar que, se as coletas de amostra fossem realizadas por 24 horas (hora em
hora — amostra composta) em cada més utilizando amostradores automaticos a
amostragem seria mais representativa. Entretanto por questfes de logistica com as

ETAs e custos, ndo foi empregado.
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E importante destacar ainda, que os baixos niveis encontrados nao quer dizer
gue essas substancias ndo sejam contaminantes potenciais nesse ambiente, visto
gue apenas a agua foi analisada. Além disso, deve-se levar em consideracdo que
ndo temos estudos conclusivos com relacdo aos efeitos temporais em
concentragbes ambientalmente relevantes. Ainda, mesmo em concentragées muito
baixas, a exposicdo em longo prazo podem ter efeitos deletérios (DIAZ-CRUZ;
BARCELO 2009). Também, ndo se deve negligenciar a propensdo de uma rapida
acumulacéo, ja que sao introduzidos diariamente ao ambiente, e o potencial de
efeitos de mistura. Todas essas questdes indicam, claramente, a necessidade de
mais estudos para avaliar a ocorréncia e destino e dos filtros UV no ambiente, bem
como a caréncia de estudos toxicologicos e ecotoxicologicos que possam subsidiar

a regulacado ambiental desses compostos.
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6 CONCLUSOES

Um método sensivel, seletivo e confiavel para a determinacdo e quantificacéo
de filtros UV BP-3, ES, EHMC OC e em amostras de agua foi desenvolvido. A SPE
aliada com GC-MS/MS ja é bem conhecida por ser uma valiosa combinacdo para
determinacdo de filtros UV em amostras aquosas em niveis de ng L™. Nesse
trabalho, a contribuicdo foi feita pelo uso de otimizacgdo multivariada no
desenvolvimento do método de extracdo. Esta combinacdo entre SPE, GC-MS/MS
e otimizacdo multivariavel mostrou-se muito proveitosa, pois a aplicacdo de
planejamento fatorial fracionario proporcionou um desenvolvimento/otimizacdo de
meétodo simples e rapido e mais ambientalmente amigavel. Pois, com um numero
reduzido de experimentos pode-se otimizar o procedimento de extracdo, podendo
inferir dele conclusbes mais fidedignas que se fosse realizado um planejamentos
univariado.

A confianca das quantificacbes pode ser garantida pelos parametros de
desempenho analiticos avaliados, 0s quais se mostraram satisfatorios. Em termos
de seletividade, curva analitica, precisdo, exatiddo, limite de deteccdo e
quantificacdo. As recuperacfes obtidas, para os quatro niveis de fortificacdo
estiveram entre 63 e 107%, e com repetibilidade entre 3 e 14%. Os limites de
quantificacdo calculados estiveram entre 23,5 e 78,2 ng L™ com evidéncias claras
que valores mais baixos apresentam-se quantificaveis.

Todos os filtros UV foram detectados em algum momento durante o estudo,
tanto na agua bruta como na &gua final. Entretanto, apenas o BP-3 (18 a 115 ng L™)
e 0 EHMC (55 a 101 ng L") em concentracées quantificaveis. Contudo, esses baixos
niveis encontrados para os filtros UV ndo quer dizer que essas substancias nesse
ambiente ndo sado passiveis de provocar prejuizos ambientais e humanos; pois, nao
se sabe ao certo o nivel de seguranca para esses compostos no ambiente.
Também, somente a agua foi analisada, e as propriedades fisicoquimicas desses
compostos Ihes confere também grande potencial para acumula-se no material
particulado, sedimento e até mesmo nos organismos vivos. Além disso, deve ser
considerado que as andlises foram realizadas no “melhor” cenério em termos de
Brasil.

Dessa forma, conclui-se a inquestionavel necessidade de estudos quimicos e

biolégicos integrados na obtengcdo de dados sobre a ocorréncia, como também na
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confidvel caracterizacdo da toxicidade desses compostos na forma individual e em
misturas. Podendo esse trabalho servir de ponto de partida para mais estudos,
considerando que: ao nosso conhecimento, esse é o primeiro estudo sobre filtros UV
no ambiente brasileiro. Podendo também, no futuro, contribuir para desenvolvimento

de legislacdo ambiental.
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DESTINACAO DOS RESIDUOS QUIMICOS GERADOS

Os residuos gerados no desenvolvimento deste trabalho foram armazenados
em frascos devidamente identificados, seguindo os procedimentos preconizados nas
Normas para Gerenciamento de Residuos Quimicos do IQ-UNESP
(UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA, 2002). Os residuos foram mantidos no
laboratorio até serem transferidos para o Entreposto de Residuos do IQ/UNESP, de

onde foram encaminhados para incineracao por empresa autorizada pela CETESB.
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TRABALHOS FUTUROS

Ao nosso conhecimento, essa tese, € o primeiro trabalho no estudo dos filtros

UV no ambiente brasileiro, assim sendo, muitos sédo os trabalhos que podem ser

desencadeados deste primeiro estudo, elencamos a seguir alguns:

. Estudar a ocorréncia dessas substancias em outras matrizes ambientais
(sedimento e material particulado, por exemplo);

. Estudar a ocorréncia dos metabolitos dos filtros UV em mananciais hidricos;

. Estudar a ocorréncia dos filtros UV no norte e nordeste do Brasil onde o
saneamento basico é praticamente inexistente;

. Estudar os aspectos toxicoldgicos e ecotoxicolégicos dessas substancias, em
estudos que integrem profissionais da area de Quimica e Biologia.
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APENDICES

APENDICE A — Parametros de regressdo da curva de calibracdo (y=ax+b) gerada para os

peso (W) estudados e as respectivas somas dos erros relativos ( z ER%) para o ES, BP-3,

EHMC e OC respectivamente.

Tabela 27 - Pardmetros de regressado da curva de calibracdo (y=ax+b) gerada para cada peso (W) e
as respectivas somas dos erros relativos (z ER%) para o ES.

ES
Modelo Wi ar* o ([ Z ER%

1 1* 0,0288 2,2911 09954 -476
3—2

2 - 0,0321 1,0877 0,9977 20

2,8 /n

1

3 F 0,0306 0,5474 09953 301
1

4 — 0,0318 0,2493 0,9951 393
y
1

5 7 0,0372 0,0930 0,9958 291
1

6 —o5 0,0311 0,1269 0,9953 469
D
1

7 — 0,0308 0,1660 0,9952 464
X
1

8 — 0,0545 0,0013 0,9967 0
X

* ndo ponderado; ** coeficiente angular; *** coeficiente linear; **** coeficiente de correlacao.
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Tabela 28 - Pardmetros de regressao da curva de calibracdo (y=ax+b) gerada para cada peso (W) e

as respectivas somas dos erros relativos (z ER%) para o BP-3.

BP-3
Modelo Wi ar* pyre bk Z ER%

1 1* 0,0483 -0,2487 0,9991 36
3—2

2 - 0,0336 -0,1562 0,9116 247

2,8 /n

1

3 F 0,0484 -0,3162 0,9985 13
1

4 = 0,0477 -0,2675 0,9940 20
y
1

5 7 0,0348 -0,0108 0,9326 137
1

6 — 0,0482 -0,0465 0,9986 -185
SO
1

7 = 0,0478 -0,0072 0,9961 -118
X
1

8 = 0,0406 -0,0001 0,9627 0
X

* ndo ponderado; ** coeficiente angular; *** coeficiente linear;

*xxx coeficiente de correlagéo.

Tabela 29 - Pardmetros de regressado da curva de calibracdo (y=ax+b) gerada para cada peso (W) e

as respectivas somas dos erros relativos (z ER%) para o EHMC.

EHMC
Modelo Wi ar* ppxxx ([ Z ER%
1 1* 0,0223 1,2692 0,9955 -261
3—2
2 > 0,0245 0,1776 0,9740 49
2,8 In
1
3 F 0,0233 0,2815 0,9949 51
1
4 — 0,0241 0,1151 0,9935 84
y
1
5 — 0,0260 0,0417 0,9795 47
y
1
6 —o5 0,0237 0,0440 0,9948 119
D
1
7 — 0,0246 0,0037 0,9932 103
X
1
8 — 0,0282 0,0001 0,9779 0
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* ndo ponderado; ** coeficiente angular; *** coeficiente linear; **** coeficiente de correlacéo.

Tabela 30 - Pardmetros de regressao da curva de calibracdo (y=ax+b) gerada para cada peso (W) e
as respectivas somas dos erros relativos (z ER%) para o OC.

OoC
Modelo Wi ar* pyre bk Z ER%

1 1* 0,0133 1,2121 0,9937 -328
3—2

2 - 0,0163 0,4134 0,9912 13

2,87 /n

1

3 W 0,0142 0,4054 0,9934 97
1

4 = 0,0148 0,2322 0,9924 156
y
1

5 7 0,0173 0,1257 0,9894 78
1

6 — 0,0146 0,0522 0,9932 263
0
1

7 = 0,0155 0,0052 0,9920 231
X
1

8 = 0,0207 0,0001 0,9895 0
X

* ndo ponderado; ** coeficiente angular; *** coeficiente linear; **** coeficiente de correlacao.



APENDICE B — Percentagem do erro relativo (ER%)

Figura 36 — Percentagem do erro relativo (ER%) versus concentracdo obtida para o modelo 2 (),

modelo 5 (W) e modelo 8 (®).
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Figura 37 — Percentagem do erro relativo (ER%) versus concentracéo obtida para o modelo 1 (@),

modelo 3 (B), modelo 4 (®) e modelo 8 (A).
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Figura 38 — Percentagem do erro relativo (ER%) versus concentracdo obtida para o modelo 2 (@),

modelo 3 (M), modelo 5 (®) e modelo 8 (A).

55 - EHMC
45 *
L
35 -
|
25 - m
< ¢ m
% 15 - °
[ |
S 4 .
A
H T T 1
=) A 1000 2000 3000 4(5)0
-15 A n
25 - * Concentracdo (ng L 1) 4

Figura 39 — Percentagem do erro relativo (ER%) versus concentracdo obtida para o modelo 2 (@),

modelo 3 (@), modelo 5 (®) e modelo 8 (A).
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