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RESUMO

Palavras-chave: BISFENOL A; AGUA; HPLC; SPE.

Atualmente ha um grande interesse no estudo dos desreguladores
enddcrinos (substancias estranhas aos organismos, que mimetizam ou bloqueiam
a agao natural dos hormonios naturais), tanto em relagdo ao seu destino ambiental
quanto a toxicologia dos mesmos. Neste trabalho, avaliou-se o Bisfenol A (BPA),
um mondmero do qual se produz o plastico policarbonato. Recentemente foi
proposto que o BPA exibe atividade estrogénica em concentragdes de 1 ng mL™.

Neste trabalho, desenvolveu-se um método para a determinacao de BPA
em aguas naturais, fazendo-se uso de cartuchos de poliestireno-divinilbenzeno
(PSDVB) para a extragdo em fase solida (SPE) e cromatografia liquida de alta
eficiéncia com um detector de fluorescéncia (HPLC/FLU) para a quantificagdo do
composto.

A recuperagao do método foi avaliada utilizando-se amostras de agua
potavel fortificada em 3 niveis de concentracdo: 0,06; 0,2 e 0,6 ng mL". A
extragdo do analito (500 mL; n=4) resultou valores de recuperagbes entre 99 e
100% e CV entre 0,30 e 3,9%. Os limites de deteccéo e quantificacdo do método
foram 0,02 e 0,06 ng mL™, respectivamente.

O mesmo estudo foi efetuado para agua superficial sendo obtidos valores
de recuperagdo entre 85,8 e 87% para niveis de fortificagdo similares aos

utilizados para agua potavel, com CV entre 1,1 e 2,3%.



O método validado foi aplicado com bom desempenho as amostras de agua
de entrada e saida da Estacdo de Tratamento de Agua, onde constatou-se a
presenca de BPA entre 11,7 e 16,8 ng mL" na agua brutae 6,2 e 7,3 ng mL" na
agua potavel.

Desta forma, o monitoramento ambiental do BPA torna-se extremamente

relevante e necessario.



ABSTRACT

Key-words: BISPHENOL A; WATER; HPLC; SPE.

Nowadays it has been increased the concern about endocrine disrupters
(unknown substances for organisms that mimic or block the natural action of
endogenous hormones), so much at relation of your environmental fate as
toxicology about them. In this study, it had been evaluated Bisphenol A, a
monomer, witch produces polycarbonate. Recently, it has been proposed that BPA
exhibits estrogenic activity at 1 ng mL"™".

At this work, it had been developed a method for determination of BPA at
natural water with polistyrene-divinylboenzene (PSDB) cartridge on phase solid
extraction and high performance chromatography liquid with fluorescence detection
(HPLC/FLU) for the analyte’s quantification.

The method’s recovery was evaluated with spiked drink water sample at
three concentrations levels: 0,06; 0,2 and 0,6 ng mL™". The analyte extraction (500
mL; 4) gave recoveries between 99 and 100% with CV between 0,30 and 3,9%.
The method detection and quantification limits were 0,02 and 0,06 ng mL™,
respectively.

The same study was developed for superficial water with recoveries
between 85,8% and 87% for similar spiked levels at the drink water with CV

between 1,1 and 2,3%.



The method developed was applied with good performance at water’'s
samples of Water Treatment Plant, verifying the appearance of BPA between 11,7
and 16,8 ng mL™" on sewage water and 6,2 until 7,3 ng mL™" on drink water.

Therefore the environmental monitoring of BPA is very important and

indispensable.
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1. INTRODUCAO

Atualmente ha uma preocupagao crescente com acao perturbadora que
diversos poluentes organicos presentes no meio ambiente desencadeiam no
sistema enddcrino dos animais, causando efeitos adversos a saude, alteragdes do
comportamento e anomalias na fung¢ao reprodutiva.

Estas substancias sdo, em sua maioria, poluentes quimicos e derivados de
produtos quimicos antropogénicos, provenientes de pesticidas, plasticos,
detergentes, tintas ou ainda constituem diversos tipos de residuos industriais ou
domésticos. Geralmente, sdo compostos muito estaveis, lipofilicos e semivolateis,
o que facilita a rapida e vasta dispersdo ambiental, tendo como principais veiculos
os recursos hidricos e zonas maritimas. A funcdo hormonal mais afetada por estes
agentes artificiais € o mecanismo de regulacéo dos esterodides, que determinam
principalmente as caracteristicas sexuais e o comportamento das espécies.

O despertar para esta problematica com repercussdo mundial, surgiu
concretamente em alguns rios e lagos dos Estados Unidos, Canada, Alemanha,
Portugal e Italia devido ao ressurgimento de elevados niveis de polui¢ao, afetando
algumas espécies de peixes, aves e répteis dentre outras ["® .

Este foi o ponto de partida para a eclosdo mundial de inumeras pesquisas
em busca dos designados desreguladores (também conhecidos como alteradores

ou disruptores) enddcrinos.

FERNANDA ZAMPIERI LEANDRO DISSERTACAO DE MESTRADO
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1.1. S1STEMA ENDOCRINO

O sistema endécrino € uma complexa rede de sinais e mensagens quimicas
que controla as fungdes e reagdes corporais em quase todos os animais,
vertebrados (mamiferos, peixes, aves, répteis e anfibios) e invertebrados
(moluscos e insetos), interagindo diretamente com o sistema nervoso.

No Homem, é constituido por trés partes distintas, designadas por um
conjunto de glandulas especializadas, como o hipotalamo, as glandulas pituitarias,
tiredide e paratiredide, as adrenais, o pancreas e as gonadas entre outras, por
mensageiros quimicos também designados hormoénios, sintetizados e segregados
nas glandulas e finalmente por células-alvo, que recebem os horménios e desta
forma, respondem as necessidades corporais.

O hipotalamo regula as glandulas pituitarias ou hipdfise (anterior e
posterior) situadas junto ao cérebro, que por sua vez, controlam diversas fungoes,
principalmente, a secregdo das gbénadas (testiculos nos machos e ovarios nas
fémeas), as glandulas tiredide, paratiredides e adrenais, as quais estimulam ou
controlam respectivamente o crescimento, a temperatura, a formagao éssea, o
balango salino, entre outras fungbes organicas. O pancreas secreta hormdnios
que controlam o sistema digestivo, a insulina e o glucagon e também outros tipos
de substancias reguladoras dos niveis de glicose, glicogénio e lipideos. Os ovarios
e os testiculos controlam as funcbes sexuais caracteristicas, 0 comportamento e
0s hormdnios sexuais que incluem o estrogénio (17 B-estradiol) e o androgénio

(testosterona), respectivamente.

FERNANDA ZAMPIERI LEANDRO DISSERTACAO DE MESTRADO
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O mecanismo de acionamento do sistema enddcrino tem inicio na reacéo
de células nervosas a um determinado estimulo, por exemplo, medo, fome ou a
alteracédo da temperatura corporal, enviando posteriormente um sinal as glandulas
enddcrinas. Estas, por sua vez, liberam os hormdnios adequados que levarao as
instrugdes para as células-alvo onde se ligardo a receptores que se localizam no
nucleo. O receptor entdo, interpreta a mensagem e faz a tradugdo mediante um
dos processos celulares distintos: a) ordena aos genes que produzam novas
proteinas, o que causa efeitos em longo prazo, como é o caso, por exemplo, do
crescimento ou maturagdo sexual e reprodutiva; b) altera a atividade de proteinas
existentes nas células, provocando uma resposta rapida por parte do organismo,
que se repercute, por exemplo, no aumento do ritmo cardiaco ou na variagdo do

nivel de agucar no sangue .

1.1.1. Tiros DE HORMONIOS

Os horménios s&o substancias sinalizadoras que “viajam” através da
corrente sanguinea e suscitam respostas em outras partes do corpo. Geralmente,
podem ser diferenciados em dois tipos nos animais, dependendo da forma como
sdo transmitidos e recebidos pelas células-alvo: i) horménios protéicos, nao
esterdides, requerem emissores/receptores para se transferirem de uma célula
para outra, considerados muito pouco soluveis na membrana celular lipidica pelo
fato de serem geralmente constituidos por proteinas modificadas e apresentarem

carga na estrutura; ii) horménios esterdides que derivam do colesterol, n&o

FERNANDA ZAMPIERI LEANDRO DISSERTACAO DE MESTRADO
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necessitam destes emissores/receptores para atravessarem a membrana celular e
difundir-se nas células, onde irdo desempenhar agdes intracelulares importantes
(ex. sintese protéica), uma vez que possuem dimensdes menores em relagdo ao
tipo anterior e s&o substancialmente lipofilicos .

Os horménios esterdides circulam livremente entre as células-alvo,
interagindo posteriormente no seu interior com receptores nucleares muito
especificos, formando complexos como um modelo “chave-fechadura”. O
mecanismo relativo a recepgao e ligagdo dos horménios esteroides a receptores
nucleares especificos nas células-alvo € essencial para a saude dos organismos,
pois também possui uma influéncia importante no respectivo metabolismo. Por
exemplo, o estradiol € o hormbnio responsavel pela formacéo das caracteristicas
femininas, comportamento sexual, ciclos menstruais e ovulagdo. Além disso,
influencia a formacado éssea, sistema cardiovascular, memdria, pele e sistema
imunolégico. Ja a testosterona € o horménio responsavel pelas caracteristicas
sexuais masculinas, estando, por exemplo, associado a produgéo de esperma ..

Os hormoénios esterdides, também designados esterdides sexuais, regulam
fundamentalmente a diferenciacdo sexual e sdo de extrema importancia para o
desenvolvimento embrionario dos animais. E exatamente pela enorme importancia
biolégica destes esterdides que muitos dos produtos quimicos antropogénicos
podem ser prejudiciais, mimetizando ou bloqueando a ag¢do dos hormdnios
naturais visto que apresentam estruturas quimicas e grupos funcionais muito

semelhantes. Ja os hormdnios protéicos estdo mais resguardados a este

FERNANDA ZAMPIERI LEANDRO DISSERTACAO DE MESTRADO
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“fenbmeno”, uma vez que apresentam um mecanismo de atuacdo muito mais
complexo ¥

Deve-se salientar que o sistema hormonal nos organismos € estimulado por
baixissimas concentragdes de esteroides, da ordem ppt (parte por trilhdo) ou ppb
(parte por bilh&do), o que torna o fato de quimicos organicos exégenos poderem ser

tdo perniciosos.

1.2. DESREGULADORES ENDOCRINOS

Nos termos aprovados no Scoping Meeting on Endocrine Disruptors
(Estados Unidos, 1996), encontro organizado conjuntamente pelo International
Program on Chemical Safety (IPCS) e Organization for Economic Co-operation
and Development (OECD), foi deliberado que, com fundamento nos
conhecimentos cientificos disponiveis, a definicdo de desregulador enddcrino da-
se pelo termo associado a toda substancia ou misturas de substéncias exdégenas,
capazes de assumir fungdo idéntica a dos hormdnios naturais dos seres vivos ou
inibir o funcionamento normal dos mesmos, alterando as fung¢des do sistema
enddcrino e consequentemente, prejudicando a saude do organismo, da sua
progenitura ou uma (sub) populagao "%

A grande maioria dos desreguladores enddécrinos que no ambiente
mimetizam os horménios esterdides femininos, os estrogénios, sao designados
por xeno-estrogénios (estrogénios estranhos) ou eco-estrogénios (estrogénios

ambientais). Os xeno-estrogénios sdo assim substancias que afetam o sistema

FERNANDA ZAMPIERI LEANDRO DISSERTACAO DE MESTRADO
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enddécrino dos animais, alterando o desenvolvimento e/ou a reproducdo dos
organismos, ndo sendo, no entanto, gerados ou produzidos por esses mesmos
organismos. Ressalta-se, porém que, processos como biodegradacgao, fotolise e
adsorcao contribuem para a remocéao parcial dos hormonios lancados nos corpos
d’agua "3,

Os disruptores ou desreguladores endécrinos (neste trabalho optou-se pela
segunda denominacg&o) encontram-se principalmente entre classes de compostos
com origem em produtos ou sub-produtos quimicos industriais (por exemplo,
ftalatos, fendis, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, bifenilas policloradas),

pesticidas, produtos naturais e horménios sintéticos ['¥

. A seguir sao listados
alguns dos principais grupos de xenoestrogénios e suas principais fontes para o
ambiente.

o Ftalatos: muito usados como aditivos na constituicdo de plasticos,
principalmente PVC, e outros polimeros (ex. dibutilftalato);

o Fendis: surfactantes usados como detergentes (ex. p-nonilfenol),
componentes de resinas (ex. bisfenol A) e desinfetantes, como os
clorofendis (ex. 2,4,6, triclorofenol);

o Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs): provenientes de fontes
naturais, como as erupg¢des vulcanicas e de fontes antropogénicas como da
queima de combustiveis fosseis e incineracdo de residuos (ex.
benzo[a]pireno);

o Bifenilas policloradas (BPCs) e dioxinas: grupo de compostos que

genericamente estdo associados e tém origem em diversos processos
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industriais ou resultam como subprodutos da co-incineracéo (ex. 2,3,7,8-
TCDD);

Pesticidas e Biocidas: incluem diversos tipos de compostos muito utilizados

O

especialmente na agricultura, como os organofosforados, propionamidas,

triazinicos e organometalicos;

o Produtos naturais: com ocorréncia em diversos tipos de plantas (ex.
coumestrol);

o Hormoénios sintéticos: componentes constituintes da pilula contraceptiva
(ex. etinilestradiol) que sdo excretados na urina em forma conjugada e
inativa. Porém, quando passam pelo tratamento de efluente doméstico, as
formas conjugadas sdo muito sensiveis as eventuais agdes bacterianas, o
que acaba conferindo nova atividade estrogénica aos hormdnios livres. Este
grupo inclui igualmente os horménios usados em décadas passadas e,
atualmente extintos do mercado comercial (ex. dietilestilbestrol).

Em suma, os estrogénios enddégenos, essencialmente o estradiol e a
testosterona, competem com estrogénios exdgenos, fundamentalmente,
estrogénios sintéticos (farmacos), fitoestrogénios (produtos naturais) e xeno-
estrogénios (produtos quimicos industriais), uma vez que apresentam
semelhancas seja ao nivel estrutural ou funcional.

A Tabela 1 apresenta a evolugédo cronolégica dos fatos e evidéncias que
conduziram as suspeitas quanto aos efeitos adversos causados pelos xeno-

estrogénios.
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Tabela 1. Evolugédo cronolégica dos fatos e evidéncias olue conduziram as suspeitas quanto
aos efeitos adversos causados pelos xeno-estrogénios "

ANO FATOS E EVIDENCIAS

1923 Detecta-se atividade estrogénica em extratos bioldgicos.

1930 Observam-se efeitos estrogénicos nos animais de laboratério quando expostos ao
BPA.

1950 Observa-se que o diclorodifeniltricloro etano (DDT) evidencia atividade
estrogénica.

1962 Surgem as primeiras correlagdes entre os pesticidas/quimicos sintéticos e os
problemas de saude ambiental observadas na vida selvagem.

1963 Verifica-se que a exposi¢géo aos hormdnios naturais € perigosa e leva ao cancer.

1968 Descobre-se que o DDT apresenta atividade estrogénica em mamiferos e aves.

1971 Verifica-se que o diclorodifenildicloro etano (DDE) estd na origem do cancer
vaginal, sobretudo em mulheres cujas mées estiveram expostas a este produto
durante a gravidez.

1972 O DDT é proibido na agricultura

1976 Verifica-se que o DDE esta interligado a problemas na reprodugdo humana.

1977 A producgao e aplicagao de bifenilas policloradas (PCBs) é restringida.

1980 A utilizagdo de certos hormdnios sintéticos é restringida.

1993 Detecta-se relagédo entre os xeno-estrogénios e problemas no aparelho reprodutivo
masculino e feminino.

1996 Verifica-se que combinagbes de diversos xeno-estrogénios apresentam
sinergismos em varios tipos de leveduras.

1998 Comegam a se formar os primeiros grupos de investigagdo em nivel mundial para
estudar e dar resposta a esta problematica.

1999 Desenvolvem-se estudos in-vitro e in-vivo referentes a elaboracdo de listas de

substancias classificadas como contendo potencial de atividade estrogénica.

1.2.1. MECANISMO DE DESREGULACAO ENDOCRINA

Os desreguladores endodcrinos afetam o sistema enddcrino e

consequentemente as funcgdes vitais nos seres vivos, imitando, bloqueando ou
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provocando o colapso dos hormdnios esterdides caracterizando o mecanismo
para esta desregulagdo como complexo e diversificado.

A alteracdo ou desregulagdo enddcrina pode estar associada a
interferéncias na sintese, secrecao, transporte, ligagao e agao ou eliminagao dos
horménios naturais do organismo, conduzindo a uma nova resposta hormonal,
fraca ou forte, que resulta em um sinal inexato para o corpo. Algumas substancias
podem, por exemplo, imitar a agdo dos horménios naturais levando o organismo a
desencadear de um modo exagerado ou em um tempo inadequado a um estimulo
falso, sendo o fendmeno designado por efeito agonista. Outras substancias podem
bloquear os receptores especificos ao determinado horménio enddégeno,
reduzindo ou anulando os estimulos em certas partes do organismo que
normalmente sdo sensiveis ao mesmo, sendo este fendbmeno denominado efeito
antagonista. Certos produtos farmacéuticos, como a pilula contraceptiva, sao
usados com a finalidade de causar intencionalmente alguns destes efeitos
antagonistas, sendo que, por outro lado, o dietilestilbestrol € um bom exemplo de
agonista superativo ['%.

A Tabela 2 apresenta de forma esquematizada os possiveis mecanismos

de agao dos desreguladores enddcrinos.
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Tabela 2. Possiveis mecanismos de agao dos desreguladores endocrinos (DEs) e
respectivos efeitos ['”

TIPO DE DE

MECANISMO DE ACAO

EFEITOS

Agonistas

Ocupam os receptores dos
horménios naturais

mimetizando os seus efeitos.

A hiperestimulacdo dos receptores ou
da sua producéao pode provocar o
desenvolvimento dos érgaos de
reproducao, alteragdes

comportamentais, etc.

Antagonistas

Bloqueiam os receptores dos

horménios naturais.

Inibem, em grau variavel, a atividade

dos hormoénios naturais.

Estimuladores

Estimulam a formacao de

receptores nas células.

A acéo dos hormoénios naturais €

ampliada, bem como a dos proprios

DES.
Inibidores Interferem na atividade das Hiperestimulacio dos receptores
enzimaticos enzimas que metabolizam os pelos hormdnios naturais que ndo sao

hormdnios naturais. metabolizados e permanecem no

organismo.

Destruidores Reagem, direta ou Diminuicao da atividade dos

hormonais indiretamente, com um horménios naturais afetados.
hormdnio natural, modificando

a sua estrutura ou

influenciando o ritmo da

sintese dos horménios

naturais.

Os principais fatores que influenciam o modo de atuagdo dos
desreguladores endocrinos no organismo relacionam-se a natureza, concentragao
e tipo de interagdo, tempo e grau de exposigéo, fatores genéticos, especificidade

dos tecidos, idade, sexo, entre outros.
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Os efeitos adversos observados com maior frequéncia na literatura
verificam-se ao nivel da reprodugdo an6mala, indugdo cancerigena, alteragao
neuroldgica e imunologica. Na vida selvagem, verifica-se uma diminuicdo da taxa
de reprodugdo em muitas espécies de peixes (ex, salmao), um acréscimo da
mortalidade precoce de aves (ex, gaivotas), ressurgimento de casos de pseudo-
hermafroditismo em muitas espécies marinhas (ex, gastropodes), ma formagao
genital em répteis (ex, crocodilos), além da extincdo de diversas espécies
costeiras (ex, ostras). Na populacdo humana, tem-se constatado que os
disruptores enddcrinos estdo associados ao decaimento na produgao de esperma
e aumento dos casos de cancer de prostata nos homens e, nas mulheres,
disfuncéo ao nivel dos ovarios, infertilidade e ma formacao do feto >,

No entanto, ha alguma dificuldade em demonstrar de forma inequivoca a
relacdo direta entre a exposicdo e os efeitos causados por determinado(s)
desregulador(es) enddcrino(s), ndo se sabendo ainda se a combinagdo de varias
destas substancias pode potenciar as nefastas consequéncias observadas até o
momento. A informagdo relativa a exposicdo é geralmente incompleta, os
mecanismos de atuacao nao estdo ainda totalmente esclarecidos e outros fatores

adicionais, como a dieta alimentar, ndo podem ser negligenciados.

1.2.2. ESTRATEGIAS PARA O MONITORAMENTO AMBIENTAL DE XENO-
ESTROGENIOS

A Unido Européia (EU), a Agéncia de Protegdo Ambiental Norte-Americana

(EPA), a Organizagcdo Mundial de Saude (OMS) e a Organizagdo para a
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Cooperacao e Desenvolvimento Econdémico (OCDE), evidenciaram ha alguns
anos sérias preocupagcbes em relagdo aos efeitos provocados pelos
xenoestrogénios. Estas instituicbes vém dinamizando e apoiando diversas
iniciativas no ambito da investigagao e desenvolvimento em nivel internacional no

sentido de esclarecer e solucionar os problemas causados por estes compostos

[20]

O relatério de progresso sobre a estratégia comunitaria em relacdo aos
xeno-estrogénios (COM 706/1999), avaliou mais de 550 substancias classificando
118 com potencial de atividade estrogénica comprovada ®". Algumas destas
substancias apresentam um grande volume de produgao ou persisténcia elevada,
nao estando ainda completamente restringidas ao abrigo da legislagéo européia.
Porém, a lista de substancias classificadas como possuidoras de atividade
estrogénica, resultantes de diversos tipos de estudos tem crescido continuamente.

O composto estudado neste trabalho, designado por bisfenol A, encontra-se
entre as substancias avaliadas e classificadas com potencial de atividade

estrogénica.

1.2.3. BISFENOL A

O bisfenol A, 2,2-bis (4-hidroxifenil) propano, ou simplesmente BPA € um
composto comercialmente muito importante com uma producdo mundial estimada

em 2,5 milhdes de toneladas em 2001 2,

FERNANDA ZAMPIERI LEANDRO DISSERTACAO DE MESTRADO



INSTITUTO DE QUIMICA/UNESP 29

AV
— AVAVAY
AV

O BPA possui dois grupos hidroxila-fendlicos (Figura 1), sendo obtido a
partir da condensacgéo de 2 mols de fenol com 1 mol de acetona. Sob condicdes
ambiente, o BPA é um sdlido e se apresenta na forma de flocos, cristais ou

pérolas 1.

Figura 1. Estrutura do Bisfenol A

O BPA é um mondémero a partir do qual se produz o plastico policarbonato
(PC), exibindo atividade estrogénica em concentragdes abaixo de 1 ppt. A
estrogenicidade dos polimeros obtidos a partir do BPA deve estar relacionada aos
seus monémeros nao polimerizados ou a degradagao quimica. Em relagdo ao
mecanismo de desregulacdo enddcrina, o BPA atua tanto quanto agonista como
antagonista 428,

Apesar do policarbonato ser um plastico duravel com boa estabilidade
fisica, resistente as altas temperaturas, a migragao das substancias indesejaveis
se da em niveis tracos, durante a esterilizagdo do PC, revestimento epdxi das
latas, embalagens de alimentos, resinas utilizadas em aplicagbes odontoldgicas
(selantes dentarios) , e plasticos nos quais o BPA é usado como estabilizador ou
antioxidante 1%,

As resinas epoOxi e plasticos policarbonatos podem ser degradados
mecanicamente e termicamente, que € o maior problema de suas aplicagdes P
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A sorcdo de BPA em particulas sélidas, como por exemplo, lodo,
sedimentos, material particulado e biota, implica em um potencial arriscado em
termos de impacto de ecotoxicologia, uma vez que 50% de BPA no ambiente tém
o potencial de se ligar aos sedimentos e solos ®. Portanto, precisa-se de
avaliacido dos seus niveis nos diversos compartimentos ambientais.

As propriedades fisico-quimicas (Tabela 3) e caracteristicas do BPA
controlam sua distribuicdo e destino final no ambiente. O BPA € um composto de
média polaridade, moderadamente soluvel em agua a temperatura ambiente e que
se dissocia sob condigdes alcalinas ",

Tabela 3. Propriedades Fisico-Quimicas do BPA [23,31]

Parametro Valor
CAS N- 80-05-7
Massa Molar 228,29 g mol™
Formula C15H1602
Densidade 1,195 g mL™
Ponto de Ebulicéo 398°C
Ponto de Fusé&o 155°C
pKa 9,59
Solubilidade em agua 300 mg L
Press&o de Vapor 5,3x10° Pa
Log Kow 3,40

No Brasil ndo existem limites oficiais para o BPA no ambiente ou em
alimentos. Ja na Unido Européia (EC SCF- European Commission Scientific
Committee on Food) e nos Estados Unidos (EPA - US Environmental Protection

Agency) existem limites oficiais permitidos para a migragao de BPA em alimentos,
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sendo que para ambos os 6érgaos regulamentadores o valor maximo € de 3mg
Kg™' B231 As normas 76/893, 80/590, 82/711, 85/572 e 90/128 sumarizam as
regulamentagdes européias dos polimeros em contato com os alimentos B4 .

Alguns autores descreveram em seus estudos os limites para BPA em agua
potavel adotando a faixa permitida pela EPA para o grupo dos fendis (60 - 400 ug
L™") B9, No Brasil, a legislacédo do Ministério da Satde que fixa o limite maximo de
contaminantes que podem estar presentes na agua potavel, ndo faz alusdo ao
limite permitido para fenois totais em agua potavel . O Ministério do Meio
Ambiente, através do Conselho Nacional de Meio Ambiente (CONAMA) determina
que para aguas naturais o teor maximo permitido para fendis totais € de 3 g L,
para corpos d’agua classes | e Il, e de 10 ug L™ para os de classe 111 ®7 .

Portanto, a contaminagdo ambiental por estes compostos estrogénicos
deve ser monitorada vigorosamente.

Neste trabalho, avaliou-se a agua superficial e tratada da cidade de

Araraquara-SP quanto a presencga ou nao do bisfenol A.

1.3. ABASTECIMENTO DE AGUA DA CIDADE DE ARARAQUARA

1.3.1. AQUiFERO GUARANI

O Aquifero Guarani € o maior manancial de agua doce subterranea
transfronteirico do mundo. Esta localizado na regiao centro-leste da América do
Sul, entre 12° e 35° de latitude sul e entre 47° e 65° de longitude oeste e ocupa

uma area de 1,2 milhdes de Km? estendendo-se pelo Brasil (840.000 Km?),
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Paraguai (58.500 Km?), Uruguai (58.500 Km?) e Argentina (255.000 Km?). Sua
maior ocorréncia se da em territorio brasileiro (2/3 da area total), abrangendo os
Estados de Goias, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, S&o Paulo, Parana, Santa

Catarina e Rio Grande do Sul conforme ilustrado na Figura 2.

Figura 2. Localizagao do Aqtifero Guarani

(Fonte: www.daaeararaquara.com.br/aquiferoguarani.htm)

Esse reservatorio &€ formado por derrames de basalto ocorridos nos
Periodos Triassico, Jurassico e Cretaceo Inferior (entre 200 e 132 milhdes de
anos), constituido pelos sedimentos arenosos da Formacado Pirambdia na base
(Formacao Buena Vista na Argentina e Uruguai) e arenitos Botucatu no topo
(Missiones-Paraguai, Tacuarembd no Uruguai e Argentina).

A espessura total do aquifero varia de valores superiores a 800 metros até
a auséncia completa de espessura em areas internas da bacia. Considerando uma
espessura média aquifera de 250 metros e porosidade efetiva de 15%, estima-se
que as reservas permanentes do aquifero (agua acumulada ao longo do tempo)

sejam da ordem de 45.000 Km3.

FERNANDA ZAMPIERI LEANDRO DISSERTACAO DE MESTRADO



INSTITUTO DE QUIMICA/UNESP 33

O Aquifero Guarani constitui-se em uma importante reserva estratégica
para o abastecimento da populagdo, para o desenvolvimento das atividades
econdmicas e do lazer.

Sua recarga natural anual (principalmente pelas chuvas) é de 160 Km?ano,
sendo que desta, 40 Km?3/ano constitui o potencial exploravel sem riscos para o
sistema aquifero.

Em geral, as aguas sédo de boa qualidade para o abastecimento publico e
outros usos, sendo que em sua porgao confinada, os pogos tém cerca de 1.500 m
de profundidade e podem produzir vazées superiores a 700 m?3/h.

Além do Guarani, sob a superficie de Sdo Paulo, ha outro reservatorio que
se formou posteriormente, chamado Aquifero Bauru de acordo com a Figura 3. Ele
€ muito menor, mas tem capacidade suficiente para suprir as necessidades de

fazendas e pequenas cidades.

Figura 3. Bacia do Aqiiifero Guarani

(Fonte: www.daaeararaquara.com.br/aquiferoguarani.htm)
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No Estado de S&o Paulo, o Guarani é explorado por mais de 1000 pocgos e
ocorre numa faixa no sentido sudoeste-nordeste. Sua area de recarga ocupa
cerca de 17.000 Km? onde se encontram a maior parte dos pogos. Esta area é a
mais vulneravel e deve ser objeto de programas de planejamento e gestao
ambiental permanentes para se evitar a contaminagdo da agua subterranea e
sobrexploracédo do aquifero com o consequiente rebaixamento do lencol freatico e
o impacto nos corpos d'agua superficiais.

A localizagdo do Municipio de Araraquara, na parte elevada dos Planaltos e
Chapadas da Bacia do Parana, em altitudes que chegam a superar os 750 m, e
resultando em formas de relevo mais aplainadas (onde ha rochas sedimentares)
ou mais onduladas e formando espigdes alongados (onde esta a rocha basalto e o
solo de terra roxa) é favoravel ao desenvolvimento de uma rede hidrografica muito
numerosa.

Os cursos d’agua existentes no Municipio de Araraquara, fazem parte de
duas bacias hidrograficas - a do Rio Jacaré-Guacgu, a oeste, do afluente do Rio
Tieté, e a do Rio Mogi-Guagu, a leste, afluente do Rio Pardo.

Em Araraquara ha 2 estacbes de tratamento de agua: ETA FONTE
(capacidade de tratamento: 600 L s') e ETA PAIOL (capacidade de tratamento: 80
L s™) que sdo responsaveis pelo abastecimento de dgua potavel da cidade, sendo
que 50% da agua potavel de Araraquara provém de pocgo e os outros 50% da

Estacdo de Tratamento de Agua (ETA) 8.
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1.3.2. CAPTACAO DE AGUA

A agua utilizada no abastecimento da cidade de Araraquara é coletada em
pontos da captacao superficial e captagao subterranea (pogos profundos).
Dos pontos de captagdo sdo aduzidos cerca de 70.250 m® de agua por dia,

0 que equivale a uma captagdo mensal aproximada de 2.100.000 m® ao més.

1.3.2.1. CAPTACAO SUPERFICIAL

O sistema de abastecimento de agua de Araraquara conta com 3 unidades
de captacao superficial: Cruzes, Anhumas e Paiol, onde as duas primeiras séo
enviadas para Estagdo de Tratamento de Agua — Fonte e a Ultima, para a ETA-
Paiol conforme as Figuras 4 a 6. Juntas, estas trés unidades extraem

aproximadamente 34.650 m® de agua por dia.

Figura 4. Captagao das Cruzes
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Figura 5. Captagcao de Anhumas

gura 6. Captagao Paiol
1.3.2.2. CAPTAGCAO SUBTERRANEA

Atualmente, a cidade de Araraquara dispde de 12 pocos de captagao
subterranea, com extragdo total de aproximadamente 35.600 m® de agua por dia.

A Figura 7 ilustra o Pogo Aldo Lupo.

Figura 7. Poco Aldo Lupo
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1.3.3. ETAPAS DO TRATAMENTO DE AGUA
1.3.3.1. COAGULACAO E FLOTACAO

O processo de coagulagao é realizado por meio da adigao de cloreto férrico
e tem a finalidade transformar as impurezas da agua que se encontram em

suspenséao fina em estado coloidal.

Inicialmente, sdo adicionados no canal de entrada da ETA a solugao de cal
e o cloreto férrico. Em seguida a agua é encaminhada para o tanque de pré-
floculagdo para que o coagulante e a cal se misturem uniformemente no liquido,
agindo assim de uma forma homogénea e efetiva.

Na floculagdo, a agua € submetida a agitagcdo mecanica para possibilitar
que os flocos se agreguem com os solidos em suspensao, permitindo assim uma

decantagao mais rapida.

1.3.3.2. DECANTACAO

A etapa de decantagao consiste na remocao de particulas em suspensao

mais densas que a agua por agéo da gravidade.

Para uma maior eficiéncia, o percurso da agua floculada para os
decantadores deve ser o menor possivel e em condigdes que evitem a quebra dos

flocos ou que impecam a sedimentagao das particulas.

As particulas mais densas que a agua irdo se depositar no fundo do

decantador.
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1.3.3.3. FILTRAGEM

A filtracdo é a retencédo de particulas sdlidas por meio de membranas ou
leitos porosos. As Estacdes de Tratamento de Agua utilizam filtros de carvao ativo,
areia e cascalho. Para o funcionamento dos filtros é necessaria a realizacdo de
dois controles:

a) Controle do nivel de agua;

b) Controle da vazao de entrada de agua decantada para os filtros e saida de

agua filtrada.

As ETAs possuem filtros rapidos que funcionam por acdo da gravidade e
sob pressao. Sao lavados a contracorrente (inversao de fluxo) com uma vazao

capaz de assegurar uma expansao adequada para o meio filtrante.

1.3.3.4. FLUORETACAO E CLORACAO

A cloragao consiste na desinfec¢ao das aguas através da utilizagao de cloro
gasoso (ETAs) ou hipoclorito de sédio (pogos).

A fluoretagcdo € realizada visando proporcionar uma medida segura e
econdmica de auxiliar na prevencado da carie infantil. Nas ETAs e nos pocgos
artesianos € utilizado o fluor sob a forma de acido fluossilicico. As dosagens de
cloro e fluor utilizados para o tratamento da agua seguem as normas

convencionais dos padrées de potabilidade 22,
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1.4. AMOSTRAGEM

Antes de qualquer programa de monitoramento ambiental, deve-se
desenvolver uma amostragem adequada ao objetivo de uma determinada analise.

O objetivo de uma analise é determinar a qualidade ou composi¢cao de um
material; para que os resultados analiticos tenham validade (ou significado),
tornando-se essencial adotar procedimentos adequados de amostragem. A
amostragem € o processo de extrair uma grande quantidade de material de uma
pequena por¢do que seja realmente representativa da composigao de todo o
material 9.

Os métodos de amostragem podem ser classificados em trés grupos
principais:

1. aqueles em que todo material € examinado;

2. a amostragem arbitraria, numa base ad hoc;

3. métodos em que parcelas do material sdo selecionadas com base em
probabilidades estatisticas.

O procedimento (1) é normalmente impraticavel, pois a maioria dos
métodos empregados é destrutiva em qualquer caso e, a quantidade de material a
ser examinado pode ser excessiva.

A amostragem (2) € completamente nao-cientifica e pode levar a tomada de
decisdes com informagdes inadequadas. Neste caso, como a coleta é inteiramente
arbitraria, € impossivel qualquer forma real de controle ou de supervisao

analiticos.
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Em face destas razdes, a unica base confiavel para a amostragem deve ser
uma base matematica, com a adogao de probabilidades estatisticas. Isto significa
que, embora nem todos os itens ou nem todas as partes da amostra sejam
analisados, as limitacbes da escolha sao cuidadosamente calculadas e
conhecidas previamente.

Apés o calculo de margem de variagao aceitavel, deve-se seguir um plano
de amostragem (protocolos pré-estabelecidos que variam conforme o tipo de
amostra e analito), de acordo com as etapas:

M Justificativa da estratégia de amostragem;
Descricdo adequada da localizagao do sitio de amostragem ;
Descrigao adequada do tempo (horario) e freqliéncia de amostragem;
Descrigdo do método de amostragem;
Tamanho das amostras;

Informacéao adicional (por exemplo, condigdes climaticas)

N N N H H

Condigbes de armazenamento e transporte.

Para agua de rio, deve-se levar em consideragao alguns parametros tais
como: vazao do rio; profundidade; precipitacdo durante o periodo avaliado; pH e
temperatura; cor e turbidez. Para a agua potavel: pH e temperatura; cor; odor;
turbidez; etapas do tratamento de agua. Além disso, € indispensavel a descricao

das condigdes de armazenamento e transporte das amostras coletadas %41,
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1.5. DETERMINAGCAO DE BISFENOL A

1.5.1. ENSAIOS BIOLOGICOS

Destacam-se principalmente os bioensaios in vivo feitos com algumas
espécies de peixes, com a utilizacdo da vitelogenina (VTG), uma lipoproteina
complexa que desempenha um importante papel no sistema reprodutivo de
vertebrados oviparos fémeas. E sintetizada no figado, regulada por estrogénio e
transportada através do sangue para os ovarios, onde sao incorporados no
desenvolvimento dos 6vulos. De um modo geral, o gene da VTG também esta
presente em organismos machos, mas sob condi¢des normais ndo € expressivo,
possivelmente, pela baixa concentragcao de estrogénio no sangue. Desta forma, o
aumento de VTG no plasma de um organismo é considerada uma evidéncia da
exposi¢ao a substancias com atividade estrogénica 4244,

Outros métodos biolégicos como as linhas celulares e os ensaios de DNA,
sao igualmente apontados na literatura como alternativas ao monitoramento de
atividade xeno-estrogénica (incluindo o BPA) em amostras ambientais, embora
recentemente os biomarcadores parecem ser a alternativa mais promissora 4.

Nao obstante os métodos biolégicos serem rapidos, sensiveis, especificos,
apresentarem limites de deteccao relativamente baixos, da ordem de 0,1 ppb e por
vezes até pouco onerosos, nao respondem eficazmente a identificagao inequivoca
da substancia estudada, sobretudo se o principal objetivo for o de conhecer qual
(is) o(s) tipo(s) de substancia(s) existente(s) em amostras ambientais. Para

complementar esta limitagao, recorre-se usualmente a métodos de separagéo com

particular evidéncia para as técnicas cromatograficas.
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1.5.2. TECNICAS CROMATOGRAFICAS

Em relagéo ao tratamento das amostras, a extragdo em fase solida (SPE) é
a técnica mais reportada com a utilizagao de cartuchos C+g (grupo octadecil) e de
poliestireno-divinilbbenzeno (PSDVB) para a extracdo do BPA, sendo os ultimos
encontrados em artigos mais recentes. O volume de amostra varia de 500 mL a
1L. Os eluentes mais encontrados na literatura para SPE sao: metanol, acetato de
etila, acetona e diclorometano. Ainda em relacao a extracao, a micro-extracdo em
fase solida (SPME) e stir-bar sorptive extraction (SBSE) vém ganhando cada vez
mais espaco na literatura cientifica conforme apresentadas na Tabela 4.

O método de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(GC/MS) é o mais comumente utilizado para a determinacao de BPA. A técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) também tem sido muito utilizada,
onde o BPA pode ser detectado por ultra-violeta (UVD), fluorescéncia (FLU) e
deteccao eletroquimica (ECD) devido aos dois grupos hidroxila-fendlicos
presentes na estrutura. Artigos mais recentes tém demonstrado uma maior
utilizagdo de LC/MS. As colunas cromatograficas mais usuais para a analise de
BPA em GC: (30 m x 0,25 mm de diédmetro interno e 0,25 ym de espessura do
filme - 5% difenil; 95% dimetilpolisiloxano), gas de arraste: He; volume de injegéo:
2 pL ¥ para HPLC, coluna Cis e a fase modvel mais reportada é
agua/acetonitrila, tanto em modo gradiente quanto em modo isocratico (sendo que
neste modo, maior porcentagem para agua); volume de injecdo: 10 e 20 pL P54,
Ainda no HPLC, os comprimentos de onda mais encontrados para o detector de

fluorescéncia para excitagdo (Aexc) variam de : 245 a 285 nm e os de emisséo

FERNANDA ZAMPIERI LEANDRO DISSERTACAO DE MESTRADO



INSTITUTO DE QUfMICA/UNESP 43
— S
VAY

(Aem): 300 a 330 nm ®>° Os fluxos mais encontrados para GC e HPLC estdo
entre 1 e 1,5mL min” e 1 mL min™, respectivamente.
A Tabela 4 apresenta as diferentes abordagens das técnicas de extracao e

cromatograficas mais utilizadas para a analise de BPA em diversas matrizes.

Tabela 4. Matriz, extragao, técnica analitica e respectivas referéncias reportadas na literatura
em relagdo a analise de Bisfenol A

MATRIZ EXTRAGAO TECNICA ANALITICA REFERENCIA

Agua SPE/PSDVB/C18/ENV+ GC/MS 4,47-50
Agua SPE/C18/ENV+ LC/MS/MS 51-54
Urina SPE/C18 HPLC-FLU 55
Plastico SPE/C18 HPLC/FLU 56
Agua SPME GC/MS 57-59
Agua SBSE GC/MS 60-63
Alimento SPE/PSDVB LC/MS 64
Alimento SPE/C18 GC/MS 65
Alimento SPE/PSDVB LC/MS E LC/FLU 66
Bio-sdlido SPE/C18 CE E GC/MS 67
Ar SPE/XAD GC/MS 68
Soro SPE/C18 GC/MS 69
Soro LLE HPLC/FLU;HPLC/UV E 70

GC/MS

Bebida SPE/C18/PSDVB GC/MS 71
Sedimento SPE/SOXHLET HPLC/FLU 72
Agua LLE HPLC/ECD 73

1.6. VALIDACAO DO METODO CROMATOGRAFICO

Validagao € a confirmagao por meio de exame e evidéncia objetiva, de que
os requisitos particulares para um uso especifico pretendido foram atendidos "4
Os parametros utilizados para a validagao sdo selecionados a partir dos

objetivos do método analitico proposto.
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Para garantir que um novo método analitico gere informagdes confiaveis e
interpretaveis sobre a amostra, ele deve ser submetido a uma avaliagdo
denominada de validagdo. Um processo de validagcdo bem definido e
documentado oferece as agéncias reguladoras evidéncias objetivas de que o
método e o sistema sdo adequados para o uso desejado [,

No Brasil existem duas agéncias credenciadoras para verificar a
competéncia de laboratérios de ensaios, a ANVISA (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria) e o INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia, Normalizagc&o
e Qualidade Industrial).

Em 1987, o FDA, por meio do “Guideline for Submiting Sample and
Analytical Data”, reconheceu as especificagbes, descritas a seguir, como as
principais fases da validacao de métodos. Esses termos também s&do conhecidos
como parametros de desempenho analitico, caracteristicas de desempenho ou

figuras analiticas de mérito ["®!.

1.6.1. PARAMETROS DE DESEMPENHO ANALITICO

1.6.1.1. EXATIDAO

A exatiddo representa o grau de concordancia entre os resultados
individuais encontrados e um valor aceito como referéncia. A exatidao é expressa
como o percentual de resposta obtido através do ensaio de uma quantidade
conhecida da substadncia em exame incorporada em um meio de composi¢cao

definida, geralmente padrdes certificados.
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Para avaliar a exatidao, as diretrizes da ICH (International Conference on
Harmonization) em metodologia recomendam a coleta de dados referentes a um
minimo de nove determinagdes sobre um minimo de trés diferentes concentracdes
cobrindo a variagao especificada (por exemplo, trés concentragdes, analise em
triplicata de cada). Os dados obtidos devem ser registrados como o percentual de
resposta da quantidade conhecida adicionada ou como a diferenca entre a média

e o valor tedrico com os respectivos intervalos de confianga.

1.6.1.2. PRECISAO

A precisdo representa o grau de repetitividade entre os resultados de
analises individuais quando o procedimento € aplicado diversas vezes em uma
mesma amostra homogénea, em idénticas condigdes de teste. Normalmente é
expressa através do coeficiente de variagdo (CV) em um numero estatisticamente
significativo de amostras.

De acordo com a ICH, a precisdo deve ser medida em trés diferentes
niveis:

o Repetitividade;

o Precisao intermediaria;

o Reprodutibilidade.

A repetitividade corresponde aos resultados obtidos através de varias
reproducdes de um método, nas mesmas condi¢gdes, em curto intervalo de tempo

(precisao entre ensaios). Essa determinacédo deve ser feita a partir de um minimo

FERNANDA ZAMPIERI LEANDRO DISSERTACAO DE MESTRADO



INSTITUTO DE QUfMICA/UNESP 46
— S
VAY

de nove determinagdes cobrindo o limite especificado do procedimento (ex: trés
niveis, trés repeticbes cada um), ou a partir de um minimo de seis determinagdes
a 100% do teste ou a concentracao tedrica. A composic¢ao tedrica € definida como
a concentracdo do composto de interesse descrita no método.

A precisao intermediaria expressa o efeito das variagdes dentro do proprio
laboratério devido a eventos como diferentes dias de andlise, analistas,
equipamentos, etc.

A reprodutibilidade refere-se aos resultados dos estudos de colaboragéo

entre laboratorios.

1.6.1.3. LIMITE DE DETECCAO

O limite de deteccao (LD) € a menor concentragdo do analito que pode ser
detectada, mas nd&o necessariamente quantificada, sob as condigdes
experimentais estabelecidas, dentro de um certo limite de confiabilidade. O LD
pode ser calculado de trés maneiras diferentes: método visual, método relagao
sinal-ruido, normalmente trés vezes, e o método baseado em parametros da curva

analitica.

1.6.1.4. LIMITE DE QUANTIFICAGAO

O limite de quantificacdo (LQ) é a menor concentragado do analito, em uma
amostra que pode ser quantificado com exatiddo e precisdo aceitaveis, sob as

condicdes experimentais adotadas, dentro de um limite de confianca pré-
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determinado (em geral 95%) ['"]

. O LQ assim como o LD também pode ser
calculado de trés maneiras diferentes: método visual, método relagédo sinal-ruido,

normalmente dez vezes, e o método baseado em parametros da curva analitica.

1.6.1.5. LINEARIDADE E FAIXA LINEAR

A linearidade corresponde a capacidade do método de fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentracdo da substancia em exame dentro de uma
determinada variagao. A linearidade esta normalmente relacionada com a variagéao
da inclinagao da linha de regresséao. A faixa linear corresponde ao intervalo entre o
valor superior e inferior da substadncia em exame, que atenda os requisitos de
precisdo, exatiddo e linearidade através do método. A faixa de variacdo é
normalmente expressa nas mesmas unidades dos resultados obtidos pelo método

em questao.

1.6.1.6. ROBUSTEZ

A robustez corresponde a capacidade de um método de nao ser afetado por
uma pequena modificagdo em seus parametros. A robustez do método é avaliada
através de pardmetros modificados como a composicao da fase moével, pH, forca
ibnica, temperatura, etc., e a respectiva determinacdo do seu efeito (se houver)

sobre os resultados a serem obtidos com a metodologia.
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A Tabela 5 apresenta as agéncias reguladoras do Brasil (ANVISA e
INMETRO) e internacionais (USP, ICH e IUPAC) e os respectivos parametros de

desempenho analitico utilizados pelas mesmas /"%,

Tabela 5. Agéncias Reguladoras e respectivos Parametros de Desempenho Analitico

INMETRO ANVISA, USP, ICH IUPAC
Especificidade/Seletividade  Especificidade/Seletividade  Seletividade

Faixa de trabalho e Faixa Intervalo Intervalo

linear de trabalho

Linearidade Linearidade Linearidade e Calibracao

Limite de Deteccao Limite de Detecgao Limite de Deteccao

Limite de Quantificagéao Limite de Quantificagéao Limite de Quantificagdo ou

Limite de Determinacao

Sensibilidade - Sensibilidade
(inclinac&o da curva) (inclinacéo da curva)
Exatidao e tendéncia Exatidao Exatidao

Precisao Precisao Precisado
Repetitividade Repetibilidade Repetitividade

Precisdo Intermediaria
Reprodutibilidade

Precisdo Intermediaria
Reprodutibilidade

Precisdo Intermediaria
Reprodutibilidade

Robustez

Robustez

Robustez

Incerteza da Medigao

Incerteza da Medicao

Entre os critérios descritos anteriormente, a exatidao e a precisdao sao os
principais critérios considerados para o propésito da validagdo de um método
analitico. Quatro procedimentos tém sido utilizados para o estudo da exatidao e
precisdo de um método, sendo baseados em:

M uso de material de referéncia certificado;
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M comparagao do método proposto com o de referéncia;
M uso de ensaios de recuperagédo na matriz;
M estudos colaborativos.

Os materiais de referéncia certificados, quando disponiveis, s&o os
materiais de controle preferidos, pois eles sdo reconhecidos diretamente por
padrdes ou unidades internacionais. O procedimento consiste em analisar um
numero suficiente de materiais de referéncia e comparar os resultados com os
valores certificados. Entretanto, existem limitagbes como seu elevado custo,
pequenas quantidades que podem ser adquiridas e estreita faixa de cobertura de
matrizes e analitos.

A eficiéncia de um método recém desenvolvido pode ser avaliada pela
comparacao de resultados obtidos por ele com os fornecidos por um método que
se conhece a exatidao e a precisdo, mas nem sempre se encontra um método de
referéncia preexistente. O uso de estudos colaborativos para controle
metodoldgico de desvios ou tendéncias nos erros sistematicos € um tépico muito
importante. Este estudo implica na aceitagdo de um consideravel numero de
laboratorios em empenhar-se no desenvolvimento do método, o que nem sempre
é possivel.

Estudos de recuperagao utilizam amostras fortificadas com os analitos de
interesse, onde a adigao é executada na faixa apropriada dos mesmos. Alguns
analitos quando incorporados naturalmente na matriz sdo quimicamente ligados
aos constituintes da mesma, desta forma, a simples adicdo na matriz nao refletira

0 que acontece na pratica. E recomendavel que o analito seja adicionado na
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matriz e entdo, deixado em contato por algumas horas antes da aplicacédo do
método analitico. Isso permite que a interagdo analito-matriz ocorra o mais
naturalmente possivel. A concentragdo do analito adicionada em uma amostra
controle (neste trabalho foi designada por testemunha) corresponde ao nivel de
fortificacao.

E importante considerar que a validacdo de métodos analiticos constitui
uma etapa extremamente relevante do desenvolvimento do método. A
investigagdo deve sempre incluir a validagdo do método desenvolvido e ndo
apenas a sua otimizagdo, principalmente quando envolve sua aplicagdo em um

determinado tipo de matriz e ndo apenas estudos com solugdes padrao 8% 84,
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2. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo desenvolver um método simples, rapido e
eficiente para determinagéo de bisfenol A em agua, utilizando a extracdo em fase
solida “off line” e, posterior analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia com
detector de fluorescéncia, avaliando a eficiéncia da metodologia através da
precisdo (repetitividade e precisdo intermediaria), recuperagao, linearidade e

detectabilidade (limite de detecgéo e quantificagao).
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3. PARTE EXPERIMENTAL
3.1. MATERIAIS E METODOS
3.1.1. MATERIAIS

3.1.1.1. REAGENTES, SOLVENTES E PADRAO

@ Padrao BPA (99%) - Sigma-Aldrich BRASIL Ltda;
@ Acetonitrila (grau HPLC, Mallinckrodt);
Metanol (grau HPLC, Mallinckrodt);

Acetato de etila (grau HPLC, Mallinckrodt);

Q

[#]

@ Acetona (grau HPLC, Mallinckrodt);

@ Agua ultra-pura (Milli-Q, Sistema Millipore);
¥

Extran Alcalino (Merck).

3.1.1.2. GAS UTILIZADO PARA PRE-CONCENTRAR AMOSTRAS

@ Nitrogénio gasoso, 99,99% de pureza, super seco, Aga.

3.1.1.3. CoLUNA CROMATOGRAFICA

@ Coluna Cromatografica Analitica Gemini C1g - Phenomenex® (250 x 4,6mm
e 5 um);

@ Pré-coluna (ou coluna de guarda) : C4g - Phenomenex® (4,0 x 3,0 mm).
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3.1.1.4. EXTRAGCAO EM FASE SOLIDA

@ Cartucho Strata X, Phenomenex® de PSDVB (poliestireno-divinilbenzeno);

200 mg de adsorvente e 6 mL de reservatorio.

3.1.2. EQUIPAMENTOS DE BANCADA E ELETRONICOS

3.1.2.1.EQUIPAMENTOS DE BANCADA

Q

o

¢ © © © © ©

Bastdes de vidro;

Espatulas de inox;

Provetas (10 mL; 20 mL e 1000mL);
Balbdes volumétricos (10 e 100 mL);
Pipetas volumétricas (1, 2, 4 e 5 mL);
Pipetas de Pasteur;

Béqueres (10 e 200 mL);

Suporte universal;

Garras;

Vials &mbar (2 mL);

Seringas de vidro (5 mL);

Conjunto de filtragao;

Frascos ambar (4 L);

Funil de Vidro (500 mL);

filtros de TEFLON PTFE (politetrafluoretileno - 0,45 ym; 15 mm);

filtros de fibra de vidro GF/C (0,47mm e 0,7 ym).
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3.1.2.2. EQUIPAMENTOS ELETRONICOS

@ Balanca Mettler Toledo AG245;

@ pHmétro Corning 430;

@ Manifold Waters;

@ Bomba de vacuo FANEM — Diapump;

@ Ultrasom UNIQUE- T50220;

@ Espectrofotdmetro UV/VIS Perkin Elmer Lambda 14 P;

@ Espectrofluorimetro Hitashi F-4500;

@ HPLC Pump 501 e detector UV 486 Waters;

@ HPLC Autosampler 4000 e detector de fluorescéncia 360 Varian Pro Star;

@ Workstation Chromatography (verséo 5.3-Varian).

3.1.3. SOLUCOES PADRAO

Pesou-se 20,0 mg de BPA e transferiu-se quantitativamente com
acetonitrila (ACN) para um baldo volumétrico, completando-se o volume até 100
ML (Csolugéio estoque do 8Pa= 200 ug mL™).

As solugbes de trabalho foram preparadas, individualmente, a partir de
diluicbes da solugao estoque, em concentragdes de 5, 10, 20, 30, 50, 100, 200,
300, 500, 1.000, 2.000, 3.000, 4.000, 5.000 e 10.000 ng mL™".

As solucdes estoque e de trabalho foram armazenadas em frascos ambar e

mantidas sob refrigeragao (-15°C).
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A validade (armazenamento e estabilidade) das solugbes foi testada ao

longo de 3 meses com inje¢des em triplicata no equipamento HPLC/FLU.

3.2. METODOS

3.2.1. OTIMIZACAO DAS CONDICOES CROMATOGRAFICAS

Determinou-se no espectrofotometro (UV-VIS), o comprimento de onda de
maxima absor¢ao para o BPA, cujo valor foi utilizado posteriormente no HPLC/UV.

No espectrofluorimetro, foi determinado o par de comprimento de onda
(excitagdo /emissao) onde ocorreu a maior fluorescéncia do padrdo, os quais
foram entao aplicados ao HPLC/FLU.

Apos a obtencao dos espectros UV e de fluorescéncia do BPA, testou-se a
composigao de fase movel, volume de injecdo e vazao reportadas na literatura,
onde se obteve as seguintes condi¢des otimizadas:

M Fase moével (H,O/ACN) = 50:50;
M volume de injecdo= 20 pL ;
M vazdo= 1 mL min .

Uma vez otimizadas as condigbes cromatograficas, fez-se uma curva

analitica para cada sistema, comparando-se os limites de deteccdo e

quantificagado, bem como o coeficiente de variagao da resposta para cada sistema

analitico. Para o sistema escolhido, tragou-se uma curva de linearidade.
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3.2.2. DETERMINACAO DO LIMITE DE DETECCAO E QUANTIFICAGAO DOS
EQUIPAMENTOS

Os limites de detecgao (LD) e de quantificagdo (LQ) dos equipamentos para
0 padrao estudado foram determinados conforme o método recomendado pela
IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) de acordo com as

equacdes 1 e 2 [,

LD= 3x Sd/b (eq. 1)

LQ= 3xLD (eq.2)

onde “b” é o coeficiente angular e “Sd” o desvio padrdo da curva analitica do
padrao estudado.

Para a determinacéo dos limites de deteccéo (LD) e de quantificacdo (LQ)
dos equipamentos foram construidas curvas analiticas com solugdes nas
concentracdes de 20 a 500 ng mL" (HPLC/FLU) e 200 a 3000 ng mL
(HPLC/UV), sendo obtidos os parametros da equagao da reta, os quais foram
substituidos nas equacdes 1 e 2 para a obtencdo dos limites de deteccdo e

quantificagao dos instrumentos.

3.2.3. DETERMINAGCAO DA LINEARIDADE DE RESPOSTA DO DETECTOR

A regido linear de resposta do detector foi determinada por inje¢des no
HPLC/FLU, com condicbes operacionais ja otimizadas. Solugbes padrao de
concentragdes variando entre 20 e 500 ng mL™" foram injetadas no minimo trés

vezes. Quando os resultados (tempo de retencao e resposta, expresso em area do
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pico cromatografico) de uma solugédo diferiram mais de 10%, fazia-se uma nova
injecdo. O grafico de linearidade foi construido relacionando-se os valores de
concentragdo das solugbes no eixo das abscissas com a area do pico
cromatografico (sinal do FLU) dividido pela respectiva concentragao daquela area,

no eixo das ordenadas.

3.3. TRATAMENTO DAS AMOSTRAS

3.3.1. EXTRACAO EM FASE SOLIDA

Adaptou-se a metodologia de LIU et al. ), utilizando-se cartucho STRATA
X , conforme o fluxograma a seguir, onde as etapas com um asterisco indicam a

modificacdo do método:

| Condicionamento ‘

- 5 mL de acetato de etila;
- 5 mL de metanol passados sob vacuo baixo, Em
seguida, deixou-se 5 min em repouso;
- 15 mL de agua ultra pura.
¥

Retencao

- 500 mL de amostra (fluxo: £+ 4 mL min 1) *

h
Lavagem

- 10 mL de dgua/metancl (9:1)

Secagem

-1 hora sob vacuo *

¥
Eluicao
h

-4 mL de eluente (1 mL min 1) *
y

‘ Evaporacao a secura ‘

- fluxo brando de nitrogénio gasoso (99,9%) *

¥
‘ Redissolucdo em solvente de analise ‘

-1 mL de ACN #
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3.3.2. AVALIAGCAO DO METODO

Geralmente, a validacdo do método analitico proposto ocorre por meio de
ensaios de recuperagdo, uma vez que esse procedimento gera todas as
informacdes necessarias para a avaliagao do procedimento analitico . A exatidao é
a concordancia entre o valor real do analito na amostra e o estimado pelo
processo analitico, e a precisdo € o parametro que avalia a proximidade entre

varias medidas efetuadas em uma mesma amostra 6781,

3.3.2.1. FORTIFICACAO

As fortificacdes foram feitas em concentracbes bem proximas ao limite de
quantificagao (30 ng mL'1), denominado como nivel baixo, que corresponde a 0,06
ng mL™" na amostra fortificada; (100 ng mL™) ou nivel médio (0,2 ng mL™") e 300
ng mL™" ou nivel alto (0,6 ng mL™") de acordo com a Tabela 6. Porém, antes de se
fazer as fortificagcdes dos niveis médio e alto, testou-se 3 eluentes diferentes
(acetato de etila, acetona e metanol) na extracdo do nivel baixo (0,06 ng mL™"). As
etapas a seguir descrevem o procedimento desde a coleta da agua de torneira até
a ultima etapa da fortificagéo:

= antes de se coletar a agua de torneira do Instituto de Quimica

(IQ)/UNESP, deixou-se a torneira aberta cerca de 5 minutos;

= apos este tempo, verificou-se a temperatura e o pH. Em seguida,

coletou-se 2,5 L de agua em um frasco de vidro ambar (previamente

condicionado com a matriz) conforme a Figura 8;
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= posteriormente, fez-se a fortificagdo, adicionando-se 5 mL da solugao
padrdo de 30 ng mL™". Em seguida, agitou-se vigorosamente cerca de
15 minutos e entdo, a amostra fortificada foi armazenada a -15 ° C, ao

abrigo da luz, por aproximadamente 4 a 6 horas.

Tabela 6. Concentragao do padrao na curva e na amostra fortificada

Concentragido na curva (ng mL") Concentragio na amostra (ng mL™)

30 () 0,06
100 (**) 0,2
300 (***) 0,6

(*) valor préximo ao limite de detecgao do equipamento;
(**) aproximadamente 3 x o valor proximo ao LD do equipamento;

(***) 10 x o valor préximo ao LD do equipamento.

Figura 8. Frasco de vidro ambar (4 L)

Uma vez escolhido o eluente, prosseguiu-se otimizagdo do método com as
outras duas concentracdes previamente estabelecidas (100 e 300 ng mL™) de

acordo com o procedimento descrito anteriormente.
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Para o calculo dos niveis baixo, médio e alto, utilizou-se a equacéo 3:

Nivel- Concentracdo da solucdo padrao adicionada (eq.3)
Fator de pré-concentragao

3.3.2.2. ESsTUDO DE RECUPERAGCAO

Primeiramente, fez-se a extragdo do branco de acordo com a metodologia
adaptada descrita na secao 3.3.1. (todas as etapas exceto a passagem de
amostra), seguida da testemunha (todas as etapas exceto a adigdo do analito na
amostra) e por ultimo, fez-se a extracdo da agua fortificada (todas as etapas
inclusive a adicdo de padrdo na amostra) em quatruplicata.

Neste estudo de recuperacéo, fez-se a extracdo em quatruplicata, testando-
se 3 eluentes diferentes (acetato de etila, acetona e metanol) para a fortificagao
feita coma solugéo de 30 ng mL™ a fim de se verificar com qual solvente obtinham-
se as melhores recupera¢des. Uma vez escolhido o eluente, prosseguiu-se o
estudo de recuperagdo com outros dois niveis (100 ng e 300 ng mL™") de solucéo
padrao de BPA. A exatiddo e a precisdo dos resultados foram determinadas
efetuando-se os calculos de BPA recuperado em agua e o respectivo coeficiente
de variacgao.

A recuperacéo (R) foi calculada através da equagdo 4. A Figura 9

representa o sistema de SPE utilizado neste trabalho.

R = massa obtida x 100 / massa esperada (eq. 4)
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1 Funil de vidro
1 \ 2 Manifold
3 Cartucho
W—- 4 Bomba de vécuo
2
l 3
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Figura 9. Sistema de Extragcao em Fase Sélida

3.3.2.3. AMOSTRA REAL

As amostras de agua bruta foram coletadas dos tanques de entrada da ETA
- FONTE, onde ha a juncao das aguas dos rios Ribeirdo das Cruzes e Anhumas
(Figura 10), durante uma semana, em trés dias diferentes as 09:30 am.
Anteriormente a coleta, condicionou-se tanto o frasco coletor (Figura 11) quanto o
frasco de vidro ambar (Figura 8) com a amostra a ser coletada. Apdés o
condicionamento dos materiais, coletou-se aproximadamente 4 L de agua bruta
(Figura 12). Transportou-se a agua coletada até o local onde se fez a extragao sob
temperatura ambiente e ao abrigo da luz . Estas amostras foram extraidas sem a
adicdo do analito (verificagdo da presenca ou ndo do BPA) e com a adicdo do
mesmo (n=3) a fim de se verificar o LQ do método. Porém, antes de se iniciar a

extragdo em fase sélida, filtrou-se a agua de entrada da ETA com filtro de fibra de
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vidro (0,7 ym), previamente calcinado (200°C; 4 h; guardados em papel aluminio
ao abrigo da luz), utilizando o conjunto de filtragdo apresentado na Figura 13, a fim

de remover as particulas solidas.

e
AT

Figura 10. Adutoras dos Rios Ribeirdo das Cuzes e Anhumas

Figura 11. Frasco Coletor (500 mL)
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Figura 12. Coleta da agua bruta

EANEM

COMPRESSOR
ASPIRADOR

e

Figura 13. Sistema de Filtragao

As amostras de agua potavel foram coletadas diretamente do reservatorio 2
(antes da mistura da agua de saida da ETA com a agua de pogo - ilustrado na
Figura 14) da mesma forma como se amostrou a agua bruta a fim de se verificar a
eficiéncia da remocao de BPA (caso estivesse presente) da ETA Fonte, durante
uma semana, em trés dias diferentes as 09:30 am. Estas amostras foram

extraidas em ftriplicata.
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As extragdes sempre foram realizadas num periodo de 30 a 40 minutos

apos a coleta.

Fig 14. eervatorlo 2 agua potavel)

3.4. ANALISE CROMATOGRAFICA

Apo6s a identificacdo do intervalo de resposta linear do sistema HPLC/FLU,
as curvas analiticas (area versus concentracado do analito) foram tragcadas com o
auxilio do programa Origin 7.0, o qual forneceu os coeficientes de correlagdo das
retas obtidas, os coeficientes angulares e lineares e as respectivas estimativas de
desvio padréo.

Para o calculo do limite de deteccao do método (LD*) e do limite de
quantificagdo do método (LQ*), dividiu-se o LD e LQ do instrumento pelo fator de

pré-concentragao utilizado na extragdo, uma vez que os valores obtidos no estudo
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de recuperagao situaram-se muito proximos a 100%. A quantificagdo do BPA foi
efetuada de acordo com o método do padrao externo.
As injecbes dos extratos do branco, testemunha e agua fortificada e

solugdes padrao foram feitas no mesmo dia e sequencialmente.

3.5. LIMPEZA DA VIDRARIA

O material utilizado foi imerso em solugdo de Extran 20% e, apos
aproximadamente 12 horas foi enxaguado em &agua corrente. A secagem da
vidraria e de outros materiais ndo volumétricos foi feita em estufa a temperatura de

aproximadamente 130°C e do material volumétrico a temperatura ambiente.

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. ANALISE NO ESPECTROFOTOMETRO (UV-V1s)

Fez-se uma varredura de uma solugao padrao diluida de BPA de 200 a 400
nm no espectrofotdbmetro, onde verificou-se que a maior absor¢gédo do BPA no UV-

Vis ocorreu no comprimento de onda de 228 nm conforme a Figura 15.
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Absarbancia (u.a.)

Espectro de A bsorgio do BPA no UV-VIS

250 300

o

comprimenio de onda (am}

Figura 15. Espectro de Absorg¢ao do BPA no UV-Vis

4.1.1. ANALISE NO HPLC/UV

Com o resultado obtido no espectrofotbmetro (UV-VIS),

fixou-se o

comprimento de onda em 228 nm no HPLC/UV e fez-se uma curva analitica com

solugdes padrao de trabalho variando entre 200 e 3.000 ng mL™" (injegbes em

triplicatas), onde obteve-se um CV=2,4%, conforme a Figura 16.

1,6x10°

1,4x10°

Curva Analitica do HPLC/UV

1,2x10°

= Média (area versus concentragdo)
Regresséo Linear

1,0x10°

8,0x10"

Area

6,0x10"
4,0x10*
2,0x10" 1

0,0

Linear Regression for Média
(area versus concentragéo)

Y=A+B*X

Parameter Value

Error

A

B 48,95395

6775,57091

2594,9952
1,53499

R sD

N P

0,99853 3537,80979

5 <0.0001

0

T T T T T
500 1000 1500 2000 2500

Concentragdo (ng mL")

T
3000
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Figura 16. Curva Analitica HPLC/UV
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A Figura 17 representa um cromatograma de uma solugdo 3 pg mL™
analisada no HPLC/UV, onde obteve-se a area do pico cromatografico do padrao

num tempo de retengao igual a 7,6 minutos.

BPA — 7.6 min

Resposta do detector

’__,.L_,-‘._ .

minutas

Figura 17. Cromatograma de uma solugio de trabalho (3 pg mL™)

4.2. ANALISE NO ESPECTROFLUORIMETRO

Com uma solucao diluida, fez-se uma varredura de 220 a 350 nm para o
comprimento de onda de excitacdo e, de 250 a 490 nm para a emissao,
verificando-se, portanto, que o par excitacdo/emissdo onde ocorreu a maior
fluorescéncia do BPA foi 280/300 nm respectivamente, conforme a Figura 18.

%0

EX
[nm])

0 1
220 EM[nm] 400

Figura 18. Espectro de Fluorescéncia 3D do BPA
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A Figura 19 representa o espectro de fluorescéncia 3D do BPA plotado no
programa matematico Origin 7.0 com a finalidade de facilitar a visualizagdo dos

comprimentos de onda de excitagdo/emissao.

Espectro de Fluorescéncia 3D do BPA

B2 220
. 20
. 40
280
I 250
P
280
. 250
TR
-0
R
 —
[
[~ EE

intensidade de fluorescéncia u.a.)

220 240 260 280 300 320 340 360 380 400
emisséo (nm)

Figura 19. Espectro de Fluorescéncia 3D do BPA plotado no Origin

4.2.1. ANALISE NO HPLC/FLU

Com os valores de comprimento de onda de excitagdo e emissado obtidos
no espectrofluorimetro, fez-se a analise no HPLC/FLU.

Tragou-se uma curva analitica com solugdes padrao de trabalho variando
entre 20 e 500 ng mL™" (injecdes em triplicatas), onde obteve-se, apds a regressao

linear, um CV=1,5% de acordo com a Figura 20.
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2.5x10° 1 Curva Analitica do HPLC/FLU
2,0x10°
m  média das areas versus concentragao
regressao linear
1,5x10°
Linear Regression for HPLC/FLU
© Y=A+B*X
o
<L 10 105 Parameter Value Error
,UX 1
A 38151,79447 6783,85793
B 4248,0037 28,60144
5,0x10°
R SD N P
0,99989 12404,11584 7  <0.0001
0,0 T T T T T T
0 100 200 300 400 500
Concentragéo (ng mL™)

Figura 20. Curva Analitica HPLC/FLU

A Figura 21 representa os cromatogramas de solugéo padréo de trabalho

(500 ng mL") injetada em triplicata, onde verificou-se que a média do tempo de

retengao do analito nas condigdes cromatograficas otimizadas anteriormente é 7,7

minutos

com um CV=5%.

1254
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i olts
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BPA

e
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.- 4
e
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e s = de 2 ..
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Winutes

75
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Figura 21. Cromatogramas de uma solugio padrio de 500 ng mL™ de BPA
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4.3. LIMITE DE DETECCAO E QUANTIFICACAO DOS SISTEMAS ANALITICOS
UTILIZADOS

O procedimento para a determinagéo do limite de detecgao (LD = (3xSd)/b)
e do limite de quantificagao (LQ = 3 x LD) foi descrito no item 3.2.2.

A Tabela 7 apresenta os limites de deteccdo e de quantificacdo dos
equipamentos para o padrao estudado, utilizando os dados das curvas analiticas

obtidas pelo método do padrao externo.

Tabela 7. Limites de Detecgdo, Quantificagao e Coeficiente de Variagao dos Sistemas
Estudados

SISTEMA LD (ng mL™") LQ (ng mL™") CV (%)
HPLC/UV 216,8 650,4 2,4
HPLC/FLU 8,76 26,3 1,5

Comparando-se os dois detectores, verificou-se que o sistema HPLC/FLU é
0 mais sensivel para o desenvolvimento da metodologia proposta conforme

demonstrado na Tabela 7.

4.4. LINEARIDADE E FAIXA LINEAR

Calculou-se os valores da mediana (med=4508), mediana superior (limite
superior) m.s.=5057 e mediana inferior (limite inferior) m.i.=3959; desvio absoluto
da mediana (mad=183); intervalo de confianga (I.C.=549) de acordo com
AUGUSTO B plotando posteriormente a curva de linearidade do detector de

fluorescéncia, considerando-se para este experimento um valor de k=3.
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De acordo com a Figura 22, verificou-se que a faixa de concentragéo
estudada € linear, pois todos os pontos A/C vs C estdo dentro dos limites

calculados.

CURVA DE LINEARIDADE DO HPLC/FLU

5,1x10°

= AC,
4,8x10° o AC,
AIC,
LIMITE INFERIOR
LIMITE SUPERIOR

<

4,5x10° o 2

Area/Concentragio

4,2x10° H

V¥ ¥ ¥ v v

3,9x10°

T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500

Concentragao (ng mL™)

Figura 22. Curva de Linearidade do HPLC/FLU

Uma vez definida a técnica cromatografica, deu-se continuidade a proposta

deste trabalho fazendo-se o estudo de recuperagao do analito.

4.5. VALIDAGAO DO METODO

4.5.1. ESTuDO DE RECUPERAGCAO

Quando se coletou a amostra (agua de torneira), mediu-se o pH e a
temperatura da mesma (pH variou entre 6,80 e 6,97; a temperatura variou entre 25
e 27°C).

Fez-se a extragdo sequencial do branco, testemunha e agua fortificada em

quatruplicata testando acetona, acetato de etila e metanol como eluentes para a
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concentragdo de 30 ng mL™, obtendo-se os cromatogramas ilustrados nas Figuras
23 a 25 respectivamente e em todos ha também comparagdo com a injecdo do

padrao na concentracao avaliada.

404 ELUENTE: ACETONA

£ ™  PADRAO30ngmL’ BPA

E 0
10
40 )

P AGUA FORTIFIC_/;\DA BPA

£ Lol (0,06ngmL™)
104
m:

2 304

H TESTEMUNHA

E g0
WU_WMMNWM\WWMWW
40

2 5,1 BRANCO

z
204
m:WMWWMWWMMV

T T T T 1
Minutes

Figura 23. Cromatogramas dos extratos do branco, testemunha, agua fortificada e padrao
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: | PADRAO30ngmL" BPA
% 20
104
° AGUA FORTIFICADA BPA
5 ™ (0,06 ng mL™")
E 204
1mAm¢»wW_Mﬁnﬁnmwf%::brmwxhwvwwwﬂmthM¢«-~WA~vﬂum-*wﬂv~"{£§§T”“~Wﬂ~VW¢*“W“
40:
TESTEMUNHA

304

rrivolts

10 et apeiroccmimreaet ™ T e S T T TN P A PP A

40+
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miolls

204

T T T T 1
Minutes

Figura 24. Cromatogramas dos extratos do branco, testemunha, agua fortificada e padrao
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Figura 25. Cromatogramas dos extratos do branco, testemunha, agua fortificada e padrao

Analisando-se as Figuras 23 a 25, verificou-se que houve a recuperagao do

analito no mesmo tempo de retencdo do padrdo. Em termos de valores

recuperados, com o eluente metanol, a recuperagcdo do analito foi de 99,98%

(CV=3,9%), ja para o eluente acetato de etila, a recuperacédo foi de 107,62%

(CV=6,7) e, para a acetona, obteve-se uma recuperacao de 95,21% (CV=5,4%) de

acordo com a Tabela 8.

Tabela 8. Comparagao entre eluentes através de seus valores de recuperagao (R) e

Coeficiente de Variagao (CV) para amostra de agua potavel fortificada com 30 ng mL™

FERNANDA ZAMPIERI LEANDRO

AGUA DE TORNEIRA FORTIFICADA (n=4)

Eluente R (%) CV(%)
Acetona 95,21 54
Acetato de Etila 107,62 6,7
Metanol 99,98 3,9
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Prosseguiu-se a validagdo com o eluente metanol, fazendo-se a fortificagao
da agua de torneira em mais dois niveis de concentragao, conforme representados
nas Figuras 26 e 27, onde se verificou uma recuperagao de 99,99% para o nivel
médio (0,2 ng mL™) com um CV=0,52% e de 100% para o nivel alto (0,6 ng mL™)

com um CV=0,30% de acordo com a Tabela 9.

Tabela 9. Niveis de Fortificagdo da Agua de Torneira e respectivos valores de Recuperagio
(R) e Coeficiente de Variagao (CV)

AGUA DE TORNEIRA FORTIFICADA (n=4)
Fortificagdo (ng mL™) R(%) CV (%)

30 99,98 3,9
100 100 0,52
300 100 0,30

40+ PADRAO 100 ng mL™ BPA

304

rivalts

20

40 AGUA FORTIFICADA

(0,2ng mL™) —

304

v olts

20

T T L 1
Minutes

Figura 26. Cromatogramas do extrato da agua de torneira fortificada e padrao 100 ng mL"
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Figura 27. Cromatogramas do extrato da agua de torneira fortificada e padrio 300 ng mL™"

A Tabela 10 apresenta os resultados de validacdo do método desenvolvido

para analise de BPA em agua, utilizando a SPE e a quantificagao por HPLC/FLU.

Tabela 10. Parametros de Validagao obtidos para o método desenvolvido para a analise de
BPA em agua, usando SPE com cartucho de PSDVB (n=4) e determinag¢ao por HPLC/FLU

composto Intervalo LD LQ LD* LQ* r
Linear (ng mL'1) (ng mL'1) (ng mL'1) (ng mL'1) (ng mL'1)
Bisfenol A 20-500 8,76 26,3 0,02 0,06 0,9999

* valores obtidos para o método (fator pré-concentragdo de 500 vezes)
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4.6. APLICACAO DO METODO

4.6.1. AMOSTRA REAL

As amostras de agua da entrada (agua bruta) e de saida (agua potavel) da
ETA - FONTE foram analisadas de acordo com o método validado anteriormente.
As Figuras 28 e 29 correspondem aos extratos de agua bruta e potavel
respectivamente em uma das replicatas de um dos dias em que se fez a coleta.

As Tabelas 11 e 12 apresentam as caracteristicas da agua bruta e potavel

nos dias em que as mesmas foram coletadas.

Tabela 11. Caracteristicas Fisico-Quimicas da Agua Bruta da ETA-Fonte

AGUA BRUTA
Coleta pH Cor Turbidez Vazdo(Ls™)
12 coleta 6,5 93 16 491
2% coleta 6,6 91 15 460
3% coleta 6,6 84 18 482

Tabela 12. Caracteristicas Fisico-Quimicas da Agua Potavel da ETA-Fonte

AGUA POTAVEL
Coleta pH Cor Turbidez Cloro (ppm) Fluor (ppm)
12coleta 9,0 0,0 0,63 1,20 0,78
2% coleta 8,7 0,0 0,31 1,24 0,74
3% coleta 7,8 0,0 0,47 1,25 0,90

De acordo com as Figuras 28 e 29, verificou-se a presenc¢a de BPA tanto na
agua bruta quanto na agua potavel. Em amostras de agua bruta, os valores
encontrados de BPA estiveram entre 11,7 e 16,8 ng mL™". Ja4 em amostras de
agua potavel, os valores estiveram entre 6,2 e 7,3 ng mL™ nos dias analisados.
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Figura 28. Cromatograma do extrato da agua bruta
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Figura 29. Cromatograma do extrato da agua potavel
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4.7. EFICIENCIA DO METODO PARA AGUA BRUTA

Amostras de agua bruta foram fortificadas em trés niveis de concentragéo
(0,06; 0,1 e 0,2 ng mL™") para comprovar a eficacia do método desenvolvido.

As Figuras 30 a 32 apresentam respectivamente as recuperagdes dos
niveis 30, 50 e 100 ng mL™" adicionados & amostra, juntamente com os padrées

correspondentes.

254

PADRAO 30 ng mL"

204

BPA

mivolts

25 AGUA BRUTA FORTIFICADA (0,06 ng mL™)

mivolls

Minutes

Figura 30. Cromatograma do extrato da agua bruta fortificada e solugdo padrio 30 ng mL”
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Figura 31. Cromatograma do extrato da agua bruta fortificada e solugdo padrio 50 ng mL”
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Figura 32. Cromatograma do extrato da agua bruta fortificada e solugao padrao 100 ng mL’
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Analisando as Figuras 30 a 32, verifica-se que o método desenvolvido
aplicado as amostras de aguas naturais provenientes dos pontos de captacao

obteve uma boa performance de acordo com os dados contidos na Tabela 13.

Tabela 13. Niveis de fortificagdo da agua bruta e seus respectivos valores de Recuperagao e
Coeficiente de Variagao

AGUA BRUTA FORTIFICADA (n=3)
Fortificagdo (ng mL™")  R(%) CV(%)

30 85,87 2,3
50 86,20 2,0
100 87,00 1,1

O método desenvolvido foi comparado com métodos descritos na literatura
que envolvem o mesmo tipo de matriz e contaminante estudado (BPA) de acordo
com a Tabela 14, onde verificou-se que o método proposto possui bons valores de
recuperagao e baixos valores de coeficiente de variacdo. Além disso, com o
método proposto conseguiu-se atingir valores menores de LD e LQ com a

literatura que utilizou a mesma técnica analitica.
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Tabela 14. Comparagao entre o método desenvolvido e métodos descritos na literatura

Técnica LD LQ Fortificagdo R (%) CV (%)  Referéncia
HPLC/FLU 0,02 ng mL" 0,06 ng mL™ 30 ngmL™ 99,9 3,9 Método
100 ng mL'1 100 05 Desenvolvido
300 ng mL™ 100 0,3
HPLC/FLU 0,5ngmL” 1,5 ng mL™ 10 ng mL™ 102 7,0 86
100 ng mL™ 99 4,0
LC/MS 2x10° pg L™ 6x10° pg L 1pg L™ 93 8,0 49
GC/MS 0,17 ng L™ 0,5ngL™” 50 ug L™ 74 5 87
200 ug L™ 82 4
1000 pg L™ 78 3
GCIMS 53ngL”’ 17,4 ngL” 50ng L 95,1 2,7 47
100 ng L™ 98,0 4,9
200 ng L™ 86,3 0,3
500 ng L™ 80,6 4,0

O método desenvolvido e proposto apresenta vantagens por ser de facil
operacgao e redugao do tempo de analise em relagdo ao tratamento da amostra. A
maioria dos métodos reportados na literatura utilizam a derivagcdo dos eluatos
provenientes da extragdo, o que torna o processo mais lento e de custo mais
elevado. Lembrando também que os agentes de derivagdo sdao normalmente
muito toxicos. Além disso, ha trabalhos na literatura que nao apresentam
importantes parametros analiticos tais como limite de deteccao, limite de
quantificagao, precisdo e exatiddo que sdo fundamentais na validacdo de um
meétodo analitico. Portanto, o método aqui desenvolvido apresenta boa precisao e
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exatiddo estando de acordo com trabalhos da literatura que apresentam
parametros para a validagado metodoldégica.

Na literatura os valores encontrados para BPA em agua superficial variam
entre 9 a 450 ng L™ [47: 49.6486. 871 g yalores obtidos neste trabalho (entre 11,7 e
16,8 ng mL'1) que sdo pelo menos 1000 vezes maiores que a concentragcao
minima de 9 ng L" . Isso aponta para a necessidade de estudos de
monitoramento, deste poluente na agua de abastecimento publico da cidade de
Araraquara e outras cidades da Bacia Tieté-Jacaré, considerando a sazonalidade,
as condigdes climaticas e a dispersao do BPA, no sentido da obtengao de subsidio
para o melhor gerenciamento de recursos hidricos da regi&o.

Cabe salientar que os potenciais de contaminacdo por BPA sdo as
industrias quimicas e aterros sanitarios, como na regidao de Araraquara, as
industrias ndo estdo presentes, € muito provavel que a contaminagédo esteja
relacionada a instalacdo e manutencdo inadequadas de aterros sanitarios. A
investigagao desta hipétese também deve integrar estudos futuros.

Nao ha estudos na literatura para a analise de BPA em agua potavel, essa
€ mais uma das contribuicdes do presente estudo. Também para esta matriz
devem ser feitos estudos de monitoramento mais abrangentes, ressaltando-se que
nao existem valores permitidos para BPA em legisla¢des sobre qualidade de agua
para consumo humano, em nenhum pais.

Em termos toxicologicos, os resultados encontrados sao preocupantes, uma

vez que o BPA exibe atividade estrogénica em concentragdo abaixo de 1 ng L™ #*

28]
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

Este estudo resultou em um método simples e eficiente para a
determinagdo de bisfenol A em amostras de aguas naturais. O procedimento
proposto requer pequena quantidade de amostra e baixo consumo de solvente,
em comparacao aos meétodos descritos na literatura para esta matriz. Determinou-
se também alguns critérios de validagdo tais como a exatiddo, precisdo
(repetibilidade e precisado intermediaria), linearidade, faixa de trabalho, limite de
deteccgao e quantificagao e seletividade.

A validacdo do método desenvolvido mostrou bons resultados de
linearidade, coeficiente de correlagao (>0,9998), de recuperacédo (99%<R<101%)
e de precisao (<10%).

A aplicacdo do método as amostras coletadas da ETA de Araraquara,
possibilitou a analise qualitativa e quantitativa quanto a presencga de bisfenol A na
agua bruta e potavel.

Os valores de BPA encontrados na agua para consumo humano da cidade
avaliada s&o preocupantes, uma vez que estudos indicam a atividade estrogénica
de BPA em concentracdo da ordem de 1 ppt. Portanto, um monitoramento

ambiental é de extrema relevancia.
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