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RESUMO

Os horménios estrogénicos naturais 17 P estradiol e estrona estdo presentes nos
efluentes domésticos e na excreta de animais e, apds atingirem os corpos d’agua
superficiais, podem alcancar a agua de abastecimento publico se persistirem ao
processo de tratamento. Diante disso, este trabalho teve como objetivo validar um
método para analise de 17 3 estradiol e estrona em agua e aplicar o mesmo para
estudo do sistema de abastecimento publico de Jaboticabal - SP. O método validado
inclui a analise por cromatografia liquida com detector de fluorescéncia, com eluigédo
isocratica Agua/Acetonitrila (1:1), volume de injecdo de 20 uL e coluna Cig PAH
(250 mm de comprimento, 4,6 mm d.i., particulas 5 um), sendo a deteccao feita a
230 nm (excitagao) e 306 nm (emissao). O preparo da amostra, também otimizado,
inclui a extracdo em fase sélida com cartuchos contendo 500 mg de Cig, pré-
condicionados com Hexano/Acetona/Metanol/Agua pH 3 e eluicdo dos analitos de
interesse com acetona. Sob essas condi¢cbes otimizadas, o limite de quantificacéo
para a estrona foi de 0,6 ug L' e para o 17 B estradiol 7,5 ng L™, para agua
superficial e potavel antes da cloragédo. Para o estudo do sistema de abastecimento
de Jaboticabal, foram coletadas amostras na nascente do Coérrego Rico, no
municipio de Monte Alto (CR1); no coérrego, apds recebimento de afluentes que
passam pela area urbana de Monte Alto (CR2); na captagcdo de agua para
abastecimento publico do municipio de Jaboticabal (CR3), e na saida da estacdo de
tratamento de agua de Jaboticabal (PT4). Os resultados referentes a validagdo do
método mostraram niveis aceitaveis para a recuperacgao (entre 83 e 128%) e para o
coeficiente de variagcédo (entre 3 e 24%), o que atesta a exatiddo e a precisao do
mesmo para os niveis de concentragdo estudados, para todas as matrizes: agua
superficial e potavel antes da cloragdo. Os resultados do estudo do sistema de
abastecimento mostraram a presenga de estrogénio em 22% das amostras em
concentracdo de 6,9 ng L' (agua potavel) a 30,6 ng L' (nascente) para 17 B
estradiol, e de 0,6 ug L' para estrona (corrego). O ponto CR1 foi afetado
provavelmente por residuos animais € o ponto CR2 por residuos animais e por
langamento de efluentes da estacdo de tratamento de esgoto de Monte Alto. O ponto
CR3 pode ter sido influenciado por langamentos de esgotos domésticos nao-tratados
de propriedades rurais. Conclui-se que, com exce¢do da agua potavel, as demais
amostras estudadas apresentam horménios em niveis possiveis de exercer efeito
bioldgico.

Palavras-chave: 17 3 estradiol; estrona; bacia hidrografica



ABSTRACT

The natural estrogenic hormones 17  estradiol and estrone are present in domestic
effluents and animal excreta, and after arrive at superficial water bodies, they can
reach public water supply if remains to the treatment process. Based in that, this
work had as aim to acknowledge a method to analyze 17 B estradiol and estrone in
water and apply it to study the system of public water supply from Jaboticabal (State
of Sao Paulo — Brazil). The acknowledged method includes analysis by liquid
chromatography with fluorescence detector, using elution isocratic water/acetonitrile
(1:1), injection volume of 20 uL and column C4g PAH (250 mm of length, 4,6 mm d.i.,
particles of 5 um). The detection was made at 230 nm (excitation) and at 306 nm
(emission). The preparation of the sample was optimized, and includes the extraction
of the solid phase with cartridge containing 500 mg de C4s, preconditioned with
hexane/acetone/methanol/water pH 3 and elution of interest analytics with acetone.
Under such optimized conditions, the limit of quantification to estrone was 0,6 ug L™
and to 17 B estradiol was 7,5 ng L™ in the superficial water and potable water before
cloration. To the study of the system of water supply from Jaboticabal, samples were
collected from the riverhead of Corrego Rico, Monte Alto municipality (CR1), in the
stream after receiving effluent from the urban area of Monte Alto (CR2), at the
captation of the public water supply from Jaboticabal municipality (CR3) and at the
discharge of the water treatment station from Jaboticabal (PT4). The results about
the acknowledgment of the method have shown acceptable levels to recuperation
(between 83 and 128%) and to the variation rate (between 3 and 24%), what certifies
its occurrence and precision to the studied concentration levels to both matrixes:
superficial water and potable water before cloration. The results of the system of
water supply have shown the presence of estrogens in 22% of the samples in
concentration of 6,9 ng L™ (potable water) to 30,6 ng L™ (riverhead) for 17 B estradiol
and 0,6 nug L™ of estrone (stream). The point CR1 was probably affected by animal
wastes and the point CR2 by animal wastes and by the discharge from waste water
treatment station from Monte Alto. The point CR3 maybe affected by discharges of
domestic effluent without treatment from rural proprieties. The conclusion is that,
except the potable water, the other studied samples have shown levels of hormones
that could bring biological effects.

Keywords: 17 [ estradiol; estrone; watershed
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| INTRODUGAO

Um dos primeiros estudos correlacionando a presenca de estrogénios
naturalmente excretados por humanos e efeitos ecotoxicolégicos foi realizado na
Inglaterra revelando que peixes encontrados a jusante de pontos de langamento de
Estacdes de Tratamento de Esgoto (ETEs) apresentaram alteracdes fisiologicas.
Nesse caso, 0s peixes machos apresentam a proteina denominada vitelogenina,
normalmente produzida por fémeas sob a influéncia do horménio estrogénico 17 3
estradiol (FENT, 1996).

Muitas substancias consideradas contaminantes de agua atuam diretamente
no sistema enddcrino. S0 exemplos dessas, os pesticidas como o metoxicloro e o
DDT, e os produtos de decomposicao de surfactantes n&o-ibnicos alquilfendis
polietoxilados (como o 4-nonilfenol) (FENT, 1996; FOLMAR et al., 2002; VADJA,
2006).

No Brasil, os pesticidas sao legalmente reconhecidos como contaminantes de
agua desde a década de 1980. Com o advento dessas novas observacdes
relacionadas a exposicado de organismos aquaticos ao esgoto, surge interesse a
respeito de outras classes de substancias que comegaram também a ser
consideradas como contaminantes dos recursos hidricos. Diante da necessidade de
relacionar os efeitos tdéxicos dos contaminantes classicos, tais como os pesticidas,
frente aos contaminantes reconhecidos mais recentemente, varias pesquisas vém
sendo desenvolvidas para fornecer as respostas.

Estudos baseados na sintese de vitelogenina revelaram que a atividade
estrogénica do 4-nonilfenol é maxima quando atinge cerca de 16 uM. Essa

concentragdo encontra-se de 10* a 10° acima da concentracéo a partir da qual o
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17 B estradiol manifesta atividade estrogénica (FENT, 1996). Tal informacao
demonstra a importancia dos horménios estrogénicos como contaminantes
ambientais, pois os mesmos estdo dispersos no ambiente em concentragdes cujo
potencial estrogénico pode ser significativo. Com base no exposto, este trabalho
teve como objetivos otimizar e validar um método para a determinagcdo de
17 B estradiol e estrona em agua natural e tratada, assim como avaliar o sistema de
abastecimento publico de Jaboticabal, considerando o manancial superficial Cérrego

Rico, em relagéo a contaminacao de agua com 17 B estradiol e estrona.
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Il REVISAO DE LITERATURA

Hormoénios estrogénicos na agua apresentam varios aspectos a serem
observados; como exemplo, destaca-se a dindmica ou “balango” ambiental dessas
substancias. O balango compreende o entendimento de todas as fontes que podem
contribuir com o aporte de hormdnios para os compartimentos do ambiente, tais
como as aguas superficiais, subterraneas e o solo, e os mecanismos de transporte
existentes entre eles. Paralelamente, devem ser também entendidos os mecanismos
que colaboram como depuracgao, reduzindo as concentragcbes desses nas matrizes

citadas.

1 Destinagéao de estrogénios no ambiente

Os hormodnios estrogénicos sdo produzidos naturalmente pelos organismos
e/ou sintetizados industrialmente a fim de serem utilizados como reguladores
enddcrinos e contraceptivos.

Os estrogénios naturais compdem um dos trés grupos de hormdnios
esterdides sexuais, classificados como estrogénicos, androgénicos e progesténicos.
Os estrogénicos sdo produzidos principalmente pelos ovarios sob o comando de
horménios proteindides liberados pela pituitaria na corrente sangliinea (FIESER &
FIESER, 1959). Segundo os autores, tais substancias s&o responsaveis pelo
desenvolvimento de caracteristicas femininas no inicio da puberdade e pelo
aumento das glandulas mamarias durante a gravidez. Além dessas fun¢des, também
assumem importante papel na diferenciagcdo sexual e no desenvolvimento de

caracteristicas femininas pré e pos-nascimento. Podem-se citar, como exemplo
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desses, o 17 B estradiol e a estrona. Nos organismos superiores, a estrona é
produzida como um metabdlito do 17 {3 estradiol.

Quanto aos estrogénios sintéticos, sdo exemplos o valerato de estradiol, o
estriol, o sulfato de estrona, o etinilestradiol, o0 mestranol e o dienoestrol (RANG et
al., 2001). As aplicacdes clinicas dos estrogénios variam de acordo com a dose
utilizada, e as principais finalidades s&o, a terapia de reposicdo hormonal e a
contracepgéo.

Para fins terapéuticos, as substancias mais utilizadas sdo a estrona
(estrogénios conjugados), o 17 B estradiol, o estriol e o etinilestradiol (GENERICO
INFO, 2004; BULARIO, 2004).

Uma vez que esses horménios sdo produzidos naturalmente ou consumidos
como medicamentos, sdo eliminados e encaminhados por diferentes rotas ao
ambiente. Na Figura 1, ilustra-se uma proposta de rota ambiental que relaciona o
processo de ingestdo (ou produgédo) com a excre¢ao de hormdnios e a polui¢cdo das
aguas superficiais e potaveis.

Conforme mostrado na Figura 1, primeiramente ha producdo nos organismos
(seres humanos e animais) ou ingestao na forma de medicamentos. Posteriormente,
ha excrec¢ao, na forma conjugada (ligado ao acido glucurdnico ou a sulfato), para a
rede coletora de esgotos no caso dos humanos. Em seguida, em alguns casos, 0
esgoto é langado in natura nos corpos d’agua, porém, em outros, o esgoto passa por
tratamento em ETEs, e o efluente & langado no corpo d’agua. Para a excrecdo
animal, geralmente o destino € o solo que, por sua vez, atinge o manancial
superficial por escoamento, ou subterraneo por infiltracdo. Essas fontes fornecem
agua para o abastecimento publico ap6s passagem por tratamento em Estacbes de

Tratamento de Agua (ETAs). Dessa forma, as substancias n&o-removidas nos
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processos de tratamento de esgoto e de agua retornam ao inicio da rota e séo

consumidas pela populagao, dando origem a um circulo vicioso.

Ingestédo ou producgao

y h 4
Animais Seres Humanos
I I
4
Excrecéo
I
Y Y
Residuos Esgoto
A 4 4
Solo ETE
y \ 4
Agua subterranea Agua superficial

Y

Y

Agua Potavel

Figura 1 - Rota de exposi¢cao de hormdnios estrogénicos no ambiente. Adaptado de Halling-Sorensen
et al. (1998).

Na Tabela 1, encontram-se os niveis de horménios reportados por alguns
autores para esgoto in natura (afluente ETEs), esgoto tratado (efluente de ETES),

agua superficial e potavel.
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Tabela 1 - Concentragdes de estrogénios no afluente e no efluente de ETEs, em agua superficial e
potavel de varios paises.

Estrogénios (ng L)

Origem 17 B. Estrona Estriol Etinilestradiol Fonte

Estradiol
Afluente ETE
Canada 15 41 250 Lee & Peart (1998)
Italia 12 52 80 3,0 Baronti et al. (2000)
Brasil (Rio de 21 40 Ternes et al. (1999)
Janeiro, ETE
Penha)
Alemanha 15 27 Ternes et al. (1999)
Brasil (Campinas) 6.700 4.800 Ghiselli (2006)
Brasil (Araraquara) 31 Araujo (2006)
Efluente ETE
Canada <5 14 30 Lee & Peart (1998)
Canada 6 3 9 Ternes et al. (1999)
Italia 1,0 9,3 0,45 Baronti et al. (2000)
Brasil (Rio de <1 7 Ternes et al. (1999)
Janeiro, ETE
Penha)
Holanda 0,9 4,5 <LD? Belfroid et al. (1999)
Alemanha <1 9 1 Ternes et al. (1999)
Inglaterra 10 76 4,3 Desbrow et al. (1998)
Brasil (Campinas) 5.600 4.100 Ghiselli (2006)
Agua superficial
Alemanha 3,6 4,1 5,1 Kuch & Ballschmiter (2001)
Holanda 0,3 Belfroid et al. (1999)
Inglaterra 2a15 Aherne & Briggs (1989)
Brasil (Campinas)” 6.000 5.000 Ghiselli (2006)
Espanha <25 22 <25 <25 Rodriguez-Mozaz et al.(2004)
EUA <0,1 <0,3 Boyd et al. (2003)
Israel 8,8 6,1 Barel-Cohren (2006)
Agua potavel
Alemanha 2,1 0,6 0,50 Kuch & Ballschmiter (2001)
Inglaterra <1a4 Aherne & Briggs (1989)
Brasil (Campinas) 2.600 <1,059 Ghiselli (2006)
Espanha <25 <25 <25 <25 Rodriguez-Mozaz et al.(2004)
EUA <0,1 <0,3 Boyd et al. (2003)

¥1D:0,3a1,8ng L.
® Captaggo do rio Atibaia.

De acordo com a Tabela 1, observa-se que, embora tais substancias

presentes no esgoto, na maioria dos estudos, estejam em baixos niveis, as mesmas
atingem os mananciais e a agua potavel em niveis acima de 1 ng L™ (etinilestradiol)
e de 10 ng L' (estrona e 17 B estradiol), doses minimas a apresentar efeito
biolégico (BAREL-COHEN et al., 2006).

Paralelamente, destaca-se que a pecuaria € bastante significativa no Brasil e

nao pode ser desconsiderada como fonte de hormdnios para o ambiente. O aumento
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da populacdo mundial acompanhado pelo aumento da necessidade de producdo de
alimentos promove crescimento na producdo animal, que faz com que a sua
contribuicdo para a contaminagcdo ambiental por estrogénios seja relevante. No
nordeste do Arkansas, regido com intensiva criacdo de aves e gado, foram
encontradas nascentes de agua com 17 B estradiol, de 6 a 66 ng L' (PETERSON et
al., 2000).

Além das fontes de langcamento de estrogénios para o ambiente, alguns
mecanismos contribuem para a redug&o da concentragdo dos mesmos a jusante ou
nos pontos onde séo langados. Esses mecanismos consistem, principalmente, na
biodegradacgao, na sorgcdo aos sedimentos suspensos e aos sedimentos do leito do
corpo d’agua, na adsorgao ao solo e na fotélise (BAREL-COHEN et al., 2006).

A adsorc¢ao ao sedimento do leito do corpo d’agua ocorre, preferencialmente,
nas primeiras 24 horas de contato, sendo maior para os hormdnios com maior
coeficiente de particdo octanol agua (K,w) € para as particulas de menor tamanho.
Quanto ao sedimento suspenso, 0 mesmo é responsavel pela remogdo de menos
que 1% dos estrogénios presentes na coluna d’agua (HOLTHAUS et al., 2002).
Sendo assim, uma vez que a saturacdo dos sedimentos é atingida, o potencial
desse mecanismo para atuar em novos langamentos torna-se praticamente nulo.

O potencial de adsor¢cao em argilas é bastante insignificante (entre 0 e 5%,
para hematita), e € melhorado quando a argila se encontra associada a matéria
organica (atinge valores maximos proximos a 20%) (SCHAFER et al., 2003). O
aumento da salinidade também promove o aumento da adsor¢gdo dos horménios as
particulas de sedimento (LAl et al., 2000), provavelmente pela reducdo da

solubilidade dos hormonios em agua.
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A biodegradacao consiste em mecanismo mais eficiente que a adsorgéo para
a remogao dos hormbnios estrogénicos do ambiente. Na avaliagdo da
biodegradabilidade dos estrogénios, foi observado que, em um dia, cerca de 88% do
17 B estradiol pode ser biodegradado aerobicamente e, em cinco dias, 50% dele é
biodegradado anaerobicamente. No entanto, a biodegradagcéo do 17  estradiol é
acompanhada pelo aumento da concentragcdo de estrona e, posteriormente, de
outros produtos que também apresentam potencial estrogénico (LEE & LIU, 2002).

A fotdlise, com 12 horas de luz/dia e sem redugao dos niveis de luz devido a
turbidez e a cor aparente da agua, contribui para a degradagcéo dos estrogénios.
Nesse caso, o 17 B estradiol e etinilestradiol apresentam a meia-vida de 10 dias
(JURGENS et al., 2002). De acordo com os autores, a fotdlise é lenta quando
comparada a biodegradacgao, principalmente para o 17 B estradiol, e ndo se deve

esperar que seja um mecanismo de remocao eficiente.

2 Efeitos da contaminagao ambiental por horménios estrogénicos

Dados sobre toxicidade aguda (doses altas em curto espaco de tempo) séo
claros para o dietilestilbestrol que foi utilizado para a manutencdo da gravidez em
pacientes com histérico de abortos espontaneos entre as décadas de 1940 e 1960.
Duas décadas depois, descobriu-se que a exposicdo neonatal produzia
adenocarcinoma vaginal nas filhas adultas (DASTON et al., 1997). Na ocasiao dessa
descoberta, tanto dietilestilbestrol quanto 17 B estradiol e etinilestradiol estimularam
alteragdes semelhantes no aparelho reprodutivo de cobaias (DASTON et al., 1997).

Além disso, o 17 P estradiol pode ser transformado em metabdlitos,

resultando na formacao de catecolestrogénios, como o 2- e o 4-hidroxiestradiol e as
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formas correspondentes hidroxiladas da estrona. Esses catecdbis, principalmente as
formas 4-hidroxi, podem causar mutagées génicas. Outros metabdlitos, como
2-metoxiestradiol e 2-metoxiestrona, também sdo mutagénicos (JOOSTEN et al.,
2004).

Quanto a exposigao crdnica (doses baixas em tempo prolongado), ha indicios
de que homens expostos a compostos estrogénicos podem apresentar redugcéo na
fertiidade e desenvolver caracteristicas secundarias do sexo feminino, como
aumento das mamas (ginecomastia). Existem evidéncias também de que o aumento
da incidéncia de cancer de testiculos e de outros males como a infertilidade
masculina podem estar relacionados com a ingestdao de estrogénios por meio da
alimentacdo ou da agua (SHARPE & SKAKKEBAEK, 1993; PETERSON et al.,
2000). A exposicao prolongada aos estrogénios também tem sido associada com o
aumento da incidéncia de cancer de mama em mulheres (DASTON et al., 1997).

Para peixes, a primeira observacgéo sobre os efeitos causados por compostos
estrogénicos foi feita em 1994, na Inglaterra (Purdom et al., 1994, apud DESBROW
et al., 1998). Na ocasiao, observaram que efluentes de ETEs sao estrogénicos para
os mesmos. Posteriormente, esses efluentes foram fracionados e testados em
bioensaios com levedura. As fragdes que apresentaram potencial estrogénico foram
identificadas por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas
(CG/MS); 17 B estradiol e estrona foram identificados como componentes dessas
fracbes (DESBROW et al., 1998).

Esse fato foi confirmado com a constatacdo de alta incidéncia de
intersexualidade em peixes (carpa; Rutilus rutilus) do Reino Unido em areas a
jusante do langamento de efluentes de ETEs (JOBLING et al., 1998). Nesses casos,

varios machos intersexuais néo apresentaram ductos para condugéo de esperma, o
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que prejudica a reprodugdo dessa espécie, sugerindo que a extingdo pode ser
consequéncia ecoldgica em longo prazo do impacto ambiental que os estrogénios
causam.

A reducgéo da fecundidade e as alteragbes do comportamento sexual também
foram observadas em peixes medaka (Oryzias latipes) adultos expostos a
17 B estradiol (OSHIMA et al., 2003). Em machos de carpas, a exposi¢céo no periodo
de diferenciacdo sexual a concentracdes de 0,01 mg L™ de 17 B estradiol levou ao
desenvolvimento de ovidutos, que consistem em caracteristicas apresentadas por
fémeas (GIMENO et al., 1996).

Para machos de trutas arco-iris (Oncorhynchus mykiss), ocorreu a indugao da
sintese de vitelogenina, proteina precursora do nucleo do évulo e produzida como
resposta aos estrogénios circulantes no plasma, na concentracéo de 10 ng L' de
17 B estradiol. A mesma resposta é obtida para doses de estrona duas a cinco vezes
superior a essa, indicando que o 17 B estradiol possui efeito estrogénico maior que a
estrona (ROUTLEDGE et al., 1998). Em outro ensaio, trutas arco-iris expostas a 17 3
estradiol apresentaram necroses nos rins e no figado dos animais (HERMAN &
KINCAID, 1988).

A importancia da agua como veiculo para contamina¢cao de organismos com
estrogénios foi comprovada por meio de experimentos efetuados com peixes. Peixes
da espécie Carassius auratus foram expostos aos mesmos niveis de 17 [ estradiol
adicionado a agua e ao alimento (BJERSELIUS et al., 2001). Os individuos expostos
pela agua apresentaram alteragbes em aspectos fisiolégicos e comportamentais da
reprodugdo, contra nenhuma alteracdo nos que foram alimentados com ragéo

contendo 17 3 estradiol.
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Diante da sensibilidade dos organismos aquaticos a essas substancias,
restam ainda muitas questdes a respeito do comportamento das mesmas na cadeia
alimentar. O mecanismo de bioacumulagéo foi comprovado para ostras (Crassostrea
gigas). Observou-se que, apds 48 horas em contato com o hormdnio 17 B estradiol
dissolvido em agua do mar, houve a concentragado de 31 vezes no tecido mole do
mecanismo de alimentacéo das ostras (LE CURIEUX-BELFOND et al., 2005).

Existem poucos dados sobre a manifestacdo de tais efeitos nos organismos
presentes nos mananciais brasileiros. Sabe-se que peixes curimbatas (Prochilodus
lineatus) do Rio Mogi Guacgu estéo atingindo maturidade sexual em tamanho e idade
inferior ao normal. Esse fato também tem sido atribuido aos estrogénios, uma vez
que 40% da populagdo humana dos municipios dessa bacia hidrografica sao
mulheres em idade reprodutiva e cerca de 80% dessas fazem uso de
anticoncepcional (RAMOS, 2002).

Ha também poucos dados sobre o impacto da contaminagcédo das aguas por
estrogénios a flora. Foi encontrado que, nas concentragdes entre 0,005 e 0,5 ug L
na agua de irrigacdo, ocorre aumento do crescimento, e entre 50 e 500 ug L™,
concentracbes presentes no esgoto, o crescimento vegetativo de alfafa é reduzido

quando comparado com o grupo-controle (SHORE et al., 1992).

3 Caracteristicas fisicas e quimicas dos estrogénios

As estruturas dos principais estrogénios naturais sdo mostradas na Figura 2.

Essas substancias possuem esqueleto comum denominado
ciclopentanoperhidrofenantreno e s&o biossintetizadas a partir do colesterol. Os
quatro anéis apresentados pela estrutura comum sao denominados pelas letras A, B,

C e D, a partir do anel aromatico. O anel aromatico denominado A é responsavel
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pela transmissao da informagéo biolégica por meio da realizacdo de ligagbes de
hidrogénio com o receptor estrogénico humano (OKHO et al., 2002), conforme pode

ser observado na Figura 3.

Estriol Etinilestradiol

Figura 2 - Estrutura dos principais estrogénios. Fonte: Ying & Kookana (2002).
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Figura 3 - llustragdo esquematica do modelo de ligagdo do 17 (B estradiol (E2) com o receptor
estrogénico humano. Fonte: Okho et al. (2002). His = histidina; Glu = glicina;
Arg = arginina.
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As caracteristicas fisicas e quimicas sdo importantes para as previsées das
rotas a serem percorridas pelos hormdnios no ambiente. Os altos valores de log Koy
(Tabela 2) apresentados pelos estrogénios indicam, por exemplo, que a interagcéo
com a matéria organica do solo é favorecida, tornando a infiltracdo ou a percolagao
limitadas. No entanto, os horménios poderiam chegar aos corpos d‘agua por
escoamento superficial (assoreamento), quando ocorre aplicagdo de biossolido ou

excretas de animais no solo (LEE et al., 2003).

Tabela 2 - Propriedades fisicas e quimicas de alguns estrogénios.

Estrogeno Solubilida}de em agua Pressao de vapor log Koy
(mgL" a20°C) (mm Hg) ow
Estrona 13 2,3x10™ 3,43
17 B estradiol 13 2,3x10™" 3,94
Estriol 13 6,7x107° 2,81
Etinilestradiol 4,8 4,5x10™" 4,15
Mestranol 0,3 7,5x107° 4,67

@ Coeficiente de particéo octanol-agua. Fonte: LAI et al. (2000).

Quanto a solubilidade (Tabela 2), pode-se observar que a mesma € muito alta
quando comparada a concentracdo minima capaz de causar efeito biolégico em
organismos aquaticos (10 ng L', BAREL-COHEN et al., 2006).

O conhecimento das caracteristicas fisicas e quimicas dos estrogénios
também facilita o planejamento de métodos para a determinagao de estrogénios em
matrizes ambientais. Neste caso, as baixas pressbdes de vapor apontam para a
dificuldade da analise por cromatografia gasosa diretamente, uma vez que as
substancias s&o pouco volateis, a qual tem sido superada pela utilizagcdo de

cromatografia liquida ou derivacao para analise por cromatografia gasosa.
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4 Analise de hormonios estrogénicos

4.1 Técnicas cromatograficas

Cromatografia (escrita colorida, do grego) é uma técnica de separacéo pela
qual os componentes de uma mistura podem ser separados da amostra (analitos) ao
serem transportados através de um material empacotado (a fase estacionaria) por
um fluido mével (SEWELL & CLARKE, 1987). Se o fluido movel, também chamada
fase movel, € um gas, a técnica é conhecida como cromatografia gasosa; se for
liquida, é chamada cromatografia liquida.

O termo “cromatografia liquida” tem sido usado para descrever varios
sistemas cromatograficos que empregam liquido como fase moével. Os principais
tipos, de acordo com Mendham et al. (2002), sdo os seguintes:

- Cromatografia sélido-liquida: baseia-se em interagdes dos solutos em
sitios ativos de um adsorvente solido finamente dividido, usado como fase
estacionaria;

- Excluséo por volume (ou tamanho): a separag¢ao ocorre de acordo com o
volume da molécula em solugdo e do tamanho dos poros da resina (ou
gel) utilizada;

- Troca ibnica: baseia-se na separacdo de cations e anions por meio da
utilizacao de resinas trocadoras de ions;

- Cromatografia liquido-liquido: baseia-se na distribuicdo de moléculas do
soluto entre duas fases imisciveis, de acordo com as solubilidades
relativas. Neste caso, o meio de separagao € um solido inerte, finamente

dividido, que suporta uma fase liquida fixa (estacionaria). A separacao é
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feita passando-se a fase moével sob a fase estacionaria, normalmente
empacotada em uma coluna. Nos casos em que a fase estacionaria é
polar e a fase mével é apolar, denomina-se cromatografia liquido-liquido
em fase normal. Para os casos em que a fase estacionaria € apolar e a
fase movel polar, denomina-se cromatografia em fase reversa.

Os problemas relacionados a utilizacdo de liquido como fase mével na
cromatografia liquido-liquido tém sido superados por meio de estabelecimento de
ligacdes entre a fase estacionaria e suportes de silica (SEWELL & CLARKE, 1987).
As fases ligadas sao preparadas a partir da reagcdo de grupos silandis com

clorossilano (Figura 4).

Figura 4 - Reagdo do grupo silanol com silano para preparagdo de fase ligada utilizada em
cromatografia liquido-liquido. Fonte: Sewell & Clarke (1987).

Neste caso, geralmente os grupos R sdo metilas (CH3). A natureza do grupo
R’ pode variar de acordo com a polaridade desejada para a fase estacionaria.
Geralmente R’ € uma cadeia hidrocarbbénica (Cs, Cs e Cis) a qual confere
caracteristica apolar a fase estacionaria (SEWELL & CLARKE, 1987). De acordo
com os autores, tal apolaridade pode ser reduzida com a substituicdo do grupo CHs
terminal da cadeia carbénica por um grupo ciano (CN) ou amino (NH>).

O primeiro cromatégrafo liquido de uso pratico foi construido por Csaba

Horvath, na Universidade de Yale, em 1964 (Mortimer, 1967, citado por MENDHAM
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et al., 2002). De acordo com Mendham et al. (2002), atualmente, os cromatégrafos
de fase liquida sdo compostos de:

- Sistema alimentador de solvente: composto por bombas, controladores de

presséao, controles de fluxo e filiro de entrada;

- Sistema de injecdo da amostra;

- Coluna;

- Detector;

- Controle e visualizacao de dados.

Na Figura 5, apresenta-se um esquema da configuracdo dos cromatografos

liquidos.

Figura 5 - Caracteristicas de um cromatografo com fase liquida. Fonte: Mendham et al. (2002).

Existem diversos detectores possiveis de utilizagdo em cromatografia liquida.
A deteccdo por fluorescéncia destaca-se pela grande seletividade, pois poucas

moléculas fluorescem quando comparadas ao numero de moléculas que absorvem
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radiacéo eletromagnética (SHELLY & WARNER, 1983). De acordo com os autores,

o espectrofotdmetro de fluorescéncia convencional € composto de cinco partes:

a) Fonte de radiagéo: pode ser composta de uma lampada de xenbnio (ampla

faixa de espectro), mercurio (maior energia de excitagdo) ou de xendénio-

mercurio associados;

b) Sistema de selecdo do comprimento de onda de excitagdo: consiste em

fitro ou monocromador com a fungdo de selecionar a radiagao
monocromatica para excitagao da amostra;
Célula da amostra: célula com microfluxo (menor que 20 uL) construida

em quartzo;

d) Sistema de selecdo do comprimento de onda de emissdo: similar ao

sistema de selecdo do comprimento de onda de excitag&o. E instalado em
angulo de 90° em relagéo ao eixo de excitagdo para evitar a interferéncia

de radiacao dispersa;

e) Detector: tubo fotomultiplicador situado na saida do monocromador de

Figura 6 -

emissio.

Espectrofotdmetro de fluorescéncia convencional. Fonte: adaptado de Shelly & Warner
(1983).
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Diante da complexidade das amostras ambientais, ndo é possivel a injegao
direta das mesmas no sistema cromatografico, sendo necessario, geralmente, o
preparo por meio da pré-concentracdo e da limpeza (clean up) do extrato

concentrado.

4.2 Extracao em fase solida

A extracdo em fase soélida (Solid Phase Extraction, SPE) € uma das varias
técnicas disponiveis a ser aplicada entre a coleta e a analise da amostra. Essa
técnica ganhou destaque nos anos de 1970 quando surgiram os cartuchos contendo
silica modificada, fato que ampliou a aplicabilidade para amostras aquosas
(SIMPSON & WELLS, 2000). De acordo com os autores, a extracdo em fase sélida
pode ser utilizada para alcangar os seguintes objetivos:

- Concentracéao do analito;

- Remocgéao de moléculas indesejaveis da amostra (clean up);

- Remocgéao da matriz da amostra / troca de solvente.

Esses objetivos sdo alcangados nos quatro passos que envolvem a extracao
por SPE. O primeiro passo deve ser executado antes da passagem da amostra,
sendo denominado condicionamento. Esse consiste na passagem seguida de
solventes com polaridade crescente para promover arranjo das cadeias carbdnicas
do adsorvente de forma a facilitar o acesso do analito as mesmas, viabilizando a
recuperacao desejavel (PESEK & MATYSKA, 2000). Na Figura 7, utiliza-se Cis
como exemplo para mostrar a acdo do condicionamento sob tais cadeias carbonicas.
As etapas que seguem o condicionamento do cartucho na extracdo em fase soélida

s&o mostradas na Figura 8.
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Figura 7 - Etapas do condicionamento de silica ligada a octadecil. A - sem condicionamento. B -
parcialmente condicionado. C - totalmente condicionado. Fonte: Pesek & Matyska (2000).

Figura 8 - Etapas da extragdo em fase solida: condicionamento (A), passagem da amostra (B),
lavagem do cartucho (C) e eluicdo (D). Fonte: Mendham et al. (2002).
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Conforme Figura 8, depois do condicionamento do cartucho, € feita a
passagem da amostra pelo adsorvente, onde ha a retencédo do analito e de outras
substancias com afinidade a esse (SIMPSON & WELLS, 2000). De acordo com os
autores, em seguida, é realizada a lavagem do adsorvente para a liberagcado das
substancias indesejaveis retidas e, finalmente, a eluicdo dos analitos com um

solvente adequado.

4.3 Analise de estrogénios em aguas naturais e tratadas

Com base nas semelhancgas entre as propriedades fisicas e quimicas dos
estrogénios, os mesmos podem ser analisados simultaneamente (TERNES, 2001).
Os métodos publicados na literatura para a determinagcéo de estrogénios em agua
sdo principalmente baseados em extracdo em fase sélida, derivacao (sililagdo) e
deteccéo por CG/MS ou CG/MS/MS (TERNES, 2001). Outras alternativas consistem
na cromatografia liquida com detecgdo por fluorescéncia, radioimunoensaio
(SNYDER et al., 1999) ou espectrometria de massas (BARONTI et al., 2000).

Na Tabela 3, apresentam-se alguns aspectos dos métodos mais utilizados
para a determinacéo de estrogénios em aguas naturais e tratadas.

Além da analise quimica dos estrogénios, é fundamental que as etapas de
coleta e de preservacdo da amostra garantam boa recuperagao para posterior
analise. Na Tabela 4, sao apresentados resultados de teste de preservagao de
amostra em frascos sob refrigeragcdo com adi¢cao de 1% de formalina (formol 37%) e
nos cartuchos de extracdo em fase sélida, com lavagem (com agua ou metanol) e

refrigeracao.
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Tabela 3 - Alguns métodos analiticos utilizados para determinagdo de horménios estrogénicos em
aguas naturais ou tratadas.

Volume
Referéncia  de agua Analito’ Técnica Cartucho Condicionamento  Eluente Clean up Lavagem Derivagao
L)
. SDB-XC Cartucho
Belfroid et al. E2, E1, EE2 ) Acet Reagente
(1999) 1 6 E2-G CG/MS/MS  (disco) MeOH MeOH ACH_;e - SIlA
mino
Hex 2
MSTFA
Ternes et al. E1, E2, EE2 Acet Cartucho 3
(1999) 1 coutros ~ CC/MSMS Cio MeOH Acet Silica ) B“./II.EL
H,O pH 3
Snvder et al SDB-XC Acet Acet
)(/1 999) ’ 5 E2 e EE2 HPLC/FLU  (disco) - MeOH - DCM -
Hex MeOH
MeOH/ H,O
Jeannot et al Oasis Eter dietilico ~ MeOH/ Eter (432%0) S
(2002) 1 E2, EE2 e E1 CG/MS HLB MeOH d|et_|l|co MeOH/NH; BSTFA
H,O (10:90)
/H,0
(10:2:88)
MeOH
MeOH/H,O
. SDB-XC MeOH/ACN (1:1)
Xiao et al. E1,E2,E3e \ (4:1) MeOH/DCM 5
2,5 GC/NCI/MS  (disco) MeOH/ H;O (4:1) . PFBO
(2001) EE2 MeOH/ H;0 (1:1) Me(():—_lﬁCN (2:3)
H,O )
ACN
Matsumoto et E1, E2, EE2 H.O Cartucho 7
al. (2002) 0,5 e E3 HPLC/FLU Cis AceOFt AceOEt Amino - CDPP
H,O
Kuch & . ACE
Ballschmiter  20u5 = - =2 EE2 hrgemcims HeoM! MeOH o ) o
(2001) H,O pH 4
Boyd et al E1,E2e SDB-XC MDecOI\/Ti MeOH BSTFA
’ 1 ’ CG/MS ; DCM Silica
(2003) outros (disco) MeOH
MeOH -
H.O
Rodriguez- .
E1, E2, EE2, Lichrolut MeOH
MO(ZZ%ZOT) al. 0,5 E3 e outros LC/ESI/MS RP-18 H,0 MeOH ) -

"E2, 17 p estradiol; E1, Estrona; EE2, Etinilestradiol; E2-G, 17 p estradiol conjugado; E3, estriol.
2N metil N (trimetilsilil) trifluoroacetamida.

® Trimetilsilil imidazol.
* Ditioeritrol.

® Bis (trimetilsilil) trifluoroacetamida.
® Cloreto de pentafluorobenzoila.

7 5-(4"-clorosulfonico-1’,1”difenil-4’-yl)-1,1,1,2,2-pentafluoro-3,5-pentanodiona.

- Informagéo nao fornecida no artigo.

Tabela 4 - Efeito de tratamentos para estocagem e a influéncia na recuperagéo de quatro estrogénios
presentes em agua fluvial na concentragdo de 10 ng L™

Caracteristicas Recipiente
do teste Frasco® Cartucho Carbograph™
Tratamento

Tempo (dias) 14 28 60 14 14 60 60
T (°C) 4 4 4 20 20 -18 -18
Lavagem H,O MeOH H,O MeOH
Estrogénio Recuperacéo (%)
Estriol 87 89 65 60 87 77 92
17 B estradiol 89 86 58 64 91 75 89
Etinilestradiol 88 84 63 59 92 71 92
Estrona 90 89 114 77 90 76 93

# Com adigdo de 1% de solugéo de formol 37 % (v/v) como preservativo.
Fonte: Baronti et al. (2000).
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O estudo de estocagem de amostra realizado (BARONTI et al., 2000) indica
que a melhor estratégia para evitar a degradacédo de estrogénios consiste na
passagem das amostras pelos cartuchos para extracdo em fase soélida, lavagem com
metanol e estocagem a -18 °C.

Além da analise quimica direta, a literatura apresenta bioensaios ou
biomarcadores que podem ser utilizados para complementar as informacdes
fornecidas pela analise quimica.

Trutas arco-iris machos, carpas e enguias tém sido utilizadas como
bioindicadores. Nesses, depois de expostos em viveiros ou em vida livre, a
vitelogenina do plasma ou da fragéo citosélica do figado dessas espécies é coletada
e analisada por radioimunoensaio (SOLE et al., 2001). O aumento da vitelogénese
expressa maior potencial estrogénico da amostra, no entanto n&o atribui esse efeito
a uma substancia especifica.

Os bioensaios podem ser realizados com diversos organismos. Uma das
alternativas consiste no uso de leveduras modificadas geneticamente. Essas, na
presenca de estrogénios, produzem a enzima [ galactosidase, que é secretada no
meio onde metaboliza um substrato cromogénico amarelo (clorofenol vermelho-p-D-
galactosideo), resultando em um produto mensuravel por absorbancia a 540 nm
(DESBROW et al., 1998).

Outra alternativa é o teste de multiplicagdo de células de cancer de mama,
denominadas MCF 7. Primeiramente, as células sido cultivadas por um dia em meio
de cultura livre de estrogénios e depois semeadas em diluicbes da amostra. Em
seguida, a multiplicagdo das células € avaliada pela analise do conteudo protéico
total usando sulforonamida B e leitura da absorbancia em 550 nm (KORNER et al.,

1999). Os hormdnios consistem em um fator de crescimento para essas células, e
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quanto maior a concentragdo de estrogénios na amostra, maior sera o conteudo
protéico encontrado depois da incubagao.

Outras medidas fisiolégicas ou bioquimicas podem ser conduzidas em
estudos multidisciplinares, tais como o indice gonadossomatico (IGS), ou seja, a
massa relativa da gbnada referente a massa do restante do peixe, sendo que quanto

maior a exposi¢cao a compostos estrogénicos, maior o IGS (JOBLING et al., 1998).

4.4 Validagao de métodos cromatograficos

A validagdo de métodos analiticos é necessaria para o reconhecimento das
limitagcdes e confiabilidade dos resultados obtidos.

O processo de validagdo consiste na avaliagdo de diversos critérios, tais
como seletividade, linearidade, sensibilidade, limite de deteccao e quantificagao, e
preciséo.

Diferentes normas, editadas por varios 6rgdos nacionais ou internacionais,
estabelecem critérios para a validagcdo de métodos analiticos. As diretrizes
brasileiras mais relevantes sédo a Resolu¢cdo - RE 899, da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2003) e o
DOQ-CGCRE-008, do Instituto Nacional de Metrologia (INSTITUTO NACIONAL DE
METROLOGIA, NORMALIZAGAO E QUALIDADE INDUSTRIAL, 2003).

A seguir, sdo descritas as definicbes de cada critério de acordo com as
normas mais relevantes (RIBANI et al., 2004).

Seletividade: é a capacidade de avaliar de forma inequivoca as substancias
em exame, na presenca de componentes que podem interferir na determinacéo de
analitos em uma amostra complexa. A primeira forma de avaliar consiste em

comparar a matriz isenta da substancia de interesse e a matriz adicionada com a
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substancia (padrao); para este caso, nenhum outro composto deve eluir no tempo de
retencéo da substancia de interesse.

Linearidade e faixa de aplicagao: a linearidade corresponde a capacidade
do método em fornecer resultados diretamente proporcionais a concentragcao da
substancia em exame, dentro de uma determinada faixa de aplicagao.

A relacéo entre o sinal e a concentracao deve ser determinada empiricamente
a partir de sinais medidos para concentragbes conhecidas. Essa relagcdo pode ser
expressa por meio de uma equacgao de reta chamada curva analitica. Por meio da
regressao linear, podem-se obter os coeficientes angular (a), linear (b) e de
correlagédo (r). Esse ultimo oferece informagdes a respeito da qualidade da curva
analitica, pois, quanto mais préximo de 1,0, menor a dispersao dos pontos.

A faixa de aplicagcdo corresponde ao intervalo entre o valor superior e o
inferior da substancia em exame que atenda aos requisitos de precisao e exatidao.

Precisao: expressa dispersdo dos resultados de ensaios repetidos para
mesma amostra ou padrao.

A precisdo pode ser expressa em trés niveis diferentes: repetitividade,
precisao intermediaria e reprodutibilidade. A repetitividade representa a reproducgéo
dos resultados de medigdes sucessivas efetuadas num curto espago de tempo e sob
as mesmas condi¢gdes: mesmo procedimento, mesmo analista, mesmo instrumento e
mesmo local. A precisdo intermediaria indica a variacdo referente a alteracdes
dentro do mesmo laboratério: dias diferentes, analistas diferentes ou equipamentos
diferentes. A reprodutibilidade é o resultado de estudos de colaboracdo em que
varios laboratorios analisam uma amostra em comum. Ela é importante para a
padronizagcdo de procedimentos analiticos a serem incluidos no CODEX ou em

farmacopéias.
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A precisdo pode ser expressa pelo desvio-padrdo absoluto, pelo desvio-
padrao relativo (coeficiente de variagao, CV) ou pelo intervalo de confianga. O limite
de precisdo aceito varia de acordo com a concentragdo do analito, conforme

mostrado na Tabela 5.

Tabela 5 — Precisdo aceitavel, expressa como coeficientes de variagdo, em fungdo do nivel de
concentracéo do analito.

Concentragdo do analito (%) Coeficiente de variagéo (%)
1 (100 %) 2
10" 2,8
107 (1%) 4
10° 5,6
10 8
10° 11
10°® (PpM) 16
10° 23
10°® 32
10 (ppb) 45

Fonte: Brito et al. (2003).

Exatidao: representa o grau de concordancia entre o resultado obtido para
um determinado ensaio e um valor aceito como verdadeiro.

A exatiddo pode ser avaliada pela utilizagdo de materiais de referéncia
certificados (CRM), os quais podem ser adquiridos em 6rgaos reconhecidos, como o
NIST (National Institute of Standards and Technology — USA), e sdo acompanhados
de um certificado que possui o valor e a incerteza para a concentragdo de uma dada
substancia. Outra forma de avaliagdo da exatiddo consiste na comparacédo dos
resultados obtidos empregando-se novo método e método oficial ou de referéncia.

Os ensaios de recuperagdo consistem em outra alternativa para a
determinacdo da exatiddo. A recuperacdo é definida como a quantidade de
substancia presente ou adicionada ao material de teste, que € extraida e passivel de
ser quantificada. Ela deve ser avaliada adicionando-se a substancia de interesse a

matriz em estudo, em, pelo menos, trés concentragdes.
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Na Tabela 6, apresenta-se o intervalo de recuperacdo aceito referente a

diversas faixas de concentragédo do analito a ser analisado.

Tabela 6 - Recuperacao aceitavel do analito em fungéo da concentragéo.

Concentragéo do analito (%) Intervalo de recuperacgéo aceito (%)
>10 98 — 102
>1 97 - 103
>0,1 95 -105
> 0,01 90 - 107
> 0,001 - > 0,00001 80-110
> 0,000001 60 -115
> 0,0000001 40-120

Fonte: Brito et al. (2003); Gonzalez et al. (1999).

Limite de detec¢cdo (LD): representa a menor concentragdo da substancia

que pode ser detectada pelo método, mas nao necessariamente quantificada. O LD

pode ser calculado de trés maneiras:

a)

b)

Método visual: é utilizado para determinar o limite de deteccéo
empregando a matriz com adicdo de concentragbes conhecidas da
substancia de interesse, de tal modo que se possa distinguir entre ruido e
sinal analitico pela visualizagdo da menor concentragdo Vvisivel
(detectavel). Esse procedimento também pode ser feito por meio do
instrumento utilizando parametros de detec¢cao no método de integracéo.

Método da relacdo sinal-ruido: aplica-se somente a métodos que
apresentam ruidos na linha de base. Para determinar a rela¢ao sinal-ruido,
é feita a comparacéo entre a medi¢cdo dos sinais de amostras em baixas
concentragbes conhecidas do composto de interesse na matriz e um
branco (matriz isenta do composto de interesse). Assim, é estabelecida a
concentracdo minima na qual a substancia pode ser facilmente detectada.
A relagéo sinal-ruido pode ser 3:1 ou 2:1, propor¢gdes geralmente aceitas

como estimativas de LD.
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c) Método baseado em parametros da curva analitica: neste caso, o LD pode
ser expresso como LD = 3,3 x s/S. Em que, s € a estimativa de desvio-
padrdo da resposta, que pode ser a estimativa do desvio-padrdo do
branco, da equacgéo da linha de regressédo ou do coeficiente linear da
equagdo, € S é a inclinacao (slope) ou coeficiente angular da curva
analitica. Para calcular esses dados, uma curva analitica deve ser feita
utilizando a matriz contendo o composto de interesse na faixa de
concentragéo proxima ao limite de detecgéo.

Limite de quantificacdo (LQ). representa a menor concentracdo da
substancia em exame que pode ser medida. O LQ pode ser determinado pelos
mesmos métodos para a determinacdo de LD. No método da relagéo sinal-ruido, o
critério a ser adotado passa a ser a taxa 10:1, para sinal-ruido. No método baseado
em parametros da curva analitica, a equacdo adotada para o calculo seria a
seguinte: LQ = 10 x s/S. Em que, s é a estimativa de desvio-padréao da resposta, que
pode ser a estimativa do desvio-padréo do branco, da equacédo da linha de
regressao ou do coeficiente linear da equacgédo, e S é a inclinacdo (slope) ou
coeficiente angular da curva analitica.

Robustez: mede a sensibilidade de um método frente a pequenas variagdes,
como o pH e a forga idnica da fase mével, programacao de temperatura, tempo de
extracao, etc.

Na Tabela 7, encontram-se alguns dados a respeito da validacdo dos
métodos da Tabela 3, disponiveis sobre a andlise de horménios estrogénicos em
aguas tratadas e naturais.

Observa-se que o maior limite de detecgao (1.600 ng L™) foi apresentado pelo

método de Snyder et al. (1999) para analise de 17 B estradiol e etinilestradiol, que
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utilizou a cromatografia liquida e a detecgéo por fluorescéncia (MATSUMOTO et al.,

2002).

Tabela 7 — Parametros da validacdo analitica para alguns dos métodos disponiveis na literatura para
andlise de hormonios estrogénicos em 4guas naturais.

Volume Coefici
. de o1 . 1 -1, Recuperagao oe |c_|en:[e
Referéncia Analito Técnica LD(ngL’) LQ(nglL") o de variagéo
amostra (%) (%)
(L) °
. E2, E1,
Belfroid et al. 1 EE2e CGMSMS 01a06 ] 88298 ]
(1999)
E2-G
Ternes et al E1.E2,
: 1 EE2e CG/MS/MS 0,5a2,0 - 41 a 90 Oa14
(1999)
outros
Snyder et al. 5 E2eEE2 HPLC/FLU 1.600 - 63a72  3ar7?
(1999)
Jeannotetal. ¢ E2EE2e 5 q ] 2a10 942109 2a5
(2002) E1
Xiao et al. E1, E2, -
oor 25 £3egey CGINCIUMS 0,2 84a116 11a22
Matsumotoet o5 ET.E2  p cpiu 600 a 650 ] 862105 4a58
al. (2002) E3 e EE2
Kuch & E1, E2,
Ballschmiter 2ou5 EE2e HRGC/NCI/MS 0,05a0,15 - - 34 a125
(2001) outros
Boyd et al. E1,E2e
(2003) 1 tros CG/MS 0,1a0,3 - 1182130 15a22
Rodriguez- E1, E2,
Mozaz et al. 0,5 EE2,E3e LC/ESIMS 0,53a 14,79 - 702119  4a23
(2004) outros

. 526,3\1/ L -?o :g:réagiol; E1, Estrona; EE2, Etinilestradiol; E2-G, 17 B estradiol conjugado; E3, estriol

O método de Matsumoto et al. (2002) baseou-se na analise por HPLC/FLU,
que utilizou a derivagdo pré-coluna com 5-(4”-clorossulfénico-1’,1"difenil-4’-yl)-
1,1,1,2,2-pentafluoro-3,5-pentanodiona. Nesse caso, os limites de deteccao
estiveram acima dos demais métodos descritos na literatura, indicando que essa
derivagcédo ndo consiste em boa alternativa para analise por cromatografia liquida.

Os métodos com base em cromatografia gagosa (BELFROID et al., 1999;
BOYD et al., 2003) apresentaram os menores limites de detecg¢do dentre os métodos

consultados (0,1 a 0,6 ng L™).
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5 Os hormoénios estrogénicos e o saneamento basico

5.1 Tratamento de esgoto doméstico

Antes da abordagem sobre a eficiéncia dos diversos tipos de tratamentos
existentes, devem-se destacar as diferencas existentes entre a forma com que os
horménios sao excretados e a forma em que exercem atividade biologica.

A excrecao diaria de hormoénios pelas mulheres é de 106; 14 e 32 ng de
estriol, 17 B estradiol e estrona, respectivamente. Na excrecdo, os mesmos
encontram-se conjugados, ou seja, ligados ao acido glucurénico (17 B estradiol) ou
ao sulfato (estrona) (D'’ASCENZO et al., 2003). Os hormdnios, quando conjugados,
encontram-se na forma inativa, pois perdem completamente a capacidade de ligagao
ao receptor estrogénico. O processo de quebra da conjugacao ocorre no percurso
do esgoto entre as residéncias até as ETEs ou dentro das ETEs. Isso ocorre pelo
contato com a elevada populacdo de Escherichia coli produtora das enzimas
glucuronidase e arilsulfatase (D’ASCENZO et al.,, 2003). Dessa forma, a rede
coletora e as ETEs podem ser consideradas reatores que convertem estrogénios da
forma inativa (conjugada) em ativa (livre).

Outra questao relevante consiste no fato de que alguns horménios estdao em
equilibrio entre si, tais como o 17 B estradiol (forma reduzida) e a estrona (forma
oxidada). Durante os processos de tratamento, pode haver a conversdo de um
estrogénio em outro, em fungao das condi¢cdes oxidantes/redutoras do meio.

Apesar das ressalvas apresentadas, até o momento ndo se sabe qual das
alternativas de tratamento de esgoto tem maior capacidade para a remogao de

estrogénios nas condigdes climaticas brasileiras. Na Figura 9, ilustra-se uma
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comparagao realizada em 1997, na ETE da Penha, no Rio Janeiro. Nessa estagao
de tratamento, logo apds a entrada, cerca de 70% do esgoto era encaminhado para
o tratamento pelo processo de lodos ativados e 30% para o processo de filtro
biolégico (ambos aerébios). Observa-se que a remocéo pelo processo de lodos
ativados apresenta maior remocéo para 17 B estradiol e etinilestradiol (TERNES et

al., 1999).
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Estrona 17 Beta Estradiol Etinilestradiol

O Efluente filtro biolégico O Efluente lodo ativado

Figura 9 - Percentagem média de remogdo de hormdnios durante a passagem por filtro biologico e
lodo ativado em ETE brasileira. Adaptado de Ternes et al. (1999).

Em estudo realizado no Estado do Arkansas (USA), observou-se que, para o
tratamento de esgotos com lodo ativado, a remogéo de horménios foi mais eficiente
NOsS processos em que ocorreu a remocdo de nutrientes, ou seja, o tratamento
terciario responsavel pela remocédo de nitrogénio e fésforo. Nesse caso, o lodo
possui tempo de detencdo de 11 a 13 dias e ocorre a multiplicagdo de
microrganismos capazes de degradar os estrogénios, fato que ndo ocorre em
processos convencionais com tempo de detencdo do lodo menor que quatro dias

(ANDERSEN et al., 2003).
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5.2 Tratamento de agua

De acordo com Parsekian (1998), as aguas para abastecimento podem ser
provenientes de dois tipos de mananciais: superficial e subterraneo. Normalmente, o
manancial subterrdneo necessita de operacdes simples, como desinfeccédo e
fluoretacao, para atingir as condi¢cdes de potabilidade. Quando a captacao de agua é
proveniente de manancial superficial, sdo necessarios outras operag¢des e processos
além da desinfeccdo e da fluoretacdo. A seqiéncia dos processos envolvidos no
tratamento convencional de aguas superficiais em ETAs é mostrada na Figura 10.

A seguir, cada etapa mostrada na Figura 10 é descrita, de acordo com
adaptacdes de Parsekian (1998).

Pré-tratamento, captacao e aducgao: antes de ser captada, a agua passa por
pré-tratamento, geralmente realizado por grade e caixa de areia onde se retém
impurezas grosseiras e sedimentam-se particulas em suspensao.

AGUA BRUTA

v

PRE-TRATAMENTO

v

COAGULACAO

v

FLOCULACAO

v

DECANTACAO

v

FILTRACAO DESCENDENTE

DESINFECGAO
FLUORETAGCAO
CORREGAO DE pH

Figura 10 - Tecnologia de tratamento completo de &gua destinada ao consumo humano (DI
BERNARDO, 1993).
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Coagulagao: as argilas presentes na agua encontram-se com cargas
negativas na superficie (Figura 11), as quais impedem o aglutinamento das mesmas.
Para remocdo, é necessario aplicar coagulantes que neutralizam essas cargas,
possibilitando a aproximagéo das particulas, que s&o removidas posteriormente na
decantacdo. As substancias mais utilizadas como coagulantes s&o o sulfato de
aluminio, o cloreto férrico, o sulfato férrico e o policloreto de aluminio.

A coagulagéo é resultado de quatro mecanismos distintos: compresséo da
camada difusa, neutralizagdo de cargas, varredura e formacédo de ponte. Em
estacdes que empregam o tratamento completo, o mecanismo de varredura é o mais
recomendado, pois os flocos formados sdo maiores e apresentam velocidades de
sedimentagado relativamente altas. Nesse mecanismo (Figura 12), ha a formagéo
excessiva de precipitados de forma que os colbdides s&o aprisionados nos mesmos.

Floculagao: apo6s aplicar o coagulante, efetua-se mistura rapida de forma a
possibilitar a distribuicdo uniforme do coagulante e que todas as particulas tenham
contato com as espécies hidrolisadas. Posteriormente a essa mistura, segue-se
mistura lenta, a qual se denomina floculacéo.

Decantagao: a decantacédo, também denominada sedimentacado, € definida
como fendmeno fisico, em que as particulas suspensas apresentam movimento
descendente em meio liquido de menor massa especifica, devido a agdo da
gravidade.

Filtracao: esta etapa € uma das barreiras sanitarias, na qual as impurezas
sdo retidas pela passagem de agua em meio poroso. Os filtros denominados
rapidos, compostos de areia e antracito, sdo aqueles em que predominam a ac¢ao da

profundidade.
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Desinfeccdo, fluoretagcdao e corre¢cao de pH: a desinfeccdo € feita
principalmente pela adicdo de cloro gasoso (Cl,). A adigdo do cloro é restrita pela
Portaria 518/04 (BRASIL, 2004) a concentragdes entre 0,2 e 2,0 mg L de cloro

residual livre.

Figura 11 - Representagédo esquematica de uma particula de argila. Fonte: Olphen (1977), citado por
Di Bernardo (1993).

FIGURA 12 — Esquema da coagulagéo de particulas coloidais nos mecanismos de neutralizagdo de
carga (turbidez alta) e varredura (turbidez baixa). Fonte: Amirtharajah & Mills (1982),
citado por Di Bernardo (1993).
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A acdo desinfetante é obtida por meio do contato do cloro com a agua e

formacgao de hipoclorito, de acordo com a seguinte equagao:

C|2(g) + H,O — HCIO + HCI

HCIO > H" + C|O_(|)

A fluoretagdo ocorre por meio da aplicagéo de solugdo de acido fluorsilicico
(H2SiFs), fluoreto de calcio (CaF»), fluossilicato de sddio (NaySiFs) ou de fluoreto de
sodio (NaF) (BRASIL, 1975). O valor maximo permitido estda em 1,5 mg L™ para o
Brasil (BRASIL, 2004) e entre 0,6 e 0,8 mg L™ de fluoreto para o Estado de Sao
Paulo (BRASIL, 1975).

Em seguida, deve ser feita a aplicacdo de suspensao da cal hidratada de 8%
a 10% (m/v) para a corregcéo de pH com vistas a assegurar que nao haja formagao
de depdsitos ou corrosédo na rede de abastecimento. O pH recomendado para agua
de abastecimento esta entre 6,0 e 9,5 (BRASIL, 2004).

A remocgao de estrogénios em aguas de mananciais superficiais tem sido
pesquisada quanto aos processos de tratamento para potabilizagdo com tecnologias
convencionais e avangadas.

Sabe-se que o0 ozbnio reage com grande numero de compostos. A constante
de velocidade de reacdo do didxido de cloro é duas ordens de magnitude menor que
a do ozbénio, no entanto € maior que o cloro gasoso. Ambos os oxidantes, didéxido de
cloro e cloro gasoso, reagem primariamente com grupos funcionais ricos em
elétrons, como fendis e aminas, portanto sédo efetivos na oxidagdo de estrogénios
quando aplicados no tratamento de agua (HUBER et al., 2005).

Além da desinfecgdo, varios materiais apresentam capacidade de adsorver

estrogénios quando presentes em agua e poderiam ser utilizados no tratamento
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convencional. Dentre os materiais, podem-se citar o carvao ativado granular, a
quitosana, a quitina e adsorvente organico preparado a partir de lodo de ETE
calcinado (ZHANG & ZHOU, 2005). Em comparacao feita por esses autores, o
adsorvente organico apresentou melhor desempenho (87.500 mL g' para E1 e
116.000 mL g para E2), seguido pelo carvdo ativado granulado (9.290 mL g™ para
E1 e 12.200 mL g para E2). A desvantagem da utilizagdo do método de adsorcéo
para a remoc¢ao dos hormédnios consiste no tempo para atingir o equilibrio, que pode
ser de até 125 horas para o carvao ativo granular, conforme observado pelos
mesmos autores.

Além das técnicas convencionais de tratamento de agua, existem tecnologias
avancgadas a serem utilizadas quando as técnicas convencionais ndo sao aplicaveis.
A utilizagcdo de membranas para a remog¢éo de compostos organicos de baixa massa
molecular tem sido proposta como alternativa para a remogéo de horménios de
aguas.

Nessa classe de tecnologias, estdo inseridas a osmose reversa, a
nanofiltracao e a ultrafiltracdo. Em todos os casos, a remocéo se da devido a carga e
ao tamanho molecular. A nandfiltracdo difere da osmose reversa porque a primeira
retém somente ions multivalentes. As membranas de nanofiltragdo possuem
caracteristicas intermediarias entre a ultrafiltracio e a osmose reversa (SCHAFER et
al., 2003).

Para processos de nanofiltracdo com membranas de poliamida-uréia, com o
didmetro de poro inferior ao da molécula, o mecanismo predominante & de
“peneiramento molecular”. A nanofiltracdo apresenta capacidade de remocéo entre

95 e 99% na faixa de concentracéo entre 1 e 1.000 ng L™ (SCHAFER et al., 2003).
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Quanto a osmose reversa, para membranas de poliamida com diametro do
poro maior que da molécula de estrona, prevalece o mecanismo de retengao por
adsorgcdo por meio da formagdo de ligagbes de hidrogénio. Essa retengdo se
mantém acima de 95% e reduz até 10% para solu¢gées com pH maior que o pka da
estrona (10,5), pelo comprometimento da formacédo de ligacbes de hidrogénio
(NGHIEM et al., 2002).

Outra técnica avancada de tratamento que pode ser utilizada, é a degradagao
por fotocatalise com TiO, (OKHO et al., 2002), a qual apresenta degradacao de mais
de 99% de 17 B estradiol em 30 minutos, em solucdo com concentracdo 10 mol L.
Nesse caso, os produtos gerados foram identificados como sendo 10g-17p-diidroxi-
1,4-estradienona3 (DEO), androsta-4,16-dienona (ADO) e testosterona (TS).

A fotodegradacdo da estrona também é possivel com o sistema foto-Fenton
[UV-VIS/Fe(lll)/H202]. No arranjo testado por Feng et al. (2005), utilizando
concentracdes de 185 umol L™ (60 mg L', em solucdo-padrdo), a eficiéncia de

remocao foi de 98,4% apds 160 minutos de irradiagao.
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Il MATERIAIS E METODOS'

1 Materiais, equipamentos, reagentes

1.1 Materiais

- vidraria de uso comum em laboratério (béquer, erlenmeyer, pipeta, baldo
volumétrico);

- seringa de vidro de 5 mL, fabricada pela YALE;

- microsseringa de vidro de 100 e 250 uL, fabricada pela HAMILTON;

- unidade filtrante PVDF (fluoreto de polivilideno), Durapore, MILIPORE,
0,45 um de diametro de poro e 13 mm diametro do filtro;

- filtro de fibra de vidro GF-C, 47 mm de diametro, 1,2 um de didmetro de
poro, marca Schleicher & Schuell;

- coluna capilar de silica fundida SBP-5 (5% difenil e 95% dimetil
polissiloxano) com 30 cm de comprimento, 0,25 mm de diametro interno e
filme de 0,25 um, da SUPELCO;

- pré-coluna com 30 mm de comprimento e 4,6 mm de diametro, fabricada
pela PHENOMENEX;

- coluna C18 com 250 mm de comprimento por 4,6 mm de didmetro e
tamanho de particulas de 5 um, fabricada pela PHENOMENEX;

- coluna C18 PAH com 250 mm de comprimento por 4,6 mm de diametro e
tamanho de particulas de 5 um, fabricada pela SUPELCO;

- conjunto de filtracdo para extracdo em fase sélida, com 19 posicoes,

WATERS;
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- conjunto de filtracdo, marca MILLIPORE;

- compressor-aspirador modelo DIA PUMP CAL, marca FANEM,;

- cartucho para extracdo em fase sélida ACCUBOND C18 de 500 mg e 6 mL,
AGILENT-HP, e

- outros materiais: suporte, garra, papel indicador de pH colorpHast.

1.2 Equipamentos

- banho de ultra-som, 40 Hz, 20 L, Thornton;

- balanga analitica METTLER TOLEDO AG 245;

- cromatografo a gas VARIAN, modelo 3800, acoplado a um espectrometro de
massas VARIAN, modelo MS/MS 2000;

- cromatografo liquido WATERS, modelo 501, acoplado a integrador
WATERS, modelo 746, com detector uv/vis variavel, modelo 486;

- cromatoégrafo liquido Pro Star, com detector de fluorescéncia, modelo 360, e
injetor automatico modelo 400, acoplado a uma workstation VARIAN;

- espectrofotébmetro uv/vis, modelo Lambda 14 P, marca PERKIN ELMER,;

- espectrofotébmetro de fluorescéncia VARIAN, modelo Cary Eclipse;

- analisador de carbono TOC, modelo 5000 A, marca SHIMADZU, e

- GPS GARMIN eTrex Vista.
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1.3 Reagentes, solventes e padroes

- detergente alcalino Extran, MERCK;

- metanol (grau HPLC) e acetonitrila (grau HPLC) da J.T.BAKER, hexano e
acetona (grau HPLC) da MALLINCKRODT;

- agua deionizada obtida do sistema Milli-Q plus MILLIPORE, e

- padrdes de hormdnios, com grau de pureza entre 100 e 99,4%, para
17 B estradiol e estrona, respectivamente, da marca FLUKA; mirex, da

marca SIGMA-ALDRICH, 98,8% de pureza.

2 Lavagem da vidraria

A vidraria foi lavada utilizando o detergente alcalino Extran (2%). Em seguida,
foram enxaguadas com agua de torneira, agua destilada, agua deionizada e secas

ao ar.

3 Preparacao das solucoes-estoque

Foram preparadas solugcdes-padrdo de concentragcdo nominal 100 ug mL™
(massa do padrao por volume de acetonitrila para HPLC/UV e HPLC/FLU e massa
do padrao por volume de metanol para GC/MS) para cada um dos analitos de
interesse. A partir das solucdes-estoque, foram preparadas solugcées mistas com
diferentes concentracdes dos padroes, de modo a adequar-se a sensibilidade dos

sistemas cromatograficos avaliados.
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4 Selecao e otimizacao do sistema cromatografico

4.1 Resolucao cromatografica do sistema GC/MS

Para a separacéo e a deteccao dos analitos, primeiramente, foi utilizado um
sistema GC/MS (Cromatégrafo Gasoso acoplado a um detector de Espectrometria
de Massas) sem derivagdo dos analitos, conforme Soliman et al. (2004). O padrao
interno  (mirex) e as condigbes cromatograficas foram utilizados conforme
recomendagao de Ternes et al. (1999).

Essa técnica apresentou duas desvantagens: baixa sensibilidade pelo fato de
ter sido possivel detectar apenas concentragées em torno de 20 mg L™' e baixa
repetitividade. Diante disso, a continuidade da utilizagdo dessa técnica deveria dar-
se de modo a alterar o preparo da amostra, acrescentando uma etapa de derivagao
apoés a extracao. Essa etapa conferiria maior volatilidade aos analitos e resultaria em
melhoria na qualidade da resposta. No entanto, devido ao alto custo dos reagentes
de derivacdo a elevada toxicidade dos mesmos e a demora do processo de
derivacao, optou-se pela tentativa de utilizacdo de cromatografia liquida para a

elaboragao do método, conforme descrito a seguir.

4.2 Resolucao cromatografica do sistema HPLC/UV

Para os estudos do sistema HPLC/UV (Cromatégrafo Liquido acoplado a um
detector de UV), foram utilizadas solugbes-padrao mistas, em acetonitrila, com
concentracdes variando entre 2,5 e 12,5 mg L™, preparadas a partir da diluicdo das

solucbes-estoque.
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O equipamento utilizado foi um Cromatdgrafo Liquido com detector de UV em
281 nm. O volume injetado (injetor manual), utilizando-se de microsseringa, foi de
20 uL. Empregou-se vazdo de 1,0 mL min~' do sistema eluente e as condigdes
cromatograficas descritas por Snyder et al. (1999): gradiente linear de H.O/ACN, de
50 a 76% de ACN em 10 minutos (2,6% de ACN/min). Foi construida curva analitica
com cinco concentracdes dos padrdes e numero de repeticdes para cada ponto igual
a dois.

A curva analitica forneceu informagdes sobre a linearidade da faixa estudada
por meio do célculo do coeficiente de correlagdo (R?) e coeficiente de variagdo dos
fatores de resposta (Area/Concentragdo, A/C). Nesse calculo, utilizou-se da relacdo

descrita a seguir (BRITO et al., 2003):
S
CV(%)= (—Jxloo
M

Em que: S, desvio-padrao; M, média.

Os limites de deteccéo (LD) e quantificacdo (LQ) do sistema cromatografico
foram determinados experimentalmente. Considerou-se como o LD do sistema
cromatografico a menor concentracdo em que ha identificacdo da substancia do
pico, no entanto com area nao-reprodutivel em injecées sucessivas. Para o LQ do
sistema cromatografico, considerou-se a menor concentracdo a apresentar area

reprodutivel em injecoes sucessivas e que integrasse o intervalo de linearidade.

4.3 Resolucao cromatografica do sistema HPLC/FLU

Para a separacdo e a deteccdo dos analitos no sistema HPLC/FLU

(Cromatégrafo Liquido acoplado a um detector de Fluorescéncia), foram utilizadas
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as seguintes condicdes otimizadas neste trabalho: volume de injecdo (automatico)
de 20 pL, vazdo de 1,0 mL min™" e eluicdo isocratica H,O/ACN 1:1.

Para esta etapa, utilizou-se de solucdo-padrdo mista contendo os dois
horménios nas concentracdes entre 1,0 e 10 mg L™ para a estrona e 12,5 e
100 ng mL™ para o 17 B estradiol. Essas concentragdes foram escolhidas por
apresentarem picos com boa deteccdo no detector de fluorescéncia. Nesta etapa,
foram utilizados os comprimentos de onda de excitagdo de 230 nm e de emissao de
306 nm, para a deteccéo.

Para o sistema HPLC/FLU, a curva analitica foi construida com cinco pontos e
trés repeticbes para cada ponto, conforme recomendado pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (2003).

A avaliagdo do desempenho do sistema cromatografico foi feita da mesma
forma que para o HPLC/UV, com dois recursos: coeficientes de correlagao da curva

analitica (R®) e coeficiente de variagdo dos fatores de resposta (A/C).

5 Validacao do método

Foram estudados sistemas envolvendo Cis como fase estacionaria e acetona
como eluente, devido a presenca dessas caracteristicas em varios métodos
presentes na literatura, conforme pode ser observado na Tabela 3.

As principais variagdes efetuadas ocorreram no condicionamento do cartucho,
tendo sido estudados o0s seguintes sistemas: MeOH, MeOH/H.0,
Hex/Ace/MeOH/H,O pH 3. Destaca-se que esse Uultimo sistema estudado esta
descrito por Ternes et al. (1999). Para os trés testes, outras condi¢coes foram
utilizadas:

- vazao da amostra: 6 mL min™;
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- secagem do cartucho antes da eluicao, durante 1 hora, sob vacuo;
- eluicdo sem aplicagao de vacuo;
- evaporacao do extrato em acetona até a secura e ressuspensdao em
600 pL de acetonitrila;
- filtracdo do extrato em acetonitrila em filtro com 0,45 um de didmetro de
poro.
Primeiramente, foram utilizadas amostras de agua de torneira (do Instituto de
Quimica da UNESP; 4gua subterranea sem tratamento) com fortificacdo de 8 ug L™
para estrona e 74 ng L para 17 B estradiol. Os procedimentos avaliados encontram-

se descritos na Tabela 8.

Tabela 8 - Procedimentos de extracdo em fase solida testados com agua subterranea.

Método Volume de Massa de Condicionamento do cartucho Volume do eluente
amostra adsorvente
A 500 mL 500 mg 5 mL MeOH 5 mL Acet
5 mL MeOH 5 mL Acet
B 500 mL 500 mg
5 mL H,O
6 mL Hex 4 mL Acet
2 mL Acet
C 500 mL 500 mg
6 mL MeOH

10 mL H,0 pH 3

Posteriormente, foi selecionado o método de extracdo que apresentou melhor
desempenho, usando como critério a obtencao de recuperacao entre 40 e 120% e o
coeficiente de variagdo menor que 45% para repeticdes (BRITO et al., 2003), e
procedeu-se a validagdo do mesmo.

Para a validacao do método, utilizou-se do estudo de recuperacdo para a

determinacgao da precisédo e exatidao conforme descrito por Brito et al. (2002). Foram
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feitas trés repeticoes do procedimento de extracdo com agua fortificada, nas

concentracdes descritas na Tabela 9.

Tabela 9 - Niveis de fortificagdo utilizados para teste de extracdo em fase sdélida com &agua

subterranea.
. Estrona 17 B estradiol
Nivel - -
(ug L) (ng L)
Baixo 2 25
Médio 8 100
Alto 20 200

Em seguida, foram feitos ensaios de recuperacdo com amostras de aguas
naturais (manancial superficial) para avaliar o desempenho do método aplicado a
essa matriz, uma vez que o presente estudo de caso se refere a amostras de agua
tratada e natural.

Para viabilizar a andlise de dgua superficial, alteracées no método mostraram-
se necessarias. Realizou-se filtracdo em filtros de fibra de vidro GF/C (47 mm de
diametro, 1,2 um diametro de poro) para remocao de material em suspensao antes
da extragdo em fase solida. Além dessa, procedeu-se, neste caso, ao clean up do
cartucho de Cqs antes da eluicdo, pela passagem de 10 mL de solugao H,O/MeOH
(9:1, v/v). Com o decorrer do estudo, mostrou-se necesséaria também a utilizagdo de
1.000 mL de amostra, ao invés de 500 mL, conforme utilizado anteriormente no
ensaio realizado para a validagdo do método com agua subterranea.

Para a validagdo do método em &gua superficial, as amostras fortificadas
foram submetidas ao aging (envelhecimento) durante 4 horas, a 4 °C, sob protegéo
de luz, a fim de promover a interacdo do padrao adicionado com os componentes
das amostras. A realizacao de refrigeragdo durante o aging mostrou-se necessaria,
uma vez que os analitos consistem em substancias em equilibrio e que 0 mesmo era

deslocado com aging a temperatura ambiente.
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A seguir, é apresentado, de forma esquematica, o método validado e utilizado

para o estudo do caso de Jaboticabal - SP.

Condicionamento:
Coleta 6 mL Hexano
(1.000 mL, 2 mL Acetona
frasco 6 mL Metanol
ambar) 10 mL Agua pH 3
A 4 A 4
Transporte Filtracdo Extracdo em fase Eluicao:
(4 °C) »  (GF/C) > soélida (C18) ™ 4 mL Acetona
A
A 4
Clean up: Evaporacao a
10 mL Metanol : secura (N,)
Agua 1:9
\ 4
Redissolucao:
600 pL
Acetonitrila
\ 4
Filtrag&o:
PVDF 0,45 pm
@ de poro
A 4
Eluicéo: Analise
Acetonitrila / > HPLC/FLU
Agua (50:50) 7y
Deteccao:
Excitagdo 230 nm
Emiss&o 306 nm

Figura 13 - Esquema do método validado e utilizado para analise de 17 B estradiol e estrona em
aguas naturais e tratadas.
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E mostrado, na Figura 14, o arranjo experimental utilizado para a realizagéo

da extracdo em fase sélida.

Figura 14 - Arranjo experimental utilizado para extragdo em fase sélida.

Os critérios utilizados para a validacdo do método foram a obtencao de
recuperacao entre 40 e 120% e coeficiente de variacdo menor que 45% para as
repeticdes (BRITO et al., 2003).

Além das validacoes ja citadas, foram realizadas tentativas de validacao da
analise de estrogénios pelo método proposto em &agua potavel. A auséncia de
resultados que atendessem aos critérios adotados neste estudo, quando o método
fora aplicado a esta matriz, foi avaliada detalhadamente de acordo com os possiveis
interferentes presentes na agua potavel.

A avaliagao foi conduzida conforme mostra a Figura 15.
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Agua filtrada Agua filtrada
2L 2L

Aplicagdo de uma
etapa de tratamento
pés-filtracao

<+— Fortificacao

N

Andlise Andlise pos- Andlise Andlise pos-
imediata Aging imediata Aging

<+— Fortificacao

Figura 15 - Esquema da investigagao realizada sobre a validacao de andlise de horménios em agua
potavel.

Conforme mostra a Figura 15, primeiramente, foram coletadas duas amostras
de 2 L de agua filtrada. Uma das amostras de 2 L passou por uma das etapas do
tratamento de agua pés-filtracdo, como, por exemplo, a cloracdo. Na avaliagdo da
influéncia da cloragdo na recuperagao dos horménios, foi adicionado hipoclorito de
s6dio (12%) para obtencdo de concentracdo de cloro residual livre de 1,4 mg L. A
escolha da concentracdo baseou-se nos limites estabelecidos na legislacdo para a
presenca de cloro residual livie em &gua potavel, que esta entre 0,2 e 2,0 mg L
(BRASIL, 2004).

Posteriormente, as duas amostras de 2 L foram fortificadas separadamente. A
fortificacdo foi feita de acordo com a menor concentragdo na qual se obteve
recuperacdo satisfatéria para agua superficial: 7,5 ng L para 17 B estradiol e
0,6 ug L™ para estrona. Depois da fortificacdo, 1 L da amostra tratada e nao-tratada
foi analisada imediatamente pelo método proposto. As amostras restantes foram

analisadas ap6s aging de 4 horas, em gelo nao-reciclavel.
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A analise do efeito da fluoretagédo foi conduzida da mesma forma, no entanto
com adicao de acido fluorsilicico em quantidade suficiente para a obtencdo de
0,81 mg L de fluoreto nas amostras de &gua filtrada, cujos limites expressos em
legislagdo estdo entre 0,6 e 0,8 mg L™ (SAO PAULO, 1995).

Em outro experimento, foi avaliada a influéncia do produto a base de orto
polifosfato de sédio (concentracdo final nas amostras de 1 mg PO,* L). Esse
produto é adicionado a agua filtrada em ETAs para inibicdo de corrosido de redes de
abastecimento a base de ferro. A selecdo da concentracao a ser aplicada baseou-se
na concentracao utilizada na ETA de Jaboticabal, uma vez que nao existe restricao a
presenca dessas substancias em agua potavel na legislacao vigente.

A etapa de correcao de pH também foi avaliada da mesma forma. Na amostra
a ser tratada, adicionou-se suspensao de cal hidratada 10% para obtencédo de pH
9,06. A amostra nao-tratada apresentou pH 6,89. Neste caso, as duas condi¢des de
trabalho encontravam-se dentro do limite estabelecido pela legislacéo, entre 6,0 e
9,5 (BRASIL, 2004).

Apés a realizagdo desses testes, observou-se a impossibilidade de validacédo
utilizando-se de agua potavel. Sendo assim, a validacao foi finalmente repetida para
agua filtrada da ETA de Jaboticabal, sem adigdo de cloro, acido fluorsilicico, orto-

polifosfato e cal.
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6 Estudo de caso aplicado ao sistema de abastecimento de Jaboticabal - SP

6.1 Caracteristicas da area em estudo

A area de desenvolvimento deste projeto esta inserida na Bacia Hidrografica
do Rio Mogi Guacu (Figura 16), constituindo-se em parte da sub-bacia hidrografica
do Coérrego Rico. Essa sub-bacia hidrografica esta localizada na porg¢ao centro-norte
do Estado de Sao Paulo, regido administrativa de Ribeirdo Preto (Figura 17), e
abrange os municipios de Monte Alto, Jaboticabal, Santa Ernestina, Taquaritinga e

Guariba.
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Figura 16 - Bacia Hidrografica do Rio Mogi Guacgu. Fonte: Jaboticabal (2006).
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FIGURA 17 - Regiao Administrativa de Ribeirdo Preto. Fonte: Jaboticabal (2006).
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A seguir, € mostrado, na Figura 18, o regime hidrico do Cérrego Rico, para o

periodo entre maio/2002 e fevereiro/2003. Observa-se que os meses de maio/2002,

janeiro/2003 e fevereiro/2003 apresentaram maior vazao, € os meses de junho/2002

a dezembro/2002 apresentaram vazdes reduzidas devido a estiagem.
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Figura 18 - Vazao do Cérrego Rico no periodo de maio/2002 a fevereiro/2003, no ponto de captagao
de agua de abastecimento. Fonte: Lopes et al. (2003).

A parcela da sub-bacia composta pelo municipio de Monte Alto possui solo
arenoso (Argissolo Vermelho-Amarelo, PVA3 e 4) e a parcela composta pelo
municipio de Jaboticabal, solo argiloso (Latossolo Vermelho, LV5 e 6) (ESCRITORIO
DE DESENVOLVIMENTO RURAL, 2003).

O relevo do municipio de Monte Alto é ondulado a forte ondulado
(PISSARRA, 2006). A ocupacgao e o uso do solo na parcela do municipio de Monte
Alto consistem em pequenas propriedades com exploragédo diversificada, podendo-
se encontrar, conforme observacées em campo, horticultura, suinocultura e
fruticultura, entre outras.

A maior propriedade que desenvolve a atividade de suinocultura esta
localizada entre os pontos de coleta CR1 (nascente) e CR2 (apds area urbana de
Monte Alto), conforme Figura 19. Essa propriedade possui cerca de 5.000 animais e
efetua o tratamento do residuo gerado por meio de trés lagoas anaerdbias em série.
O lancamento do residuo gerado ocorre em afluente do Cérrego Rico a montante do

ponto CR2 (Figura 20).
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Por meio da Figura 19, pode-se também observar a obra de construcédo da
ETE que sera responsavel pelo tratamento de 60% dos esgotos domésticos de

Monte Alto. O inicio da operacao da ETE deu-se em setembro/2006.

Figura 19 - Localizagédo das principais fontes de langamento de esgoto entre os pontos de coleta CR1
e CR2, no municipio de Monte Alto - SP. Fonte: Google Earth (2006)a.

Figura 20 - Localizacdo da suinocultura e do tratamento dos residuos gerados langcados em afluente
do Cérrego Rico a montante do ponto de coleta CR2. Fonte: Google Earth (2006)b.

Em Jaboticabal, cujo relevo é suave ondulado, a cultura da cana-de-agucar
prevalece (73% da area) devido a facilidade da utilizacdo de mecanizacdo em tais

condigbes; somente 8% da area é coberta por pastagens (GIACOMETTI & COSTA



72

JR., 2002). Nas pastagens, cerca de 79% da criacdo de animais dispde o residuo a
céu aberto na propriedade.

Na area compreendida entre a divisa de Jaboticabal/Monte Alto e a captagéo
de agua em Jaboticabal, existem 92 propriedades rurais (GIACOMETTI & COSTA
JR., 2002). De acordo com os autores, dessas, 33% nao produzem esgoto, e as
demais tém seus esgotos langcados em fossa séptica (56%), a céu aberto (7%) e nos

corregos (4%).

6.2 Coleta, transporte e analise das amostras

Os pontos de coleta estavam localizados entre a nascente do Cérrego Rico e
a captacao de agua para abastecimento de Jaboticabal (CR1 - nascente; CR2 - ap6s
passagem pela area urbana do municipio de Monte Alto; CR3 - no ponto de
captacdo de agua para abastecimento, e PT4 - apds passagem pela Estacdo de
Tratamento de Agua). Na Tabela 10, apresentam-se as coordenadas geograficas

dos mesmos.

Tabela 10 - Localizagdo, com coordenadas do Sistema de Projecdo UTM, dos pontos de coleta no
Cérrego Rico, Jaboticabal - SP.

Ponto de coleta Latitude (m) Longitude (m)
CR1 7.645.027 757.006
CR2 7.641.048 764.645
CR3 7.641.118 777.648
PT4 7.646.719 777.227

(*) Sistema de Projecao Cartografica Universo Transverso de Mercator.

Para cada ponto de coleta, foram tomados 4 L de amostra em frasco de vidro
ambar. As amostras foram transportadas em caixa isotérmica contendo gelo nao-

reciclavel e armazenadas sob protecado de luz até o momento da analise. Todas as
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amostras foram processadas em intervalo menor que 24 horas do momento da

coleta. Os pontos de coleta estéo ilustrados na Figura 21.

Figura 21 - Pontos de coleta na sub-bacia hidrografica do Cérrego Rico. Fonte: Amaral (2005).
Elaborado com fotos cedidas pela CATI, Secretaria Estadual da Agricultura.

A selecéao de tais pontos de coleta ocorreu pela possibilidade de avaliar:

v A presencga de contaminantes na nascente;

v" A contribuicdo do municipio de Monte Alto para o aporte desses
contaminantes ao Cérrego Rico, por comparacao entre os pontos CR2
e CR1;

v" A contribuicdo da area rural de Jaboticabal para o aporte desses
contaminantes ao Cérrego Rico, por comparacéo entre os pontos CR3
e CR2;

v' A eficiéncia do processo de tratamento de agua na remocao desses

contaminantes, por comparacao do PT4 e do CRS.
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A seguir (Figura 22), € mostrado o ponto de coleta CR1, uma das principais

nascentes do Cérrego Rico, no municipio de Monte Alto - SP.

Figura 22 - Nascente do Cérrego Rico utilizada para coleta (CR1).

Devido a variabilidade sazonal e horaria dos analitos, para efetuar o
planejamento amostral, primeiramente, foi realizada a contagem de coliformes fecais
hora a hora, durante 24 horas. Na Figura 23, é apresentado o sistema utilizado para
analise de coliformes fecais pela técnica de membrana filtrante (APHA, 1992) e a
placa com as colbnias referentes a um dos resultados de coliformes fecais (em azul).
Para a analise, as amostras foram previamente diluidas 100 vezes com agua
peptonada a 0,1%.

A coleta foi realizada no ponto CR3 e mostrou diferentes aportes de
coliformes fecais em 24 horas: das 0 as 6 horas, média de 833 UFC 100 mL™; das 6
as 12 horas, 983 UFC 100 mL'; das 12 as 18 horas, 1.467 UFC 100 mL", e das 18
as 24 horas, 1.567 UFC 100 mL™". A maior contagem ocorreu no periodo das 17 as

21 horas e variou entre 1.500 e 2.200 UFC 100 mL™". Dessa forma, optou-se por
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efetuar a coleta na nascente (CR1) e no municipio de Monte Alto (CR2) entre 14 e
15 horas, no ponto de captacédo as 18 horas e na saida da Estacdo de Tratamento
de Agua, entre 23 e 24 horas. Esse escalonamento horario foi escolhido

considerando-se a vazao estimada do Corrego Rico.

Figura 23 — Conjunto de filtragao e resultado da analise da contagem de coliformes fecais no ponto de
coleta CRS.

Quanto & Estagdo de Tratamento de Agua que efetua o tratamento da agua
do Corrego Rico, esta utiliza tratamento convencional com as etapas: coagulacao,
floculagdo, decantacdo, filtracdo, cloracdo, fluoretagdo e correcdo de pH. O
coagulante utilizado para floculacdo consiste em cloreto férrico liquido (solugéo
comercial, 38% v/v) e o desinfetante usado para a desinfec¢cdo consiste em cloro
gasoso (Clo). Apos o tratamento, a agua recebe solugdo de orto e polifosfato de
sédio para inibicao de corrosdao em redes de distribuicao de ferro fundido, sendo
encaminhada aos reservatorios. Na Figura 24, mostram-se algumas etapas do

tratamento de agua.
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1.Captagao 2.Floculagéao
3.Decantagéao 4. Filtracao
5.Cloragao 6.Reservagéo

Figura 24 - Etapas do tratamento de agua da ETA de Jaboticabal - SP.

Nos horarios selecionados, houve coletas em periodo de cheia (margo,
outubro e novembro/2006) e em periodo de seca (agosto e setembro/2006). Para
complementar as avaliagbes, foram realizadas analises de turbidez, pH, cor aparente
e coliformes fecais (APHA, 1992). Realizou-se, também, andlise de Carbono
Organico Dissolvido, conforme descrito por Martini (2005), para carbono organico
total, com filtracdo prévia em filtro com didametro de poro de 0,45 um.

Exceto para a coleta de agosto/2006, o ponto PT4 refere-se a amostra de
agua da saida da ETA e nessa também foi analisado o Cloro Residual Livre, pelo
método colorimétrico (APHA, 1992). Na coleta de agosto/2006, o ponto PT4 refere-
se a agua apenas filtrada, sem adicao de cal, cloro, ortopolifosfato de sédio e acido

fluorsilicico.
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IV RESULTADOS E DISCUSSOES

1 Selecao e otimizacao do sistema cromatografico

Para a utilizacdo de cromatografia liquida com deteccao por UV (HPLC/UV),
foram elaborados espectros de absorcao para a obtencdo do comprimento de onda

cuja absorcao é maxima. Os espectros sdo mostrados a seguir.
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Figura 25 - Espectro de UV da Estrona (solvente: acetonitrila).
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Figura 26 - Espectro de UV do 17 B estradiol (solvente: acetonitrila).
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Como podem ser observados nos espectros, a estrona e o 17 3 estradiol
apresentam a absor¢cdo maxima em 281 nm, o qual, posteriormente, passou a ser
utilizado para detecgédo no HPLC/UV.

Posteriormente, com a utilizagdo do Sistema HPLC/UV, foram obtidas as

curvas analiticas cujas caracteristicas estao expressas na Tabela 11.

Tabela 11 - Equacbes da curva analitica, intervalo de trabalho, coeficientes de correlagdo e de
variacao do fator de resposta do sistema cromatografico HPLC/UV.

Coeficiente de

. Intervalo de ~ Coeficiente de T
Hormonios trabalho (ug mL™) Equagao correlacéo (R \éa:?gsasoggf?%r
Estrona 25a12,5 Y = 32476 x — 4394 0,999 4
17 B estradiol 25a12,5 Y = 30802 x — 4562 0,999 4

Em que: Fator de resposta = Area / Concentracéo.

Observou-se relacao linear satisfatéria entre as concentracées dos horménios
e a resposta do detector, uma vez que os coeficientes de correlacdo se
apresentaram préximos de 1.

No entanto, apesar de ter apresentado vantagens fundamentais para a
confiabilidade analitica, tais como reprodutibilidade e linearidade, o sistema
HPLC/UV nao foi selecionado para a validacdo do método porque o intervalo de
trabalho esteve acima do sistema HPLC/FLU.

Para o sistema HPLC/FLU, a avaliacao baseou-se em adaptacées do método
publicado por SNYDER et al. (1999). Para a selecao dos comprimentos de onda a
serem utilizados na deteccgéo, foram elaborados espectros de emissao e excitagao
(Figuras 27 e 28), assim como espectros 3 D de fluorescéncia para o 17 3 estradiol e
para a estrona (Figuras 29 e 30). Destaca-se que as Figuras 27 e 28 apresentam

também os espectros do branco, ou seja, do solvente utilizado (acetonitrila).
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Figura 27 - Espectro de emissao de fluorescéncia apds excitacdo em 229 nm (em que: estrona, linha
vermelha; 17 B estradiol, linha azul; solvente - acetonitrila, linha mostarda).

G000
500
400

300+

Fluorescéncia

200

100+

T T T T 1
220 240 260 280 300

Comprimenta de onda (nm)

Figura 28 - Espectro de excitagdo com emissao de fluorescéncia em 305 nm (em que: 17 B estradiol,
linha vermelha; estrona, linha rosa; solvente - acetonitrila, linha verde).
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Figura 29 - Espectro de fluorescéncia 3 D de emissdo e excitagdo do 17 B estradiol (solvente:
acetonitrila).
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Figura 30 - Espectro de fluorescéncia 3 D de emissdo e excitagdo da estrona (solvente: acetonitrila).
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Pode-se observar na Figura 27 que os hormonios apresentam duas regides
de emissao, em 306 e em 600 nm. No entanto, para este estudo, foi selecionado o
comprimento de emissdo de 306 nm, pois 0 mesmo se destaca para os dois
hormdnios quando comparado a regiao de 600 nm.

Para a selecao do comprimento de onda de excitagdo, observou-se (Figuras
28, 29 e 30) a presenca de duas regides de excitacdo (230 e 280 nm). Na Figura 31,
mostram-se duas corridas cromatograficas em condi¢cdes de excitacdo distintas:
230 nm (excitacado) x 306 nm (emisséo) e 280 nm (excitacdo) x 306 nm (emissao).
Com base nos resultados obtidos nas corridas cromatograficas, selecionou-se o
comprimento de onda de 230 nm para excitacdo, pois 0 mesmo implica maior

sensibilidade para os hormoénios.
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Figura 31 - Cromatograma dos horménios estrogénicos com comprimento de excitacdo de 280 nm (A)
e 230 nm (B). Condigbes: coluna Cyg PAH (250 mm de comprimento, 4,6 mm d.i.,

particulas 5 um), volume de injecdo de 20 ulL, vazéo de 1,0 mL min™", eluicdo isocratica
H,O/ACN 1:1. Concentracdo: estrona, 1,0 mg L™, 17 B estradiol, 12,5 ug L.

Tendo selecionado as condi¢des ideais para a deteccdo, as misturas de

horménios foram injetadas no sistema HPLC/FLU, no qual se aplicou eluicéo



82

isocratica com H>O/ACN (1:1, v/v). A resolucdo obtida mostrou-se adequada, e a
separacao/deteccdo dos analitos ocorreu em tempo inferior a 10 minutos, conforme
se pode observar na Figura 31.

Posteriormente, a faixa de trabalho e a linearidade do sistema foram obtidas

por meio da curva analitica, as quais sdo apresentadas na Tabela 12.

Tabela 12 - Equagbes da curva analitica, intervalo de trabalho e coeficientes de correlagéo e de
variacao do fator de resposta do sistema cromatografico HPLC/FLU.

Coeficiente de

Intervalo de trabalho Coeficiente de

Horménios - Equagao - 2, variagao do fator
(mgL") correlacao (R%) de resposta (%)

Estrona 1a10 Y = 320024 x + 1279 0,997 3

17 B estradiol 0,0125 a 0,1000 Y = 1x10" x + 8424 0,999 4

Em que: Fator de resposta = Area / Concentragéo.

Por meio da obtencéo de coeficiente de correlagdo préximo de 1, nota-se que
a linearidade é satisfatéria e acima do valor recomendado pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria, de 0,99 (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA,
2003).

A principal vantagem apresentada pelo sistema HPLC/FLU consistiu na faixa
de trabalho em regiées nao atingidas pelos demais sistemas estudados (CG/MS e
HPLC/UV), fato que se tornou o motivo pelo qual o desenvolvimento e a validacao
do método tivessem continuidade com esse sistema analitico.

Sao apresentados, na Tabela 13, os limites de deteccdo (LD) e de

quantificacao (LQ) para o sistema cromatografico HPLC/FLU.

Tabela 13 - Limites de detecgdo (LD) e de quantificagéo (LQ) determinados experimentalmente para
os horménios para o sistema cromatografico HPLC/FLU.

Horménios LD (mgL™ LQ (mg L™
Estrona 0,5 1,0
17 B estradiol 0,006 0,013
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Destaca-se que as divergéncias existentes entre os limites de deteccao e de
quantificacdo da estrona e do 17 P estradiol sdo referentes as diferentes

intensidades de fluorescéncia desses hormoénios.

2 Validacao do método

Uma vez que o sistema cromatogréfico foi selecionado, a continuidade do
desenvolvimento do método deu-se através do estudo do preparo da amostra por
meio de extracdo em fase sélida Cqs.

Para otimizar as condicdes da extracao, foram testadas condi¢des disponiveis
na literatura apo6s fortificacdo de agua subterrdnea. Os resultados obtidos para a

recuperacao dos métodos avaliados sao apresentados na Tabela 14.

Tabela 14 - Recuperagdes percentuais para os métodos de exitragdo avaliados com agua

subterranea.
A Concentracao de Recuperagéo (%)
Hormonio fortificagdo Método A Método B Mé&todo C
Estrona 8pug L’ 61 34 74
17 B estradiol 74ng L’ 84 45 100

Considerando como critério de aceitagdo a recuperagao compreendida entre
40 e 120% da concentracao fortificada (BRITO et al., 2003), nota-se que o método C
apresentou-se mais adequado.

Nas condicbes experimentais do método C, a extracdo ndo apresenta
interferentes na regido de eluicdo dos horménios. A seguir, € mostrado um
cromatograma do branco da extragdo (extragcdo sem passagem de amostra) e dos

padrbes de 17 B estradiol e de estrona.
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Figura 32 - Cromatograma referente aos padrées de 17 B estradiol e estrona (A) e o branco da
extracdo em fase solida (B). Condigdes: coluna Cig PAH (250 mm de comprimento,
4,6 mm d.i., particulas 5 um), volume de injegédo de 20 pL, vazdo de 1,0 mL min~", eluicao
isocratica H,O/ACN 1:1. Concentracdo: estrona, 1,0 mg L™, 17 f estradiol, 12,5 ug L.

Em seguida, o método C foi submetido a avaliagdo da precisdo e exatidao
também com experimento de recuperagdo, em trés concentragdes distintas. Para
cada nivel, foram efetuadas trés repeticdes, sendo os resultados apresentados na

Tabela 15.

Tabela 15 - Recuperagdes percentuais (intervalo e média), desvio-padrao e coeficiente de variagédo
dos compostos analisados pelo método proposto.

Nivel de Recuperacao (%)

Hormonio Fortificacdo Intervalo Média S CV (%)
2 4652 50 3 6
(EStrEf?)a‘ 8 80 — 90 84 4 5
Hg 20 78 — 79 78 1 1
) 50 89105 96 7 7
17 p estradiol 100 80— 92 86 5 6
(ngL) 200 80 — 84 82 2 2

s: Desvio-padrao.
CV: Coeficiente de Variagéo.

Diante da selecdo das condicOes ideais para extracdo em fase soélida, a
validacao foi repetida para agua superficial, com amostras do ponto CR3 (captacao
de agua). Destaca-se que houve a necessidade de alteracbes para adequar o

método a essa matriz. Entre essas, encontram-se o aumento do volume de amostra
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para 1 L, a pré-filtracdo em filtros GF/C antes da extragdo em fase solida e o clean
up da amostra antes da eluicdo com 10 mL de solucdo H.O/MeOH (9:1, v/v),
conforme mostrado na Figura 13.

Os resultados obtidos referentes ao ensaio de recuperacdo para agua

superficial com as altera¢des sdo apresentados na Tabela 16.

Tabela 16 - Recuperagdes percentuais (intervalo e média), desvio-padrao e coeficiente de variagédo
dos compostos analisados pelo método proposto para agua superficial.

A Nivel de Recuperacao (%) o

Horménio Fortificacao Intervalo Média s CV (%)

0,6 69— 100 85 16 18

FS”E.'?T‘ 15 97 — 103 99 3 3

HO 5,0 80 — 98 89 9 10

. 75 119-139 128 11 8

17 B estradiol 300 91— 97 93 3 3

(ngL) 50,0 83— 108 26 13 13

s: Desvio-padrao.
CV: Coeficiente de Variagéao.

7

A seguir, € apresentado cromatograma referente a um dos ensaios de
recuperacao efetuados para agua superficial juntamente com a amostra-testemunha

(n&o-fortificada com os padrdes).

A
1604

1264

mialts

100

T4

504

1604

Estrona

125

Estradiol

100

mialts

744

504

: s H 5 5 "o "1 "z '

Minutes
Figura 33 - Cromatogramas referentes ao ensaio de recuperagdo de agua superficial; amostra
testemunha nao-fortificada (A) e amostra fortificada (B). Condigdes: coluna Cs;s PAH
(250 mm de comprimento, 4,6 mm d.i., particulas 5 um), volume de injegdo de 20 pL,
fluxo de 1,0 mL min™", eluicdo isocratica H,O/ACN 1:1. Concentracao: estrona, 1,5 ug L,
17 B estradiol, 30 ng L™
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Os resultados obtidos para a validacdo foram considerados satisfatérios, de
acordo com os critérios adotados de 40 a 120% para a recuperacao e de 45% de
coeficiente de variagédo para a precisao (BRITO et al., 2003).

Apés a validacao empregando agua superficial, foram feitas tentativas para a
validagdo em agua potavel. O cromatograma (Figura 34) apresenta os resultados

obtidos na recuperacao do nivel médio para agua potavel (A) e para agua superficial

(B).
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Figura 34 - Cromatogramas referentes ao estudo de recuperagéo no nivel médio para agua potavel
(A) e agua superficial (B). Condigdes: coluna C4g PAH (250 mm de comprimento, 4,6 mm
d.i., particulas 5 um), volume de injecdo de 20 uL, vazado de 1,0 mL min™", eluicao
isocratica H,O/ACN 1:1. Concentragéo: estrona, 1,5 ug L, 17 B estradiol, 30,0 ng L™.

O método proposto para agua superficial ndao apresenta desempenho
satisfatorio quando aplicado a agua potavel, ou seja, a recuperacao encontra-se
menor que 40%. Diante do fato de que a agua recebe varias substancias quimicas
apoés a filtracao (cal hidratada, ortopolifosfato de sddio, acido fluorsilicico e cloro),

uma ou mais dessas substancias quando presentes na agua poderiam interagir com
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0 padrao utilizado na fortificacdo. Os efeitos dessas substancias na recuperagao
foram estudados separadamente, e os resultados sao mostrados na Tabela 17, para

o0 17 B estradiol, e na Tabela 18, para a estrona.

Tabela 17 - Resultados referentes ao ensaio de recuperacdo de 17 3 estradiol nas etapas poés-
filtragdo do tratamento de agua convencional.

Recuperacéo (%)

Sem aging Com aging
Etapa Sem Com Sem Com
tratamento tratamento tratamento tratamento
Desinfecgao 98 <40 74 <40
Fluoretacao - 58 111 81
Inibicdo de corrosao 95 99 181 105
Correcéo de pH 84 69 93 74

Tabela 18 - Resultados referentes ao ensaio de recuperacao de estrona nas etapas poés-filtragcdo do
tratamento de agua convencional.

Recuperacgéo (%)

Sem aging Com aging
Etapa Sem Com Sem Com
tratamento tratamento tratamento tratamento
Desinfeccao 114 <40 126 <40
Fluoretacao - 73 85 86
Inibicao de corrosao 85 126 107 86
Correcao de pH 111 88 106 92

Por meio das Tabelas 17 e 18, observa-se que, dentre os produtos
adicionados a agua potavel, o cloro da etapa de desinfec¢do contribui de forma
significativa para ndo-concordancia com o critério de recuperagdo minimo de 40%.

A seguir, na Figura 35, apresentam-se os resultados da analise pelo método
proposto, imediatamente apos a fortificagdo de agua filtrada contendo cloro. Na
Figura 36, visualiza-se a analise de amostra similar a da Figura 35, a qual foi

mantida em repouso durante 4 horas (aging), ao abrigo da luz, com refrigeracao.
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Figura 35 - Extragdo sem aging de amostra de agua filtrada fortificada da ETA de Jaboticabal - SP,
sem cloro (B) e com 1,4 mg L™ de cloro residual livre (A). Condicoées: coluna Ci3 PAH
(250 mm de comprimento, 4,6 mm d.i., particulas 5 um), volume de inje¢édo de 20 pL,
vazdo de 1,0 mL min™, eluicdo isocratica H,O/ACN 1:1. Concentracdo: estrona,

0,6 ug L, 17 p estradiol, 7,5 ng L.
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Figura 36 - Extracdo com aging de amostra de agua filtrada fortificada da ETA de Jaboticabal - SP,
sem cloro (B) e com 1,4 mg L™ de cloro residual livre (A). Condicdes: coluna Cis PAH
(250 mm de comprimento, 4,6 mm d.i., particulas 5 um), volume de inje¢cdo de 20 pL,
vazdo de 1,0 mL min™, eluicao isocratica H,O/ACN 1:1. Concentragao: estrona,
0,6 ug L™, 17 p estradiol, 7,5 ng L.
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Os resultados apresentados nas Tabelas 17 e 18, assim como das Figuras 35
e 36 mostram que a reagao entre o 17 3 estradiol e a estrona ocorre rapidamente
apds o contato, pois mesmo na analise imediata nao foi possivel observar a
recuperacao esperada. Esse fato mostra também a importdncia da etapa de
desinfeccao no processo convencional de tratamento de dgua para a remocao das
substancias quando presentes.

De acordo com Huber (2005), os agentes desinfetantes, diéxido de cloro e
cloro gasoso, reagem primariamente com grupos funcionais ricos em elétrons, como
fendis e aminas, portanto séo efetivos na oxidagao de estrogénios quando aplicados
no tratamento de agua. Diante da observacdo dos autores, espera-se que tais
reacoes de oxidacao resultem em produtos onde o anel A (Figura 3), responsavel
pela atividade estrogénica, esteja ausente.

Diante do exposto sobre a agdo do cloro nos horménios adicionados a agua
potavel para a validagdo do método aplicavel a essa matriz, prosseguiu-se com a
validagéo utilizando somente agua filtrada da ETA de Jaboticabal, cujos resultados

sao expressos na Tabela 19.

Tabela 19 - Recuperagdes percentuais (intervalo e média), desvio-padrao e coeficiente de variagdo
dos compostos analisados pelo método proposto para agua filtrada.

o Nivel de Recuperacao (%) o

R Fortificagao Intervalo Média s CV (%)

0.6 82— 90 85 5 6

(ES”E.?? 15 80 — 89 83 4 5

HO 5,0 89 — 97 92 4 5

. 7.5 66— 107 86 21 24

2n7 ﬁ_??”adm' 300 86 — 105 93 8 9

9 50,0 82 — 91 86 5 5

s: Desvio-padrao.
CV: Coeficiente de Variagao.
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Os resultados obtidos para a validacao de agua filirada foram considerados
satisfatorios, de acordo com os critérios adotados de 40 a 120% para a recuperagao
e de 45% de coeficiente de variagdo para a precisao (BRITO et al., 2003).

Em seguida, sdo apresentados, na Tabela 20, os limites de quantificacdo do

método observados experimentalmente.

Tabela 20 - Limite de quantificagcdo (LQ) determinado experimentalmente para os horménios para o
método proposto para agua superficial e filtrada.

Hormbnios LQ
Estrona (ug L) 0,6
17 B estradiol (ng L™ 7,5

O limite de quantificagdo se encontra préximo da menor concentragdo a
apresentar efeito bioldégico para estrona e 17 B estradiol, a qual consiste em
10 ng L™ (BAREL-COHEN et al., 2006). O LQ de 0,6 ug L™ da estrona apresentou-
se acima do valor obtido para o 17 B estradiol devido a limitagao da sensibilidade do
detector a estrona, que apresenta menor fluorescéncia.

Na determinacdo do limite de deteccdo, utilizando-se do método visual
(RIBANI et al. 2004), pode-se observar que € possivel a analise qualitativa desde
que a concentragdo no extrato final esteja acima de 0,006 pg L' para o 17 B
estradiol (correspondendo a 3,8 ng L' na amostra) e de 0,5 mg L de estrona
(correspondendo a 0,3 ug L™ na amostra). Sendo assim, consideraram-se 3,8 ng L™
e 0,3 ug L' como sendo os limites de deteccdo para o 17 B estradiol e para a
estrona, respectivamente.

Destaca-se que os limites de deteccao obtidos estdo em concentracdes
menores que as apresentadas pelos métodos baseados em HPLC/FLU descritos na

literatura e expressos nas Tabelas 3 e 7.
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3 Estudo de caso aplicado ao sistema de abastecimento de Jaboticabal - SP

Os resultados obtidos para as coletas do periodo de cheia (margo, outubro e
novembro) e do periodo de seca (agosto e setembro) do ano de 2006 estédo
expressos na Tabela 21. Os cromatogramas referentes as coletas s&o mostrados no
Anexo A (1 a 9), e a precipitacao pluviométrica referente ao periodo em questéao, no
Anexo B. Os resultados para 17 B estradiol ndo foram expressos para amostras de
margo/2006, pois, na ocasido, o método proposto ndo apresentava seletividade
satisfatoria na regidao de eluicdo desse hormonio.

Observa-se, por meio da Tabela 21, que o0 17 B estradiol esteve presente em
concentragdo quantificavel no ponto CR1, que compreende uma das nascentes do
Cérrego Rico. Tal presenga ocorreu em amostras coletadas nos meses de agosto e
setembro/2006, considerado periodo de seca no presente estudo.

A avaliacao do local e do histérico de uso e ocupacao da area leva a algumas
consideracoes a respeito. Primeiramente, o relevo fortemente ondulado da regiao é
improprio para a agricultura mecanizada, o que fez com que, historicamente, a area
fosse explorada com criagcdo de gado. Até 1998, a nascente (CR1) era utilizada
como bebedouro dos animais. Essa pratica promoveu o depdsito de residuos
animais ao redor da nascente durante muitos anos, e a extensao da influéncia desse
fato na qualidade da agua do subsolo ndo pode ser avaliada pela auséncia de

histérico de andlise de agua para tal fonte.
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Tabela 21 - Resultados de parametros indicadores de qualidade de agua e concentragao de estrona e
17 B estradiol nas coletas efetuadas em 2006 na sub-bacia hidrogréafica do Cérrego Rico,
em Jaboticabal e Monte Alto - SP. Localizagéo dos pontos - Figura 21.

Cor . , 17B
Turbidez CRL COD E. coli : Estrona
Data PH ap(elljrli?te (uT) (mgL") (mgL") (UFC100mL") G("rslgaf.'%l (ug L™

CR1

24-03 6,11 <1 0,2 - 3,61 86 - ND
27-03 5,99 <1 0,2 - 4,87 <1 - ND
29-08 6,29 3 0,1 - - <1 16,0 ND
13-09 6,46 <1 0,1 - <1,22 <1 ND ND
28-09 6,75 <1 0,2 - <1,22 18 30,6 <LQ
16-10 6,66 <1 0,2 - 2,50 <1 ND ND
30-10 6,73 <1 0,2 - 4,58 <1 ND ND
16-11 7,20 <1 0,1 - 1,23 <1 ND ND
22-11 6,69 <A1 0,5 - 2,26 <A1 ND ND
CR2

24-03 6,80 381 52,1 - 7,30 2500 - 0,6
27-03 6,79 185 24,8 - 5,67 900 - ND
29-08 7,34 81 7,6 - - 468 ND ND
13-09 7,38 75 7.1 - 3,39 70 ND ND
28-09 7,82 208 14,5 - 6,56 1700 ND ND
16-10 7,65 165 21,7 - 5,65 310 ND ND
30-10 7,67 214 25,9 - 11,70 183 ND ND
16-11 7,78 154 16,8 - 5,18 92 10,2 ND
22-11 7,67 143 15,8 - 6,51 184 8,6 ND
CR3

24-03 6,80 485 71,0 - 7,61 3500 - ND
27-03 6,94 225 29,1 - 5,74 2000 - ND
29-08 6,96 71 8,4 - - 900 ND ND
13-09 7,24 57 6,2 - 1,93 120 ND ND
28-09 7,63 72 9,6 - 1,98 180 25,8 ND
16-10 7,61 103 15,6 - 6,55 200 ND ND
30-10 7,80 155 20,6 - 7,58 265 ND ND
16-11 7,71 164 24,8 - - 120 ND ND
22-11 7,66 188 30,5 - 4,83 173 ND ND
PT4

24-03 6,12 <1 0,2 0,85 <1,22 4 - ND
27-03 8,09 <1 0,5 0,61 2,02 1 - ND
29-08 6,67 1 0,1 - - 2 ND ND
13-09 7,50 <1 0,1 1,20 <1,22 <1 ND ND
28-09 6,99 <1 0,3 1,82 <1,22 <1 6,8 ND
16-10 7,06 <1 0,3 1,45 3,82 <1 ND ND
30-10 7,23 <1 0,1 1,48 6,48 <1 ND ND
16-11 7,38 <1 0,2 1,58 1,31 <1 ND ND
22-11 7,18 1 0,3 1,21 2,86 <1 ND ND

LQ, limite de quantificagao (0,6 ug L™ para Estrona e 7,5 ng L™ para 17 B estradiol).
UFC, Unidade Formadora de Colénia.

— Nao analisado.

ND, nao-detectado.

uH, unidade Hazen.

uT, unidade de turbidez.

Em estudo conduzido entre os anos de 2004 e 2005, nitrato, indicador da
presenca de fertilizantes organicos ou inorganicos em agua, esteve presente em

maior quantidade nas amostras do ponto de coleta CR1 do que em outros pontos ao
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longo do Cobrrego Rico (CR2 e CRS3), conforme mostrado na Figura 37. Tais

observacdes confirmam a vulnerabilidade dessa fonte.

Nitrato (mg N-NQs L")
N

CR1 CR2 CR3

— Outubro —— Novembro Dezembro Janeiro —— Fewereiro

Figura 37 - Concentragcdes de nitrato nas amostras de agua da nascente (CR1) a captacdo de agua
(CR3), no periodo de outubro/2004 a fevereiro/2005. Fonte: Amaral (2005).

Apds a suspensado da utilizacdo da nascente como bebedouro animal no ano
de 1998, a area foi isolada e vem sendo recomposta. No entanto, no periodo em
questao (2006), houve a implantacdo de horticultura em area préxima a nascente
que foi acompanhada novamente da utilizacao de residuos animais como fertilizante.
O historico de uso e ocupacao do solo, associado ao relevo fortemente ondulado e
ao tipo de solo (arenoso), contribuiu para a presenga de hormdnios 17 B estradiol e
estrona no ponto CR1.

Os niveis de 17 B estradiol em amostras da nascente referente ao ponto CR1
(Tabela 22) estdo de acordo com as concentragdes apresentadas em nascentes (6 a

66 ng L) de regido de criagdo de gado no Arkansas, conforme Peterson (2000).
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Tabela 22 - Concentragbes de estrogénios obtidas neste estudo para o sistema de abastecimento de
Jaboticabal - SP, e em estudos descritos na literatura.

17 B Estradiol Estrona
Ponto de coleta Este estudo QOutros estudos Este estudo QOutros estudos
Nascente 16,0 - 30,6 6 — 66 EUA® < 600

8,6 - 25,8 6.700 Brasil® 600 0,3 Holandgc

) <03 EUA? 4.800 Brasil®

Agua superficial <25 Espanha® <0,1 EUA°
3,6 Alemanha’ 22 Espanha®
4.1 Alemanha’

6,8 5.600 Brasil® ND <1.059 Brasil °

Aqua potavel <0,3 EUA° <0,1 EUA?
guap <25 Espanha® <25 Espanha®
2,1 Alemanha’ 0,60  Alemanha'

 Peterson et al. (2000); ® Ghiselli (2006), Campinas - SP; ° Belfroid et al. (1999); ® Boyd et al. (2003);
® Rodriguez-Mozaz et al. (2004); ' Kuch & Ballschmiter (2001); ND - nio-detectado.

A estrona esteve presente na amostra coletada no periodo chuvoso no ponto
CR2. Esta amostra apresentou coincidente aumento de turbidez, cor aparente e
Escherichia coli. Tal fato é atribuido ao escoamento superficial de areas de criacao
animal. A presenca de estrona em amostra de agua superficial na concentracao de
0,6 ug L' esteve acima do valor observado em amostras para a Holanda, onde a
estrona foi encontrada na concentracdo de 0,3 ng L" por Belfroid et al. (1999). No
entanto, esse valor estd abaixo da concentragdo encontrada em amostra do Rio
Atibaia, responsavel por 95% do abastecimento do municipio de Campinas, que foi
de 4.800 ng L' (GHISELLI, 2006). Outros resultados descritos na literatura para a
presenca de estrona em aguas superficiais sdo mostrados na Tabela 22.

Nas amostras coletadas em novembro de 2006, observou-se a presenca de
17 B estradiol no ponto CR2. Nesse caso, a presenca de 17 B estradiol € atribuida ao
aumento do langamento de esgoto tratado da ETE de Monte Alto. As concentragdes
encontradas (10,2 e 8,6 ng L") estdo abaixo daquelas do Rio Atibaia (6.700 ng L),
conforme GHISELLI (2006), mostradas na Tabela 22, e préximas a concentracao

minima a apresentar efeito endécrino de 10 ng L™ (BAREL-COHEN et al., 2006).



95

As concentracdes encontradas para 17 3 estradiol no ponto CR2 do Cérrego
Rico s&o coerentes com a concentracdo no esgoto doméstico bruto do municipio de
Araraquara, encontrado em 31 ng L' (ARAUJO, 2006).

Para o ponto CR3, observou-se a presenca de 17 B estradiol em apenas uma
das amostras do periodo de seca referente a data de 28-09. Para esse caso, a
reducdo de vazado do corrego pode ter contribuido para a concentracdo de
langamentos de propriedades localizadas entre os pontos CR2 e CR3 e que néo
possuem fossa séptica. Nota-se que a presenca de 17 B estradiol na amostra do
ponto CR3 inferiu na presenca desse na agua tratada de abastecimento publico de
Jaboticabal, sugerindo uma eficiéncia parcial (73,3%) do processo de tratamento de
agua para a remoc¢ao dessas substancias.

A concentragdo de 17 B estradiol encontrada no ponto CR3 (25,8 ng L)
esteve abaixo da concentracdo encontrada para o Rio Atibaia, em Campinas - SP,
de 6.700 ng L' (GHISELLI, 2006). Tal fato demonstra que, embora tenha sido
avaliada a presenca desse horménio no Coérrego Rico, existem mananciais em
condi¢des mais graves de comprometimento.

A presenca de 17 f estradiol no ponto CR3 em periodo de seca consiste em
comportamento semelhante ao observado para o Rio Jord&o, no qual as maiores
concentracdes também estiveram presentes no periodo de seca (BAREL-COHEN,
2006). Nesse caso, o mecanismo prevalecente foi a evaporacdo que reduziu a
vazao do mesmo e concentrou os langcamentos de fontes pontuais. No entanto, a
presenca descontinua de estrogénios no manancial e a auséncia de correlagao entre
os hormdnios e parametros indicadores de qualidade de agua sugere que fontes
difusas (além das citadas) contribuiram para o aporte de horménios para o

manancial. Tal fato demonstra também que a variacdo do comportamento entre
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estacdes (chuva e seca) pode variar nos anos seguintes, ndo s6 mediante as
oscilacbes do regime hidrico, mas também de acordo com as alteracbes dos
lancamentos destas fontes.

Quanto a adequacao das aguas estudadas a legislagdo vigente, os Valores
Méaximos Permitidos (VMPs) dos parametros analisados para a caracterizagdo das

amostras sdo apresentados na Tabela 23.

Tabela 23 - Valores maximos permitidos para os parametros de qualidade de agua analisados em
amostras do estudo de caso de Jaboticabal - SP, de acordo com legislagéo vigente.

Parametro Resolucdo Conama 357/05 Portaria
Classe 1 Classe 2 518/04
pH 6,0a9,0 - 6,0a9,5
Cor aparente (uH) 40 75 15
Turbidez (uT) - 100 1
Cloro residual livre (mg L™) - - 0,2a2,0
Escherichia coli (NMP 100 mL™) 200" 1000* Ausente
Carbono Organico Dissolvido (mg L) - - -
Aplicaveis as amostras CR1 CR2, CR3 Ponto 4

*Em 80% de pelo menos seis amostras coletadas no periodo de 1 ano com freqiiéncia bimestral.
- Parametro nao-controlado.

Na Tabela 23, apresentam-se os critérios para aguas naturais expressos na
Resolucdo Conama 357/05 (BRASIL, 2005), tal como é o caso da nascente (CR1),
classificada nessa resolugdo como classe 1, e da agua superficial (CR2 e CR3),
classificada como classe 2. Para agua tratada (PT4), os critérios sdo expressos na
Portaria 518/04 (BRASIL, 2004).

Comparando-se os resultados apresentados na Tabela 21 com os da Tabela
23, pode-se notar que estes evidenciaram que 22% de amostras estavam fora dos
padrbes para E. coliem agua superficial e 33% em agua potavel. A cor aparente
das amostras de agua superficial (CR2 e CR3) esteve acima do limite (75 uH)
estabelecido na legislacdo em valores muito maiores (103 a 485 uH) ao valor
excedido para periodo de seca (71 a 208 uH). Esses dados concordam com 0s
valores de turbidez, COD (que também foram maiores em periodo de cheia) e com a

contagem de Escherichia coli.
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V CONCLUSOES

O sistema HPLC/FLU apresenta o intervalo de trabalho em concentragcdes
menores que o sistema HPLC/UV. A utilizagdo de eluicao isocratica com vazao de
1 mL min™ de acetonitrila/agua 1:1, injecdo de 20 uL e detecgdo com 230 x 306 nm
mostraram-se as melhores condigdes. A coluna de Cig PAH (25 cm; 4,6 mm; 5 um
de diametro de particula) apresentou melhor seletividade que a coluna Cis
convencional (25 cm; 4,6 mm; 5 um de diametro de particula).

Quanto ao preparo da amostra por extragcdo em fase sélida, 1 L desta deve
passar pelos cartuchos contendo 500 mg de Cig (condicionados com 6 mL de
hexano, 2 mL de acetona, 6 mL de metanol e 10 mL de agua pH 3), apds filtracao
em GF/C. Depois da limpeza da amostra com a passagem de 10 mL de
agua/metanol 9:1 (v/v) pelo cartucho, € feita a eluicdo em 4 mL de acetona. O
extrato é seco com nitrogénio e redissolvido com 600 pL de acetonitrila e deve ser
filtrado com filtro de PVDF antes da injecdo no sistema cromatografico.

Os horménios estrogénicos estiveram presentes na agua do Cérrego Rico de
forma descontinua e em nivel passivel de provocar alteragcbes fisioldégicas nos
organismos aquaticos. Apesar disso, a presenca de 17 B estradiol em agua potavel
esteve abaixo do nivel passivel de exercer efeito biolégico.

Nos pontos CR1 e CR2, os residuos animais e os langamentos da ETE de
Monte Alto podem ter sido as maiores fontes de aporte de horménios para a agua, e
no ponto CR3, a maior colaboragdo foi atribuida aos langcamentos de esgotos
domésticos ndo-tratados das propriedades. No entanto, a auséncia de correlagao

entre a concentragdo de estrogénios e outros parametros indicadores de qualidade
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de agua mostrou que outras fontes difusas ao longo do trecho estudado podem ter
colaborado com o aporte de hormdnios para 0 manancial.

Para os pontos CR1, CR3 e PT4, os horménios foram quantificados em
periodo de seca (agosto e setembro/2006) e, para o ponto CR2, em periodo de

chuva (marco e novembro/2006).



99

VI DIFICULDADES ENCONTRADAS

A principal dificuldade encontrada durante o desenvolvimento deste trabalho

consistiu na resolucéo para a leitura do 17 B estradiol no detector de Fluorescéncia,

para as menores concentracbes estudadas, para amostras de agua natural. Para

solucionar tal problema, foram testados:

v

v

v

Diferentes composicbes da fase mével (isocraticas e gradientes);
Diferentes volumes de preparo de amostra (500 mL, 750 mL e 1.000 mL);
Realizacao de etapa adicional de clean up utilizando cartuchos de silica;
Identificacdo dos picos coeluentes para o0os hormbnios estriol e
metiltestosterona, os quais ndo foram confirmados como sendo essas
substancias;

Injecdo de volumes de extrato de 30; 40; 50 e 100 pL.

Para esse problema, a troca da coluna C1g convencional pela coluna Cis PAH

(25 cm; 4,6 mm; 5 um de diametro de particula, Supercosil, Supelco) apresentou os

melhores resultados. Esse fato pode ser explicado por meio da maior seletividade

que a mesma apresenta para moléculas aromaticas, como é o caso dos horménios.

Outra dificuldade encontrada é atribuida ao fato de que o 17 B estradiol e a

estrona fazem parte de um equilibrio quimico, que necessitou de controle ao longo

da validagdo do método para que os resultados nao fossem influenciados por

deslocamentos. O principal fator de controle foi a realizagdo do aging com

refrigeracdo, pois a atividade microbiana a temperatura normal altera o potencial de

oxirredugcdo do meio e interfere no equilibrio entre essas espécies, refletindo em

recuperacdes nao-fidedignas.
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VIl ESTUDOS FUTUROS

Recomenda-se que a continuagao deste estudo seja feita de forma a avaliar:

v

Catecolestrogénios, metabolitos dos estrogénios, comprovadamente
cancerigenos, em matrizes ambientais (adgua natural, agua tratada e
esgoto);

Dindmica da contaminagdo ambiental por residuos animais oriundos de
diversas origens (suinocultura, bovinocultura, caprinocultura, aquicultura,
entre outros);

A eficiéncia dos sistemas de tratamento de residuos animais quanto a

remoc¢ao de hormdnios estrogénicos.
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ANEXO A1 — Cromatogramas referentes a coleta de 24/03/2006, na bacia hidrogréafica do Coérrego
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1,0 mL min_1, eluicdo isocratica HoO/ACN 1:1.
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ANEXO A2 - Cromatogramas referentes a coleta de 27/03/2006, na bacia hidrografica do Corrego
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Rico, em Jaboticabal e Monte Alto - SP. Condigdes: coluna Cig (250 mm de
comprimento, 4,6 mm d.i., particulas 5 um), volume de injecdo de 20 puL, fluxo de
1,0 mL min™", eluicdo isocratica H,O/ACN 1:1.
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ANEXO A3 - Cromatogramas referentes a coleta de 29/08/06, na bacia hidrografica do Cérrego Rico,
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em Jaboticabal e Monte Alto - SP. Condigbes: coluna Ci3 PAH (250 mm de
comprimento, 4,6 mm d.i., particulas 5 um), volume de inje¢cdo de 20 uL, fluxo de
1,0 mL min™, eluicao isocratica H,O/ACN 1:1.
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ANEXO A4 - Cromatogramas referentes a coleta de 13/09/06, na bacia hidrografica do Cérrego Rico,
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em Jaboticabal e Monte Alto - SP. Condicdes: coluna C;g PAH (250 mm de
comprimento, 4,6 mm d.i., particulas 5 um), volume de injegdo de 20 pL, fluxo de
1,0 mL min™", eluicdo isocratica H,O/ACN 1:1.
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ANEXO A5 - Cromatogramas referentes a coleta de 28/09/06, na bacia hidrografica do Cérrego Rico,
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em Jaboticabal e Monte Alto - SP. Condigbes: coluna Ci3 PAH (250 mm de
comprimento, 4,6 mm d.i., particulas 5 um), volume de inje¢cdo de 20 uL, fluxo de
1,0 mL min™, eluicao isocratica H,O/ACN 1:1.
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ANEXO A6 - Cromatogramas referentes a coleta de 16/10/06, na bacia hidrografica do Cérrego Rico,
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em Jaboticabal e Monte Alto - SP. Condigbes: coluna Ci3 PAH (250 mm de
comprimento, 4,6 mm d.i., particulas 5 um), volume de inje¢cdo de 20 uL, fluxo de
1,0 mL min™, eluicao isocratica H,O/ACN 1:1.
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ANEXO A7 - Cromatogramas referentes a coleta de 30/10/06, na bacia hidrografica do Cérrego Rico,
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em Jaboticabal e Monte Alto - SP. Condi¢des: coluna Cig PAH (250 mm de
comprimento, 4,6 mm d.i., particulas 5 um), volume de injecdo de 20 puL, fluxo de
1,0 mL min™", eluicao isocratica H,O/ACN 1:1.
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ANEXO A8 - Cromatogramas referentes a coleta de 16/11/06, na bacia hidrografica do Cérrego Rico,
em Jaboticabal e Monte Alto - SP. Condigbes: coluna Ci3 PAH (250 mm de
comprimento, 4,6 mm d.i., particulas 5 um), volume de inje¢cdo de 20 uL, fluxo de
1,0 mL min™, eluicao isocratica H,O/ACN 1:1.
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ANEXO A9 - Cromatogramas referentes a coleta de 22/11/06, na bacia hidrografica do Cérrego Rico,
em Jaboticabal e Monte Alto - SP. Condigbes: coluna Ci3 PAH (250 mm de
comprimento, 4,6 mm d.i., particulas 5 um), volume de inje¢cdo de 20 uL, fluxo de
1,0 mL min™, eluicao isocratica H,O/ACN 1:1.
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ANEXO B - Precipitagao pluviométrica (mm dia”) referente municipio de Monte Alto e ao periodo de
margo a novembro/2006. Fonte: SAA, Cati, Regional de Jaboticabal.

. Més

Dia - - .
mar. abr. maio jun. jul. ago. set. out. nov.

01 0,0 6,4 0,2 14,6
02 11,8 15,8 1,6
03 2,8 0,2 5,6
04 20,2 3,2 19,0
05 0,4 4,0 36,2
06 14,0 33,6 80,2 21,8
07 1,0 2,2
08 0,2 0,2 0,2
09 2,2 0,2
10 0,2 3,0
11
12 0,4
13 0,2
14 4,4 0,2
15 19,2
16 2,6 32,4
17 1,6 2,2 1,0
18 0,2 37,0
19 24,2
20 1,0 17,8
21 442 2,2 6,0 0,4
22 4,2 0,4 1,0
23 0,6 5,2
24 3,8 1,2 0,8
25 0,2
26 14,8 12,4 5,4
27 0,2 4,6 0,6
28 28,0 0,2 2,8 17,4
29 4,8
30 0,2 0,2 0,4

31
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