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RESUMO

A crescente preocupacdo com o possivel impacto ambiental provocado por
micropoluentes organicos com o potencial de causar efeitos adversos a saude
em humanos e animais selvagens tem levado a comunidade cientifica a
pesquisar e desenvolver métodos analiticos na determinacdo destas
substancias, em especial alteradores endocrinos presentes em matrizes
ambientais, tais como aguas superficiais e subterraneas e efluentes de ETEs.
Porém, poucos estudos em solo tém sido feitos. No presente trabalho,
pretende-se otimizar e validar método para determinagdo de estrogenos em
solos tratados com esterco bovino e lodo de ETE, utilizando-se a extracéo
sélido-liquido por banho de ultrassom seguido de extragdo em fase sdlida
(SPE) e a dispersdo de matriz em fase sélida (MSPD), no intuito de avaliar os
principais fatores que influenciam esse processo e identificar as melhores
condicbes de recuperacdo. Os parametros mais utilizados no processo de
validagao analitica incluem os limites de deteccao e quantificacao, seletividade,
linearidade ou faixa de trabalho, precisdo e exatiddo. Foram analisadas
matrizes de solo da cidade de Araraquara-SP e lodo bioldgico proveniente da
Estacdo de Tratamento de Esgoto de Jau-SP, fortificadas com horménios 173-
estradiol (E2), estrona (E1) e estriol (E3), sendo a determinag&o analitica feita
por HPLC/UV/Fluorescéncia. O método foi validado de acordo com os
seguintes parametros: faixa de trabalho, obtida a partir de curvas analiticas
entre (0,8 a 10,0ug mL™" para (E1) e (E3) e 32,0 a 400,0(ng mL™") para o (E2);
seletividade (auséncia de interferentes nas amostras); exatidéo (recuperagao:
46-94%): precisdo (CV: 1-15%); e limites de quantificacdo (0,1 pug g™ para (E2)
e 2,5 ug g para (E1) e (E3)) para os estrégenos estudados. O método
proposto permitiu analise simultdnea dos estrégenos em um tempo
relativamente curto quando comparado aos descritos na literatura, viabilizando

sua aplicagcao em estudos que envolvam essas matrizes sélidas.

Palavras-Chave: 17B-estradiol (E2). Estrona (E1). Estriol (E3). Alteradores

endoécrinos. HPLC/UV/Fluorescéncia.



ABSTRACT

The growing concern about possible environmental impacts caused by organic
micropollutants with the potential to cause adverse health effects in humans
and wildlife has led the scientific community to research and develop analytical
methods in determining these substances, especially endocrine disruptors
present in environmental matrices such as surface and groundwaters and
effluent from sewage treatment plants. However, few studies have been done in
soil. In this paper, we intend to optimize and validate the method for
determination of estrogens in soils treated with manure and sludge STS, using
the solid-liquid extraction ultrasonic bath extraction followed by solid phase
extraction (SPE) and the matrix solid phase dispersion (MSPD), in order to
evaluate the main factors influencing this process and better recovery. The
parameters commonly used in the validation process include the analytical
limits of detection and quantification, selectivity, linearity and working range,
precision and accuracy. Matrices of soil were analyzed from the city of
Araraquara-SP and biological sludge from the Sewage Treatment Station Jau-
SP, fortified with hormones 173-estradiol (E2), estrone (E1) and estriol (E3),
and analytical determination made HPLC/UV/Fluorescence. The method was
validated according to the following parameters: working range, obtained from
analytical curves between (0,8 and 10,0 ug mL™" for (E1) and (E3), and 32,0 and
400,0 (ng mL™) to (E2), selectivity (no interferences in the samples); accuracy
(recovery: 46-94%), precision (CV: 1-15%) and limits of quantification (0,1ug g™
for (E2) and 2,5 ug g for (E1) and (E3)) for the estrogens studied. The
proposed method allows simultaneous analysis of estrogens in a relatively short
time compared to the literature, allowing its application in studies involving

these solid matrices.

Keywords: 17(3-estradiol (E2). Estrone (E1). Estriol (E3). Endocrine disruptors.
HPLC/UV/fluorescence.
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Apresentacao e Justificativa do Estudo

O crescimento da populagao global resultou em um aumento significativo
de residuos gerados dispostos inadequadamente no meio ambiente,
aumentado cada vez mais 0 numero de areas contaminadas, havendo assim a
necessidade de criacdo de politicas publicas ambientais mais restritivas para o
tratamento desses residuos.

Porém, o foco desse tratamento ainda possui uma visdo macro desses
poluentes, centrada nas consequéncias que sao visiveis, as quais muitas vezes
nao sdo as principais responsaveis por acarretar os maiores problemas ao
ambiente.

Micropoluentes como os estrogenos sao excretados por animais através
da urina e fezes. A contaminacdo do solo através da aplicacdo do esterco
bovino e lodo das estagdes de tratamento utilizados na agricultura podem ser
uma das principais formas de contaminagdo do ambiente, uma vez que a
contaminagao do solo pode ocasionar graves consequéncias a biota aquatica.

Torna-se entdo necessario o monitoramento das concentragcdes desses
micropoluentes presentes no solo, para que ndo venham a ocasionar tais

maleficios.
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1 INTRODUQZ\O
1.1 Hormonios Enddcrinos

Em quase todos os animais multicelulares complexos, existem dois principais

sistemas de controle e coordenacéo dos processos bioquimicos:

- 0 sistema nervoso, que exerce um controle de ponto a ponto rapido,

transmitido via impulsos elétricos para determinados 6rgaos ou tecidos;

- o0 sistema endocrino, que é um sistema mais lento com base em

mensageiros quimicos podendo atingir todas as partes do corpo.

Ambos agem em conjunto para controlar todas as fung¢des corporais € 0s
processos.

Conforme a ECE (EUROPEAN COMMISSION ENVIRONMENT, 2011), o
sistema enddcrino “é uma complexa rede de glandulas, hormdnios e receptores que
fornece a chave de comunicacdo e elo de controle entre o sistema nervoso e as
fungcbes corporais, tais como reproducdo, imunidade, metabolismo e
comportamento”. Ele realiza suas fungdes por meio de hormdnios, que sao
substancias quimicas secretadas por glandulas localizadas em todo o corpo. Sua
funcdo é transferir informagdes e instrugcdes entre as células presentes em
mamiferos, aves, peixes e outros organismos vivos. Esses mensageiros quimicos
séo liberados na corrente sanguinea, onde estruturas em varios 6rgaos e tecidos os
reconhecem através de receptores de horménio que sao estruturas protéicas
especializadas. Quando nao ha tal receptor, o horménio nao faz efeito. Uma vez
estando ligadas, uma série de reagdes bioquimicas ocorrem, levando a respostas
biolégicas especificas no individuo, regulando assim seu crescimento,
desenvolvimento, controlando as fung¢des de muitos tecidos, auxiliando as funcdes
reprodutivas e outras.

O sistema endodcrino (Figura 1) é constituido por um conjunto de glandulas
localizadas no corpo, como a tiredide, as gbnadas e as glandulas supra-renais, e
pelos hormdnios por elas sintetizados, tais como a tiroxina, os estrogenos e

progestagénios, a testosterona e a adrenalina (GHISELLI; JARDIM, 2007).
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Figura 1- Sistema enddcrino humano

Fonte: (FARABEE, 2001; apud SODRE et al. 2007).

1.2 Estrogenos Naturais e Sintéticos

Os estrogenos naturais compdéem um dos trés grupos de hormdnios
esterdides sexuais, classificados como estrogénicos, androgénicos e progesténicos.
Apresentam em comum 18 atomos de carbono derivados da molécula de colesterol
(GABET et al. 2007) e exercem sua acgao pela passagem através da membrana
plasmatica, ligando-se a receptores intracelulares (YING et al.,, 2002). Sao
produzidos no organismo feminino principalmente pelos ovarios sob o comando de
horménios proteindides liberados pela pituitaria na corrente sangtinea. No homem,

embora em numero muito menor, também ha producdo de alguns dos estrégenos
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pelos testiculos através da transformacado metabdlica da testosterona em estradiol,
com auxilio da enzima aromatase, e posterior excregao para 0 meio ambiente.

Os estrégenos sao responsaveis principalmente pelo desenvolvimento de
caracteristicas femininas no inicio da puberdade (indugéo da primeira fase do ciclo
menstrual, desenvolvimento dos ductos mamarios) e pelo aumento das glandulas
mamarias durante a gravidez. Além dessas funcbes, também assumem importante
papel na diferenciagcdo sexual. Esse processo ocorre particularmente na camada
gordurosa, 0ssos, sistema nervoso central e prostata.

Conforme apresentado na Figura 2, esses horménios tém em comum uma

estrutura constituida de trés anéis hexagonais e um anel pentagonal.

Figura 2 - Estruturas e rotas metabdlicas dos estrégenos 173-estradiol, estrona e

estriol

176 - Estradial Estrona

Eztriol

Fonte: (REIS-FILHO, 2006).

Como principais causas de sua deficiéncia cita-se:

- Osteoporose: o estrégeno fixa o calcio nos ossos. Devido a diminuigdo da
producao desse hormoénio a partir da menopausa, as mulheres tém uma perda anual

de 2 a 4 % da massa 6ssea, e estdo mais expostas a ter fraturas;
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- Doencgas vasculares: a diminuicdo de estrogenos produz um aumento do
chamado mau colesterol (LDL) e uma diminuicdo do chamado bom colesterol,

favorecendo incidéncia das doencas cardiovasculares apds a menopausa;

- Depresséo, fadiga, ondas de calor, suores noturnos, palpitagdes, cefaléias,

irritabilidade e perda de libido.

Na medicina humana, os estrégenos naturais 17B-estradiol (E2) (principal
estrogeno secretado pelo ovario), estriol (E3) e estrona (E1) e o sintético 17a-
etinilestradiol (EE2) sdo indicados no tratamento da reposicdo hormonal, na terapia
de substituicao fisiolégica em estados de deficiéncia hormonal, no tratamento de
cancer de mama em mulheres pds-menopausa, no cancer de prostata e em métodos
de contracepgéo (aplicagdo médica dessas substancias ocorre desde 1960). No
organismo, o catabolismo dos estrégenos ocorre no figado, onde sao conjugados a
sulfatos, glicuronideo ou sulfoglucuronide. Conforme Sandor e Mehdi (1979), “estas
substituicbes aumentam sua solubilidade e facilitam a eliminagédo através da urina,
no entanto, uma fragdo dos estrogenos é eliminada via fezes em suas formas nao

conjugada ou livre”.

1.3 Os Alteradores Endodcrinos

De acordo com Fontenele et al. (2010), atualmente sdo conhecidas em todo
mundo cerca de onze milhdes de substancias quimicas, das quais trés mil sao
produzidas em larga escala. Numerosos compostos quimicos de uso industrial,
agricola e doméstico possuem comprovada atividade hormonal. Esses agentes, em
sua grande maioria estando presentes nos efluentes industriais, residenciais e das
estacbes de tratamento de agua e esgoto, passam a representar uma fonte
importante de contaminagao ambiental.

O interesse da comunidade académica, embora os primeiros efeitos
relacionados a contaminagao por alteradores enddocrinos tenham sido observados na
década de 40 em humanos expostos ao DDT (WARING; HARRIS, 2005; apud
FERREIRA, 2008), ganhou for¢ca a partir da década de 70, culminando com o
aumento no numero de pesquisas envolvendo monitoramento dos compostos

definidos como xenobidticos, em diversos compartimentos ambientais. Observa-se



22

atualmente que organizagbes governamentais e ndo-governamentais tém debatido
em grande escala esses problemas, estabelecendo normas e condutas a serem
seguidas e discutindo a importancia das praticas de minimizagao e remediagao de
residuos e substancias quimicas potencialmente poluentes (RAIMUNDO, 2007).

Inumeras pesquisas evidenciaram que certas substancias quimicas poderiam
alterar o sistema enddcrino dos seres humanos e animais selvagens. Os estudos em
laboratério confirmaram que sistemas enddcrinos de certos peixes e animais
selvagens tinham sido afetados por essas substancias quimicas, mesmo quando
expostos a baixas concentragdes (da ordem de ng L), resultando em alteragdes de
comportamento.

De acordo com Raimundo (2007), essa classe de substancias ndo é definida
pela sua natureza quimica, mas pelo seu efeito bioldgico e tém sido denominadas de
alteradores enddcrinos.

Um alterador enddcrino pode ser produto de higiene pessoal (PFHP),
pesticidas, alquilfendis, horménios naturais estrogenos dentre outros como

apresentado na Tabela 1.
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Tabela 1 - Substancias quimicas classificadas como alteradores enddécrinos, com
destaque para os estrégenos naturais.

Fonte: Bila, (2005).

Os estrogenos, ao serem eliminados acabam invariavelmente em afluentes e

efluentes de Estagcdes de Tratamento de Esgoto (ETEs), lodo biolégico das ETE, em
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sedimentos marinhos, solos e nas aguas superficiais, subterraneas e potaveis, e
devido a ineficiéncia de sua remocao do ambiente, podem ser reincorporadas como
agentes exdgenos, como se observa na Figura 3, produzindo respostas bioldgicas
qualitativamente similares aquelas produzidas pelos horménios naturais enddégenos
(DASTON et al., 1997).

Figura 3 - Principal via de entrada dos estrégenos no ambiente.

Fonte: Reis-Filho et al. (2006).

Existem muitas nomenclaturas utilizadas para denominar os alteradores
enddcrinos. Segundo a ECE (EUROPEAN COMMISSION ENVIRONMENT, 2011),
alteradores endocrinos “sdo substancias exdgenas ou misturas delas, que alteram
as funcdes do sistema enddécrino e que consequentemente causam efeitos adversos
num organismo intacto, ou em sub-populag¢des e em seus descendentes”.

Ja para a EPA (ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY), um alterador

endocrino é definido como “um agente exdgeno que interfere com a sintese,
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secregao, transporte, ligacdo, acédo ou eliminagdo de hormdnio natural no corpo que
sdo responsaveis pela manutencdo, reprodugdo, desenvolvimento e/ou
comportamento dos organismos”.

Ha que ressaltar que algumas dessas substancias ainda nao foram incluidas
em legislacbes ambientais, embora varios trabalhos tenham relatado seus efeitos

em seres Vivos.

1.4  Mecanismo de acéo e efeitos observados sobre 0 organismo

Conforme a ECE (EUROPEAN COMMISSION ENVIRONMENT, 2011), os
alteradores endocrinos podem exercer seus efeitos através de diferentes

mecanismos:

- Imitando a atividade biolégica de um hormdnio, ligando-se a um receptor
celular, levando a uma resposta injustificada e iniciando a resposta normal da célula
para o hormdnio que ocorre naturalmente na hora errada ou a uma extensao

excessiva (efeito agonistico).

- Se ligando ao receptor, mas ndao o ativando. A presenca da substancia

quimica no receptor irda impedir a ligagdo do horménio natural (efeito antagonista).

- Se ligando as proteinas de transporte no sangue, alterando assim as
quantidades de horménios naturais que estao presentes na circulagao.

- Interferindo com os processos metabdlicos no organismo, afetando a sintese

ou as taxas de degradagao dos horménios naturais.

Os efeitos desencadeados pelos alteradores enddcrinos dispostos no
ambiente atingem desde microinvertebrados até grandes vertebrados.

Alguns efeitos, tais como a diminuicdo na eclosdo de ovos de passaros,
peixes e tartarugas; feminizagdo de peixes machos; problemas no sistema
reprodutivo em peixes, répteis, passaros, mamiferos e alteragcbes no sistema
imunoldgico de mamiferos marinhos, tém sido associados a exposigao de espécies
de animais aos alteradores enddcrinos (BILA; DEZOTTI, 2007). Na literatura,
estudos relataram desde algumas anomalias no comportamento reprodutivo de

jacarés contaminados com DDT (GUILLETTE et al., 1996), até colapsos das
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populacdes de peixes existentes em lagos experimentais no Canada (PELLEY,
2003; apud REIS-FILHO, 2006).

No homem estao relacionadas doengas como ovarios policisticos, redugao da
fertilidade masculina (queda sensivel na quantidade e mobilidade dos
espermatozoides) e o cancer de mama, testicular e de prostata. Ghiselli e Jardim
(2007), também relataram efeitos como: deformidades dos 6rgaos reprodutivos,
disfungéo da tiredide e alteragdes relacionadas com o sistema neuroldgico.

A fase da vida em que ocorre a exposi¢ao a estas substancias (sozinhas ou
em combinagdo a outras substancias alteradoras do sistema enddcrino) é de
fundamental importancia no respectivo efeito biolégico que o organismo pode
apresentar; sendo que o agente n&o precisa ser persistente para ter um determinado
efeito, especialmente em qual periodo do desenvolvimento essa exposicdo ocorre
(KAVLOCK et al., 1996).

1.5 O uso de residuos na agricultura
1.5.1 O manejo do esterco bovino

A criagdo de animais representa uma importante fonte de esterdides no
ambiente. O intenso mercado de produgédo animal, particularmente nos ultimos 30
anos, tem resultado em problemas na qualidade da agua e do solo associadas ao
aumento dos residuos gerados por esse tipo de produgdo. Estrégenos sao
naturalmente produzidos e excretados por animais como também administrados
como promotores de crescimento (CASEY et al.,2003). Cerca de 80 toneladas de
estréogenos sao produzidos anualmente pelo gado na Unido Européia e EUA
(LANGE et al. 2002).

A contaminagdo do solo por estrégenos ocorre principalmente através da
utilizacdo do esterco na agricultura em substituicdo aos fertilizantes quimicos
(EMMERIK et al.,2003). A agricultura organica (nome dado a pratica que se baseia
na reutilizacdo do lodo de esgoto e esterco) tem crescido, pois se acredita que a
utilizacao de recursos naturais em substituicdo aos fertilizantes quimicos reduziria o
impacto ambiental ao solo e os riscos a populagdo, devido ao manejo organico
considerado agroecoldgico. Porém, sdo ainda muito restritos os estudos sobre o

impacto ambiental desses residuos usados como aditivos agricolas e, devido a essa
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utilizacdo agricola ser ainda recente, eles se concentram principalmente na
investigacdo do impacto causado por metais potencialmente toxicos e organismos
patogénicos presentes nesses residuos (FERREIRA, 2008).

O esterco animal aplicado no solo tem afetado a qualidade das aguas
superficiais e de subsolo. Em ruminantes, estrogenos sédo excretados principalmente
via fezes (50-70% em bovinos) enquanto que em suinos e aves sdo excretados
principalmente na urina (90-96% e 69%, respectivamente).

As concentragdes dos estrogenos observados em unidades de armazenagem
de residuos solidos variam muito, desde muito altas (podendo chegar a 2.104mg kg™’
(peso seco) até valores abaixo do limite de deteccdo, (resultantes como, por
exemplo, de diferengas no tipo de gado, tamanho da fazenda, idade relativa dos
residuos e a época de amostragem envolvida), o que ndo inviabiliza a preocupagao
com o comportamento desses micropoluentes nessa matriz (RAMAN et al.,2004;
apud COMBALBERT; HERNANDEZ-RAQUET, 2010).

1.5.2 Lodos de esgoto: destino e problemas

No sistema de tratamento de residuos sanitarios, o processo bioldgico
consiste na remogado da matéria organica biodegradavel presente no esgoto.
Existem basicamente trés formas para esse tratamento. A lagoa de aeragéao, a lagoa
de lodo e o tratamento por membrana, ainda inexistente no Brasil.

O lodo de esgoto produzido (parte sélida do esgoto rico em matéria organica)
tem sua disposicao final por meio de alguns processos como: incineragao (exclusiva
ou co-incineragao com residuos soélidos urbanos); disposicdo em aterro sanitario
(aterro exclusivo e co-disposigdo com residuos solidos urbanos); conversdo em 6leo
combustivel; reuso industrial (producdo de agregado leve, fabricagdo de tijolos,
ceramica e producao de cimento); recuperacdo dos solos (recuperacdo de areas
degradadas e de mineralizacéo); “landfarming” e uso agricola e florestal (aplicagao
direta no solo, compostagem, fertilizante e solo sintético) (BETTIOL; CAMARGO,
2005). No Brasil, embora normalmente ainda seja destinada aos aterros sanitarios, a
preferéncia é pela disposicdo na agricultura, pois como vantagem dispensa a adi¢ao
de nitrogénio no solo, reduz o uso de fosforo e ainda aumenta o rendimento da

producao.
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Por outro lado, o lodo apresenta caracteristicas extremamente variaveis,
dependendo de sua origem, época do ano e processo de tratamento. Um lodo tipico
apresenta cerca de 40% de matéria organica, 4% de nitrogénio, 2% de fésforo, os
demais macro e micro nutrientes (zinco, cobre, ferro, manganés e molibdénio), além
de elementos potencialmente téxicos como metais pesados (tais como cadmio,
cobre, zinco, niquel, cromo e chumbo) (BETTIOL; CAMARGO, 2005).

A legislacao brasileira se atenta somente para a concentragao de patdégenos e
metais nocivos. N&o existem normas que regulamentem a presenga de produtos
farmacéuticos, hormdnios esterdides sexuais, produtos de cuidado pessoal e outros
alteradores que apresentem tendéncia de acumular no lodo de esgoto, até porque
se trata de uma matriz extremamente complexa.

A presenga de estrogenos na fragdo sélida do esgoto (lodo) tem recebido
pouca atengdo em comparagdo a dada a analise hormonal em efluentes liquidos.
Kuster et al. (2004) relataram as dificuldades de se analisar estes compostos em
matrizes solidas. Portanto, ha a necessidade de se identificar e avaliar também o
impacto dos micropoluentes organicos no meio ambiente. O que se sabe € que os
alteradores enddcrinos excretados, (em sua maioria na forma conjugada nas
estacbes de tratamento de esgoto), apresentam baixa atividade estrogénica em
comparagao com as formas livres (ndo conjugadas). Entretanto, essas substancias
conjugadas séo desconjugadas pelos microorganismos presentes nessas estagdes,
produzindo formas nao ligadas e com poder estrogénico novamente ativo (DRAY et
al. 1972). Estudos relataram concentragdes surpreendentemente altas de E1 (5-
20mg kg™') e E3 (272-406mg kg') em peso seco e sulfato conjugado com as formas
de E2 e E1 (0,64-7mg kg'1) em peso seco detectados nos lodos de duas ETEs na
Espanha (NIETO et al. 2008).

O destino dos estrégenos no ambiente depende muito de suas caracteristicas

fisicas e quimicas, como mostra a Tabela 2.



Tabela 2 - Propriedades fisico-quimicas dos principais estrogenos naturais.

Y2 vida no
Estrégeno pKa Kow Koc
solo (dias)
E1 10,40 7,4131 x 10* 4882 2-3
E2 10,23 9,7724 x 10™ 3300 0,92
E3 10,40 3,5481 x 107 1944 1-2

Kow: coeficiente de particdo octanol/agua; Koc: constante de sorgdo em matéria organica.

Fonte: Ra et al. (2008) e Beck et al. (2007).

Os estrégenos apresentam carater hidrofébico, moderadamente sollveis em
agua e que preferencialmente adsorvem em sedimentos/particulas sdlidas. Portanto,
€ de se esperar que a adsor¢cao no solo, sedimento ou lodo biolégico seja um
significativo fator da redugcdo da concentragdo dessas substéncias nos recursos
hidricos (LAl et al., 2000; URASE; KIKUTA, 2005; apud FERREIRA, 2008).

Contudo, nédo é descartada a possibilidade de que as aguas subterraneas,
fonte de aguas potaveis, possam ser contaminadas pela infiltragao de substancias
quimicas através do solo. As aguas subterrdneas normalmente recebem menos
tratamentos na ETA, geralmente restrita apenas a cloracdo para a desinfecgao de
microorganismos patogénicos. Consequentemente, ha um grande risco de que os
estrogenos possam estar presentes nessas aguas.

A presenca de estrogenos naturais e sintéticos nas estagdes de tratamento de
esgoto demonstra que é necessaria uma avaliacdo dos processos de tratamento
envolvidos com respeito a eficiéncia de remogdo dessas substancias. Processos
tecnolégicos como oxidagdo por ozbnio, sor¢do em carbono ativado e osmose
reversa sao algumas das técnicas mais promissoras para a remog¢ao de estrogenos,
entretanto sdo pouco aplicadas, devido ao alto custo.

A disposicao final adequada € uma etapa problematica no processo
operacional de uma estacdo de tratamento de esgoto. Portanto, € de extrema
necessidade uma segura destinacado final desses residuos em termos de saude

publica e ambientalmente aceitavel.
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A quantidade necessaria, bem como o comportamento dessas substancias
quimicas, para que apresentem perigo para os animais ainda sao desconhecidas.
Torna-se necessario monitorar esses contaminantes e seus produtos de degradagéao
no solo, a fim de avaliar seu possivel impacto no meio ambiente, principalmente nas
aguas superficiais e subterraneas. Portanto, esta pesquisa pretende iniciar esse
estudo, para analise dos estrogenos de interesse em solo tratado com e sem esterco
bovino e lodo de ETE.

1.6 Métodos analiticos para determinar estrogenos no ambiente

Os niveis de contaminagdo na ordem de ng L e a alta complexidade das
matrizes ambientais exigem o uso de métodos com alta detectabilidade e
seletividade para a analise dos residuos de estrégenos (WANG et al,.2008). Para
tanto, uma amostra necessita de um pré-tratamento antes de sua analise
cromatografica, como por exemplo, a extragcdo em fase sélida (SPE), muito utilizada
em matrizes liquidas.

A Tabela 3 ilustra alguns métodos para analise de estrogenos e as

concentragdes encontradas para estréogenos em matrizes ambientais.
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Como se observa na Tabela 3, nas analises de matrizes sdlidas geralmente
sao utilizados métodos de extracido por solventes, seguido de banho de ultrassom.
Porém, técnicas como a extragdo por liquido pressurizado (PLE) também tém sido
utilizadas, mas todos esses métodos estabelecidos exigem extensos procedimentos
de extragao e limpeza, para remover compostos interferentes na matriz (ZHANG et
al. 2010).

Essas matrizes, devido a sua complexidade, necessitam de etapas de clean-
up. A grande maioria dos métodos analiticos usados nesse processo se baseia na
extracdo em fase solida (SPE, solid phase extraction), por ser um método adequado
e com elevada seletividade. Conforme Collins e Silva (2011), a extragdo em fase
sélida é atualmente a técnica mais empregada para amostras liquidas, como
matrizes de aguas superficiais e efluentes, tendo os cartuchos adsorvente Oasis
HLB como o sorbente mais comumente utilizados. A escolha da fase estacionaria
(C1g) é largamente utilizada e se deve a natureza dessas substancias, que apresenta
como caracteristica uma baixa polaridade, favorecendo a cromatografia em fase
reversa. Em alguns estudos, silica gel foi aplicada como uma segunda etapa no
clean-up.

Nao ha um unico trabalho citado na literatura que descreva o tratamento da
amostra pelo método da dispersdo de matriz em fase solida (MSPD) para analise
estrogenos. Por se tratar de um método de simples execugéo e eficiente, vem sendo
cada vez mais utilizado em uma variedade de matrizes, principalmente soélidas e
semissolidas, como material biolégico (tecidos) e alimentos. (COLLINS; SILVA,
2011). O método por MSPD consiste basicamente em introduzir a amostra em um
recipiente contendo um suporte sélido (adsorvente), misturar até homogeneizagao,
transferir o material (matriz e adsorvente) para a coluna e eluir com solvente
apropriado. A coluna MSPD consiste, portanto, da matriz dispersa no adsorvente
(DOREA; LOPES, 2004).

Quanto ao emprego de equipamentos utilizados nas analises, a cromatografia
a gas tem sido amplamente utilizada por oferecer maior capacidade de separacao
combinado com boa identificacdo em relacdo a cromatografia liquida (STRECK,
2009). Entretanto, a desvantagem do primeiro se deve a necessidade de uma etapa
de derivacao preliminar, dadas as caracteristicas fisicas e quimicas dos estrégenos
como a alta massa molecular e as baixas pressdes de vapor, que tornam uma

dificuldade a analise desses compostos diretamente por cromatografia gasosa e
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acarretam muitas vezes eventuais baixos percentuais de recuperagao nas analises.
A cromatografia liquida é sempre realizada em fase reversa nesses casos. Como
fases moveis em cromatografia liquida mais utilizadas estdo acetonitrila:agua e
metanol:agua.

Em relagcdo a detectores, na grande maioria das publicagdes € utilizado o
espectrometro de massas (GC/MS e HPLC/MS), acoplado em alguns casos
(tandem). O uso destes detectores consegue atingir limites de detecgédo da ordem de
pPg g'1, melhores em relacdo a detectores como o UV, por exemplo, que apresenta
valores na faixade uygg”' angg™.

Varios trabalhos citados nao especificam quais métodos estatisticos foram
abordados na obtencdo dos limites de quantificacdo e detecgao, sendo que em
alguns desses ndo chegam a descrever tais resultados. A maioria dos trabalhos
também ndo menciona a avaliagao do efeito de matriz, que comumente influenciam
nos dados analiticos quantitativos da amostra (THOMPSON, ELLISON e WOOD
2002; apud TOLEDO NETTO, 2009), principalmente quando se utilizam detectores

de massas (efeito batocromico).

1.7 Validagdo de métodos analiticos

A etapa da validacéo é essencial para que se possa avaliar objetivamente o
grau de confiabilidade dos resultados que serdo obtidos na aplicagdo de métodos
analiticos. Diferentes normas, por varios 6rgaos nacionais ou internacionais,

estabelecem definicdes para o termo. Dentre algumas, as principais estdo a seguir:

Validacao analitica: “Validagdo é o conjunto de acdes procedidas de definir
uma exigéncia analitica e confirmar que o método sob investigacdao tem a
capacidade de desempenho consistente com o que a aplicagdo requer.”
(EURACHEM WORKING GROUP, 1998);

“A validacao deve garantir, através de estudos experimentais, que o método
atenda as exigéncias das aplicagdes analiticas, assegurando a confiabilidade dos
resultados.” (ANVISA, 2003);
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“E a demonstracdo que um método de ensaio quimico, nas condi¢gdes em que
€ praticado, tem as caracteristicas necessarias para obtencdo de resultados com a
qualidade exigida” (INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA, NORMALIZACAO E
QUALIDADE INDUSTRIAL INMETRO, 2003).

Para se realizar a validagdo de um meétodo analitico, diversos critérios
discutidos na literatura devem ser obedecidos. Os principais critérios sao definidos a

seqguir:

- Linearidade: é a capacidade de um método gerar resultados diretamente
proporcionais a concentracdo do analito, dentro de uma faixa especifica de
concentragdes. Esta normalmente relacionada com a variagdo da inclinagao da linha
de regressao e € determinada através da curva analitica da substancia (VIEIRA,
2004).

- Intervalo de trabalho: é a faixa que se estende do menor ao maior nivel de
concentragdo que possa ser determinado com precisdo e exatiddo usando a
linearidade do método (BRITO et al., 2003).

- Seletividade: E a capacidade de avaliar, de forma inequivoca, as
substancias em exame na presenca de componentes que podem interferir com a
sua determinagdo em uma amostra complexa. A seletividade avalia o grau de
interferéncia de espécies bem como outros compostos de propriedades similares

que possam estar, porventura, presentes (RIBANI et al.,2004).

- Sensibilidade: é a capacidade de um método discriminar, com determinado
nivel de confianga, duas concentragdes proximas. A sensibilidade é definida como o
coeficiente angular da curva analitica. No caso de uma reta, quanto maior o angulo
de inclinagao da reta, mais sensivel (LANCAS, 2004).

- Limite de Quantificagdo (LQ): menor concentragdo do analito que pode ser
quantificada na amostra, com exatidao e preciséo aceitavel (BRITO et al., 2003).

- Limite de Detecgéo (LD): menor valor de concentragdo do analito que pode

ser detectada, mas nao necessariamente quantificada, utilizando um determinado
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procedimento experimental (INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA,
NORMALIZACAO E QUALIDADE INDUSTRIAL INMETRO, 2003).

- Precisao: A precisado representa a dispersdo de resultados entre ensaios
independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou
padrées sob condigdes definidas (RIBANI et al., 2004). Usualmente ela é expressa

pelo coeficiente de variagao (CV):

CV (%)= x100
X

onde:

X - média das determinacoes

s - desvio padrao absoluto calculado por

n - nimero de medig¢des

X;- valor individual de uma medigao

- Recuperagao: E o valor obtido em relagdo ao valor adicionado do analito de
interesse. A quantificagdo do analito durante os estudos de recuperagao pode ser
realizada através do método do padréo externo ou do padréo interno (LANCAS,
2004).

Recuperagdo(%) = Valor (.)b.tldo X100
Valor Adicionado

Em geral, os intervalos aceitaveis de recuperagdo para analise de residuos
estdo entre 70 e 120%, com precisao < 20% (THIER; ZEUMER, 1987). Entretanto,
dependendo da complexidade analitica e da amostra, o valor pode ser considerado
aceitavel entre 50 a 120%, com precisado < 20% (RIBANI et al., 2004).

Os parametros exatidao e precisao constituem a chave para o processo de
validagao. Para a analise quantitativa de elementos tragcos € necessario validar os

limites de deteccao e de quantificagao (BRITO et al., 2003).
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2 OBJETIVOS

Otimizar e validar método analitico para determinagéo de estrogenos em solo
tratados com esterco e lodo de ETE, comparando-se a extracdo por banho de
ultrassom seguido de extragcdo em fase sélida (SPE) e a dispersdo de matriz em
fase solida (MSPD).

3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Lavagem da Vidraria

Durante todo o desenvolvimento do trabalho a vidraria utilizada foi deixada
imersa em solucdo de detergente alcalino Extran, MERCK, por um periodo de cerca
de 10 horas, sendo enxaguado em agua corrente exaustivamente e, em seguida, em
agua deionizada e por fim no solvente acetona, proveniente do Laboratério de Apoio
Técnico do IQ/UNESP. A secagem da vidraria se deu em estufa a temperatura de

90°C, a excecdo da vidraria volumétrica, seca em temperatura ambiente.

3.2  Materiais e reagentes
Neste trabalho foram utilizados os seguintes materiais e reagentes:

-Cartuchos para extragdo em fase solida Sampliq C1s Agilent Technologies
(Octadecilsilano), em prolipropileno com 500mg de sorvente e capacidade de

6mL de reservatorio;

- Manifold SPE de 19 pontos - Waters;

- Detergente alcalino Extran (MERCK);

- Agua Deionizada obtida do sistema Milli-Q plus (MILLIPORE);
- Silicagel C1g, 50m, 70-230 mesh, 60A, PHENOMENEX;

- Ponteiras Eppendorf;

-HPLC modelo LC-920 VARIAN com detector de Fluorescéncia VARIAN;
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- Conjunto de Filtracao;

- Membrana Filtrante Esterelizada 0,45y, ® 47 + 0,5mm — Schleicher &
Schuell;

- Micropipetas 20-200mL/100 -1000mL, TEDIA/EPPENDOREF;
- Ponteiras Eppendorf;

- Estrona pureza = 97,0% — Sigma Aldrich;

- Estriol pureza = 97,0% — Sigma Aldrich;

- 17-B-Estradiol pureza = 97,0% — Sigma Aldrich;

- Colunas Phenomenex C18 (250mm x 4,6 mm x Sum);

- L& de Vidro, fibra média, marca Isofar;

- Seringa de injecao de polietilieno comum (encontradas em farmacias);
- Almofariz de Porcelana;

- Banho de Ultrassom - Thornton-40kHz;

- Balanga Analitica, marca Tecnal, modelo Marck 500.

Os solventes empregados para o condicionamento e eluicdo das colunas em

ambos os métodos sao descritos na Tabela 4.



38

Tabela 4 - Especificacdo dos solventes empregados no processo de condicionamento e
eluicdo dos métodos de extracao

Grau de

Solvente Formula pureza Marca
Metanol CH3OH HPLC J.T. Baker
Acetona CH3;COCH; HPLC Mallinckrodt
Acetonitrila CH;CN HPLC J.T. Baker
Hexano CeH1s HPLC Mallinckrodt

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.3  Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Técnica de analise de substancias em uma mistura, em que a separagao
cromatografica é obtida a partir de interagdes diferenciais entre os analitos
componentes da mistura, a fase estacionaria e a fase mével. Refere-se a qualquer
procedimento cromatografico em que a fase moével € um liquido.

Constitui uma técnica extremamente versatil e de grande aplicagdo, que foi
primeiramente empregada em 1906, mas que foi redescoberta e desenvolvida
somente na década de 30. A partir dai, muitos avangos foram alcangados, como por
exemplo, o advento de fases estacionarias com microparticulas esféricas com
tamanhos cada vez menores (s2um) como material de recheio das colunas
cromatograficas, permitindo assim uma ampla variedade de interagdes e garantindo
muitas possibilidades de separacdo. Essas, por serem muito pouco permeaveis,
tornaram necessaria a utilizacao de bombas para a eluigao da fase movel.

Sua instrumentagao necessaria basicamente € composta por um sistema de
bombeamento, medidor de pressao, injetor, detector e registrador.

Como requisitos para a fase mével sdo necessarios solventes com alto grau
de pureza, compatibilidade com o sistema de deteccdo e polaridade adequada.
Exemplos de fase movel utilizadas sdo: agua, metanol, acetonitrila e hexano. Ja as
bombas tém por finalidade gerar altas pressoées, enviando um fluxo continuo de fase
movel para o sistema cromatografico.

As fases estacionarias mais utilizadas em HPLC, atualmente, sdo as do tipo

fase reversa (HPLC-RP), onde a fase estacionaria apresenta polaridade menor que
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a fase movel. Separagdes com colunas de fase reversa em HPLC utilizam fases
moveis feitas com misturas de metanol:agua ou acetonitrila:agua.

Os detectores sao responsaveis por gerar o sinal quando a substancia é
eluida da coluna. Detectores seletivos como o de fluorescéncia apresenta alta
detectabilidade, sendo possiveis deteccdes em quantidades da ordem de picograma
(10" g).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) tem sido a técnica analitica
mais desenvolvida, difundida e empregada em laboratérios de analise de industrias
quimicas e farmacéuticas, em areas médicas, em muitos outros campos da ciéncia e
até em oOrgados governamentais, estando associada a bom desempenho,

reprodutibilidade e analises rapidas sem perda de eficiéncia e de resolucio.

3.4  Preparacao das solucdes-estoque

Foram preparadas solug¢des-estoque de concentragdo nominal 100ug mL™’
(massa do padréo por volume de acetonitrila para HPLC/FLU) para cada um dos
analitos de interesse. A partir das solugbes-estoque, foram preparadas solugdes de
trabalho mistas (utilizadas para a avaliagdo do desempenho do sistema e para a
construgéo das curvas analiticas) com diferentes concentra¢des diluidas, de modo a
adequar-se a resposta do sistema cromatografico avaliado.

3.5 Condigbes cromatograficas

A mistura de solventes mais utilizados para a analise por cromatografia
liquida desses compostos, citado na literatura, € acetonitrila com agua (BARONTI et
al. 2000; D'’ASCENZO et al. 2003), numa vazdo de 1 mL min™. As condicdes
cromatograficas utilizadas neste trabalho foram anteriormente otimizadas neste
grupo de pesquisa para analise em agua de rio e agua sub-superficial (ZOCOLO,

2009) para o sistema HPLC/FLU e estdo sumarizadas na Tabela 5.



40

Tabela 5 - Condigdes cromatograficas empregadas nas analises dos estrogenos

Equipamento Cromatdégrafo liquido Varian VARIAN LC920,
com detector de fluorescéncia e ultravioleta.

C18 (Phenomenex, 4,6 mm de didmetro, 250
Coluna mm de comprimento e tamanho de particulas
de 5 um)
Temperatura de 30°C.

modo gradiente Agua/Acetonitrila
Fase Movel 0,1%Ac.Acético
50:50 até 5min., 40:60 até 15min., 0:100 até
17min.
vazdo 1 mL min™

Volume de injecéo 20 pL (injecao automatica)
Deteccgao 230 nm (excitagcao) e 306 nm (emissao)/FLU
200nm /UV

Fonte: Elaborado pelo autor.

Utilizou-se a cromatografia de fase reversa, visto que os hormdnios
estrogenos apresentam baixa polaridade, ou seja, eles possuem estruturas de
cadeia carbbnica longas, sendo que quanto maior o numero de substituintes, maior
sera sua polaridade, diminuindo a retencéo devido a fase estacionaria ser nao polar
(C1g), interagindo menos com os analitos e as fases moveis polares (agua e
acetonitrila), retendo-os. A detecgao por fluorescéncia foi empregada devido a essas
moléculas apresentarem anéis aromaticos policiclicos que fluorescem, ou seja,
contém duplas ligagbes conjugadas multiplas que pela passagem da luz de
comprimento de onda adequado através da cela de amostra, sdo por ela excitadas.
No retorno ao estado fundamental, a molécula excitada emite luz de comprimento de
onda maior, que é detectada a um angulo reto da radiagédo incidente. (SHELLY;
WARNER et al. 1983).
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3.6  Preparo das amostras de solo, esterco e lodo de esgoto.

3.6.1 Coleta das amostras de solo e esterco e preparo do solo e da mistura solo

com esterco.

O solo utilizado no processo de otimizagdo e validacdo do método para a
analise dos estrogenos foi obtido no municipio de Araraquara-SP, sendo proveniente
de uma area nao cultivada do Horto de Plantas Toxicas e Medicinais da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP (FCF da Unesp, campus de Araraquara-SP).
Ja o esterco bovino, embora também tenha sido coletado no Horto de Plantas
Toxicas e Medicinais da Faculdade, € proveniente do frigorifico Paraiso Verde
localizado na regido de Araraquara-SP.

Coletaram-se as amostras de solo e esterco manualmente com auxilio de
uma pa, a uma profundidade de aproximadamente 10 cm, procurando estas serem
representativas do ambiente amostral. Apés a coleta das amostras de campo e
homogeneizagao, realizou-se um quarteamento (processo de mistura em que a
amostra bruta é dividida em quatro partes iguais, sendo tomadas duas partes
opostas entre si para consistir uma nova amostra, descartando-se as duas partes
restantes, repetindo-se o processo até volume desejado para obter uma maior
confiabilidade na amostragem).

Ambas as amostras foram acondicionadas em recipientes metalicos
(marmitas de aluminio) e secas em estufa de aeracdo forgcada a temperatura
ambiente (T<30 °C) por 2 a 3 dias. Apds a secagem, foram transportadas até o
laboratoério de pesquisa do Instituto de Quimica da UNESP de Araraquara-SP, onde
foram destorroadas, trituradas em almofariz de porcelana e peneiradas (tamiz de
inox, 250 ym abertura, malha mesh 60 e tamiz de inox, 106um abertura, malha mesh
140).

A mistura solo com esterco foi preparada, acondicionada em vasilhames e
deixada em “incubacdo” por 15 dias na propor¢do equivalente a 60 Mg/ha (10° g
Hectare™). Isso se faz necessario, pois, como a interagdo dos estrégenos e solo
ocorre através da M.O, pode-se afirmar desse modo que, quanto maior for a
superficie de contato, maior sera essa interagdo. Apds esse periodo, foram
encaminhadas para analise completa no Laboratério de Analise de Solos do

IQ/UNESP de Araraquara-SP, para sua caracterizacdo. As analises resultaram em
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33g MO/dm® de material organico, para o solo sem adicdo de esterco, e 45 g
MO/dm?®, de material organico, para o solo enriquecido com esterco.

3.6.2 Coleta das amostras de lodo e preparo da mistura solo com lodo

A amostra de lodo foi coletada na cidade de Jau-SP, que possui uma
populagdo atualmente estimada em cerca de cerca de 130 mil habitantes, a qual
possui sua Estacdo de Tratamento de Esgoto que é controlada pela empresa
SANEJ, Saneamento de Jau Ltda, possuindo um sistema de tratamento por batelada
com lodo ativado. A amostragem de cerca de 5kg ocorreu no dia 21 de maio de
2010. A amostra foi preservada sob refrigeragdo em uma caixa isotérmica com gelo
durante o transporte até o laboratério do Instituto de Quimica da UNESP de
Araraquara-SP. No laboratério, o lodo em contato com o plastico foi descartado (é
sabido que plasticos contém polimeros a base de ftalados, por exemplo, o ftalato de
polietileno, que possuem certo rendimento quéantico (®) e sinal no detector de
fluorescéncia, sendo que estas substéncias poderiam migrar para a amostra e
interferir nas analises) e o restante foi separado em frascos de vidro e congelado em
freezer da marca Cénsul. A amostra de lodo foi seca em estufa de aeracao forcada a
temperatura (T = 60 °C) por 3 dias. Apoés a secagem, foi transportada até o
laboratorio de pesquisa do IQ/UNESP, onde se realizou quarteamentos sucessivos
até obter-se cerca de 1 kg da amostra, triturada em almofariz de porcelana e
peneirada, conforme descrito previamente no item 3.6.1 para solo e esterco. A
mistura solo com lodo foi preparada na propor¢ao equivalente a 60 Mg/ha (106 g
Hectare™), sendo posteriormente acondicionada em uma marmita.

Por apresentar caracteristicas extremamente variaveis, dependendo de sua
origem, época do ano, dia e processo de tratamento, uma amostra do lodo foi
caracterizada separadamente por analise termogravimétrica (TG/DTG/DTA). A
termogravimetria (TG) € uma técnica na qual a variagdo de massa de uma
substancia (Am) € medida quando esta é submetida a uma programacao controlada
de temperatura. A termogravimetria derivada (DTG) € um recurso matematico que
fornece a derivada primeira da curva TG (WENDLANDT, 1986). A DTA é a técnica
pela qual a diferenga de temperatura (AT) entre a substadncia e o material de

referéncia (termicamente estavel) € medida em fungdo da temperatura, enquanto



43

ambos sado submetidos a uma programacéao controlada de temperatura (OLIVEIRA,
2011). A Figura 4 refere-se as curvas TG/DTG/DTA obtidas em atmosfera dinamica
de ar sintético, com vazdo do gas de 100 mL min™" e razdo de aquecimento de 20°C
min”, em cadinhos de alumina e as massas de amostras em torno de 10 mg. As
temperaturas iniciais e finais foram, respectivamente, de 30 a 800 °C, a fim de se
determinar sua porcentagem em massa de matéria organica presente nessa

amostra.

Figura 4 — Curva TG/DTG/DTA da amostra de lodo de esgoto Estacdo de Tratamento de
Esgoto de Jau-SP.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Através da Figura 4, nota-se a volatilizagdo da amostra no estagio entre 387 e
531°C, ocorrendo uma perda de massa, indicando assim que a porcentagem de

matéria organica na amostra de lodo foi de aproximadamente 30%.
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3.7 Meétodos analiticos para determinacédo de estrogenos nas matrizes solo, solo

com esterco.

Foram testados dois métodos de extragdo em solos e solos tratados com
esterco bovino no intuito de avaliar as melhores condi¢des de recuperagéo. Sao eles
a extragcado por banho de ultrassom seguido de extragcdo em fase solida (SPE) e a
dispersdo de matriz em fase solida (MSPD). Foram estudadas técnicas envolvendo
C4g como fase estacionaria e acetona como eluente, devido a presenca dessas
caracteristicas em varios métodos presentes na literatura. Posteriormente, a matriz
solo com lodo foi aplicada o método com melhores recuperagbes (considerado
aceitavel entre 50 a 120%, com precisdao < 20%, dependendo da complexidade
analitica e da amostra) (RIBANI et al., 2004). Para avaliar a recuperacdo dos
estrogenos no processo de extragdo, foram utilizadas amostras de solo e solo com
esterco enriquecidas com solugéo padrao mista contendo os trés estrogenos em trés
niveis de concentracdo, correspondendo a concentragdes préximas ao limite de
quantificacdo do sistema analitico (nivel inferior), no ponto médio da curva analitica
(nivel médio) e préximo a maior concentragcdo da curva analitica (nivel superior). O
processo de enriquecimento das amostras de solo e solo com esterco foi efetuado
pela adicdo de 1000uL da solugéo padréo a 1,0g das amostras de solo e solo com
esterco para o banho de ultrasson seguido de SPE e 1,0g para a MSPD (processo
realizado para 3 amostras).

Para a realizagdo do estudo, optou-se por empregar uma pre-
homogeneizagdo da matriz com o analito, seguida de repouso por um periodo de 4
horas de aging, para que a interacdo amostra/analito fosse a mais fidedigna
possivel, mantendo-as durante esse periodo sob refrigeragdo (10°C). Decorrido este
periodo, foram submetidas ao tratamento em estudo. Todo o processo foi

acompanhado de uma amostra testemunha (sem a adigdo do padrao).

3.7.1 Método | — banho de ultrassom seguido de extracao em fase solida (SPE)

A extracdo em fase sélida (SPE) € uma técnica baseada na constante de
distribuicao de espécies quimicas em duas fases diferentes.
O método inclui a extracao sélido-liquido por solvente em banho de ultrassom

(etapa extra inserida devido a matriz ser sélida), seguida do clean-up do extrato
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utilizando SPE C4g, de acordo com o método proposto por Stanford e Weinberg,
(2007) e que se encontra sumarizado na Figura 5. As condigbes de condicionamento
e eluicdo do cartucho SPE sdo as mesmas otimizadas por Moura (2009) e estao

ilustradas na Figura 6.

Figura 5 - Procedimento para extracao de estrogenos em solo e solo com esterco, utilizando
banho de ultrassom seguido de extragao em fase sélida (SPE).

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 6 - Fluxograma do método utilizado para extragdo dos estrogenos em solo e solo
com esterco por SPE.

Fonte: (MOURA, 2009).

Pesou-se 1g da amostra em triplicata com posterior fortificagdo com os
analitos de interesse, segundo as condi¢gbes estabelecidas anteriormente no item
3.7. No processo de extracao, utilizou-se os solventes metanol e acetona por 10
minutos para o banho de ultrassom. Apds a centrifugagdo, procedeu-se uma
secagem total com fluxo brando de nitrogénio (N3), realizando-se a redissolu¢gao com
1mL de metanol/agua na proporgao (1:9), deixando-se novamente por 10 minutos no
ultrassom. As amostras foram transferidas pelo cartucho de Cs condicionado, com o
objetivo de pré-concentracdo e clean-up da amostra. Posterior a esse processo,
aplicou-se leve pressao com émbolo de uma seringa para a total secagem destas.
Realizou-se a eluigdo dos cartuchos com 4mL de acetona, levando-se novamente
para a secagem com nitrogénio. Terminada esta etapa, foi feita uma redissolugao
dos analitos com 1mL de acetonitrila e filtragem com filtros millipore para inje¢do no
HPLC/UV/FLU.
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3.7.2 Meétodo Il - dispersdo da matriz em fase sélida (MSPD)

Muitas vezes, analises de rotina no laboratério baseiam-se em grande parte de
meétodos classicos para a determinacéo de tracos de poluentes. Normalmente, estes
apresentam procedimentos multi-etapas, geralmente baseado na extragdo exaustiva
da matriz, e subsequente remocao de material de co-extraidos por varias etapas de
limpeza antes da analise instrumental. Apresentam técnicas de preparo que
precisam de uma grande quantidade de amostra e de solventes organicos. Estes
meétodos sao de alto custo, devido ao consumo de materiais, e também exaustivos.
Um desenvolvimento mais rapido, mais econdmico e compativel com o meio
ambiente é cada vez mais necessario. E vantajoso, portanto, quando se tem a
oportunidade de utilizar métodos que apresentem tais caracteristicas.

A dispersdo da matriz em fase sélida (MSPD) foi introduzida em 1989 por
Barker et al.(1989). O principio da técnica & baseado na homogenizagdo da amostra
enquanto ela é dispersa em suporte sélido (silica, florisil, Cg, C4g etc), misturadas até
homogeneizagdo, gerando um material cromatografico que possui um carater
especial para a extragdo de compostos dispersos na amostra e esse material (matriz
e adsorvente), é transferido para uma coluna e eluido com solvente apropriado,
como ilustra a Figura 7. A principal diferenga entre a MSPD e SPE (um método
classico de extragao dos analitos), € que a amostra é dispersa em toda a coluna e
nao mantida somente no topo.

E um método seletivo, flexivel, com possibilidade de promover extragdo e
clean-up concomitante, resultando em um rapido pré-tratamento, usando baixo
consumo de solventes e também mais limpo, em consonancia com os principios da
quimica verde.

A MSPD vem sendo indicada para a analise de tracos de medicamentos,
poluentes organicos e compostos de ocorréncia natural em amostras ambientais,
bioldgicas e de alimentos. Como limitagdes da técnica pode-se apontar a analise de

alimentos ou bioldgicos, algumas vezes contendo matrizes gordurosas.
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Figura 7 - Procedimento para extragdo de estrogenos em solo, solo com esterco e solo
com lodo de ETE, utilizando dispersdo em fase solida (MSPD).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Pesou-se 1g da amostra em ftriplicata com posterior fortificacdo com os
analitos de interesse, segundo as condigbes estabelecidas previamente no item 3.7.
Foram homogenizadas em capsula de porcelana amostra/Css, com adigbes de
aproximadamente 2mL de acetona no total durante a mistura para agrega-las,
transferindo-as posteriormente para uma seringa de injecdo de polietilieno comum
(encontradas em farmacias), tendo 1& de vidro como base de sustentagdo para a

mistura, que foi posteriormente coberta com uma segunda camada de |a de vidro. A



49

eluicado foi efetuada com 20mL do eluente, sendo feita simples pressdo da seringa
com o émbolo para a total secagem destas.

Fez-se a secagem com fluxo brando de nitrogénio. Terminada esta etapa, foi
feita uma redissolugédo dos analitos em 1mL de acetonitrila e filtrado com filtros para
injecao no HPLC.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Linearidade da resposta do detector

Durante os dois primeiros meses do estudo a presenga de um pico
interferente com mesmo tempo de retengdo do analito estriol (E3) no sistema
fluorescéncia impossibilitou sua analise. O problema persistia inclusive apds corrida
cromatografica com injegcao apenas do solvente ACN, como mostra a Figura 8, fato
atribuido a provaveis impurezas no solvente que fluoresciam no mesmo

comprimento de onda.

Figura 8 - Cromatograma (HPLC/FLU) do solvente acetonitrila ilustrando a presenga do pico
interferente (t=9,00min.) nas condigdes otimizadas da Tabela 5.

20007 FL unts
1500
1.000

500
ﬂh—w@

Fonte: Elaborado pelo autor.

Como o equipamento Varian LC920 permite as analises simultaneas nos
sistemas fluorescéncia e UV, foram testadas entdo, alternativamente, as mesmas
condigdes do sistema HPLC/FLU para o HPLC/UV, com a selegdo do comprimento
de onda da lampada de UV para as analises em 200nm, a qual durante a avaliagao
apresentou o maximo espectro de absorgao para o analito na concentragao de 5,0

ug mL™ em acetonitrila, como se observa na Figura 9.
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Figura 9 - Cromatograma no sistema HPLC/UV (preto) do padrao nas concentragdes 5ug
mL" para o estriol (t=9,00min.) e no sistema HPLC/FLU (vermelho)
150,0ng mL"’ para o estradiol (t=13,10min.) e 2,0ug mL"’ para a estrona
(t=15,00min.).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Observa-se na Figura 9 que a resolugdo obtida mostrou-se adequada,
ocorrendo a eluigdo/quantificagdo para a molécula. A desvantagem apresentada
pelo HPLC/UV consistiu na baixa resposta em relagdo ao sistema HPLC/FLU,
permitindo que o restante do desenvolvimento do trabalho nesse sistema tivesse
continuidade apenas para o analito estriol.

A obtencdo dos graficos de linearidade e das curvas analiticas avaliou a
resposta dos sistemas cromatograficos (HPLC/FLU, HPLC/UV, Varian 920). Para
tanto, foram utilizadas 9 solugcbes padrdo contendo os trés analitos em
concentracdes entre 0,8 e 10,0(ug mL™") para a estrona e o estriol e 32,0 e 400,0(ng
mL™") para o estradiol. Cada uma das solucdes padréo foi analisada em triplicata.

A Figura 10 apresenta as Curvas de Linearidade obtidas através das médias
das areas sobre a concentragdo (eixo y), pela concentragéo (eixo x), para cada um
dos hormédnios estrona (E1), estriol (E3) e estradiol (E2), respectivamente. Através
da aplicacdo do teste de Huber, considerou-se as médias dos fatores de resposta
estabelecendo-se um limite inferior € um superior (retas destacadas nos graficos).
Primeiramente se define o valor central através do calculo da mediana (md) dos

valores das area/concentracdo obtidos experimentalmente para cada analito. Essa
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mediana entdo obtida é subtraida de cada um dos valores das area/concentragao
anteriores e para cada um desses valores se obtém uma nova mediana (mad). Os
intervalos de confianca sdo entao calculados usando-se as formulas:

IC= k*mad

Onde k é um fator que pode variar entre 2 e 8, (no estudo foi utilizado k igual a 3).
Assim, tem-se o Limite superior (ICs) definido como

ICs=md+k*mad
e o Limite inferior (ICi) definido como

ICi=md-k*mad.
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Figura 10 - Linearidade obtida no sistema LC-920 para os estrégenos estrona (E1), estriol
(E3) e estradiol (E2) em estudo.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Os pontos situados entre estes limites pertencem ao intervalo linear dindmico
e devem ser utilizados para a construcdo da curva analitica. As curvas analiticas
para os 3 estrogenos foram construidas utilizando os pontos que efetivamente
encontravam-se no intervalo de linearidade. A Figura 11 apresenta as curvas
analiticas para cada um dos estrogenos. As inje¢des de cada ponto da curva no
sistema cromatografico foram realizadas em triplicata. Através destas, pode-se
atestar que ha linearidade do método cromatografico devido ao coeficiente de
correlagao préoximo de um, o que, segundo Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria,
atende ao valor recomendado de 0,99 (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2003).



53

Figura 11 - Curvas analiticas obtidas no sistema LC-920 para os estrégenos estrona (E1),
estriol (E3) e estradiol (E2) em estudo.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

4.2

equipamento.

Baseia-se a determinagao dos limites de deteccao (LDe) e de quantificagao
(LQq) do equipamento através do teste de Huber. Considera-se como o limite de
deteccdo do equipamento (LD.) a concentragdo mais baixa fora do intervalo de

linearidade e o limite de quantificag&do (LQq) como o menor valor de concentragéo do

analito que se encontra dentro do intervalo de linearidade na Figura 9 .

A Tabela 6 apresenta os limites de deteccao (LDe) e de quantificagcdo (LQq) do

equipamento para cada analito estudado.

Determinacéo dos limites de deteccdo (LD.) e de quantificagdo (LQ.) do
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Tabela 6 - Limites de detecc¢édo para o sistema HPLC/FLU/UV, Vi, = 20uL e nas condigdes
cromatograficas otimizadas (Tabela 5)

Horménio ct::\t:r{::r:f_1) S R LD (ng mL™) LQ (ng mL™)
E1/FLU 800.0 — 10000,0 467,3 0,999 800,0 1250,0
E3/UV 800.0 — 10000,0 149,2 0,999 800,0 1250,0
E2/FLU 23,66 0,999 32,0 50,0

32,0 —400,0

S = coeficiente angular; R = coeficiente de correlagéo

Fonte: Elaborado pelo autor.

A disperidade entre os valores de LD e LQ para a estrona em relagdo ao 173-
estradiol, ambos obtidos pelo mesmo detector, refere-se a diferente intensidade de
fluorescéncia desse hormoénio (ressonancia da dupla ligacdo do atomo de oxigénio

ligado ao anel da estrona).

4.3 Avaliacdo do desempenho dos métodos de extracdo para determinagdo dos

estrégenos em solo e solo com esterco.

Nas analises de micropoluentes organicos em matrizes ambientais, a
validacdo do método analitico é realizada, rotineiramente, por meio de ensaios de
recuperagao, pois através deles originam-se informagdes necessarias como a
exatiddo e a precisdo para a avaliacdo do procedimento. Esses dois itens
correspondem respectivamente aos valores de porcentagem de recuperagdo e
coeficiente de variagdo do método (TOLEDO-NETTO, 2009).

Nesse sentido, os resultados obtidos para os dois métodos de extragao estéo

explicitados a seguir.
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4.4 Planejamento fatorial do método da dispersdao de matriz em fase solida
(MSPD) para determinacao de estrogenos.

Em estudo efetuado anteriormente no trabalho de conclusdo de curso do
autor desta dissertacado, estudou-se a dispersao de matriz em fase sélida para a
extragdo de estrona (E1), 17B-estradiol (E2) e 17a-etinilestradiol (EE2) de solo.
Neste trabalho inicial, utilizou-se o planejamento fatorial 2n experimentos (n é o
numero de variaveis envolvidas). A variacdo dos parametros fundamentais na
otimizacdo empregados foram: massa da amostra (0,5g/1,0g), massa do sorbente
C+s (0,5g/1,09), e volume do solvente organico acetona, (10,0mL/20,0mL), onde
foram combinados, determinando-se, com um numero pequeno de experimentos (8
experimentos no total), o efeito individual de cada parametro, obtendo-se assim as
melhores condi¢des para extrair todos os analitos de interesse.

Usando como critério a obtencdo da precisdo e exatiddo nos intervalos
propostos por Ribani et al. (2004), ou seja, recuperagdes entre 50-120% com CV<
20, as melhores condigdes foram obtidas empregando-se 1,0g de massa da
amostra, 0,5g de massa de sorbente e 20,0mL de volume de eluente, como pode ser

visto pelos dados apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7 - Resultados do estudo preliminar de recuperagéo para determinacgao de E1, E2 e
EE2 em solo (CANAVER, 2008) enriquecido com solugdo padr&o (2,0ug g™ para
E1, 0,3ug g™ para E2, 0,1ug g para EE2). Em destaque a condigdo de melhor

recuperacgao.
Volume de
Massa da amostra (g) Massa de C18 (g) acetona Recuperacao CV (%)
(eluente)(mL) média (%)
E1 53 22
0,5 0,5 10 E2 122 5
EE2 60 46
E1 40 13
0,5 1,0 20 E2* - N
EE2 65 10
E1 50 20
0,5 0,5 20 E2 34 44
EE2 - -
E1 78 15
1,0 1,0 20 E2* N _
EE2 82 2
E1 41 1
1,0 0,5 10 E2 38 46
EE2 82 10
E1 58 27
1,0 0,5 20 E2 82 3
EE2 90 7
E1 40 1
1,0 1,0 10 Eo* : :
EE2 109 3
E1 15 22
0,5 1,0 10 E2 116 50
EE2 67 13

*nao recuperado

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.4.1 Avaliagdo da precisdo e exatiddo do método da dispersao de matriz em fase

sélida (MSPD) na extragao solo e solo com esterco.

O método da dispersao de matriz em fase solida (MSPD) foi submetido a
avaliacdo da precisdo e exatidao, em trés niveis de concentragdes distintos da faixa
linear do intervalo de trabalho. Para cada nivel, foram efetuadas trés repeticdes
acompanhadas de uma amostra testemunha, sob as melhores condi¢gdes de
extracdo anteriormente sumarizadas no item 4.4. Os resultados para as matrizes

solo e solo com esterco estdo apresentados nas Tabelas 8 e 9.
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Tabela 8 - Recuperacao e CV em trés niveis de fortificagdo para a dispersdo da matriz em
fase soélida (MSPD), em solo enriquecido com solugéo padréo (n=3).

Rec Rec Rec
Hormodnio Nivel 1 média CV Nivel2 média CV Nivel13 média CV
(ng g (%) (%) (ugg") (%) (%) (gg’) (%) (%)

E1/FLU 2,5 97 1 5,0 7 15 8,0 86 2
E2/FLU 0,1 89 1 0,2 77 15 0,3 84 3
E3/UV 2,5 46 3 5,0 53 14 8,0 75 3

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 9 - Recuperacédo e CV em trés niveis de fortificagdo para a dispersdo da matriz em
fase solida (MSPD), em solo com esterco enriquecido com solugdo padrao (n
=3).

Rec Rec Rec
Hormoénio Nivel1 média CV Nivel2 média CV Nivel3 média CV

Mg g?) (%) (%) (mgg!) (%) (%) mgg) (k) (%)

E1/FLU 2,5 94 1 5,0 79 15 8,0 88 15
E2/FLU 0,1 88 3 0,2 81 12 0,3 80 15
E3/UV 2,5 63 6 5,0 86 9 8,0 80 15

Fonte: Elaborado pelo autor.

Empregando como critério a obtengdo de recuperagdes nos intervalos

aceitaveis entre 50 a 120%, com precisao < 20% dependendo da complexidade
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analitica e da amostra (RIBANI et al., 2004), nota-se que o método da MSPD
apresentou resultados apropriados. No presente trabalho, o LQ, foi estimado
segundo o método estatistico, no qual corresponde ao menor nivel de fortificagéo
estudado, segundo a recuperacgao e precisdao proposta por Ribani et al., 2004. Pelas
Tabelas 8 e 9 se estabelece, portanto, que o limite de quantificagdo do método foi de
2,5ug g™ para os analitos estriol (E3) e estrona (E1) e 0,1ug g™ para o estradiol (E2)
em ambas as matrizes.

Considerou-se também o limite de quantificacdo para o estriol em solo como
2,5ug g, pois, embora tenha apresentado recuperacdo média de 46% (abaixo do
proposto por RIBANI et al. (2004)), obteve baixo valor de coeficiente de variagao
(CV=3%).

4.4.2 Avaliagao da precisdo e exatidao do método do banho de ultrassom seguido

de extragdo em fase sdlida (SPE) na extragéo solo e solo com esterco.

Os resultados obtidos com as analises dos extratos utilizando-se o método
para as matrizes solo e solo com esterco nao foram satisfatérios, como mostram as
Figuras 12 e 13, pois n&o obtiveram resultados em nenhuma das analises nos niveis
de fortificagdo da curva analitica, persistindo o problema mesmo apés algumas
modificagdes realizadas na etapa do ultrassom, como variagdes da massa pesada
das amostras e volume de redissolu¢do do residuo com metanol:H,O. Como toda a
etapa de condicionamento do cartucho ja foi anteriormente otimizado no grupo de
pesquisas para matrizes liquidas, atribuiu-se a etapa do ultrassom a ineficiéncia na

extracao dos analitos das matrizes.



Figura 12 — Seletividade do método do banho de ultrassom seguido de extracdo em
fase solida (SPE) em solo. Comparagéo das testemunhas no sistema UV
(Figura 12a) e FLU (Figura 12b) com extracdes na concentragdo 5ug g™
para E3 no sistema UV 200nm (Figura 12c), 5ug g para E1 e 200ng g™
para E2 no sistema FLU 230nm excitagdo, 306nm emissao (figura 12d),
com padrdes nas mesmas concentragdes no UV e FLU (Figuras 12e e
12f respectivamente).

Fonte: Elaborado pelo autor.

59
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Figura 13 — Seletividade do método do banho de ultrassom seguido de extracdo em
fase sélida (SPE) em solo com esterco. Comparagao das testemunhas no
sistema UV (Figura 13a) e FLU (Figura 13b) com extragcdes na
concentragéo 5ug g para E3 no sistema UV 200nm (Figura 13c), 5ug g
para E1 e 200ng g™ para E2 no sistema FLU 230nm excitacdo, 306nm
emissao (Figura 13d), com padrdes nas mesmas concentracdes no UV e
FLU (Figuras 13e e 13f respectivamente).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Considerando-se os resultados observados nas Figuras 12 e 13 e havendo a
necessidade de maiores alteracbes para se otimizar o método para adequa-lo a
essas matrizes solidas, aliado ainda ao maior custo e consumo de solventes que sao
empregados nas extragcdes por esse método, optou-se por dar continuidade apenas

a otimizacao do método da dispersao de matriz em fase sélida (MSPD).
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4.4.3 Avaliagao da seletividade e do efeito de matriz para a dispersao de matriz em

fase sélida na extracao solo e solo com esterco.

Retomado o processo de otimizagao do método da MSPD, foram avaliados os

parametros da seletividade e efeito de matriz.

Seletividade: é a capacidade de avaliar de forma inequivoca as substancias
em exame, na presenca de componentes que podem interferir na determinacao de
analitos em uma amostra complexa. Consiste em comparar a matriz isenta da
substancia de interesse a matriz fortificada com esta substancia (padrao); a fim de
se investigar a técnica com melhor resolugdo e menor numero de interferentes na
corrida cromatografica para essa matriz. Nenhum outro composto deve eluir no
tempo de retengcdo da substancia de interesse. As Figuras 14 e 15 apresentam
respectivamente os parametros da seletividade para solo e solo com esterco

utilizando-se o método da MSPD.
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Figura 14 - Seletividade da MSPD em solo para os estrogenos em estudo. Comparagao
das extragdes nas concentragbes 5ug g para E3 no sistema UV 200nm
(Figura 14a), 5ug g™ para E1 e 200ng g para E2 no sistema FLU 230nm
excitagdo, 306nm emissdo (figura 14b) com testemunhas no sistema UV
(Figura 14c) e FLU (Figura 14d).
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 15 - Seletividade da MSPD em solo com esterco para os estrogenos em estudo.
Comparacdo das extragcdes nas concentragdes 5ug g para E3 no sistema
UV 200nm (Figura 15a), 5ug g para E1 e 200ng g™' para E2 no sistema FLU
230nm excitagdo, 306nm emissao (figura 15b) com testemunhas no sistema
UV (Figura 15c) e FLU (Figura 15d).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Observou-se nas Figuras 14 e 15 a auséncia de picos interferentes com
mesmos tempos de retencdo dos analitos em estudo. Assim, o método proposto foi
considerado seletivo para a determinagdo dos estrogenos nas matrizes solo e solo

com esterco.

Efeito de matriz: Como em toda técnica analitica, grande parte dos problemas
de interferéncia deste tipo é resultado de amostras pouco homogéneas. Essa

interferéncia denominada efeito de matriz € avaliada comparando-se os coeficientes
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angulares das curvas analiticas preparadas na matriz com os coeficientes angulares
das curvas analiticas obtidas em solvente, sendo que, se o resultado for acima de
10% em relagdo aos seus coeficientes angulares, considera-se que existe o efeito
de matriz, podendo influenciar nos dados analiticos quantitativos da amostra
(THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002; apud TOLEDO NETTO, 2009). O efeito de
matriz é avaliado pela redissolugado de extratos os quais foram submetidos a todas
as etapas do processo de extragao até o procedimento de secagem com fluxo de Ny,
em que posteriormente foram redissolvidos em padrées correspondentes as
concentracdes intermediarias da faixa linear do intervalo de trabalho. Assim verifica-
se se a matriz exerce algum efeito sobre os resultados das analises. Todas as
analises foram feitas em triplicata acompanhadas de inje¢des em triplicata da curva
analitica do dia no solvente acetonitrila. As equacdes, bem como seus coeficientes

de correlagao podem ser visualizadas na Tabela 10.

Tabela 10 - Equacgbes das curvas analiticas dos estrogenos em acetonitrila, solo e solo com
esterco com respectivos coeficientes de correlagdo (HPLC UV/FLU, Varian

920).
Curva analitica Curva analitica Curva analitica
Hormdnio em solvente R? na matriz R® na matriz (solo R?
(acetonitrila) (solo) com esterco)

E3/UV y =149,2x - 0,999 y =147,3x - 0,999 y =148,9x - 0,995
33,78 16,44 13,03

E1/FLU y =467,3x + 0,999 y =462,2x + 0,999 y =459,8x + 0,997
26,96 37,63 15,67

E2/UV y = 23,66x - 0,999 y = 23,36x - 0,999 y =23,39x - 0,995
201,2 156,1 195,4

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nas Figuras 16 e 17 estao ilustradas as curvas de calibragao referentes aos
resultados da avaliacdo do efeito de matriz da Tabela 10, comparando-se as curvas
analiticas preparadas nas matrizes solo e solo com esterco com as curvas analiticas

no solvente acetonitrila.
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Figura 16 - Curvas analiticas na matriz solo (em rosa) e no solvente ACN (em preto) para
os estrégenos em estudo.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 17 - Curvas analiticas na matriz solo com esterco (em rosa) e no solvente ACN (em
preto) para os estrogenos em estudo.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Como se observa na Tabela 10 e nas Figuras 16 e 17 pode-se afirmar que
nao houve efeito de matriz em ambas as matrizes para os analitos estudados, pois a
diferencga entre seus coeficientes angulares foi inferior a 10%, ndo sendo necessario,

portanto, a avaliacdo das recuperacgdes na curva da matriz.

4.4.4 Determinagao dos limites de detecgdo (LD,) do método da dispersao de

matriz em fase soélida na extragao solo e solo com esterco.

Os limites de deteccdo do método sdo determinados de acordo com a

proposta de Thier e Zeumer, (1987). De acordo com o autor, o limite de detecgéo do
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meétodo pode ser estimado utilizando-se os resultados obtidos para o menor nivel de

recuperacao estudado.

Tl = 2% Fn o5t ™5 com = = |II {lm _1}5-4-: +{H _IIFEE

S e "'I mtn—2

sendo:

S, - desvio padréo estimado a partir do estudo de recuperagdo com o menor nivel de fortificagao;
Sg- desvio padrao obtido com a aplicagao do método a amostra controle (amostra testemunha);
m - nimero de repeticdes da aplicacdo do método a amostra com menor nivel de fortificagao;

n - nimero de repeticées da aplicagdo do método a amostra controle;

Scom - @ estimativa do desvio padrao combinado;

S - a sensibilidade do equipamento para o analito;

ty,95% - O valor tabelado em fungédo do nimero de analises.

Os dados obtidos para os limites de deteccdo e de quantificagcdo para o
método da dispersao de matriz em fase solida (MSPD) na extragdo solo e solo com
esterco estdo expressos na Tabela 11.

Tabela 11- Limites de deteccdo para o método da dispersdo de matriz em fase sodlida
(MSPD) na extragao solo e solo com esterco.

Horménio LD (ungg')  LD(pgg')

solo solo com
esterco
E3 1,47 1,12
E2 0,03 0,05
El 1,45 1,11

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Embora tenha apresentado para os analitos estrona (E1) e estriol (E3)
resultados acima das concentragbes encontradas em outros trabalhos, os limites
estao dentro da faixa esperada, levando-se em conta o trabalho abordar a proposta
do método de Thier e Zeumer (1987), considerado um método mais adequado em
relacdo a outros métodos na literatura (IUPAC, método visual), pois corrige
variacdes do branco e da amostra no menor nivel de fortificagdo, como por exemplo,
impurezas de solventes e reagentes, ruidos do instrumento e residuos coextraidos
(TOLEDO-NETTO, 2009).

4.5 Aplicagdo do método proposto as amostras solo com lodo de esgoto.

451 Avaliagdo preliminar da dispersdo da matriz em fase soélida (MSPD) na

extracdo solo com lodo de esgoto.

Para avaliar a eficiéncia da extracdo do método da dispersdo da matriz em
fase solida (MSPD) a matriz solo com lodo de esgoto, foi realizado o estudo do
meétodo anteriormente otimizado e validado a essa matriz. Para viabilizar a analise
nessa matriz, alteragées no método mostraram-se necessarias, buscando introduzir
uma etapa de clean-up, com a adigao de 1g do composto silica-gel no cartucho de
extragdo, devido a alta complexidade dessa matriz e a caracteristica da silica em
reter possiveis compostos polares indesejaveis presentes. Realizou-se a andlise de
duas amostras testemunhas sem e com a presenca da silica, comparando-se assim

a sua eficiéncia, como se observa nas Figuras 18 e 19.
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Figura 18 - Comparacgao entre cromatogramas da MSPD para a amostra testemunha solo
com lodo no sistema HPLC/UV em 200nm sem (Figura 18a) e com (Figura 18b)
a adicao de 1g de silica.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 19 - Comparacéo entre cromatogramas da MSPD para a amostra testemunha solo
com lodo no sistema HPLC/Fluorescéncia em excitagdo 230nm emissao
306nm sem (Figura 19a) e com (Figura 19b) a adicao de 1g de silica.

£.LU0U
2.000
1.800 193
1.600

1.400 s
1.200 /—/
1.000

200

600
400
200
0 RT [min]

0 1 2 3 4 5 6 i 8 9 10 11 12 13 14 5 16 17

FL unitz [Edut=tL 000 noamsiTIEul T U1 TZ_54_T9 AWT_3 DATA [FL detecior channelll

LU0
2.000
1.800 19h

1.600 .
Estradiol
T Estrona

1.200 \ ¥
1.000
800

500 _/_/_/\J
400
200

C RT [min]

0 1 2 3 4 5 6 i 8 9 10 11 12 13 14 5 16 17

FL unitz EdutstLODO=silamst302jul_7_2_2011 &_13_59 PM1_3.DATA [FL detector channel]

Fonte: Elaborado pelo autor.

Conforme comprovado pelos cromatogramas obtidos nas Figuras 18 e 19, a
presenca da silica resultou em menor numero de interferentes nas analises. Ela
ilustra também a importadncia da etapa de clean-up na remocido de substancias
interferentes, quando presentes.

Diante disso, o prosseguimento das analises se deu com o uso da silica.

4.5.2 Avaliagéo da seletividade e do efeito de matriz ao método da dispersao da

matriz em fase sélida (MSPD) na extragao solo com lodo de esgoto.

A continuidade do estudo se deu através da avaliagdo da seletividade e do
efeito de matriz nas analises solo com lodo como anteriormente sumarizado no item
4.4.3 para solo e solo com esterco. As Figuras 20 e 21 ilustram os resultados para a
seletividade, ja a Tabela 12 e a Figura 22 ilustram os resultados para o efeito de

matriz.
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Figura 20 - Seletividade da MSPD em solo com lodo para os estrogenos em estudo.
Comparacgao entre cromatogramas da amostra testemunha (Figura 20a) com
extracdes na concentracdo 5ug g”' para E3 no sistema UV 200nm (Figura

20b).
Juu
mél Edulod23julnP7Potet_7_24_2011 5_47_06 AM1_2 DATA [UV-VIS detector Absorbance Analog Channel 1]
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 21 - Seletividade da MSPD em solo com lodo para os estrogenos em estudo.
Comparacao entre cromatogramas da amostra testemunha (Figura 21a) com
extragbes na concentragdo 5ug g para E1 e 200ng g para E2 (Figura 21b)
no sistema FLU 230nm excitagcdo, 306nm emissao.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 12 - Equacgdes das curvas analiticas dos estrogenos em acetonitrila e na matriz solo
com lodo com os respectivos coeficiente de correlagao

Curva analitica Curva analitica
Horménio em solvente R? na matriz R?
(acetonitrila) (solo com lodo)
E3 y = 147,2x - 0,999 y = 150,7x + 0,999
7,259 62,84
E1 y = 534,2x - 0,997 y = 505,5x - 0,994
63,83 5,095
E2 y =31,14x - 0,995 y = 28,08x - 0,999
402,6 113,5

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 22 - Curvas analiticas na matriz solo com lodo (em vermelho) e no solvente (em
preto) para os estrogenos em estudo.

600

=1

5000 4

4000 4

3000 4

2000 4

1000 4

; Avaliac#o do efeito de matiz para Estrona 1800 Avaliacéo do efeito de mafiz para o Estriol
1600 1
. 1400 1
matriz .
_— mafriz
1000 1
solvente
800 1
solvente
600 1
400 1
200 1
I' I : cow : '
£ ] o £ -
C (ugmL1) 0 . C (ugfmLr) & o

3000 4
2000 4
1000 4

1 Avaliagéo do efeito de mafiz para o Estradiol

matriz

solvente

100 200 300 4
C (ngmL)

500

Fonte: Elaborado pelo autor.

Observou-se nas Figuras 20 e 21 a auséncia de picos interferentes com

mesmos tempos de retencado dos analitos em estudo. Assim, o0 método proposto foi

considerado seletivo para a determinagao dos estrogenos na matriz solo com lodo.

variagdo no coeficiente angular das curvas analiticas, ndo houve efeito de matriz

Através da Figura 22, nota-se que embora tenha ocorrido uma pequena

pronunciado para nenhum dos analitos nessa matriz.

4.5.3 Avaliacao da Precisao e Exatiddo do método da dispersao de matriz em fase

sélida (MSPD) na extracéo solo com lodo de esgoto.
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A avaliacdo da precisao e exatidao se deu da mesma forma como para as
analises em solo e solo com esterco anteriormente sumarizado no item 4.4.1. Os
resultados obtidos das amostras enriquecidas estao ilustrados na Tabela 13.

Tabela 13 - Recuperagao e CV para disperséo da matriz em fase sélida (MSPD), em solo
com lodo enriquecido com solugao padrao (n=3).

Rec Rec Rec
Horménio Nivel1 média CV Nivel2 média CV Nivel3 média CV (%)

Mgg!) (%) (%) (Mgg’) (%) (%) (wgg’) (%)

E1 2,5 59 5 5,0 62 3 8,0 58 8
E2 0,1 62 2 0,2 67 1 0,3 59 4
E3 2,5 57 1 5,0 60 1 8,0 52 1

Fonte: Elaborado pelo autor.

Empregando como critério a obtengdo de recuperagdes nos intervalos
aceitaveis entre 50 a 120%, com precisdo < 20% dependendo da complexidade
analitica e da amostra (RIBANI et al., 2004), nota-se que o método da MSPD
apresentou bons resultados. Conforme as condi¢gdes previamente sumarizadas no
item 4.4.1, também se estabelece que o limite de quantificagcdo do método na matriz
solo com lodo foi de 2,5ug g™ para os analitos estriol (E3) e estrona (E1) e 0,1ug g™
para o estradiol (E2), uma vez que para os objetivos do projeto em que este trabalho

esta inserido os valores foram considerados aceitaveis.

4.5.4 Determinagao dos limites de detecgéo (LDn,) do método da disperséo de matriz

em fase sdlida na extracéo para solo com lodo.
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A avaliagao dos limites de deteccao (LDy,) se deu da mesma forma como para
as matrizes solo e solo com esterco ja sumarizado no item 4.4.4. Os resultados
obtidos estao ilustrados na Tabela 14.

Tabela 14 - Limites de detecgao para o método da dispersdo de matriz em fase sdlida
(MSPD) na extragao solo com lodo

Hormonio LD (uggh)
solo com lodo
E3 2,10
E2 0,05
El 1,62

Fonte: Elaborado pelo autor.

Embora tenha apresentado para os analitos estrona (E1) e estriol (E3)
resultados acima das concentra¢des encontradas em outros, os limites estdo dentro
da faixa esperada levando-se em conta o trabalho abordar a proposta do método de
Thier e Zeumer (1987), considerado um método mais adequado em relagéo a outros
métodos na literatura (IUPAC, método visual), pois corrige variagdes do branco e da
amostra no menor nivel de fortificagdo, como por exemplo, impurezas de solventes e

reagentes, ruidos do instrumento e residuos coextraidos (TOLEDO NETTO, 2009).

5 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos nas analises efetuadas, péde-se concluir

que:
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- O sistema HPLC/UV, embora tenha solucionado o problema de identificagéo
do estrégeno estriol (E3), apresentou menor resposta em relacdo ao sistema

HPLC/FLU para a anélise dos analitos;

- No processo de otimizagdo da dispersdo da matriz em fase sélida (MSPD),
os parametros que apresentaram melhores resultados foram: 1,0g da matriz, 0,5g do

sorbente e 20 mL do solvente de eluig¢ao;

- O método da dispersdo de matriz em fase sélida (MSPD) mostrou-se
aplicavel para os trés analitos de interesse no intervalo de trabalho, mostrando ser
um método simples, rapido, util e menos oneroso para extracdo nas matrizes solo,

esterco e lodo de esgoto;

- O método do banho de ultrassom seguido de extracdo em fase sélida (SPE)
nao apresentou resultados favoraveis para nenhum dos estrogenos, sendo
necessarias alteragcdes na etapa de extragao por solventes no ultrassom, visando a

validagao desse método para as matrizes solidas.

6 ESTUDOS FUTUROS
Para dar continuidade a esse estudo se faz necessario avaliar:

-Desenvolvimento de estudos envolvendo o método do banho de ultrassom
seguido de extragdo em fase sélida (SPE) para a determinagao dos estrégenos em
solo, solo com esterco e solo com lodo, visando a validagao do método para essas

matrizes solidas.
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