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RESUMO

Micotoxinas estrogénicas (EM) sdo estrégenos produzidos como metabdlitos
secundarios de fungos. Entre as EM estdo a zearalenona (ZEN) e seus metabolitos
produzidos principalmente pelo fungo do género Fusarium que cresce em varias
culturas agricolas. A influéncia da exposicdo as EM na saude de mamiferos
/humanos, por meio dos alimentos, tem sido extensivamente estudada. Em
contraste, estudos que focam nas EM em aguas superficiais e seus possiveis
impactos no ambiente aquatico sdo negligenciados. O presente trabalho apresenta
os desenvolvimentos mais recentes no que concerne as micotoxinas estrogénicas,
em relacdo as metodologias analiticas utilizadas na sua determinacdo e avaliacao
do comportamento em aguas superficiais. As atividades desenvolvidas foram
divididas em duas etapas: (1) Estudo analitico - desenvolvimento de um método
analitico verde para a determinacdo das micotoxinas estrogénicas empregando a
microextracao liquido-liquido dispersiva (DLLME) utilizando bromosolventes e liquido
ibnico (IL) por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com deteccdo por
fluorescéncia (FLD) ou espectrometria de massas (MS); (2) Estudo ambiental -
avaliacdo da presenca dos analitos na microbacia hidrografica do Corrego Rico com
avaliacdo espacgo-temporal e a persisténcia da micotoxina zearalenona em
ambientes aquaticos sob irradiacdo solar simulada. Varios parametros importantes
que influenciam a eficiéncia de extragcdo para DLLME foram otimizados. Em
condicbes Otimas, a recuperacdo de extracdo para ZEN e seus metabolitos para
DLLME e IL-DLLME variaram de 81 a 118 % e 76 a 81 %, respectivamente; Os
desvios padrao relativos (RSD) para a precisdo intra-dia e inter-dia foram menores
do que 13%, em DLLME, e inferior a 5,7 % (intra-dia) para IL-DLLME. Os limites de
deteccdo do método (LOD) e quantificacéo (LOQ) foram de 4-20 ng L™ e de 8-40 ng
L' para DLLME e 0,2 ng L' e 0,5 ng L? para IL-DLLME, respectivamente. A
determinacdo das micotoxinas estrogénicas nas amostras de agua da microbacia
hidrogréfica do Cérrego Rico alcancaram niveis de até 59,3 ng L™ com concentracéo
equivalente em estradiol calculada (CEEQ) entre <0,06 e 1,42 ng L™ Essas
concentracfes estdo relacionadas a efeitos adversos no crescimento e reproducéo
de algumas espécies de peixes. No estudo de fototransformacdo a ZEN foi
degradada rapidamente em aguas naturais, com meia-vida (t;2) de 28,3 min (agua
estuarina) e 135,9 min (agua de rio). Os resultados indicaram que, apds 1 h do
tempo de irradiacdo, o percentual de degradacao da ZEN foi de 69,4% (4gua do rio)
e 90,8% (agua estuarina). Do ponto de vista ambiental, a rapida degradacao
observada nédo deve ser interpretada “a priori’, como indicativo de baixo risco
ambiental do aporte de ZEN, devendo ser investigados 0 comportamento ambiental
e toxicoldgico dos seus produtos de degradacédo, além do que ha que se considerar
a constante introducéo, nas aguas superficiais, de microcontaminantes associados
ao esgoto sanitario, como a ZEN.

Palavras-chave: Micotoxinas estrogénicas. DLLME. HPLC. Aguas naturais.
Fotodegradacao



ABSTRACT

Estrogenic mycotoxins (EM) are estrogens produced as secondary metabolites of
fungi. The well known EM are zearalenone (ZEN) and its metabolites primarily
produced by the mold Fusarium growing on a variety of crops. The influence of
exposure to EM on human/mammalian health via food has been extensively studied.
In contrast, studies focus on EM in surface waters and their possible impacts in
aquatic environment are negligible. The current work presents the most recent
developments concerning estrogenic mycotoxins, in regard to the analytic
methodologies utilized in their determination and the behavior assessment in surface
waters. The study was developed in two steps: (1) analytical study - Green analytical
method development for determination of estrogenic mycotoxin employing
microextraction liquid-liquid dispersive (DLLME) using bromosolvent and ionic liquid
(IL) followed by high-performance liquid chromatography (HPLC) with fluorescence
detection (FLD) or mass spectrometry (MS); (2) Environmental study - evaluation of
the presence of analytes in Rico stream watershed with spatial-temporal distribution
and the persistence of zearalenone mycotoxin in aquatic environments by simulated
sunlight. Several important parameters influencing the extraction efficiency of DLLME
were optimized. Under optimal conditions, extraction recovery for ZEN and its
metabolites by DLLME and IL-DLLME were within the range of 81-118 % e 76-81 %
respectively; the relative standard deviations (RSDs) for intra-day and inter-day
precision were lower than 13% by DLLME, and lower than 5.7 % (intra-day) by IL-
DLLME. The method limits of detection (LOD) and quantification (LOQ) were from 4—
20 ng L™ and 8-40 ng L™, for DLLME and from 0.2 ng L™ and 0.5 ng L™* for IL-
DLLME, respectively. Determination of estrogenic mycotoxins in water samples from
Rico Stream watershed reached levels of up to 59.3 ng L™ and their corresponding
calculated estrogenic equivalents (CEEQ) values were <0.06 and 1.42 ng L. These
concentrations are related to adverse effects on growth and reproduction of some
fish species. In phototransformation study ZEN degraded quickly in natural waters,
with half-lives (ti2) of 28.3 min (estuarine water) and 135.9 min (river water). The
results indicated that after 1 h irradiation time, the degradation percentage of ZEN
were 69.4% (river water) and 90.8% (estuarine water). From an environmental point
of view, the rapid degradation observed, under laboratory conditions, should not be
interpreted "a priori" as indicative of low environmental risk for ZEN, should be
investigated environmental behavior and toxicology of degradation products, beyond
it is necessary to considering the constant introduction into surface water of
microcontaminants associated with sewage, such as this mycotoxin.

Keywords: Estrogenic  mycotoxins. DLLME. HPLC. Natural waters.
Photodegradation.
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1.1 Interferentes endécrinos

Nos ultimos anos, provavelmente nenhuma outra questdo de toxicologia
ambiental tenha chamado mais atencéo da comunidade cientifica e das autoridades
regulatorias, do que um grupo de substancias presentes no ambiente que pode
interferir no sistema endécrino de humanos e outros animais e, com isso, afetar a
saude, o crescimento e a reproducdo. Essas substancias sdo conhecidas como
interferentes endocrinos (DE), do inglés, endocrine disrupters (KOIFMAN;
PAUMGARTTEN, 2002).

De acordo com o Programa Internacional de Seguranca Quimica
(International Programme on Chemical Safety — IPCS), um composto com atividade
enddcrina é definido como “uma substancia ou mistura exdégena que altera uma ou
varias funcdes do sistema enddocrino e consequentemente causa efeitos adversos
sobre a saude de organismos intactos, ou na sua prole”. A Agéncia de Protecéo
Ambiental dos Estados Unidos (U.S. Environmental Protection Agency — USEPA)
propés uma definicho mais detalhada que reflete a diversidade de mecanismos
envolvidos nas disfungbes do sistema endoécrino. Segundo a USEPA, esses
compostos séo caracterizados como “agentes exdgenos que interferem na sintese,
secrecdo, transporte, ligacdo, acdo ou eliminacdo de hormdnios naturais do corpo
que sdo responsaveis pela manutencdo da homeostase e regulacdo no
desenvolvimento” (DAMSTRA et al., 2012; UNITED STATES ENVIRONMENTAL
PROTECTION AGENCY, 1997).

Os primeiros indicios da acdo de poluentes ambientais como interferentes
endocrinos foram dados por diversas observacbes sobre o comportamento, a
reproducdo e o desenvolvimento de animais selvagens, expostos a DDT e seus
produtos de degradacdo. Anomalias no sistema reprodutivo foram observadas em
jacarés que habitavam em varios lagos da Florida (EUA), tais como, concentragdes
anormais de horménios sexuais no plasma (baixa concentracdo de testosterona) e
anomalias morfologicas nas gonadas (reducdo no tamanho do pénis). O principal
poluente encontrado nesses jacarés foi o DDE, o mais persistente metabdlito do
DDT (LINTELMANN et al., 2003). Nos anos 1960, a bidéloga Rachel Carson publicou
o livro Silent Spring (Primavera Silenciosa), sendo um dos primeiros relatos sobre a

ligacdo da presenca do DDT no meio ambiente e o declinio na populacdo de
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algumas espécies de animais. Este livro contribuiu para dar inicio ao movimento
ambientalista (SAFE, 2000).

Entre humanos também existem relatos similares. Por exemplo, foi observado
que filhas de mulheres que ingeriram o estrogénio sintético dietilestilbestrol (DES),
prescrito para a prevencdo de aborto espontdneo, nas décadas de 1940-1950,
tornaram-se estéreis quando adultas e, uma minoria, desenvolveu uma forma
incomum de cancer vaginal durante a adolescéncia ou no inicio da idade adulta.
Como consequéncia, o DES foi banido de diversos paises na década de 1970
(BIRKETT; LESTER, 2003).

Seguindo a mesma linha de Rachel Carson, surge em 1996 o livro Our Stolen
Future (Nosso Futuro Roubado) (COLBORN; DUMANOSKI; MYERS, 1997),
compilando um importante conjunto de informacdes que correlacionam a exposicéo
de animais silvestres e mesmo humanos a diversas substancias quimicas com
alteracdes no sistema reprodutivo, no desenvolvimento e na resposta imunoldégica.

No Brasil, os dados sobre a ocorréncia ambiental e os efeitos a biota ou ao
homem, dos interferentes enddocrinos sdo bastante esparsos. Embora existam
inlmeros estudos sobre a ocorréncia ambiental e em alimentos de pesticidas
organoclorados, considerados interferentes enddécrinos, poucos séo os trabalhos que
correlacionam a exposi¢cao com os efeitos. Um trabalho que merece destaque foi o
publicado por Koifman, Koifman e Meyer (2002), que apresenta os resultados de um
estudo epidemioldgico, que correlaciona a exposicdo humana a pesticidas durante
0s anos 1980, em 11 estados brasileiros, com disturbios reprodutivos (infertilidade e
cancer dos testiculos, mama, prostata e ovarios) observados nos anos 1990. Em
relacdo a fauna silvestre, merecem destaque os estudos de masculinizacdo de
fémeas de moluscos induzida por tributilestanho, utilizado em tintas anti-incrustantes
de uso nautico (FERNANDEZ et al., 2002; SANTOS et al., 2009).

As substancias classificadas como interferentes endocrinos, incluindo
substancias naturais e sintéticas, que sao usadas ou produzidas para inUmeras
finalidades podem ser divididas basicamente em dois grupos: (i) substancias
sintéticas que sdo empregadas na agricultura e seus subprodutos, como inseticidas,
herbicidas, fungicidas e moluscicidas; utilizadas nas industrias e seus subprodutos,
como dioxinas, furanos, PCBs, alquilfendis e seus subprodutos, HPAs, compostos
organoestanicos, ftalatos, bisfenol A, metais (cadmio, mercurio, chumbo), entre

outros; compostos farmacéuticos, como 0s estrogénios sintéticos DES e 17a-
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etinilestradiol e, (ii) substancias naturais — fitoestrogénios, tais como, genisteina e

daidzeina; estrogénios naturais 17(3-estradiol, estrona e estriol (SILVA; COLLINS,
2011). Neste cenario, menor atencdo tem sido dada a ocorréncia natural das
micotoxinas estrogénicas (GROMADZKA et al., 2009).

1.2 Micotoxinas

Etimologicamente o termo MICOTOXINA combina a palavra grega “Mykes”
gue significa fungo com o termo do latim, “toxicum” que quer dizer, veneno (toxina).
(TURNER; SUBRAHMANYAM; PILETSKY, 2009). Micotoxinas sdo metabdlitos
secundarios, biossintetizados e excretados através de um conjunto de vias
metabdlicas, ndo essenciais para o crescimento e sobrevivéncia do organismo, com
variado grau de toxicidade e produzidos por diversos fungos, tendo destaque os
géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium. O crescimento fungico e producéao de
micotoxinas dependem de uma complexa interacdo de diversos fatores, como
umidade, temperatura, oxigénio e substrato. Os principais substratos para a
producdo dessas toxinas sdo o0s cereais, como o milho, trigo, aveia, cevada etc.
Sendo que umidade e temperatura elevadas e condi¢cdes aerdbicas favorecem a
proliferacéo fangica e a producao de micotoxinas (DOLL; DANICKE, 2011).

Ainda ndo ha consenso quanto aos fatores que levam a producdo das
micotoxinas pelos fungos, ja que nem todos eles as produzem, mas é fato que
algumas medidas podem e devem ser adotadas na sua prevencao. Dentre estas,
podemos citar a utilizacdo de linhagens de plantas resistentes a colonizacéo fungica,
colheita apropriada, estocagem adequada, controle de insetos e roedores, controle
de temperatura e umidade, tempo de estocagem dentro dos limites de vitalidade dos
graos e irradiacdo dos graos (SANTOS et al., 2014).

As condic¢des climéticas de um local determinam, em grande parte, as classes
de fungos que irdo crescer e os tipos de micotoxinas que podem produzir. No Brasil,
onde ha predominancia do clima tropical (quente e Umido), existem condi¢cdes
propicias para o crescimento de todos tipos de fungos produtores de micotoxinas
(MAZIERO; BERSOT, 2010).

Estas substancias, toxicas para seres humanos e animais, tém causado

impacto na economia e na saude publica. Segundo Bennett e Klich (2003), entre 25-
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50% de todos os produtos agricolas no mundo, especialmente os basicos, estdo de
alguma forma contaminados com micotoxinas.

As micotoxinas sdo moléculas com estruturas que variam de simples anéis
heterociclicos apresentando massa molar de até 50 Da, a grupos de 6 a 8 anéis
heterociclicos irregularmente dispostos e com massa molar maior que 500 Da. Mais
de 400 substancias ja foram identificadas como micotoxinas, sendo que seis delas
sdo consideradas importantes do ponto de vista de saude publica: aflatoxinas (Bs,
B,, Gi;, G), ocratoxina A, patulina, fumosinina, deoxinivalenol e zearalenona
(AMARAL et al., 2006).

1.2.1 Zearalenona e metabdlitos: definicdo e ocorréncia

Entre os fungos produtores de micotoxinas, os fungos do género Fusarium se
destacam como um dos mais importantes em termos de perdas globais devido as
micotoxicoses (ESCRIVA; FONT; MANYES, 2015). Em meio a varias classes de
micotoxinas produzidas por fungos do género Fusarium, as lactonas do acido
resorciclico (resorcyclic acid lactones — RALs) sdo as que apresentam
comportamento que induz a desregulacdo endocrina. A micotoxina representativa da
classe das RALs é a zearalenona (ZEN), citada entre as micotoxinas mais comuns
em todo o mundo (SCHWARTZ et al.,, 2010). Varias espécies e subespécies de
fungos do género Fusarium sdo responsaveis pela producdo de zearalenona (F.
roseum, F.tricinctum, F. roseum “"culmorum", F.roseum "equiseti", F.roseum
"gibbosum”, F.roseum "graminearum”, F. sporotrichioides, F.oxysporum e F.
moniliforme).

A ZEN pode ser identificada pelo nome IUPAC “(3S,11E)-14,16-dihydroxy-3-
methyl-3,4,5,6,9,10-hexahydro-1H-2-benzoxacyclotetradecine-1,7(8H)-dione” (trans-
ZEN, CAS: 17924-92-4) ou 6-(10-hydroxy-6-oxotrans-1-undecenyl)-B-resorcylic-acid-
lactone. Aparentemente, o0 nome “zearalenone” combina 0s termos de sua
ocorréncia predominante "zea” para o milho (Zea mays) com caracteristicas
quimicas (“ral” para resorcylic acid lactone, “en” para a ligacdo dupla entre C1; € Cyo
e “one” para a cetona no C; (Figura 1). Essa terminologia foi utilizada pela primeira
vez por Urry et al. (1966), que elucidaram estruturalmente esse composto (KOPPEN
et al., 2012).
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Figura 1 - Estrutura quimica da zearalenona

OH 0

Fonte: o autor.

A ZEN é considerada como um contaminante natural em alimentos, estavel,
tanto durante o armazenamento como no processamento do alimento, ndo se
degradando a altas temperaturas. A biossintese dessa substancia foi observada em
varias espécies de Fusarium, incluindo F. culmorum, F. crookwellens, F. equiseti, e
principalmente, por F.graminearum (BENNETT; KLICH, 2003). Estas espécies sao
contaminantes frequentes de cereais (graos) em todas as regides do mundo.

A biossintese da zearalenona € observada majoritariamente em milho, e em
menor incidéncia em arroz, aveia, trigo, soja e cevada (GROMADZKA et al., 2008;
GROMADZKA et al., 2009; MASSART; SAGGESE, 2010). Alguns fatores estéo
relacionados com o grau de contaminacédo por zearalenona: (i) condi¢des climéticas,
(i) rotacdo de culturas, (iii) cultivo do solo: aracdo ou mobilizagdo do solo e (iv)
susceptibilidade de culturas (HARTMANN et al., 2008a).

Em suinos e provavelmente em humanos, a ZEN € absorvida rapidamente
apos administracdo por via oral e metabolizado nas células intestinais. Nessas
células, o grupo cetona no C-7 € reduzido por hidroxilacdo ao diasteroisémero a-
zearalenol (a-ZEL) e B-zearalenol (B-ZEL), zearalanona (ZAN), a-zearalanol (a-ZAL)
(também chamado de “zeranol”) e B-zearalanol (B-ZAL) (também chamado de
“taleranol”), nas quais sdo posteriormente conjugadas com acido glicurbnico ou

sulfénico e eliminado na urina (Figura 2) (KINANI et al., 2008).
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Figura 2 - Estruturas quimicas das principais lactonas do acido resorciclico (RALS)
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Fonte: Adaptado de Hartmann et al. (2007).

Os metabdlitos a-ZEL, B-ZEL, ZAN, a-ZAL e B-ZAL podem ser detectados em
caules de milho infectados com Fusarium e na cultura de arroz (ZINEDINE et al.,
2007). Schollenberger et al. (2006) relataram a ocorréncia de a-ZEL e B-ZEL em
produtos a base de milho, silagem de milho e farinha de soja em niveis de 3-116 ug
g’ Devido as suas propriedades anabolizantes, a-ZAL ainda é utilizado como
agente anabdlico (Ralgro®) para gado na producéo de carne nos Estados Unidos e
Canada, mas foi banida por todos os paises membros da Unido Européia desde
1985 (MASSART; SAGGESE, 2010). Varios paises estabelecem limites maximos
permitidos de ZEN nos alimentos, variando de 50 a 1000 ug kg™ (MARAGOS, 2010).

No Brasil, existem poucos trabalhos sobre a incidéncia de fusariotoxinas. A
ocorréncia de ZEN, por exemplo, foi relatada em milho (MACHINSKI JUNIOR et al.,
2001), arroz (DORS, BIERHALS; BADIALE-FURLONG, 2011) e trigo (FURLONG et
al., 1995) na regido sul e sudeste. Considerando os fungos do género Fusarium, as
fusariotoxinas sao produzidas, na sua maioria, sob alta umidade e em temperaturas
de aproximadamente 20 a 26 C, o clima brasileiro oferece boas condi¢des para que
essas toxinas estejam presentes nos graos utilizados nas dietas dos animais e seres
humanos (SANTIN et al., 2001).

1.2.2 Propriedades fisico-quimicas
As propriedades fisicas e quimicas sao importantes para as previsdes das

rotas a serem percorridas pelas micotoxinas no ambiente. As micotoxinas

estrogénicas séo classificadas como moderadamente sollveis em agua variando de
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0,55 a 1000 mg L™ de acordo com o pH do meio aquoso (Tabela 1) e hidrofobicidade
moderada (log Kow: 2,765 a 4,648) (D'ORAZIO et al., 2014; GAJECKA et al., 2011).
Isto indica alguma mobilidade em fase aquosa ambiental e potencial de sor¢cédo e
retencdo em sistemas de solo (log Ko 3,9; MORTENSEN et al., 2006). A sua
estabilidade durante a moagem, processamento de alimentos e aquecimento (sem
perda significativa da ZEN durante o processamento durante 80 min a 100 °C) é
consideravel (RYU et al., 2003).



Tabela 1 - Estrutura quimica e algumas propriedades das micotoxinas estudadas

36

Substancia L Massa molar Solubl!ldade
(abreviaco) CAS Estrutura quimica (g mol .1) log K ow pKa em agua
¢ d (mg L™, 25°C)
OH ©
Zearalenona " . eHs 0,96°
(ZEN) 17924-92-4 o 318,4 2,765 7,58° 76°
P 1000
HO = 9]
a-Zearalenol 1,9°
(a-ZEL) 36455-72-8 320,4 3,184 7,61° 130°
1000
B-Zearalenol 1,9b
(B-ZEL) 71030-11-0 320,4 3,184 7,61° 130°
1000
a-Zearalanol 0,55
(a-ZAL) 26538-44-3 3224 4,648 8,087 12°
R LenOH 387d
HOY ™~ H
B-Zearalanol 0,55
(B-ZAL) 42422-68-4 322,4 4,648 8,082 12°
387°
Zearalanona
(ZAN) 5975-78-0 320,4 n.e n.e n.e

 Valor para o pKay; ® Solubilidade a pH 3; ° Solubilidade a pH 7; 4 Solubilidade a pH 10; n.e: ndo encontrado

Fonte: Adaptado de D’'Orazio et al. (2014)
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Considerando-se as propriedades fisico-quimicas de ZEN e a-ZAL, as duas

RALs de maior interesse ambiental, observa-se que sado similares ao estrégeno

natural 17-B-estradiol (Tabela 2). Assim sendo, pode-se inferir que 0 comportamento
de mobilidade ambiental € similar entre esses compostos.

Mortensen et al. (2003) descreveu o destino da ZEN em solos e relataram uma

meia-vida global entre 6 e 11 dias, incluindo degradacéo e sor¢éo irreversivel, mas

sem dados de quantificacdo e analise dos produtos de degradacdo. Esses dados

corroboram que a ZEN pode persistir no ambiente, assim como seus metabalitos.

Tabela 2 - Propriedades fisico-quimicas para ZEN, a-ZAL e 17-B-estradiol

Solubilidade Meia-vida
Compostos em agua log K ow* log K oc** pKa (solo)
(mg L™ (dias)
ZEN 5 2,765 3,9 7,58 6-11
a-ZAL 4-28° 4,648 n.d? 84; 11,4b 7-30
17-B3-estradiol 13 4,0 3,1-3,7 10,4 3

* log Kqw — coe€ficiente de particdo octanol/agua
** log Ko - coeficiente de adsorcdo solo/agua
®n.d — n&o disponivel

b pKa, e pKa,

‘ApH5,7e9

Fonte: Adaptado de Hartmann et al. (2008b).

1.2.3 Aspectos toxicoldgicos

A denominagédo de toxina para a zearalenona é considerada inadequada uma
vez que, embora biologicamente potente, ela é raramente tdxica (TIEMANN;
DANICKE, 2007). A zearalenona e seus metabdlitos sdo conhecidos como potentes
interferentes endocrinos. O potencial estrogénico relativo e afinidade de ligacdo ao
receptor de estrogénio (Tabela 3) estdo proximos aos estrogenos naturais (estrona e
estriol), sendo de maior ordem de grandeza do que os interferentes enddécrinos
sintéticos, tais como bisfenol A, DDT ou atrazina, assim como, os fitoestrégenos
(HARTMANN et al., 2008b). A atividade estrogénica de a-ZEL € 3 a 100 vezes maior
gue a ZEN (MINERVINI et al., 2005) Os resultados de trés diferentes bioensaios
utilizando ativagdo do gene receptor de estrogénio revelou que a-ZEL é 17 vezes
mais potente que o estrogeno sintético a-etinilestradiol (LE GUEVEL e PAKDEL,

2001).
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Tabela 3 - Afinidade de ligacdo relativa (RBA) ao receptor estrogénico e potencial relativo (RP) de
compostos estrogénicos sintéticos e naturais

RBA RBA RBA RP

Substancia (humano) camundongo  Peixe (truta)  (humano)

Estrégenos naturais

17-B-estradiol 100 100 100 100
Estrona 45 28 14 9,6
Estriol 28 13 3,7 0,63
RALs

ZEN 9,3 12 82 0,26
a-ZEL 48 53 267 8,7
B-ZEL 13 11 91 0,066
a-ZAL n.a n.a n.a 1,3
B-ZAL n.a n.a n.a 0,46
Fito estr6genos

Coumestrol 0,81 0,33 0,24 0,67
Genisteina 0,46 0,33 0,44 0,049
Interferentes enddécrinos sintéticos

Bisfenol A 0,0080 0,0086 0,21 0,005
4-Nonilfenol n.a n.a n.a 0,0022
4-Qctilfenol n.a n.a n.a 0,003
o’,p-DDT - 0,0076 0,43 0,00011
Metoxiclor - - 0,95 0,0033
Butilbenzilftalato - - - 0,0004
Atrazina - - - n.a

n.a: ndo analisado
Fonte: Coldham et al. (1997), Matthews et al. (2000).

Diversos estudos apontam a correlagdo entre a exposicdo a ZEN e seus
metabdlitos e disfuncdes reprodutivas e hepaticas em mamiferos (GUEVEL,;
PAKDEL, 2001; MAZIERO; BERSOT, 2010; MINERVINI et al., 2005, PISTOL et al.,
2014). Em estudo conduzido por Doll e Danicke (2011) concluiu-se que suinos séo
mais sensiveis do que aves a exposicdo a ZEN, mesmo em baixas doses, ocorrendo
alteracdes no sistema reprodutivo dos animais expostos.

Schwartz et al. (2010) concluiram que a ZEN pode contribuir para atividade
estrogénica global no ambiente e, portanto, poderia representar um risco para peixes
selvagens em seu habitat natural, uma vez que em estudo conduzido com
“zebrafish” houve alteragcdo na capacidade reprodutiva (frequéncia de desova e
fecundidade) para animais expostos a baixas concentracées (100 a 3200 ng L™ ,
por 21 dias.

Para humanos, a exposi¢do a ZEN foi correlacionada com altera¢des no inicio
da puberdade (telarca) e efeitos sobre o sistema imunoldgico em criangas (TINYIRO
et al.,, 2011). A presenca de a-ZEN no soro sanguineo de mulheres portadoras de

lesGes neoplasicas do sistema reprodutivo foi relatada por Gajecka et al. (2004).
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1.3 Meétodos analiticos utilizados na determinagdo d e zearalenona e
metabolitos

Métodos de analise foram desenvolvidos para a detec¢cdo da ZEN e os seus
metabdlitos em varias matrizes como a urina, plasma, racoes, fezes, alimentos,
sedimentos, leite, cerveja e grdos (PALLARONI; VON HOLST, 2003).

Para matrizes ambientais a determinacdo dos micoestrégenos requer um
método analitico seletivo e sensivel, uma vez que estas substancias estao presentes
em concentracdes da ordem de ng L™ ou ng kg™ (SCHENZEL; SCHWARZENBACH;
BUCHELI, 2010).

Atualmente, a técnica instrumental de analise mais utilizada para a
determinacdo da ZEN e seus metabdlitos é a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) em combinacdo com uma variedade de detectores, destacando-se o
detector de arranjo de diodos (DAD), o detector de fluorescéncia e, em especial,
com os espectrdmetros de massas. O detector fluorimétrico (FLD) pode ser utilizado
para a deteccdo de ZEN devido a capacidade dessa substancia de fluorescer,
apresentando melhor detectabilidade do que o DAD, para estes compostos
HPLC/FLD é a técnica de analise de uso mais frequente para determinacdo de ZEN
(KWASNIEWSKA; GADZALA-KOPCIUCH; CENDROWSKI, 2015).

Comparado com os detectores DAD e FLD, a espectrometria de massas
acoplada com a cromatografia liquida (LC-MS) oferece a vantagem de apresentar
alta seletividade e ser aplicavel a deteccdo de mudltiplos analitos. Por outro lado, a
cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS),
embora exija a derivacdo quimica para 0s micoestrogenos, continua como
alternativa em relagédo a LC-MS (KINANI et al., 2008).

1.4 Distribuicdo e impacto ambiental de micotoxinas estrogénicas

Embora a ocorréncia da ZEN e seus metabdlitos tenha sido estudada
extensivamente em alimentos para humanos e animais, pouco é conhecido sobre
seu impacto e distribuicdo ambiental, sendo que poucos trabalhos foram realizados
com este enfoque (SCHENZEL; SCHWARZENBACH; BUCHELI, 2010). Algumas
publicacdes relataram a ocorréncia de ZEN em &aguas superficiais, subterraneas,

afluente e efluentes de estacdes de tratamento de esgoto e industrias, sendo que as
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concentragcbes de ZEN e seus metabdlitos variaram de n&o detectado até

4120 ng L™ (Tabela 4). Em alguns casos, também outros RALS, tais como, a-ZAL, B-

ZAL e a-ZEL foram detectados em niveis proximos a ZEN. Os RALs, ZAN e B-ZEL

nunca foram detectados ou ndo foram analisados em amostras aquosas ambientais.

Tabela 4 - ZEN e metabdlitos detectados em matrizes de interesse ambiental

Técnica

M|coto_xmas(s) Matriz Local Extracéo de Concentrglgao Referéncia
analisada(s) o0 (ngL™)
analise
ZEN, a-ZEL, LC-
- - Efluente de - - 1-7 (ZEN) Lagana et
B-ZEL, ao-ZAL, [talia SPE APCI 1-11 (0-ZEL)
B-ZAL, ZAN ETE MS/MS al. (2001)
Efluente de LC-ESI- Efluzeé)ngeg%TE Pawlowski
ETE, 4gua Alemanha SPE " . et al.
a-ZEL fluvial MS/MS Agua fluvial (2004)
<LOQ
Afluente ETE
3-18 (ZEN);
n.d-10 (a-
ZAL); n.d-10
Afluente e Efloie ETE
ZEN, a-ZAL, efluente de talia SPE LC- 3-10 (ZEN); Lagana et
B-ZAL ETE, 4gua APCI- \. al. (2004)
fluvial msms a7 (0-ZAL);
n.d-5 (B-ZAL)
Agua fluvial
2-5 (ZEN);
n.d-3 (a-ZAL);
n.d-3 (B-ZAL)
< LC- Bucheli et
ZEN Agua fluvial Suica SPE APCI- n.d-35 al. (2008)
MS/MS '
Afluente ETE
1,0-5,0
Afluente e Efluente ETE
efluente de n.d-2,7
ETE. aqua Agua fluvial
quviai ég ua Coluna 1,4-43,7 Gromadzka
ZEN o 9 Polénia de HPLC/FLD Agua et al.
drenagem e imunoafinidade subterrdnea (2009)
ég%a n.d-05
subterranea dAgua de
renagem
7,6-12,3
Solo .
Solo, lodo n.d-8 ngg
de esgoto e LLE (esterco) Lodo de Hartmann
. Soxhlet (soloe  LC-ESI-
ZEN esterco Suica esgoto etal.
) lodo de MS/MS -1
(bovinos e n.d-8ngg (2008c)
suinos) €sgoto) Esterco

8-333ng g*
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Tabela 4 - ZEN e metabdlitos detectados em matrizes de interesse ambiental (Continuagao)

Micotoxinas(s) Tipo de ey Concentracao :
. Local Extracéo de ] Referéncia
analisada(s) amostra analise (ngL™)
Solo )
< n.d-3,8 ng g
Agua de . ‘
ZEN drenagem  Suica SPE (4gua) LC-ESI- Agua de Hartmann et al.
Soxhlet (solo) drenagem (2008a)
e solo MS/MS n.d-35.0
Efluente
bruto
Afluente e (md;lsgcl)al)
efluente Efluente
ZEN industrial, Estados SPE LC/ESI- tratado
Afluente e Unidos MS/MS industrial d
efluente (industrial) Lundgren e
de ETE 95,5-220 Novak (2009)
Afluente
ETE
127
Efluente
de ETE, < L;S;ZEaN) Schenzel,
ZEN, a-ZEL, agua Suica SPE LC-ESI- pfluvialge Schwarzenbach
B-ZEL fluvial e ¢ MS/MS e Bucheli
. drenagem
agua de LOQ =6 ng L™ (2010)
drenagem
ZEN OIAgua de Esta:jdos SPE Mg?l\;ls n.d-8 Kolpin et al.
renagem Unidos ' 2010
g (QuQ) (2010)
ZEN Aguade  Estados SPE HPLC/FLD  nd-57  Maragos (2012)
lago Unidos
Cérregos
fluviais .
ZEN, a-ZEL, . Estados LC-ESI- Kolpin et al.
B-ZEL (areade g SPE MS/MS n.d-1828 (2014)
agricultura
e ETE)
Afluente e Coluna
ZE'\é’_g'EZLEL’ efluente  Poldnia de HPLC/FLD n.d-19,8 Gr%‘??gglig) et
de ETE imunoafinidade '

APCI: ionizacdo quimica a pressdo atmosférica; ESI: ionizacdo por eletrospray; FLD: detector de
fluorescéncia; LLE: extragdo liquido-liquido; MS/MS: espectrometria de massas modo sequencial; n.d:
ndo detectado; QqQ: triplo quadrupolo; SPE: extracdo em fase solida; ETE: Estacdo de tratamento de
esgoto; < LOQ: menor que o limite de quantificacéo.

Fonte: o autor.

Com base nas propriedades fisico-quimicas e em conjunto com os resultados
de estudos ambientais pretéritos, Bucheli et al. (2005) apontaram algumas hipoteses
para a presenca das micotoxinas estrogénicas no ambiente aquatico: (1) toxinas
produzidas por fungos do género Fusarium em plantas podem: (i) contaminar e

penetrar no solo e se infiltrar em &aguas subterraneas; (ii) eluir por escoamento
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superficial ou drenagem subsuperficial para aguas superficiais ou estacdo de
tratamento de esgoto; (2) residuos da toxina em fezes de animais expostos podem
penetrar nos solos agricolas e aguas locais diretamente ou por meio da aplicacdo de
esterco (excremento de animais ou vegetais apodrecidos); (3) efluente de industria
de alimentos e/ou excre¢cdes humanas podem introduzir residuos de toxina através
de sistemas de esgoto nas aguas superficiais.

Hartmann et al. (2008a) demonstraram que campos agricolas contaminados
por Fusarium graminearum s&o fontes potenciais de RALs e que estas micotoxinas
estrogénicas adentram em A&guas superficiais via drenagem e escoamento

superficial (Figura 3).

Figura 3 - Proposta da distribuicdo ambiental das micotoxinas estrogénicas

Atmosfera |

i )
| = _*| Indistria de cereais |—’ Produtos
X : | Cereais/Grios Prr— Alimenticios
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b 4 £ J. A Humanos
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Iﬂestos vegetaisl‘ Adubao » |
i P—— S
v v W W v W v
Excretas
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z s superficiaiz |¢ Estagoes de
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¥ b r .
| ﬁtgua subterrdnea | Sedimento | Lodo |

Fonte: Adaptado de Hartmann et al. (2008a).

Nota: Caixas na cor vermelha e setas grossas: refletem uma rota de aporte com relativa importancia;
vermelhas pontilhadas: rota em que a transferéncia de ZEN nao ocorre; Verde: rota ja bem estudada
e compreendida; Azul: rota ainda pouco estudada

Para o Brasil, ha uma peculiaridade no aporte das micotoxinas estrogénicas no
ambiente. Como o tratamento de esgoto € inexistente ou precario, na maioria dos
municipios, teriamos uma seta entre a excreta humana e as aguas superficiais. A
criacado extensiva de animais de corte, principalmente bovinos, também indica que
teriamos no cenario brasileiro uma seta entre a excreta animal (esterco) e as aguas
superficiais, pois os animais defecam e urinam diretamente nos corpos d’agua.

Devido a ocorréncia de zearalenona em afluentes e efluentes de estacfes de
tratamento de esgoto e sua afinidade com o carbono orgéanico do solo, espera-se
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gue essa substancia esteja presente também no lodo de esgoto. Por isso, além de
culturas agricolas contaminadas com Fusarium, lodo de esgoto e esterco poderiam
ser outras fontes potenciais de entrada da zearalenona para o ambiente agricola,
especialmente o solo. Hartmann et al. (2008c) investigaram a presenca de ZEN em
esterco de bovinos e suinos, solo e lodo de esgoto. Os niveis de ZEN nessas
matrizes foram da ordem de ng g™

No Brasil, atualmente ndo ha dados sobre a contaminacdo de amostras
ambientais por micoestrégenos. Em outros paises, poucos sdo os estudos dessas
substancias no ambiente, destacando-se quatro paises: Itdlia, Suica, Polénia e
Estados Unidos.

Considerando-se que a fonte dos micoestrogenos é basicamente a mesma
dos estrogenos e que este grupo de pesquisa tem estudado a ocorréncia e
dispersdo de estrogenos naturais em manaciais hidricos proximos a Araraquara,
neste trabalho a area de estudo foi o Corrego Rico, no trecho entre os municipios de
Monte Alto e Jaboticabal, onde existem contribuicées de esgoto in natura, tratado e
excreta animal, sendo também o0 manancial que abastece a populacdo de

Jaboticabal.

1.5 Proposi¢éo e Escopo da Tese

Neste trabalho objetivou-se avaliar a ocorréncia, concentracbes e
persisténcia das micotoxinas estrogénicas no ambiente aquatico da sub-bacia
hidrografica do Cdérrego Rico na regido centro-norte do estado de Sao Paulo.
Destaca-se nessa tese, 0 uso de técnicas analiticas de microextracao na preparacao
das amostras de acordo com os principios da Quimica Verde. Por dados da
literatura, esta é a primeira vez que a ocorréncia de ZEN e seus metabdlitos foram
investigados em tais detalhes em aguas naturais (rio) no Brasil.

A parte experimental dessa tese esta dividida em quatro capitulos com
enfoques analiticos (Capitulos 2 e 3) e ambientais (Capitulos 4 e 5). Na secédo
analitica, destaca-se o desenvolvimento de duas metodologias analiticas por DLLME
e cromatografia liquida de alta eficiéncia na determinacdo das micotoxinas
estrogénicas em aguas naturais. Na secdo ambiental foi avaliada a presenca dos
analitos em aguas de rio (Corrego Rico) com avaliagdo espaco-temporal e a

persisténcia da micotoxina zearalenona em ambientes aquaticos.
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CAPITULO 2 - DETERMINACAO DE MICOTOXINAS ESTROGENIC AS EM
AGUAS POR MICROEXTRACAO LIQUIDO-LIQUIDO DISPERSIVA COM
SOLVENTE DE BAIXA TOXICIDADE E QUANTIFICACAO POR HP LC/FLD OU
LC-MS/MS

(parte dos resultados deste capitulo foi publicada: Journal of Chromatography A, v.
1391, p.1-8, 2015
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2.1 Introducgao

A quantificacdo exata e precisa de micotoxinas estrogénicas na ordem de
ng L™ em &guas naturais requer o uso de um método analitico altamente seletivo e
sensivel. Para atingir estes baixos limites de deteccdo, a pré-concentracdo por
extracdo em fase solida (SPE) antes da deteccao foi preferida ao longo da ultima
década (GROMADZKA et al., 2004; HARTMANN et al., 2007; LAGANA et al., 2004;
LUNDGREN; NOVAK, 2009; KOLPIN et al, 2014; SCHENZEL;
SCHWARZENBACH; BUCHELI, 2010). No entanto, a técnica de SPE também
possui desvantagens (por exemplo, o tempo elevado de extracdo, os altos custos
dos cartuchos, dos dispositivos comerciais multivias, manifolds e, eventualmente, a
dificuldade em selecionar o sorvente adequado para a aplicacado desejada) e requer
grande gquantidade de solventes organicos, por vezes toxicos (XIAO-HUAN et al.,
2009). Além disso, a SPE gera uma quantidade consideravel de residuos, incluindo
cartuchos de SPE descartaveis contaminados (YAN; WANG, 2013).

Recentemente, métodos de microextracdo tém atraido atencdo como uma
alternativa aos procedimentos de extragdo classicos. Deste modo, pesquisadores
tém enfocado recentemente em técnicas ambientalmente corretas e em reduzir os
custos de andlise através da redugcdo ou eliminagdo da utilizacdo de solventes
organicos de alta toxicidade (OJEDAS; ROJAS, 2011).

Em 2006, Rezaee et al. desenvolveram a uma nova técnica de microextracao
em fase liquida denominada de microextragdo liquido-liquido dispersiva (DLLME).
Essa técnica engloba a pré-concentracdo de amostras que atende os requisitos de
miniaturizacdo, baixo custo, facil manipulacéo, rapidez e alta eficiéncia de extracao.
O principio basico da técnica DLLME, é a dispersdo de um solvente extrator
(imiscivel em &gua) e um solvente dispersor (miscivel em agua e no solvente
extrator) em uma solugdo aquosa, 0 que proporciona uma grande area de contato
entre a fase aquosa e o solvente extrator. As etapas dessa técnica estao ilustradas

na Figura 4.
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Figura 4 - Etapas envolvidas na técnica DLLME
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Fonte: Adaptado de Caldas, Costa e Primel (2011).

A DLLME se baseia na extracdo de analitos em amostras aquosas utilizando
uma mistura adequada de um solvente de extracdo e um agente dispersante,
produzindo-se uma solucdo turva. As vantagens desta técnica incluem a sua
simplicidade, rapidez e alto fator de enriqguecimento (EF). A principal dificuldade
dessa técnica é a selecdo correta da mistura dos solventes (extracéo e dispersante),
porque as perdas dos analitos por particdo podem ocorrer. Para evitar esta situacao,
varios autores sugeriram que 0s agentes dispersantes podem ser eliminados
utiizando um solvente de extracdo adequado com uma etapa de agitacdo para
formar a solugdo turva (SALGUEIRO-GONZALEZ et al, 2012). Os solventes
convencionais de extracdo para a DLLME tais como clorobenzeno, cloroformio,
dissulfeto de carbono e tetracloreto de carbono séao frequentemente utilizados. No
entanto, esses solventes sdo altamente tdxicos e ndo sdo ambientalmente
amigaveis. Recentemente, muitos pesquisadores tentaram usar solventes de baixa
toxicidade, com uma densidade menor que a agua em DLLME (por exemplo, alcoois
ou hidrocarbonetos de cadeia longa) (YAN; WANG, 2013). No entanto, a logistica
necessaria para recuperar o solvente de extracdo € mais complexa dentro da
aplicacdo de solventes de baixa densidade baseada em microextracdo liquido-

liquido, exigindo a utilizacdo de dispositivos ou vidrarias especiais (LEONG; FUH,;
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HUANG, 2014). Em 2010, Leong et al. propuseram 0 uso de solvente organico com
bromo de baixa toxicidade (1-bromo-3-metilbutano) para extragdo em DLLME. Este
solvente foi utilizado na técnica chamada (LT-DLLME) e combinado com GC-MS
para extrair e detectar 16 HPAs em amostras de agua. Particularmente, certos
solventes bromados (isto €, 1-bromooctano e bromociclohexano) sdo menos toxicos
do que os solventes convencionais de baixa densidade (por exemplo, 1-octanol e
tolueno) em DLLME (LEONG; FUH; HUANG, 2014; LEONG; HUANG, 2012).

Por revisao da literatura, este estudo € o primeiro uso da DLLME e LC-ESI/MS/
MS para extrair e identificar ZEN e seus metabdlitos, incluindo zearalanona (ZAN),
a-zearalanol (a-ZAL), B-zearalanol (B- ZAL), a-zearalenol (a-ZEL) e -zearalenol (3-
ZEL) em amostras ambientais aquosas. Além disso, este estudo € um dos poucos a
utilizar bromosolventes como solventes de extracdo para a DLLME (LEONG et al.,
2010; LEONG; HUANG, 2012).

2.2 Materiais e métodos

2.2.1 Reagentes e padroes

Os padroes ZEN, ZAN, ao-ZAL, B-ZAL, a-ZEL e [B-ZEL foram adquiridos da
Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EUA), com pureza superior a 98%. O padrao interno
(IS) zearalenona-ds (ZEN-dg) foi obtido da Toronto Research Chemicals (North York,
ON, Canada). Os solventes organicos metanol (MeOH), acetona, acetonitrila (ACN),
e 2-propanol, todos grau HPLC, foram adquiridos da JT Baker (Phillipsburg, NJ,
EUA). 1-bromo-3-metilbutano bromociclohexano e bromobenzeno foram obtidos a
partir da Alfa Aesar (MA, EUA), e 1-bromooctano (Sigma Aldrich), cloroférmio e
tetracloreto de carbono (JT Baker, Phillipsburg, NJ, EUA) foram utilizados como
solventes de extragcdo. O hidréxido de sédio e &cido cloridrico (HCI, 37% m/v) foram
comprados da JT Baker (Phillipsburg, NJ, EUA) e foram usadas para ajustar o pH
das amostras de agua. Agua deionizada foi obtida por um sistema de purificacéo
Milli-Q (Millipore, EUA).
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2.2.2 Preparacao das solug¢des padrao

Os padrdes de ZEN, ZAN, a-ZEL, B-ZEL, a-ZAL, B- ZAL e ZEN-ds (IS) foram
pesados em balanca analitica e dissolvidos em acetonitrila em concentracdes de
100 a 400 mg L™ (solucBes de estoque). As solucbes foram armazenadas a -20 °C
em frascos ambar, ao abrigo da luz e a temperatura ambiente antes da sua
utilizacao. As solucdes da curva analitica e solu¢cdes para fortificacdo (“spike”) foram
preparadas a partir de diluicbes apropriadas da solucédo estoque em acetonitrila. As
solugdes de trabalho foram preparadas imediatamente antes da utilizagdo. Todas as
solugbes padrdo e de extratos das amostras foram filtrados através de filtros de
politetrafluoroetileno (PTFE) (0,45 pum x 4 mm), antes da inje¢cdo no sistema

cromatografico.

2.2.3 Preparacao da amostra por DLLME

Uma aliquota de 10 mL da amostra de agua (acidificada previamente usando
0,1 mol L™ de HCI a pH 4) foi colocada num tubo de centrifuga em vidro (12 mL) com
fundo conico. Cada amostra foi fortificada com 80 pL do padréao interno (ZEN-dg) a
25 ug L™ para avaliar a rendimento da extracdo de ZEN e seus metabdlitos. Em
seguida, 100 pL de bromociclohexano (solvente de extracdo) foi adicionado a
solucdo da amostra. A mistura foi agitada vigorosamente utilizando um agitador de
vortice (Phoenix Luferco, Sdo Paulo, Brasil) a 2500 rpm por 2 min. Microgotas foram
formadas durante o processo de agitacao, facilitando a transferéncia de massa dos
analitos da amostra de agua para o solvente extrator. A separacdo das duas fases
ocorreu apos centrifugacdo a 3500 rpm durante 10 min. A fase organica
sedimentada foi retirada ao maximo e transferida para um insert de vidro de 300 uL
utilizando uma microseringa de HPLC (100 pL) e seca por evaporagcdo com
nitrogénio gasoso. O residuo foi entdo redissolvido em 80 pL de MeOH:H,O com
0,1% de acido formico (50:50, v/v). Finalmente, 20 puL do extrato filtrado foram
injetados no sistema HPLC/FLD ou LC-ESI-MS/MS.
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2.2.4 Instrumentacao

Nas analises cromatograficas foram utilizados dois sistemas: cromatografo a
liquido Varian 920-LC e Agilent 1200 LC. As colunas cromatograficas para 0s
sistemas foram Gemini C;g (150 mm x 4,6 mm d.i, 5 um de didmetro de particula,
Phenomenex, Torrance, CA, EUA) precedida da coluna de guarda (Phenomenex)
Cis (4,0 mm x 3,0 mm d.i).

Para a otimizacdo da separacdo dos analitos e dos parametros da DLLME foi
utilizado o cromatdgrafo Varian 920-LC, equipado com bomba quaternaria, injetor
automéatico (capacidade de 200 posicOes para frascos de 2 mL para HPLC) e
detector de fluorescéncia. A eluicdo foi realizada no modo isocratico usando agua
(solvente A), acetonitrila (solvente B) e metanol (solvente C) sob as seguintes
condigbes: 48% de A, 25% B e 27% C durante 16 min. A temperatura da coluna foi
de 40 °C, a vazdo da fase mével de 1,0 mL min™ e volume de injecdo de 20 pL. Os
comprimentos de onda de excitacdo e emissdo foram de 271 nm e 452 nm,
respectivamente. A aquisicdo de dados foi realizada usando o software Galaxie.

Um Agilent 1200 LC acoplado com um espectrébmetro de massas hibrido
QTRAP 3200 (LC-MS/MS) da Applied Biosystems/MDS Sciex Instruments com fonte
de ionizacédo por eletrospray (ESI) foi utilizado para os experimentos de validacao do
meétodo analitico desenvolvido e determinacdo dos analitos nas amostras de agua.
Experimentos utilizando varredura linear completa (Full scan) e varredura de ions
produtos foram realizados utilizando os seguintes parametros: tensédo do capilar a -4
KV, gas nebulizador (nitrogénio) a 50 psi, temperatura da fonte de 600 °C. Os
parametros MS-MS, incluindo o potencial de desagregacao (DP), o potencial de
entrada (EP), a energia de colisdo (CE) e o potencial de saida da célula (CXP),
foram otimizadas usando infusdo direta dos padrbes de cada composto, com
concentracdo de 1 pg mL* no modo de varredura completa e pela injecdo
diretamente no MS. O potencial de entrada foi fixada em -10 V. Separacdo
cromatografica das micotoxinas estrogénicas foi realizada a uma temperatura de
40 °C. A eluigéo foi realizada no modo isocratico usando &cido férmico a 0,1% em
agua (solvente A), acetonitrila (solvente B) e metanol (solvente C) sob as seguintes
condicbes: 48% de A, 25% B e 27% C durante 17 min. A vazdo foi de 1,0 mL min™ e
um volume de injecdo de 20 pL. A aquisicdo de dados foi realizada usando o

software Analyst 1.5 (Applied Biosystems).
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2.3 Resultados e Discussao

2.3.1 Otimizacéao do sistema cromatografico HPLC/FLD

A otimizagcdo da separacdo cromatografica dos analitos no sistema HPLC/FLD
foi realizada inicialmente injetando separadamente cada um dos compostos, fazendo
a identificacdo individual a partir do tempo de retencdo para posterior injecdo da
mistura dos compostos.

Identificados os analitos, iniciaram-se o0s estudos para obter a melhor
separacdo possivel. Foram avaliadas diferentes possibilidades do modo de eluicédo
gradiente e isocréatico, sendo utilizados como solvente organico de eluicédo
acetonitrila, metanol, ou ambos e solvente aquoso (agua deionizada).

Inicialmente, um gradiente exploratorio proposto por Snyder, Kirkland e Glajch
(1997) foi realizado. Com o objetivo de investigar se a separacédo dos analitos pode
ser preconizada utilizando uma eluicdo no modo gradiente ou isocratico, um teste
inicial (corrida 1) foi realizado a partir de um gradiente linear de acetonitrila, variando
de 5 a 100% em 40 minutos (Figura 5). O critério para a escolha de qual modo de

eluicdo seria utilizado em uma etapa posterior foi:

At At
. >0,25 (modo gradiente) . <0,25(modo isocréatico) Eq.: 1
G G

onde, At: diferenca entre os tempos de retencdo do Ultimo e primeiro pico para os analitos; tg: tempo

em que a composicdo do solvente varia (40 minutos).

Essa relacdo demonstra que se 0s picos dos analitos sdo eluidos em uma
pequena faixa de variacdo nas concentracdes do solvente de eluicdo, entdo o modo
isocratico € recomendéavel. Se ocorrer eluicdo em uma ampla faixa de concentragfes
do solvente, o modo gradiente € mais pratico. Na Figura 5, At/ts= 4,5/40=0,11<0,25,
no qual o tempo de retencédo do primeiro pico (B-zearalanol) foi de 20,38 min e o
altimo pico (zearalenona) foi de 24,88 min. Portanto, o modo isocratico é

recomendado.
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Na Figura 5, observa-se uma separacao inadequada dos analitos com co-
eluicdo parcial entre B-zearalanol (pico 1) e B-zearalenol (pico 2), assim como entre

zearalanona (pico 5) e zearalenona (pico 6).

Figura 5 - Cromatograma (HPLC/FLD) do gradiente exploratério (corrida 1)
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Fonte: o autor.

Nota: Condi¢des cromatograficas: gradiente linear de 5% a 100% de ACN em 40 min, vazao 1 mL
min™, temperatura da coluna 30 °C; volume de injecdo: 20 pL. Comprimentos de onda de excitacdo e
emissdo de 271 nm e 452 nm, respectivamente. Picos: 1. B-zearalanol (30 ug mL™Y); 2. B-zearalenol (4
pg mL™); 3. a-zearalanol (12 ug mL™); 4. a-zearalenol (0,4 pg mL™); 5. Zearalanona (10 pg mL™); 6.
Zearalenona (0,5 pg mL™).

Posteriormente, foram avaliadas outras condicdes em que Snyder, Kirkland e
Glajch (1997) recomendam para analises subsequentes, utilizando a eluicdo
isocratica com acetonitrila ou metanol com diferentes valores percentuais de
concentracdo dos solventes de eluicdo. As corridas 2 e 3 basearam-se na
porcentagem de 45% de acetonitrila e de 55 % de metanol no modo isocratico
(Figuras 6 e 7).

Porém, essas andlises ndo foram suficientes para obtencdo de uma separacéo
adequada das micotoxinas estrogénicas. Outras porcentagens de acetonitrila e de
metanol foram também avaliadas, mas né&o foi obtida uma separacdo adequada dos
analitos. Essas analises sugerem gque essa separacao nao pode ser alcancada com
fase movel no modo isocratico a partir de ACN:H,O e MeOH:H,0. Entretanto, de
acordo com os cromatogramas das Figuras 6 e 7, hd uma melhor separacéo entre

os pares dos picos 1 e 2, 3 e 4, 5 e 6, quando acetonitrila é substituida por metanol.
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Isto sugere que alguma mistura de metanol e acetonitrila provera uma melhor

separacao dos analitos.

Figura 6 - Cromatograma da corrida 2
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Fonte: o autor.
Nota: CondigBes cromatograficas: Fase Mdvel - Acetonitrila (ACN): H20; Modo Isocratico 45% de
ACN; vazdo 1 mL minY; temperatura da coluna 30 °C; volume de inje¢do: 20 pL. Comprimentos de
onda de excitacdo e emissdo de 271 nm e 452 nm, respectivamente. Picos: 1. B-zearalanol (30 g
mL™); 2. B-zearalenol (4 pg mL™); 3. a-zearalanol (12 ug mL™Y); 4. a-zearalenol (0,4 pug mL™Y); 5.
Zearalanona (10 pg mL™Y); 6. Zearalenona (0,5 pg mL™).

Figura 7 - Cromatograma da corrida 3
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Fonte: o autor.

Nota: CondicBes cromatograficas: Fase Moével - Metanol (MeOH): H20; Modo Isocratico 55% de
MeOH; vazdo 1 mL min™"; temperatura da coluna 30 °C; volume de injecdo: 20 puL. Comprimentos de
onda de excitacdo e emissdo de 271 nm e 452 nm, respectivamente. Picos: 1. B-zearalanol (30 pg
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mL'l); 2. B-zearalenol (14 Mg mL'l); 3. a-zearalanol _(112 Mg mL'l); 4. a-zearalenol (0,4 pg mL'l); 5.
Zearalanona (10 pg mL™); 6. Zearalenona (0,5 pg mL™).

Ainda na busca de separacdes satisfatorias, foram testados sistemas ternarios
contendo ACN, metanol e dgua em diferentes propor¢gdes. A condicdo de eluicao
utilizando como fase movel: (A) dgua — 48%, (B) acetonitrila — 25 %, (C) metanol —
27 % (Figura 8) apresentou uma melhor separacéo dos analitos.

A variacao da temperatura da coluna foi avaliada nesse trabalho com o objetivo
de melhorar a separacdo das bandas cromatograficas e aumentar a resolucéo
(SNYDER; KIRKLAND; GLAJCH, 1997). Trés temperaturas foram avaliadas: 30, 35
e 40 °C, destas a temperatura de 40 °C apresentou picos mais simétricos e uma
menor largura das bandas cromatograficas.

A selegcédo dos comprimentos de onda de excitagdo (271 nm) e emissao (452
nm) para a deteccdo por fluorescéncia foi baseada no trabalho desenvolvido por
Urraca, Marazuela e Moreno-Bondi (2004).

A Figura 8 apresenta o cromatograma com a condicdo otimizada para
separacao dos micoestrogenos e a Tabela 5 contém os parametros cromatograficos

calculados para essa condigé&o final.

Figura 8 - Cromatograma final da separacdo dos analitos por HPLC/FLD
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Fonte: o autor.

Nota: Condi¢des cromatograficas: Fase Mdvel - H20 (48%), acetonitrila (25%), metanol (27%), vazéo
1 mL min™, temperatura 40 °C, volume de injecdo 20 pL. Comprimentos de onda de excitacdo e
emissdo de 271 nm e 452 nm, respectivamente. Picos: 1. B-zearalanol (30 ug mL™); 2. B-zearalenol (4
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Mg mL'l); 3. a-zearalanol (12 pg mL'l); 4. a-zearalenol (0,4 pg mL'l); 5. Zearalanona (10 pg mL'l); 6.
Zearalenona (0,5 ug mL'l).

Tabela 5 - Parametros cromatograficos obtidos no desenvolvimento do método HPLC para os analitos

Tempo de

Analitos retenco Assimetria FatorNde NUmero de Resolucao
(min) (As) separacéo ( o) pratos (N) (Rs)
B-ZAL 6,48 1,11 - 10963 -
B-ZEL 7,05 1,18 1,09 8811 2,06
a-ZAL 9,26 1,10 1,31 11885 6,92
a-ZEL 10,24 1,16 1,11 10281 2,62
ZAN 12,56 1,08 1,23 11545 5,34
ZEN 13,40 1,09 1,07 11301 1,73

Fonte: o autor.

De acordo com os parametros cromatograficos da Tabela 5, pode-se observar
que os valores de resolucdo foram superiores a 1,5, indicando aproximadamente
100% de separacao entre os picos (COLLINS, BRAGA, BONATO, 2006; LANCAS,
1993). Os valores de assimetria ficaram menores que 1,2. Esses valores indicam
uma simetria adequada dos picos aumentando a precisdo na analise quantitativa.
Para o fator de separacdo (a), quanto maior o seu valor, mais seletiva sera a fase
liquida e, portanto, uma melhor separacao sera alcancada. O ideal € um valor de a
maior que 1, sendo que os valores de a foram todos maiores que 1,07 (LANCAS,
1993). Os valores do numero de pratos (medida da eficiéncia da coluna
cromatografica) foram também adequados.

Como os parametros cromatograficos calculados para os picos foram todos
satisfatorios, demonstrou-se que as condi¢cdes cromatograficas sdo adequadas para
a quantificacdo dos analitos. Vale ressaltar que esses parametros devem ser
monitorados constantemente durante as analises a fim de obter resultados com
maior confianca analitica. Na Tabela 6 estdo as condicbes cromatogréaficas

otimizadas para o método HPLC/FLD.
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Tabela 6 - Condi¢Bes cromatograficas otimizadas

Equipamento Varian 920-LC

Condicdes cromatograficas

Coluna Gemini C18 (Phenomenex), 150 x 4,6 mm, 5 ym
Fase Mavel (FM) Agua:acetonitrila:metanol (48:25:27, em volume)
Modo de eluicdo Isocrético

Vazao 1,0 mL min

Temperatura do forno 40°C

Volume de injecdo 20 pL

Detector

Fluorescéncia
Comprimento de onda (A )=271nm; (A ) =452 nm
ex em

Fonte: o autor.

2.3.2 Otimizacao dos parametros da DLLME para extracdo de micoestréogenos em
amostras de agua.

ApoOs a otimizacdo das condi¢cbes cromatograficas para separacao e deteccao
por HPLC/FLD, realizou-se um estudo inédito de desenvolvimento de método para
extracdo das micotoxinas estrogénicas em amostras de agua utilizando a técnica de
DLLME. Dentre os parametros que geralmente influenciam o desempenho e
eficiéncia da DLLME, destacam-se: tipo e o volume do solvente extrator e dispersor,
a forca ibnica, o volume da amostra e pH. Estes parametros foram investigados e,
em seguida, foram selecionadas as melhores condi¢cdes de extragdo. As amostras
foram fortificadas com os analitos com concentracdes de 12 ng mL™ (a-ZEL e ZEN),
40 ng mL™* (B-ZEL e a-ZAL) e 80 ng mL™ (B-ZAL e ZAN). A recuperacdo absoluta
(calculada como a razéo entre a area do pico do analito nas amostras de agua de rio
por DLLME e a area do pico do analito na solugdo padrdo nas mesmas
concentracdes) foi avaliada na escolha dos parametros investigados.

A investigacdo estatistica dos parametros foi realizada utilizando o Minitab
software (Release 16, Minitab Inc., State College, PA). Diferencas significativas entre
as médias foram avaliadas pela analise de variancia de fator Unico (one-way
ANOVA) seguido pelo teste de Tukey, que realiza a avaliacao de qual(is) variavel(is)
é(sao) significativa(s) em relacdo as demais. Os resultados foram expressos como a
média + desvio padrdo (n=3) e considerados significativamente diferentes para
p<0,05.
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2.3.2.1 Selecédo do solvente extrator

A escolha de um solvente de extracdo adequado € o parametro majoritario para
a técnica de DLLME, a fim de alcancar uma boa recuperacdo, fator de
enriguecimento e a seletividade dos analitos. O solvente de extracdo deve
demonstrar (a) capacidade de extracdo dos compostos de interesse, (b) baixa
solubilidade em agua, no qual seja possivel separa-lo da fase aquosa por
centrifugacéo (c) baixa volatilidade durante o processo de extracdo (d) solubilizacéo
adequada no solvente dispersor. O solvente extrator preferencialmente deve ter
massa especifica maior que a agua, de forma a permitir a formacdo da fase
sedimentada e a coleta seja facilitada, embora aplicacdes descrevam a utilizacao de
solventes extratores com massa especifica menor que a agua (REZAEE, YAMINI,
FARAJI, 2010).

Os hidrocarbonetos halogenados como clorobenzeno, cloroférmio, tetracloreto
de carbono e tetracloroetano sédo usualmente utilizados como solventes de extracéo
na DLLME, por causa de sua alta densidade. Entretanto, esses solventes
apresentam alta toxicidade, sendo que alguns estdo inclusos na lista dos 126
poluentes prioritarios da USEPA. Neste cenério, este estudo propde o uso de
bromosolventes, que apresentam caracteristicas fisico-quimicas similares aos
clorados, com menor toxicidade aguda e cronica (LEONG et al., 2010), dentre eles,
o bromociclohexano (massa especifica: 1,324 g mL™Y), 1-bromooctano (massa
especifica: 1,118 g mL™), bromobenzeno (massa especifica: 1,491 g mL™) e 1-
bromo-3-metilbutano (massa especifica: 1,261 g mL™). Como pode ser visto na
Figura 9, entre os bromosolventes, o bromociclohexano e o bromobenzeno
apresentaram uma maior eficiéncia de extracdo dos analitos, seguido por 1-bromo-3-
metilbutano e 1-bromooctano. Este comportamento pode ser parcialmente explicado
devido a estrutura ciclica e/ou grupo aromatico dos solventes, os quais beneficiam a
extracdo (semelhante dissolve semelhante) dos analitos (CHEN; CHEN; LI, 2010;
GUO; LEE, 2012). As micotoxinas estrogénicas contém uma estrutura ciclica e um
grupo aromatico em suas estruturas moleculares. Os bromosolventes (Figura 9)
apresentaram eficiéncia de extracdo comparavel e por vezes melhor em relagdo aos
solventes clorados avaliados (cloroférmio e tetracloreto de carbono), destacando-se
a diferenca estatistica significativa para bromociclohexano, bromobenzeno e 1-

bromo-3-metilbutano em relacdo ao cloroférmio para os analitos ZAN e ZEN. O
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bromociclohexano foi selecionado como o0 solvente de extragdo, por ter menor
toxicidade em relagdo ao bromobenzeno (LEONG et al., 2010).

Figura 9 - Efeito do solvente de extracéo
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Fonte: o autor.
Nota: Condi¢6es: volume da amostra, 5 mL; pH, 4; volume do solvente de extracdo, 80 uL; volume do
solvente dispersor (metanol), 0,5 mL; tempo de extracdo, 1 min. Variaveis que ndo compartilham a

mesma letra (a, b, c) denotam diferencas estatisticamente significativas ao nivel de 95% de confianca
(teste de Tukey).

2.3.2.2 Selecéo do solvente dispersor

Para a escolha do solvente dispersor, a principal caracteristica a ser
considerada é a sua miscibilidade na fase orgéanica (solvente extrator) e na fase
aguosa (amostra). Desse modo, alguns solventes dispersores sao usualmente
selecionados para a DLLME e foram estudados para esse trabalho como: metanol,
acetona, acetonitrila e isopropanol. O efeito destes solventes sobre a eficiéncia de
extracdo na DLLME foi investigado utilizando 500 yL de cada solvente contendo 80
ML do solvente extrator previamente selecionado (bromociclohexano). Como pode
ser visto na Figura 10, o metanol apresentou melhores resultados de recuperacéo
para a maioria dos compostos, atribuido ao efeito sinérgico de boa compatibilidade
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desse solvente com a fase aquosa e a baixa raz&do de distribuicdo dos analitos na
mistura metanol e 4gua (SUN; CHI; CHEN, 2011).
Figura 10 - Efeito do solvente dispersor
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Fonte: o autor.

Nota: Condi¢bes: volume da amostra, 5 mL; pH, 4; volume do solvente extrator (bromociclohexano),
80 pL; volume do solvente dispersor 0,5 mL; tempo de extracdo, 1 min. Varidveis que nao
compartiiham a mesma letra (a, b, ¢) denotam diferencas estatisticamente significativas ao nivel de
95% de confianca (teste de Tukey).

2.3.2.3 Efeito do volume de solvente extrator

Para a escolha do volume do solvente extrator, foram realizados experimentos
contendo diferentes volumes do bromociclohexano, variando entre 20 e 120 uL, com
intervalos de 20 uL. De acordo com a Figura 11, para a maioria dos analitos o
volume de 100 pL apresentou maior eficiéncia na extracdo. Este comportamento de
quanto maior volume maior recuperagcdo dos analitos pode ser explicado pelo
aumento do volume de particionamento do solvente extrator no solvente duspersor
com aumento do volume do bromociclohexano, conduzindo ao aumento da
eficiéncia de extracdo (MELWANKI; FUH, 2008). Acima de 100 yL ocorre um
decréscimo da eficiéncia para a maioria dos analitos, provavelmente devido a
diminuicdo da razdo do volume entre o solvente dispersor e extrator. A proporgéo
diminuida reduz a quantidade de formacdo das goticulas de emulsédo disponiveis
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para a extragao, reduzindo assim a eficiéncia da extracdo (CALDAS et al., 2010).
Aplicando o teste de Tukey verificou-se que o volume de 100 pL apresentou

diferenca estatistica em relacdo aos outros volumes para a maioria dos analitos.

Figura 11 - Efeito do volume de solvente extrator
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Fonte: o autor.

Nota: Condi¢des: volume da amostra, 5 mL; pH, 4; solvente extrator (bromociclohexano); volume do
solvente dispersor (metanol), 0,5 mL; tempo de extracdo, 1 min. O simbolo (*) denota diferenca
estatisticamente significativa ao nivel de 95% de confianca (teste de Tukey).

2.3.2.4 Efeito do volume de solvente dispersor

O volume do solvente dispersor afeta diretamente a formacao da solugéo turva
(agua / solvente dispersor / solvente extrator), o grau de dispersao do solvente de
extracdo na fase aquosa e, subsequentemente, a eficiéncia da extracdo. A variagao
do volume do solvente dispersor pode mudar o volume da fase sedimentada
(REZAEE; YAMINI; FARAJI, 2010). Para avaliar o efeito do volume do solvente
dispersor na extracdo, foram realizados experimentos com diferentes volumes de
metanol, variando entre 250 e 1500 uL, com intervalos de 250 pL. Os resultados sao
apresentados na Figura 12, onde pode ser verificado que o aumento do volume de
metanol de 250 a 1000 pL resulta em aumento da eficiéncia de extracdo para a
maioria dos analitos, porém acima de 1000 uyL ocorre uma diminuicdo da eficiéncia
de extragdo. Este comportamento estd relacionado, provavelmente, ao esperado

aumento da solubilidade do solvente extrator na fase aquosa (matriz) com o
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aumento do volume de metanol (LEONG; HUANG, 2008). Desse modo, o volume de
1000 pL foi selecionado para o experimento subsequente. A comparacao foi
realizada através do teste da ANOVA a um nivel de 95% de confianca e verificou-se

gue ndo houve diferenca estatisticamente significativa (p>0,05) entre os volumes.

Figura 12 - Efeito do volume de solvente dispersor
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Fonte: o autor.

Nota: Condi¢des: volume da amostra, 5 mL; pH, 4; volume do solvente extrator (bromociclohexano),
100 pL; solvente dispersor, metanol; tempo de extracdo, 1 min. O simbolo (*) denota diferenca
estatisticamente significativa ao nivel de 95% de confianca (teste de Tukey).

2.3.2.5 Efeito do pH

O efeito do pH na DLLME tem um papel importante em funcéo da acidez ou
basicidade dos compostos. Os analitos podem ser extraidos pelo solvente extrator
quando eles estdo na forma nado ionizada. A influéncia do pH na extragédo foi
investigada pela variacdo entre pH 2 e 7 pela adigdo de uma solucdo de HCI 0,1 mol
L. A Figura 13 ilustra a influéncia do pH na extracdo por DLLME. A eficiéncia da
extracdo foi aumentada quando o pH variou de 2 a 4, e, em seguida, ocorreu uma
pequena diminuicdo quando o pH foi aumentado para 7. Isso provavelmente é
explicado pelos seus valores de pK,, a ZEN apresenta pK, de 7,6, o qual indica que
em um valor de pH 3 se encontra na forma nao ionizada, a um pH 7 o anion fendlico
esta presente na fase aquosa e com pH 9 a ZEN se encontra praticamente na forma

aniébnica (GAJECKA et al.,, 2011). Desse modo, em meio acido a ionizacdo €
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suprimida, o que leva a uma melhor extracdo dos micoestrogenos pelo solvente
extrator (ZHANG; LEE, 2012). Para a maioria dos analitos, o pH 4 apresentou
melhor resultado, sendo este selecionado para a extracdo. Todos os valores de pH

nao apresentaram diferencgas significativas (p<0,05) pela ANOVA.

Figura 13 - Efeito do pH.
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Fonte: o autor.

Nota: Condi¢fes: volume da amostra, 5 mL; volume do solvente extrator (bromociclohexano), 100 pL;
volume do solvente dispersor (metanol), 1 mL; tempo de extragdo, 1 min.

2.3.2.6 Efeito da forca idnica

Geralmente, 0 aumento da forca ibnica de uma solugcéao diminui a solubilidade
do analto e aumenta a eficiéencia da extracdo (efeito salting-out)
(HADJMOHAMMADI; GHOREISHI, 2011). Para avaliar a possibilidade do efeito
salting-out, na eficiéncia da extracdo foram realizados experimentos com adicdo de
cloreto de sddio para concentracfes na faixa de 0-5% (m/v). De acordo com a Figura
14, na faixa avaliada ndo houve diferenca significativa (ANOVA, p>0,05) na
recuperagdo de extragdo dos analitos. Portanto, os experimentos subsequentes
foram realizados sem a adi¢do de sal a amostra.
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Figura 14 - Efeito da forca idnica.
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Fonte: o autor.
Nota: Condic¢des: volume da amostra, 5 mL; pH, 4; volume do solvente extrator (bromociclohexano),
100 uL; volume do solvente dispersor (metanol), 1 mL; tempo de extragcdo, 1 min.

2.3.2.7 Efeito do volume da amostra

O volume da amostra aquosa é um importante parametro que pode influenciar
a eficiéncia da extracdo por DLLME (LI et al., 2011). Para avaliar esse efeito, foram
testados diferentes volumes de agua (5, 6, 7, 8, 9 e 10 mL). Volumes maiores nao
foram utilizados pela limitagcdo do volume do tubo da centrifuga. Entre os volumes
avaliados (Figura 15), a eficiéncia de extracdo ndo apresentou diferenca estatistica
significativa, avaliada pela ANOVA (p>0,05) para todos os analitos. Entdo, o volume
de 10 mL foi selecionado, pois um maior volume de amostra acarretaria em maior

fator de enriquecimento e menores limites de detec¢cdo podem ser obtidos.
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Figura 15 - Efeito do volume da amostra
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Fonte: o autor.
Nota: Condic6es: pH, 4; volume do solvente extrator (bromociclohexano), 100 uL; volume do solvente
dispersor (metanol), 1 mL; tempo de extragcdo, 1 min.

2.3.2.8 Efeito da agitacdo por vortice

Em 2010, Yiantzi et al. desenvolveram a microextracdo liquido-liquido
assistido por vortice (VALLME) para a analise de alquilfendis. O agitador tipo vértice
foi configurado a uma velocidade de 2500 rpm por 2 min para o tempo de extracao.
Durante a agitacdo microgotas sdo formadas, facilitando a transferéncia de massa
dos analitos da fase aquosa (20 mL) para o solvente extrator (1-octanol). Apos
centrifugacdo a fase organica foi coletada por uma microseringa. Na DLLME
convencional o uso de um solvente dispersor pode diminuir o coeficiente de particdo
dos analitos em relacdo ao solvente extrator (ZHANG; LEE, 2012). Nesse sentido,
realizou-se uma comparagdo das variaveis otimizadas até entdo na extracdo por
DLLME, com a utilizagdo da agitacdo por vortice (VALLME). A mistura (amostra +
100 pL de bromociclohexano) foi vigorosamente agitada a uma velocidade de 2500
rpm por 2 min. Posteriormente a amostra foi centrifugada a 3500 rpm por 10 min. De
acordo com a Figura 16, a extracdo utilizando o vortice, demonstrou ser equivalente
ou superior na eficiéncia de extracdo dos analitos (B-ZAL, B-ZEL e a-ZAL) com efeito

significativo (teste t pareado, p<0,05), confirmando a hipétese descrita inicialmente.
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Figura 16 - Efeito da comparagéo entre VALLME e DLLME
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Fonte: o autor.

Nota: Condi¢des: (1) VALLME: volume da amostra, 10 mL; pH, 4; volume do solvente extrator
(bromaociclohexano), 100 pL. (2) DLLME: volume da amostra, 10 mL; pH, 4; volume do solvente
extrator (bromociclohexano), 100 uL; volume do solvente dispersor (metanol), 1 mL; tempo de
extracdo, 1 min. O simbolo (*) denota diferenca estatisticamente significativa ao nivel de 95% de
confianca (teste t pareado).

2.3.3 Otimizac¢ao das condi¢des cromatograficas por LC-MS/MS

Com o objetivo de obter melhor detectabilidade das micotoxinas estrogénicas,
uma vez que os analitos devem ser encontrados em niveis de ng L™ nas amostras
de &gua, utilizou-se a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas (LC-MS). A composicdo da fase mével foi a mesma
estabelecida na analise por fluorescéncia, acrescida da etapa de acidificacdo com
acido férmico (0,1%) ao solvente aquoso.

Embora a protonacédo e a desprotona¢do de uma substancia sejam processos
gue ocorrem simultaneamente dentro do capilar, a extensao das mesmas depende
dentre outros parametros da estrutura da substancia e do solvente. Substancias que
apresentam grupamentos basicos, principalmente aminas, amidas e ésteres,
normalmente sao analisadas no modo positivo, dada a relativa facilidade com que as
mesmas sdo protonadas. Por outro lado, substéncias contendo fungdes acidas, tais
como acidos carboxilicos e fendis, sao mais facilmente desprotonadas e,
consequentemente, sdo analisadas no modo negativo (CROTTI et al., 2006).



65

As micotoxinas estrogénicas foram detectados utilizando o modo negativo para
a ESI e os dados foram adquiridos utilizando o modo de monitoramento de reacdes
multiplas (MRM). A aquisicdo de dados foi dividida em trés segmentos de tempo de
retencdo: segmento 1: B-ZAL e B-ZEL; segmento 2: a-ZAL e a-ZEL; e do segmento
3: ZAN, ZEN-ds e ZEN. A selecdo das transicbes do MRM e os parametros de
aquisicao associados foram avaliados para as melhores respostas sob as condi¢des
do modo negativo ESI através da infusdo direta de solucbes-padrédo para o
espectrometro de massas sequencial. Os espectros de massas foram registados a
partir da varredura linear completa para selecionar o valor mais abundante da
relacdo m/z. Para cada analito, o ion molecular desprotonado [M-H] foi determinado
e selecionado como o ion precursor. Em seguida, diferentes energias de colisdo
foram avaliadas para identificar o ion produto mais abundante. Duas transicdes
foram medidas para as micotoxinas estrogénicas. A primeira transicdo do
monitoramento de reacbes seletivas (SRM) (mais abundante) foi usada para
quantificacdo, enquanto a segunda foi usada para confirmacédo da identidade do
analito (ARROYO-MANZANARES; GARCIA-CAMPANA; GAMIZ-GRACIA, 2013).

Na Tabela 7 sdo apresentados os parametros otimizados do modo MS/MS,
destacando-se: tempo de leitura (Dwell time — milissegundos), energia de colisdo
(CE, do inglés “collision energy”), o potencial de desagregacdo (DP, do inglés
“declustering potential”), o potencial de entrada (EP, do inglés “entrance potential”) o
potencial de entrada da cela de colisdo (CEP, do inglés “collision cell entrance
potential”), o potencial de saida da cela de colisdo (CXP, do inglés “collision cell exit
potential”).
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Tabela 7 - Parametros otimizados para determinagdo dos micoestrégenos por LC—-ESI-MS/MS-
QTRAP no modo de ionizacao negativo por ESI, usando o modo de aquisicdo SRM

VElmEe Tempo de fon fon
Analitos et Jelitursa precursor oduo DP EP CEP CE CXp
retencao (ms) [M-H]" P (m/2) (eV) (eV) (eV) (eV) (eV)
(min) (m/z)

277 60 -4 26 -40 -4

B-ZAL 7,03 150 321 203 o 4 e wr 4
B-ZEL 7,68 150 319 160 60 -95 -24 38 -2
130* 60 -95 -24 48 -2

a-ZAL 10,28 150 321 21t 65 -4 26 36 -4
303 65 -4 26 -36 -4

a-ZEL 11,35 150 319 130 65 -35 -36 -48 4
275* 65 -35 -36 -38 -2

* - - - - -
ZAN 13,91 150 319 275 65 -35 28 -34 -4
205 65 -35 -28 -36 -4
* - - - - -

ZEN-d; 14,59 150 317 131 55 95 -28 -38 -2
175 55 .95 28 26 -2

131* 65 -4 20 -42 -2

ZEN 14,83 150 323 e Sos oz

*Transi¢Bes de maior intensidade e utilizadas para quantificacéo

Fonte: o autor.

2.3.4 Efeito matriz

A presenca de alguns compostos na matriz pode afetar a ionizacdo dos
analitos quando se utiliza a LC-MS/MS e, em particular, as fontes de ionizacao ESI.
Para avaliar o efeito matriz, nove concentragcdes dos analitos (8, 20, 40, 80, 200,
400, 600, 800 e 1.200 ng L) foram analisadas com solvente organico (acetonitrila) e
matriz aquosa (agua de rio). Solucdes de calibracédo para a matriz foram preparadas
pela adicdo de volumes conhecidos das solucbes de trabalho dos analitos,
submetido a secura sob uma corrente suave de N, gasoso e, finalmente, adi¢cdo de
um volume conhecido dos extratos de agua de rio. A comparagdo das curvas
analiticas na matriz e solvente foi realizada por meio das razdes dos coeficientes
angulares para as duas curvas analiticas. As razfes foram 1,01, 1,05, 1,00, 1,02,
1,00 e 1,13 para B-ZAL, B-ZEL, a-ZAL, a-ZEL, ZAN e ZEN, respectivamente. De
acordo com Frenich et al. (2011), os efeitos de supressdo ou aumento de sinal sdo
toleraveis para valores entre 0,8 e 1,2. Os valores fora desta faixa indicam um efeito
de matriz forte. Assim, conclui-se que houve uma baixa interferéncia da matriz para

as seis micotoxinas avaliadas.
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2.3.5 Validacdo do método

O método DLLME foi avaliado de acordo com a faixa linear, precisao,
recuperacédo, limites de deteccdo (LOD) e limites de quantificacdo (LOQ), nas
condi¢cdes otimizadas. Para fins de calibracdo, foram preparados nove niveis de
calibracdo para cada composto (variando de 8 a 1200 ng L™). Os padrdes analiticos
foram preparados seguindo o procedimento descrito anteriormente para as amostras
fortificadas e extraidas de acordo com o procedimento desenvolvido. As curvas
analiticas foram plotadas por meio das concentra¢des de cada substancia na matriz
equivalente versus a razdo das areas do pico cromatografico do analito e do padréo
interno (zearalenona-ds a 200 ng L™Y). A linearidade foi estudada por meio da
verificagdo da homoscedasticidade utilizando o teste de Bartlett. Teste da falta de
ajuste do modelo e o teste de Mandel foram realizados para verificar a qualidade do
ajuste e a linearidade (BRUGGEMANN; QUAPP; WENNRICH, 2006; FUNK;
DAMMANN; DONNEVERT, 1995). Todos os testes estatisticos foram realizados ao
nivel de significancia de 95%. Ao aplicar o teste de Bartlett, os valores de
significancia (p) obtidos no nivel de confianca de 95% foram observados serem
maiores que 0,05 (Tabela 8). A partir dos resultados do teste de Mandel, todos os
valores calculados de F (Fcac) encontrados no nivel de confianca de 95% eram
menores que aos valores tabelados (Fuwp). Este resultado mostrou que o modelo
quadratico ndo fornece um ajuste significativamente melhor que o modelo linear.
Para o teste de falta de ajuste, valores do nivel de significancia (p) superiores a 0,05
foram obtidos para todos os analitos, o que indica que o modelo de regresséo linear

proporciona uma boa interpolacédo dos dados experimentais (Tabela 8).

Tabela 8 - Linearidade, coeficiente de correlacdo (r), valores de significancia (p) para
homoscedasticidade, teste para falta de ajuste e teste de Mandel obtidos para cada micotoxina

. G Homoscedasticidade Falta de b
Analitos linear r a ajuste Teste de Mandel
(ngL™) P p*
B-ZAL 40-1200 0,994 0,285 0,716 Frab,4)95%=7,71  Fca=0,38
B-ZEL 20-600 0,998 0,298 0,561 Fiab1,3)95%=10,13 Fc5=2,75
o—ZAL 20-600 0,999 0,462 0,449 Fiab1,3)95%=10,13  Fc5=5,13
o—ZEL 20-1200 0,997 0,280 0,510 Frab,5)95%=6,61  Fca=4,77
ZAN 8-600 0,998 0,130 0,910 Frab,4)95%=7,71  Fca=3,94
ZEN 8-400 0,999 0,292 0,333 Fiab1,3)05%=10,13 Fc,=6,68

% Nivel de signficancia de 5%.
b Fp: valor tabelado de “F” da distribuicdo de Fisher/Snedecor; F¢,: calculated F values.
Fonte: o autor.



68

Os limites de deteccdo do método foram calculados como a concentracdo
minima do analito que resulta em um sinal cromatografico trés vezes maior do que o
ruido do sistema. O limite de quantificacdo foi avaliado como a menor concentracao
do analito que resulta em um sinal cromatografico dez vezes maior do que o ruido
do sistema (INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION, 1997).
O LOD e LOQ variaram entre 4 e 20 ng L™ e de 8 a 40 ng L™, respectivamente, para
todos os analitos. A precisdo foi calculada em termos de repetibilidade e precisédo
intermediaria. A repetibilidade foi calculada pelo desvio padréao relativo (RSD) com
dez repeticdes (N=10) a trés niveis de concentracdes (80, 400 e 800 ng L) para
cada analito. A precisdo intermediaria foi avaliada em trés dias diferentes nos
mesmos niveis de concentracao do teste de repetibilidade. A repetibilidade variou de
3 a 12%, e a precisao intermediaria variou de 2 a 12%. As recuperacoes relativas
foram calculadas usando as amostras de agua de rio isenta dos analitos e com
adicdo de cada composto em trés niveis diferentes de concentracdo (80, 400 e 800
ng L) com cinco repeticdes. As recuperacdes médias para todos os analitos
variaram de 81 a 118%, indicando que o método proposto € suficientemente exato
para a determinacdo das concentracdes dos analitos nas amostras de agua. A
Tabela 9 mostra os parametros analiticos obtidos.

Tabela 9 - Validacao analitica do método proposto

Preciséo (RSD %) Recuperacéo relativa
Repetibilidade Preciséo intermediaria (E:/:O)ES
(n=10) (n=12)

Analito (n;OLEL) (n;Oqu) ¢l © @ el @ @ 2 © ©2 63
B—ZAL 20 40 10 7 6 12 9 12 117 118 118
B—ZEL 20 40 9 6 5 12 7 8 92 101 101
a—ZAL 8 20 9 8 7 9 7 8 81 97 100
a—-ZEL 8 20 12 6 7 8 6 5 87 97 99
ZAN 4 8 4 4 7 4 4 3 91 98 98
ZEN 4 8 9 3 3 9 3 2 97 99 100

? Definido como a raz&o entre a area do pico do analito nas amostras de agua de rio e a area do pico
do analito em agua ultrapura fortificada com os analitos nas mesmas concentracdes
C1:80ng L™ C2: 400 ng L™"; C3: 800 ng L™;

Fonte: o autor.
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2.3.6 Aplicagdo do método DLLME e LC-MS/MS em aguas naturais

Para demonstrar a viabilidade e aplicabilidade do método proposto por DLLME
e LC-MS/MS foram analisadas trés amostras de agua doce. Estas amostras foram
obtidas a partir da sub-bacia do Cérrego Rico, que esta localizado nas cidades de
Monte Alto e Jaboticabal no estado de Sao Paulo, Brasil. As amostras de agua
foram coletadas a partir de trés locais: P1 - perto da nascente do Corrego Rico
(21°18'38.02 "S 48°27'38.70" O); P2 - sob a influéncia de plantacées de milho e do
escoamento de instalagbes pecuarias ou campos agricolas que receberam
aplicacdoes de esterco animal (21°18'46.30 "S 48°26'56.58" O); P3 — captacdo de
agua para o abastecimento publico de Jaboticabal (21°18'35.10 "S 48°19'26.69" O).
Os resultados da analise indicaram a presenca de dois metabdlitos da ZEN (B-ZAL e
ZAN) no ponto de amostragem P3, que estavam presentes em concentracdes de
168 ng L™ para B-ZAL e 17 ng L' para ZAN. Este ponto de amostragem sofre
influéncia de fontes rurais e urbanas (ETE). O cromatograma da amostra do ponto

P3 € mostrado na Figura 17.

Figura 17 - Cromatograma da amostra de agua do rio (P3) contendo 168 ng L™ de B-ZAL e 17 ng L™
de ZAN. Cromatograma de ions totais (a). Cromatograma de ions selecionados para 3-ZAL (b) e ZAN
(c). 1- B-ZAL, (2) ZAN, e (3) ZEN-ds
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1.0 20 30 20} 50 €0 70 8.0 9.0 100 § 10 12,0 130 140 450 16,0
Time, min

29 B-ZAL
(b) 3214>2770

Intensidade de sinal (cps)
8

20

126 128 130 132 134 136 138 140 142 144 148 148 150 152 154 156 158 160 16,2 18,4 166 168
Tempo (min)
Fonte: o autor.
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As concentragbes de B-ZAL neste estudo foram maiores (duas ordens de
magnitude) do que as relatadas por Lagana et al (2004) para efluentes (até 5 ng L),
afluente de ETE (até 8 ng L) e agua de rio (até 3 ng L™). B-ZAL n&o foi detectado
em amostras de agua de drenagem (HARTMANN et al., 2007) (LOQ = 0,5 ng L) e
em efluente de ETE (LAGANA et al., 2001) (LOQ = 0,4 ng L%). Pelo nosso
conhecimento, o metabdlito ZAN foi identificado/quantificado pela primeira vez em

agua do rio neste trabalho.
2.3.7 Comparagdo com outros métodos de extracdo

A extracdo e determinacdo das micotoxinas estrogénicas estudadas em
amostras de agua pelo método proposto foram comparadas com outros métodos,
baseando-se no LOD, solvente de extragdo, volume da amostra e precisdo. Os
resultados dessa comparacdo estdo apresentados na Tabela 10. O método de
DLLME desenvolvido resultou em limites de deteccdo comparaveis, embora
superiores, em relacdo aos outros meétodos convencionais de extracdo como a
extracdo em fase solida (SPE) utilizada em combinacdo com a HPLC/FLD ou LC-
MS/MS (GROMADZKA et al., 2009; HARTMANN et al., 2007; LAGANA et al., 2004)
e mais baixos quando comparado com método utilizando DLLME. No entanto, vale
resaltar que o método DLLME proposto requer um baixo volume de solvente
organico, € mais rapido e requer um menor volume da amostra (10 mL) enquanto,
na SPE o volume de amostra foi de 1000 mL, dificultando o manuseio e
armazenamento das amostras. Relativamente a DLLME, destaca-se ainda a
substituicdo de solvente clorado por solvente bromado.

Por comparacdo ao meétodo DLLME-MEKC-MS (D'ORAZIO et al.,, 2014),
nenhum solvente dispersor foi utilizado no método proposto, o qual mostrou-se
simples, econbmico e ambientalmente amigavel e usando um solvente de baixa
toxicidade em comparacdo ao cloroformio. Além disso, limites de deteccdo mais

baixos foram obtidos para o método desenvolvido.
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Tabela 10 - Comparacdo do método proposto com outros métodos para a determinacdo de

micotoxinas estrogénicas em amostras de agua

Volume

Solvente

Método Técnica da organico LOD Precisao
Micotoxinas de : rg -1 RSD Referéncia
= instrumental amostra utilizado na (ngL™) a
extracéo x (%)
(mL) extracdo
ZEN SPE HPLC/FLD 1000 3 mL metanol 03 4 Gromadzka
et al. (2009)
ZEN, B-ZAL LC- 8.5mL DCM + 6.9 Lagana et
e a—ZAL SPE APCI-MS/MS 1000 mL metanol 03-1.9 28 al. (2004)
ZEN, a—

ZEL, B—ZEL, LC-ESI- _ Hartmann
B-ZAL, 0 SPE MS/MS 1000 9 mL acetonitrila 0,6-1,1 2-13 et al. (2007)
ZAL e ZAN

ZEN, a—

ZEL, B—ZEL, i 110 pL cloroférmio ) i D’Orazio et

B—ZAL e o— DLLME MEKC-MS 75 + 500 pL metanol 140-960 1-18 al. (2014)
ZAL
ZEN, a—

ZEL, B—ZEL, LC-ESI- 100 pL ) i Método
B—ZAL, a— DLLME MS/MS 10 bromociclohexano 4-20 3-12 proposto
ZAL e ZAN

APCI: ionizacdo quimica a pressdo atmosférica; ESI: ionizacdo por eletrospray; FLD: detector de
cromatografia

fluorescéncia; MS/MS:

eletrocinética capilar micelar
% Repetibilidade

Fonte: o autor.

2.4 Conclusao

espectrometria de massas modo sequencial;

MEKC:

Um método rapido e simples utilizando o procedimento de microextracao

liquido-liquido dispersiva foi desenvolvido para extrair e concentrar micotoxinas

estrogénicas de amostras aquosas ambientais. O método de microextracdo proposto

€ ambientalmente amigavel (solventes clorados altamente tdxicos nao foram

utilizados), econémico e rapido, com alta eficiéncia de extracdo, baixo LOD e boa

repetibilidade. Este estudo fornece uma nova perspectiva para a substituicdo de

solventes clorados por solventes menos toxicos, tais como, 0s solventes bromados,

contribuindo a quimica analitica verde.
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CAPITULO 3 - DESENVOLVIMENTO DE UM METODO ANALITICO “VERDE”
PARA A DETERMINACAO DE MICOTOXINAS ESTROGENICAS EM AGUAS
SUPERFICIAIS POR MICROEXTRACAO LIQUIDO-LIQUIDO DISP ERSIVA COM
LIQUIDO IONICO E HPLC/FLD
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3.1 Introdugao

A DLLME apresenta varias caracteristicas favoraveis a sua escolha em
detrimento as técnicas de extracdo classicas e outras técnicas miniaturizadas,
conforme detalhado no Capitulo 2. Destacando-se entre estas caracteristicas: baixo
custo, facil manipulacgéo, rapidez e eficiéncia.

No entanto, solventes organicos volateis e toxicos, tais como tetracloreto de
carbono, clorobenzeno e cloroférmio ainda sdo empregados como solvente de
extracdo em DLLME, o que pode representar uma grave ameaca a saude humana e
ao ambiente (ZHOU; PANG; XIAO, 2011).

Os liquidos i6nicos (ILs) sdo cada vez mais utilizados na quimica analitica, uma
vez que sdo menos toxicos, menos poluentes e menos volateis do que os solventes
organicos convencionais. Além disso, apresentam boa solubilidade para compostos
organicos e inorganicos, alta estabilidade térmica e sdo largamente conhecidos
como “green solvents” (ZHANG; SHI, 2010).

A composicao destes liquidos € de cations como imidazol, piridinio, pirrolidinio,
amoénio e fosfénio ligados a um contra ion, organico ou inorganico, como
halogenetos, tetrafllorborato (BF4), hexafluorfosfato (PF¢) ou
bis[(trifliormetil)sulfonillimida (NTf,). Devido a grande variedade de cations e anions
que podem ser combinados para formar um liquido ibnico, esses compostos podem
ser alterados para apresentar propriedades de solvatacao diferentes dos solventes
organicos convencionais. A possibilidade de otimizar métodos analiticos pela
utilizac&o de liquidos ibnicos com propriedades especificas ainda é pouco explorada
e o0 potencial desses compostos ainda deve ser melhor estudado (ZHAO;
ANDERSON, 2011).

Ha alguns anos, Liu et al. (2009) introduziram a técnica de microextracao
liquido-liquido dispersiva com liquido i6nico (IL-DLLME - lonic Liquid based
Dispersive Liquid—Liquid Microextraction). Em outro estudo, um método baseado na
técnica IL-DLLME in situ foi desenvolvido e aplicado para pré-concentrar compostos
aromaticos em agua (MALLAH; SHERIMANI; MARAGHEH, 2009). Um liquido iénico
hidrofilo (cloreto de 1-butil-3-metil-imidazélio — [C4MIM][CI]) foi utilizado como
extrator, capaz de se dissolver completamente na solucdo aquosa e promover
interacdes do liquido ibnico com o analito. Em seguida, um reagente de troca iénica

(LINTf, - bis[(trifliormetano)sulfonilimida de litio) foi adicionado. Uma reacdo de
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dupla troca “in situ” produziu um liquido idnico hidrofébico [CsMIM][PF¢] (Figura 18).
Com a retirada do processo do solvente dispersor organico, a reacdo e a
subsequente extracdo foram realizadas em um Unico passo, tornando 0 processo
rapido e adequado para uma analise de alto rendimento. Metodologias semelhantes
foram utilizadas para outros compostos, como inseticidas de diferentes classes
(diacilhidrazina, neonicotindide, organofosforado e feniltiouréia) (LI et al., 2011) e
Cr* e Cr* (LOPEZ-GARCIA; VICENTE-MARTINEZ; HERNANDEZ-CORDOBA,
2012).

Figura 18 - Formacéo de [CsMIM][PF¢] por reacéo in situ
e ] -
— —_—
\/\/MN\;/N Cl + KPF'5
\ + -
[\/\/\/N \j’N‘" Pﬁs + KCI

Fonte: Adaptado de Yu et al. (2013).

A técnica instrumental de analise mais utilizada para a determinacéo da ZEN e
seus metabolitos € a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) em combinacéo
com uma variedade de detectores, destacando-se o detector de arranjo de diodos
(DAD), o detector de fluorescéncia e em especial, o espectrébmetro de massas
(KINANI et al., 2008). As fases modveis mais utilizadas nesse tipo de analise
consistem na mistura de acetonitrila:agua (ACN:H,O) ou metanol:agua (MeOH:
H,O). Estima-se que 34 de milhdes litros de residuos sdo gerados a cada ano em
todo o mundo por meio de analise por HPLC, destacando-se o uso principalmente
de ACN e MeOH (GABER et al., 2011). Ambos solventes sédo bastante toxicos para
0s analistas e o ambiente, sendo que a destinacao final dos seus residuos requer
etapas de tratamento especial, sobretudo para a acetonitrila (RIBEIRO et al., 2004).

O etanol (EtOH) € um solvente biodegradavel, de baixa toxicidade, que pode
ser obtido a partir de fontes renovaveis, especialmente como um substituto para a
acetonitrila ou metanol. O etanol apresenta varias propriedades fisicas vantajosas
como volatilidade intermediaria (ponto de ebulicdo: 78 °C), entre 0 metanol (ponto de
ebulicdo: 65 °C) e a acetonitrila (ponto de ebulicdo: 82 °C), miscibilidade com agua,

e comprimento de onda de corte no UV de 210 nm, permitindo maior estabilidade da
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composicdo da fase movel ao longo da corrida cromatografica (FUNARI et al., 2014).
A utilizacdo do etanol como modificador organico é uma nova abordagem para
diminuicdo da toxicidade dos solventes organicos utilizados na analise por HPLC,
onde a mistura etanol:agua € utilizada como fase moével e os residuos sédo
compativeis com o ambiente. A substituicdo da acetonitrila ou metanol por etanol
nas separacdes por HPLC foi evidenciada pelo aumento gradual do numero de
publicacdes com esta abordagem (SHAABAN; GORECKI, 2015).

Diante desses fatores, esse estudo tem como objetivo contribuir com o
desenvolvimento de um método analitico, no contexto da quimica verde, para
determinacdo das micotoxinas estrogénicas zearalenona (ZEN) e o seu metabdlito
a-zearalenol (a-ZEL) em aguas superficiais utilizando a microextracao liquido-liquido
dispersiva com liquidos i6nicos (IL-DLLME) como técnica de preparacdo de amostra
e HPLC/FLD para a determinacéo dos analitos utilizando etanol como componente

organico da fase movel.

3.2 Materiais e métodos

3.2.1 Reagentes e padroes

Os solventes acetonitrila, metanol e etanol (grau HPLC) foram obtidos da J.T.
Baker (USA). Os liquidos idnicos Cloreto de 1-butil-3-metil-imidazolio ([C4MIM][CI]),
Cloreto de 1-hexil-3-metil-imidazélio ([CsMIM][CI]) e Cloreto de 1-octil-3-metil-
imidazdlio -  ([CgMIM][CI]), hexafllorfosfato de potassio (KPFg) e
bis[(trifliormetano)sulfonilimida de litio (LINTf;) foram adquiridos da Sigma Aldrich
(St. Louis, MO, EUA). Agua deionizada utilizada nos ensaios foi obtida pelo sistema
de filtracdo Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA). Acido cloridrico (HCI, 37% m/v),
cloreto de sodio foram comprados da JT Baker (Phillipsburg, NJ, EUA) e acido
acético (99% grau HPLC) foi da Panreac Quimica, (Barcelona, Espanha)

Os padrdes analiticos de ZEN e a-ZEL foram comprados da Sigma Aldrich (St.
Louis, MO, EUA). As solucdes padrdo de ZEN (400 ug mL™) e a-ZEL (200 pg mL™)
foram preparadas em acetonitrila e estocadas em refrigeracao a - 20 °C. As solucdes
padrdao de trabalho foram preparadas imediatamente antes do seu uso utilizando

aliquotas da solucao padrao estoque e volume final de diluicdo com acetonitrila.
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3.2.2 Instrumentacao

As analises cromatograficas foram realizadas em um cromatografo a liquido
Varian 920-LC, equipado com bomba quaternaria, injetor automatico (capacidade de
200 posicOes, vials de 1,8 mL) e detector de fluorescéncia (FLD). A separacéo
cromatografica foi realizada por uma coluna Gemini C;g (150 mm x 4,6 mm d.i, 5 um
de diametro de particula, com auxilio de pré-coluna Cig (4,0 mm x 3,0 mm d.i)
ambos da Phenomenex (Torrance, CA, USA) O modo isocratico foi utilizado para a
eluicdo com etanol:dgua (50:50) e 0,1% acido acético na fase aquosa durante 16
min. A vaz&o foi de 1,0 mL min™ com temperatura da coluna em 45 °C e um volume
de injecdo de 20 pL. Os comprimentos de onda de excitacdo e emissao para o FLD
foram de 274 nm e 440 nm, respectivamente. A aquisicdo de dados foi realizada

usando o software Galaxie.

3.2.3 Procedimento in situ IL-DLLME

Em um tubo de centrifuga com fundo cénico de 10 mL foi adicionado uma
aliquota de 5 mL da amostra de 4gua (acidificada previamente usando 0,1 mol L™ de
HCl a pH 6). Entdo, 100 pL de [CsMIM][CI] (0,5 mg pL™) foi adicionado & solugéo
aguosa da amostra com uma seringa de 100 pL Hamilton (Reno, NV, USA). O
liquido i6nico foi completamente disperso e dissolvido na solucdo aquosa apés
agitacdo manual. Uma solucdo aquosa de KPFg (710 uL, 80 mg mL™) foi adicionada
a solucdo aquosa resultando na formacdo de uma solucéo turva. Apés agitacao por
110 s com agitador de vortice a 2500 rpm, a solucéo foi centrifugada a 3500 rpm
durante 5 min. O liquido i6nico (IL) formado e sedimentado no fundo do tubo foi
retirado ao maximo e transferido para um insert de vidro de 300 pL utilizando uma
microseringa (100 pL). O IL foi entdo dissolvido em MeOH a um volume final de 100
puL. Finalmente, 20 pL do extrato foram injetados no sistema HPLC/FLD. Um

esquema desse procedimento € demonstrado na Figura 19.
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Figura 19 - Procedimento in situ IL-DLLME
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(A) Adigao de 50 mg de [C;MIM][CI] (IL hidrofilico) em 5 mL da amostra aquosa (pH 6); (B) adicdo de KPF, (710 L,
80 mg mL™"); (C) formagdo da solugdo turva; (D) agitagdo por vértice (115 s); (E) separagdo das fases por
centrifugacao (3500 rpm, 5 min); (F) [CsMIM][PF] (IL hidrofébico) foi depositado no fundo do tubo e removido com
microseringa; O IL foi dissolvido em metanol com volume final de 100 pL.

Fonte: Adaptado de Vazquez et al. (2012).

3.3 Resultados e discussao
3.3.1 Otimizacéo das condi¢Bes cromatograficas

A fim de seguir os principios da quimica verde, um procedimento de HPLC foi
otimizado para desenvolver um meétodo cromatografico com adequada separacéo
entre os analitos ZEN e a-ZEL e deteccdo. Assim, as variaveis como proporcao de
etanol na fase movel, vazdo da fase movel, temperatura da coluna e percentagem
de acido acético (adequacgdo a quimica verde) na fase aquosa foram avaliados. Uma
comparacao dessas condi¢cdes da mistura EtOH:H,O foi realizada com os sistemas
ACN:H,O e MeOH:H,O, a partir dos parametros cromatograficos: tempo de
retencdo, assimetria (As), fator de retencgéo (k), e resolucao (Rs).

As proporc¢des de 45:55, 50:50 (em volume) para EtOH:H,0; 55:45, 45:55 (em
volume) para ACN:H,O e 70:30, 75:25 (em volume) para MeOH:H,O foram
avaliadas mantendo-se em 35 °C a temperatura da coluna com vazéo de 1,0 mL
min™. Essas proporcées foram escolhidas de acordo com a similaridade da forca
eluotropica (RIBEIRO et al., 2004).
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De acordo com a Tabela 11 a propor¢cdo 50:50 (em volume) EtOH:H,O
apresenta valores similares ou por vezes melhores, para 0s parametros
cromatograficos calculados, em relacdo as proporcbes de ACN e MeOH. A
substituicdo de ACN e MeOH por etanol pode ser realizada sem afetar a separacéo
de a-ZEL e ZEN, logo, o sistema binario EtOH:H,O da fase movel foi escolhido para

esse fim.

Tabela 11 - Parametros cromatograficos obtidos no desenvolvimento do método

. ACN:H,O EtOH:H,O MeOH:H,0
Parametros
45:55 55:45 45:55 50:50 70:30 75:25
ts! 6,99 4,04 7,68 5,01 5,57 4,21
ts? 11,22 5,71 9,04 5,79 6,15 4,61
Area do pico* 3972 2819 6270 6903 6526 6949
Area do pico? 2245 1606 4005 4657 4379 4682
As’ 1,44 1,43 1,12 1,15 1,18 1,22
As? 1,37 1,48 1,18 1,15 1,15 1,12
R< 10,8 7,0 2.4 2,2 2,3 1,9
1,61 1,42 1,18 1,16 1,10 1,10
K 3,4 1,5 3,8 2,2 4,1 2,5
'S 6,1 2,6 4,7 2,6 4,6 2,9

ACN - acetonitrila; MeOH — metanol; EtOH — etanol; tg — tempo de retencdo; As— assimetria; a — fator
de separacio; Rs — resolucao; k — fator de retencéo; * a-ZEL; * ZEN.

Fonte: o autor.

Em seguida a influéncia da temperatura da coluna (35, 40, 45, 50 °C), vazao da
fase mével (0,6; 0,8; 1,0 mL min™) e uso de &cido acético na fase aquosa (1 % - em
volume) foram avaliados, mantendo-se constante a propor¢do 50:50 (em volume)
EtOH:H,O. A utilizacdo do acido acético levou a uma melhor simetria dos picos,
provavelmente pela supressao idnica, ja que os analitos sédo acidos fracos. Uma vez
que a mistura etanol/dgua apresenta viscosidade mais elevada em relacdo a ACN e
MeOH, o aumento da temperatura da coluna foi avaliada para contornar esse
inconveniente, assim como, a mudanca na vazao da fase movel. O aumento da
temperatura resultou em menor pressdao do sistema, picos mais simétricos,
resolucdo e numero de pratos adequados. A condicdo com uso de acido acético
(1%), vazdo de 1,0 mL min™* e temperatura da coluna de 45 °C foram escolhidas.

A Figura 20 mostra o cromatograma com a condicdo otimizada para separacao
dos dois analitos e a Tabela 12 contém os parametros cromatograficos calculados

para essa condicao final.



79

Tabela 12 - Parametros cromatograficos obtidos para a separacdo dos analitos nas condicdes
cromatograficas otimizadas para o HPLC/FLD [50:50 (em volume) EtOH:H20, 1% acido acético ,
vazdo de 1,0 mL min™ e temperatura da coluna de 45 °C]

Composto tr k Rs a As

a-ZEL 4,68 1,9 1,10
1,8 1,13

ZEN 5,30 2,3 1,01

tr — tempo de retencéo; As — assimetria; a — fator de separagéo; Rs — resolugéo; k — fator de retencéo

Fonte: o autor.

Figura 20 - Cromatograma final da separacdo dos analitos por HPLC/FLD
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Fonte: o autor.

Nota: Condi?c")es cromatograficas: Fase Mével - H,O (50%) + 1% &cido acético, etanol (50%), vazdo
1,0 mL min™, temperatura 45 °C, volume de injecdo 20 uL. Comprimentos de onda de excitacdo e
emisséo de 274 nm e 440 nm, respectivamente. Picos: 1. a-ZEN; 2. ZEN. Concentragéo: 0,5 mg Lt

3.3.2 Otimizacao do procedimento in situ IL-DLLME

A fim de alcancar as condi¢cdes experimentais Otimas para extracdo das
micotoxinas a-ZEL e ZEN por meio da in situ IL-DLLME, avaliou-se a influéncia dos
diferentes parametros que podem afetar a eficiéncia de extracdo, tais como o pH,
tipo e quantidade do IL e reagente de troca ibnica, tempo e velocidade de
centrifugacéo, tempo de agitacao (vortice) e forca ibnica. A selecdo dos niveis das
variaveis foi baseada em trabalhos publicados com a técnica IL-DLLME in situ
(TRUJILLO-RODRIGUEZ et al., 2013).



80

3.3.2.1 Selecéo do liquido ibnico e reagente de troca anibnica

A selecéo do IL € um dos fatores mais importantes da in situ IL-DLLME, o qual
pode afetar a eficiéncia do procedimento de microextracdo. Para obter a capacidade
de extrair os analitos em uma amostra aquosa, o IL deve possuir certas
caracteristicas, como solubilidade em agua, baixa volatilidade e afinidade pelos
analitos (MAJIDI; SHEMIRANI, 2011). Na in situ IL-DLLME, apos a reacéo entre o IL
miscivel em agua e o reagente de troca idnica, um IL imiscivel em agua deve ser
formado. Além disso, a massa especifica do IL hidrofébico tem que ser alta o
suficiente para permitir que as microgotas de IL se depositem no fundo do tubo. De
acordo com estes critérios e o custo dos liquidos iénicos, [C4sMIM][CI], [CeMIM][CI] e
[CsMIM][CI] foram utilizados como liquidos ibnicos hidrofilicos, enquanto que LiNTf;
e KPFg foram utilizados como reagentes de troca i0nica, sendo que todas as
combinagdes foram avaliadas em triplicata.

Dentre os seis liquidos i6nicos formados na reacdo de troca anibnica, o
[C4MIM][PF¢] ndo foi formado nas condicbes de extracdo devido a sua maior
solubilidade em &agua em relacdo aos demais ILs avaliados (BERTHOD; RUIZ-
ANGEL; CARDA-BROCH, 2008). Picos interferentes coeluiram no mesmo tempo de
retencdo de a-ZEL (tr ~ 4,5 min) quando [CsMIM][NTf;] foi avaliado, interferindo na
sua quantificacéo (Figura 21). As eficiéncias de extracdo dos outros liquidos idnicos
estdo mostradas na Figura 22. Maiores eficiéncias de extracdo dos analitos e com
resultados similares foram obtidas pelos liquidos i6nicos [CsMIM][PFs] e
[CsMIM][NTTf,]. Entretanto, foi preferido o liquido ibnico [C¢MIM][PF¢] por apresentar
uma maior precisdo na analise (menor desvio padrdao). Wang et al. (2015) utilizaram

o IL [CesMIM][PFg] para determinacédo de ZEN em produtos derivados de milho.
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Figura 21 - Cromatograma para extracdo das micotoxinas em agua pelo método in situ IL-DLLME e
HPLC/FLD

Unidades de fluorescéncia
a

-50 RT [mir
0 0,5 1 15 2 25 3 35 4 4,5 5 55 6 6,5

Tempo (min)

Fonte: o autor.

Nota: Condi¢cBes de extracdo: volume da amostra, 5 mL; quantidade do IL [CgMIM][CI], 50 mg; tempo
de centrifugacdo: 5 min; velocidade de centrifugagdo, 3500 rpm; tempo de vdrtice; 60 s; razdo molar
IL:reagente troca ibnica, 1:1; pH, 7; Concentracdo dos analitos, 20 pug Lt

Figura 22 - Efeito do par liquido idnico e reagente de troca ibnica na extracdo dos analitos
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Fonte: o autor.
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Nota: Condicbes de extracdo: volume da amostra, 5 mL; quantidade do IL, 50 mg; tempo de
centrifugacao: 5 min; velocidade de centrifugagdo, 3500 rpm; tempo de vértice; 60 s; razdo molar
IL:reagente troca iénica, 1:1; pH, 7; concentracdo, 20 ug L™.

3.3.2.2 Planejamento fatorial

Um planejamento fatorial denominado Plackett—Burman foi utilizado para
triagem das variaveis pH, quantidade de [CsMIM][CI] (g), razdo molar entre
[CsMIM][CI] e [KPFg], tempo de agitacao (vortice), forca ibnica(% de NacCl), tempo e
velocidade de centrifugacdo. O planejamento Plackett—-Burman € uma ferramenta
extremamente Util para otimizagcdo de sistemas multivariaveis. Este método néo
determina a quantidade exata de cada variavel, mas pode fornecer algumas
informacdes importantes sobre a significancia de cada uma delas nos resultados
obtidos utilizando poucos experimentos (LOPEZ et al., 2007). Os niveis (baixo e alto)
e a matriz do planejamento (2’*) estdo descritos na Tabela 13, totalizando onze
ensaios (aleatorios) para avaliar as variaveis que tém efeito significativo na extracao
dos analitos em agua. A matriz do planejamento contém trés pontos centrais, a fim
de estimar o erro experimental (STALIKAS et al., 2009). O software STATISTICA 7.0
(StatSoft Inc., Tulsa, USA) foi utilizado para gerar os procedimentos estatisticos.
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Tabela 13 - Variaveis experimentais e niveis do planejamento Plackett—Burman

o Niveis
Variaveis
Baixo (-1) Central (0) Alto (+1)
(X1) Tempo de vortice (s) 60 120 180
(X2) pH 3 5 7
(X3) Tempo de centrifugacéo (min) 5 7,5 10
(X4) % NaCl (m/v) 0 5 10
(Xs) Quantidade de [CsMIM][CI] (g) 50 62,5 75
(Xs) Velocidade de centrifugacdo (rpm) 2500 3000 3500
(X7) Razéo molar de [CsMIM][CI] e [KPFg] 1:1 1:1,25 1:15
Experimentos X1 X, X3 Xa Xs Xs X5
1 -1 -1 -1 1 1 1 -1
2 -1 -1 -1 -1 -1 1 1
3 -1 1 -1 -1 1 -1 -1
4 1 -1 1 -1 -1 -1
5 -1 -1 1 1 -1 -1 1
6 1 -1 1 -1 1 -1 -1
7 -1 1 1 -1 -1 1 -1
8 1 1 1 1 1 1 1
9 (C) 0 0 0 0 0 0 0
10 (C) 0 0 0 0 0 0 0
11 (C) 0 0 0 0 0 0 0

Fonte: o autor.

Para avaliar o comportamento conjunto dos analitos a-ZEL e ZEN, e dessa
forma chegar a um ponto de maxima resposta para os dois analitos, foi determinada
uma resposta normalizada (resposta multipla, R,) (GAUJAC et al.,, 2008). Para o

calculo foi empregada a equacéao:

_yv_R
R, = Eq.: 2
ZR<(max) q

onde, X corresponde aos analitos (a-ZEL e ZEN); R, é a resposta cromatografica (area do pico)
obtida para o composto X; Rymax COrresponde a resposta cromatografica maxima, obtida para o

composto x, de todos onze experimentos do planejamento Plackett—Burman executado.

Os efeitos principais das variaveis foram determinados utilizando a ANOVA, e
um teste t (student) com um nivel de confianca de 95% foi utilizado para determinar
os efeitos estatisticamente significativos. Os efeitos foram analisados usando um

grafico de Pareto (Figura 23).
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Figura 23 - Grafico de Pareto dos efeitos principais para resposta mltipla obtida pelo planejamento
Plackett—Burman
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Fonte: o autor.

As barras horizontais do grafico que ultrapassam a linha pontilhada vertical,
referente ao nivel de confianca de 95%, correspondem a fatores significativos de um
processo. Variacbes nesses parametros geram aumentos ou diminuicbes da
resposta analitica (area cromatografica). Os resultados indicam que, no dominio
estudado, o tempo de agitacdo (vortice) foi a variavel mais significativa com efeito
negativo (-6,41). Por outro lado, o pH mostrou um efeito positivo (5,63) na resposta.
As variaveis quantidade de [CsMIM][CI] (g), razdo molar [CsMIM][CI]:[KPFg], forca
ibnica, tempo e velocidade de centrifugacédo ndo apresentaram efeito significativo na
resposta dentro do dominio estudado e, sendo assim, foram mantidas constantes do
estudo posterior de otimizagéo (Planejamento Doehlert).

3.3.2.3 Planejamento Doehlert

A metodologia de superficie de resposta € uma técnica de otimizagdo baseada
em planejamentos fatoriais e contempla um conjunto de procedimentos estatisticos
utilizados na modelagem matematica de respostas (BARROS NETO; SCARMINIO;
BRUNS, 2002). Essa técnica utiliza também planejamentos fatoriais ampliados, de
segunda ordem, onde se destacam os modelos Composto Central, Box-Behnken e
Doehlert.
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O planejamento Doehlert ou Matriz Doehlert € uma alternativa bastante util e
atrativa aos demais planejamentos experimentais de segunda ordem, tendo sido
proposto por Doehlert (1970). A matriz Doehlert possui seus pontos distribuidos
uniformemente por todo 0 espaco experimental, 0s quais correspondem aos vertices
de um hexagono gerado de um simplex regular e, em geral, o0 niumero total de
pontos experimentais (N) no planejamento é igual a n>+ n + no, em que n é o
nimero de fatores e ng € o nimero de experimentos no ponto central (TEOFILO;

FERREIRA, 2006).

A Figura 24 ilustra os pontos experimentais para o planejamento Doehlert de
duas variaveis.

Figura 24 - Distribuicdo dos pontos experimentais de uma matriz Doehlert para otimizacdo de duas
variaveis, representada por um hexagono regular com as coordenadas normalizadas
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Fonte: Adaptado de Nechar et al. (1995).

Ao contrario dos planejamentos Box-Behnken e composto central, o Doehlert
permite o estudo das variaveis em quantidades de niveis diferentes. Esta
propriedade permite a escolha dos fatores e o numero de niveis, o que € relevante
guando alguns fatores sao sujeitos a certas restricbes como 0 custo ou limitagdes
instrumentais, de forma que, seu estudo com pequeno numero de niveis seja
necessario (ARAUJO; BRERETON, 1996).

Com base nos resultados obtidos no planejamento Plackett—Burman, nessa

segunda etapa de otimizacdo do meétodo foi desenvolvida a metodologia de
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superficie de respostas, através da matriz Doehlert, com o objetivo de otimizar as
variaveis independentes tempo de vortice (X;) e pH (X2). A escolha do intervalo e do
namero de niveis estudados para cada variavel foi baseada no grau de significancia
de cada uma de acordo com o resultado do planejamento fatorial. Sendo assim, a
matriz Doehlert consistiu de nove experimentos incluindo trés pontos centrais. O
tempo de vortice foi estudado em cinco niveis (maior efeito significativo) e o pH
(segundo maior efeito significativo) em trés niveis (Tabela 14). As outras variaveis se
mantiveram constantes com o0s seguintes valores: quantidade de [CsMIM][CI] (g), 50
mg; razao molar de [CesMIM][CI] e [KPFg], 1:1,25; forca ibnica, sem adi¢cdo de NacCl;

tempo e velocidade de centrifugagéao, 5 min e 3500 rpm.

Tabela 14 - Matriz Doehlert para as variaveis pH e tempo de vértice com os valores utilizados e as
respostas obtidas

Area (sinal cromatografico)
Tempo de

Experimento | qrice (s) pH - — Resposta mdltipla

(RM)

1(C) 110 (0) 7 (0) 2647 2009 1,96
2 190 (1) 7(0) 2489 1927 1,86
3 150(0,5) 10 (0,866) 318 479 0,35
4 30 (-1) 7(0) 2389 1842 1,78
5(C) 110 (0) 7 (0) 2501 1918 1,86
6 70 (-0,5) 4 (-0,866) 2366 1815 1,76
7 150 (0,5) 4 (-0,866) 2335 1765 1,72
8 70(-05) 10 (0,866) 362 582 0,42
9(C) 110 (0) 7(0) 2718 2047 2,00

Sublinhado - valores codificados

Fonte: o autor.

Os dados obtidos para a matriz Doehlert (os efeitos principais, de interacdes e
quadraticos) foram avaliados utilizando ANOVA. O valor de “p” menor que 0,05 na
tabela ANOVA indica um efeito estatistico significativo com nivel de confianca de
95%. O valor de “p” para o teste de falta de ajuste (Lack of Fit — LOF) foi de 0,42,
isso implica que a falta de ajuste do modelo n&o é significativa em relacdo ao erro
puro. A qualidade do modelo polinomial foi dada pelo coeficiente de determinacao
(R% com valor de 99,52 %. O valor de R?ajustado foi de 98,73 % mostrando boa

concordancia dos dados experimentais e o modelo ajustado.
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O modelo de superficie de resposta (Figura 25) gerado pela execucdo da

matriz deste planejamento pode ser representado pela equacéao:

RM = -1,38 + 0,00467 x, — 0,0000187 x,” +1,10x, — 0,0940 x,” — 0,0000638 x,x, EQ.: 3

Figura 25 - Superficie de resposta obtida por planejamento Doehlert

Fonte: o autor.

Pela Figura 25, observa-se que a superficie de resposta evidencia a existéncia
de um ponto maximo (area de curvatura acentuada) que corresponde ao pH igual a
5,8 e 0 tempo de vortice igual a 115 s. A variavel tempo de vortice ndo apresentou
efeito significativo sobre a resposta mdultipla, mesmo no novo dominio estabelecido,
entre 30 e 190 s. A utilizacdo de agitagdo por vortice na in situ IL-DLLME visa
aumentar a cinética da reacdo de troca anidnica (formacdo do IL hidrofébico) e
extragdo dos analitos (TRUJILLO-RODRIGUEZ et al., 2013). Provavelmente a
extracdo do analitos ocorreu em um tempo menor que 30 s. Para garantir uma boa
robustez foi adotado o valor de 115 s para o tempo de vortice no procedimento.

Para o pH os termos linear (p=0,003) e quadratico (p=0,003) foram

significativos com valor maximo (5,8) préximo da regido central do dominio estudado
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(ver superficie de resposta, Figura 25). Considerando que a ZEN e a-ZEL séo &cidos
fracos com baixo valor da constante de ionizacao (ZEN - pKa; = 7,58; a-ZEL - pKqa; =
7,61) (Tabela 1), valores elevados do pH aumentariam a solubilidade do analito na
fase aquosa (incremento da desprotonacao), reduzindo, assim, a distribuicdo para o
liquido idnico (SOCAS-RODRIGUEZ et al., 2014).

3.3.3 Validacédo do método

A validacdo do meétodo proposto foi avaliada pelas figuras de meérito:
linearidade, precisédo (repetibilidade), exatidao (ensaios de recuperagao), limites de
deteccdo (LOD) e quantificacdo (LOQ). Os resultados estéo listados na Tabela 15. A
curva analitica foi baseada na extracao dos analitos pelo procedimento otimizado em
agua ultrapura fortificada (triplicata). A linearidade entre 1 and 20 pg L™ foi obtida em
sete valores de concentragcdo. O LOD do método foi calculado pela relacdo
sinal/ruido igual a 3 (S/N=3), obtendo-se o valor de 0,2 ug L™ para ZEN e a-ZEL. O
LOQ foi calculado pela relagdo sinal/ruido igual a 10 (S/N=10), este valor foi de 0,5
ug L™ para ZEN e a-ZEL. A repetibilidade do método foi dada pelo RSD (%) com
cinco replicatas em dois niveis de concentracdo (4 e 15 pg L™). O RSD variou de 3 a
8 %, ilustrando uma precisdo satisfatoria. A recuperacdo média (n=5) do método
variou de 76 a 81 %. O cromatograma tipico de uma amostra de agua de rio

(Ribeirdo das Cruzes — Araraquara/SP) é apresentado na Figura 26.

Tabela 15 - Figuras de mérito obtidas para o método IL-DLLME e HPLC/FLD, aplicado a agua
ultrapura fortificada com os analitos

Precisdo Recuperacéo (%)
RSD (%) (n =5) (n=3)
Analito Linearida}de LODl LOQl 4 ) 15 ) 4 ) 15 .
(g L") (g L) (gL?)  (ugL™) (L L") (L L") (g L)
ZEN 1-20 0,2 0,5 8 3 81 81
a-ZEL 1-20 0,2 0,5 8 3 78 76

Fonte: o autor.
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Figura 26 - Cromatograma (HPLC/FLD) fortificado com as micotoxinas em amostra de agua de rio
utilizando o método IL-DLLME proposto
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Fonte: o autor.
Nota: (1) a-ZEL; (2) ZEN. Nivel de fortificacdo: 20 pg L™ valor acima dos niveis de fortificacéo para o
estudo de validacao

3.3.4 Aplicacdo do método

A aplicacdo do método desenvolvido foi realizada em trés amostras de aguas
naturais, incluindo agua potavel, agua superficial e agua mineral. A agua potavel foi
coletada diretamente de uma das torneiras do laboratério, no IQ/UNESP, apds 10
min de escoamento. A agua superficial foi obtida do Ribeirdo das Cruzes
(Araraquara-SP) proximo & captacdo da Estacdo de Tratamento de Agua em
Araraquara/SP. A agua mineral foi analisada de uma embalagem (500 mL) adquirida
no comercio local (Araraquara/SP). Estas amostras foram filtradas através de filtros
de seringa com membrana de PTFE possuindo um tamanho de poro de 0,45 um e
estocadas ao abrigo da luz solar sob refrigeragéao a 4 °C antes do uso.

Os resultados, apresentados na Tabela 16, indicaram que a concentracao dos
analitos nas amostras estava abaixo do limite de quantificacdo do método. Estas
amostras foram entéo fortificadas com as micotoxinas com concentracdes de 4 ug L
! para investigar o efeito matriz a partir dos valores obtidos para as recuperacées
relativas (%). De acordo com a Tabela 16, as recuperacdes relativas (RR) para as
amostras de agua variaram de 83 a 86% (agua de rio), 99 a 102% (agua mineral) e 6
a 13% (a4gua de abastecimento), com preciséo entre 3 e 9% (RSD). Estes resultados
indicam que a complexidade da matriz teve pouco efeito sobre o método in situ IL-
DLLME (Figura 27), com excecdo da andlise de agua de abastecimento. E a

primeira vez em que se analisa esse tipo de agua na determinacdo de ZEN e/ou
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metabdlitos. O baixo valor de recuperacdo obtido para essa amostra pode estar
relacionado a degradacdo dessas micotoxinas por meio do cloro residual livre (&cido
hipocloroso e ion hipoclorito) com a formacdo de subprodutos clorados nao
detectaveis na analise por fluorescéncia. A cloracdo é bastante utilizada como
tratamento essencial em sistemas de abastecimento de dgua para desinfec¢do. Ha
relatos na literatura que compostos fendlicos (alquilfendis, bisfenol A, estradiol e
estrona) sdo reativos com hipoclorito formando produtos monoclorados e diclorados
(FAN et al., 2013).

Figura 27 - Cromatograma (HPLC/FLD) em amostra de agua de rio utilizando o método IL-DLLME
proposto
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Fonte: o autor.
Nota: Amostra sem fortificacdo dos analitos (vermelho). Amostra + fortificacdo de 20 pg L™ de cada
micotoxina (preto). (1) a-ZEL; (2) ZEN.

Tabela 16 - Resultados obtidos pela andlise das amostras de agua fortificada pelas micotoxinas
utilizando o método proposto

Agua de rio Agua mineral Agua de abastecimento

Analitos RR%?* RSD% RR%? RSD% RR%? RSD%
ZEN 86 6 99 6 13 9
a-ZEL 83 4 102 3 6 3

? Definido como a raz&o entre a area do pico do analito na amostra de agua e a area do pico do
analito na amostra de agua deionizada na mesma concentracao.

Fonte: o autor.
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3.4 Conclusdo

Um método rapido e simples, usando o procedimento in situ IL-DLLME foi
desenvolvido para a extracdo e concentracdo de ZEN e a-ZEL a partir de amostras
aguosas. Para a separacdo dos analitos por HPLC o etanol mostrou ser um bom
eluente para a fase mével. Substituicdo de acetonitrila ou metanol por etanol como
eluente da fase movel em HPLC é uma nova abordagem no ambito da Quimica
Verde. O método de microextracdo proposto tem vantagens, como uso de solventes
de baixa toxicidade (sem necessidade de solventes organicos), boa repetibilidade,
faixa de linearidade e os efeitos da matriz ndo interferem com o processo de

quantificacdo, exceto para agua potavel.
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CAPITULO 4 - OCORRENCIA E CONCENTRACOES DE MICOTOXINAS
ESTROGENICAS NA SUB-BACIA HIDROGRAFICA DO CORREGO R ICO
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4.1 Introducgao

Pouco se sabe sobre a distribuicdo de micotoxinas sintetizadas pelo fungo do
género Fusarium no ambiente. Os recentes esforcos da Unido Europeia para
abordar esta questdo resultaram na inclusdo de monitoramento de micotoxinas em
aguas superficiais (GROMADZKA et al., 2015). De acordo com Hartmann et al.
2007, a presenca de micotoxinas no ambiente aquatico pode ser resultado do
escoamento de campos agricolas. No entanto, Criado et al. (2005) demonstraram
que fungos dos géneros Alternaria, Penicilium e Cladosporium podem crescer e
sintetizar micotoxinas em agua mineral engarrafada, o que gera uma séria ameaca
para a saude dos consumidores. Russell e Paterson (2007), por sua vez,
confirmaram a capacidade de Fusarium graminearum para produzir ZEA na agua
potavel.

H& uma série de discussfes sobre as vias de entrada de micotoxinas no meio
aguatico, e por isso é necessario realizar estudos adicionais, que irdo estabelecer
claramente como € o transporte dessas substancias no ambiente. Estudos sobre a
prevaléncia de micotoxinas no ambiente aquatico sdo principalmente focados na
ZEN devido a sua forte atividade estrogénica. Publicacdes recentes relataram a
ocorréncia de ZEN em &guas superficiais. Mesmo que as concentracfes dessa
micotoxina em agua nao sejam elevadas, a sua acumulacéo na agua utilizada para a
producdo de alimentos pode apresentar um risco de saude para os humanos e
animais (GROMADZKA et al., 2015). Este risco aumenta com a presenca de outros
interferentes enddcrinos, tais como, os estrégenos naturais (BUCHELI et al., 2005).

No Brasil, a principal fonte de contaminacdo ambiental das aguas se da por
meio de esgotos domeésticos nao tratados, uma vez que os efluentes urbanos nao
passam pelo processo de tratamento terciario pela sua inexisténcia ou o tratamento
secundério é insuficiente para remo¢do completa de contaminantes e desinfeccao.
Dados da Pesquisa Nacional de Saneamento Basico (PNSB) de 2008 (INSTITUTO
BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2008), que avalia os servicos de
abastecimento de agua, esgotamento sanitario, manejo de aguas pluviais e manejo
de residuos solidos, prestados a populagdo por entidades que atuam no setor,
apontam que a coleta de esgotos estava presente em apenas 55 % dos municipios
brasileiros, marca pouco superior a observada na pesquisa anterior, realizada em

2000, que registrava 52 %. Apesar de menos de 1/3 dos municipios brasileiros terem
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tratamento de esgoto, o volume tratado representava, em 2008, 68,8% do que era
coletado. Esse resultado é explicado pelo fato dos municipios com tratamento de
esgoto concentrarem uma parcela significativa do esgoto coletado. Nesse indicador,
houve um avanco consideravel em relacdo a 2000, quando, segundo a PNSB, a
proporc¢ao era de 35,3%.

Em A&guas residuarias domeésticas e industriais podem ser encontrados
horménios naturais e sintéticos (estrogenos, andrégenos), ingredientes ativos de
produtos farmacéuticos, metais, pesticidas, aditivos de produtos de higiene pessoal
e industrial, entre outros produtos quimicos (BERGMAN et al., 2012).

A principal fonte de contaminacdo de aguas superficiais por interferentes
enddcrinos (IE) é o lancamento de esgotos sanitarios tratados ou in natura. Alguns
estudos realizados no Brasil relataram a ocorréncia de IE em aguas superficiais,
cujos resultados de monitoramento mostram a presenca descontinua desses
compostos nos mananciais, sugerindo que fontes difusas, dentre elas esgoto nao
tratado, contribuem para o aporte nos mananciais analisados (PESSOA et al., 2012).

Até o momento, nenhum estudo teve o propdsito de verificar a contaminacao
por micotoxinas estrogénicas em &guas superficiais no Brasil. Nesse contexto, o
objetivo desta parte da tese foi avaliar as concentracbes de micotoxinas
estrogénicas (ZEN e seus metabdlitos), considerando as variagbes espaciais e
sazonais em aguas superficiais, tendo como estudo de caso o Corrego Rico entre as
cidades de Monte Alto-SP e Jaboticabal-SP.

4.2 Materiais e métodos

4.2.1 Area de estudo

A area de desenvolvimento deste trabalho esta inserida na Bacia Hidrogréafica
do Rio Mogi Guacgu, constituindo-se em parte da microbacia hidrografica do Corrego
Rico (Figura 28), que esta localizada na 72 Zona Hidrografica do Estado e
corresponde a 92 Unidade de Gerenciamento de Recursos Hidricos — UGRHI-9, e
ocupa uma area de 76 km? com altitude média de 591 m. O cérrego Rico é o
principal manancial da microbacia, possuindo aproximadamente 24 km de extensao,
onde desaguam 13 afluentes principais, somando um total de 59,2 km de extenséo

em cursos d'’agua (PEREIRA, 2010). Por sua alta representatividade na regido, o
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Codrrego Rico, se destaca por ser a principal fonte de agua superficial para o
abastecimento de agua para a cidade de Jaboticabal-SP (75.820 habitantes), sendo
relevante esse corpo d’agua para a regido, visto que os efeitos antropicos neste
sistema ocorrem de forma direta ou indireta, provavelmente em funcdo do
lancamento do efluente da estacdo de tratamento de esgoto doméstico do municipio
de Monte Alto e da criacdo de animais (aves, suinos e bovinos) (ZANINI et al.,
2010).

O clima da regido é classificado como Cwa (classificacao climatica de Kdppen),
do tipo subtropical, com inverno seco e chuvas no verdo. Tem precipitagdo entre
24,8 mm a 254,9 mm anuais e temperaturas médias minimas e maximas do ar de
16,9 °C a 29,7 °C anuais, respectivamente. O trimestre mais chuvoso é o primeiro
(Janeiro, fevereiro e margo), com 628.8 mm, equivalentes a 44,2% do total anual, e o
trimestre menos chuvoso é o terceiro (julho, agosto e setembro), com 116,2 mm,
equivalentes a 8,2% do total anual, e a 18,5% do trimestre mais chuvoso (CENTRO
DE PESQUISAS METEOROLOGICAS E CLIMATICAS APLICADAS A
AGRICULTURA, 2016).

Figura 28 - Localizac&o da microbacia hidrografica do coérrego Rico, Estado de S&o Paulo
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4.2.2 Amostragem e preparo de amostras

Dez campanhas de amostragem foram realizadas entre outubro de 2014 e
julho de 2015, em trés diferentes trechos do Cérrego Rico e um do Cérrego Tijuco,
entre as cidades de Monte Alto-SP e Jaboticabal-SP. Nestas datas, as coletas foram
realizadas em horarios fixos para cada ponto, a fim de impedir a interferéncia da
variacdo horéria da composi¢cdo do esgoto lancado no corrego, quando for o caso,
na comparagdo entre periodos (seca e chuva). Os trechos selecionados estavam
localizados a montante e a jusante da entrada de esgoto e da barragem para
captacao de agua (Figuras 29, 30 e 31; Tabela 17).

Figura 29 - Microbacia hidrogréafica do Cérrego Rico com os pontos de coleta
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Figura 30 - Diagrama unifilar da microbacia hidrogréafica do Cérrego Rico com os pontos de coleta
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Fonte: o autor.

Tabela 17 - Coordenadas geograficas dos pontos de coleta da microbacia hidrografica do Cérrego
Rico (Figura 30)

Ponto Latitude Longitude Descricéo

A jusante de uma area de varzea e
a montante da ETE de Monte Alto

P2 21°18'46,08"S  48°26'56,33"0 A jusante da ETE de Monte Alto

No Cérrego Tijuco a montante da captagéo
de agua da ETA de Jaboticabal

P4 21°18'36,07"S  48°19'26,11"0 No ponto de captacao de agua da ETA de Jaboticabal

P1 21°18'37,26"S  48°27'39,49"0

P3 21°17'56,08"S  48°22'31,69"0

Fonte: o autor.

Figura 31 - Fotos dos locais de amostragem na Microbacia hidrografica do Cérrego Rico
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Fonte: o autor.
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A selecéo dos pontos de coleta se baseou no estudo realizado por Lopes et al.,
(2010) onde foi avaliada a presenca de estrogenos naturais na microbacia
hidrografica do Corrego Rico. Inferindo-se que as fontes de contaminacéo (pontuais
ou difusas) das micotoxinas estrogénicas se assemelham aos estrogenos nessa
regidao, foram escolhidos pontos de amostragem utilizados no estudo citado.

No ponto de coleta, os frascos amostradores foram enxaguados com a agua do
manancial e, entdo foram tomados 500 mL de amostra em frasco de vidro ambar
com tampa rosqueavel, para cada ponto de amostragem. As amostras foram
transportadas até o laboratorio do 1Q-UNESP em caixa isotérmica contendo gelo
reciclavel e armazenadas sob refrigeracdo a 4°C até o momento da extracdo e
concentracdo dos analitos. As analises foram realizadas em no maximo 48 h apos a

coleta.

4.2.3 Reagentes e padroes

Os padrdes das micotoxinas estrogénicas ZEN, ZAN, a-ZAL, B-ZAL, a-ZEL e B-
ZEL foram adquiridos da Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EUA), com pureza superior a
98%. O padréao interno (IS) zearalenona-ds (ZEN-dg) foi obtido da Toronto Research
Chemicals (North York, ON, Canada). Os solventes organicos metanol (MeOH),
acetonitrila (ACN), todos grau HPLC, foram adquiridos da JT Baker (Phillipsburg,
NJ, EUA). Bromociclohexano foi obtido da Alfa Aesar (MA, EUA). O hidréxido de
sédio e acido cloridrico (HCI, 37% m/v) foram comprados da JT Baker (Phillipsburg,
NJ, EUA) e foram usados para ajustar o pH das amostras de agua. A agua
deionizada utilizada no sistema de HPLC e dissolucédo de reagentes foi obtida por

um sistema de de purificacdo Milli-Q (Millipore, EUA).

4.2.4 Tratamento das amostras

O tratamento da amostra consistiu na filtracdo em membrana de fibra de vidro
(Macherey-Nagel GF3) com 0,6 pum (diametro do poro). Apos filtracdo, o pH das
amostras de agua foi ajustado (pH 4), utilizando-se &cido cloridrico (0,1 mol L™) e
fortificada com 80 pL do padrdo interno (ZEN-dg) a 200 ng L™ para avaliar o

rendimento da extracdo de ZEN e seus metabdlitos. Posteriormente, a técnica
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utilizada na extragcdo dos analitos nas amostras foi a DLLME, de acordo com o
procedimento descrito na segao 2.23.

4.2.5 Andlise cromatogréfica e quantificagdo dos analitos

A deteccdo e quantificagdo dos analitos foram realizadas utilizando um
cromatdgrafo Agilent 1200 LC acoplado com um espectrometro de massa hibrido
QTRAP 3200 (LC-MS/MS) da Applied Biosystems/MDS Sciex Instruments com fonte
de ionizacao por eletrospray (ESI). As condi¢cdes cromatograficos do sistema LC-
MS/MS estao descritas na secao 2.24.

A quantificacdo dos compostos foi realizada por meio de padronizagao interna,
empregando-se uma curva analitica com oito diferentes valores de concentracéo: 8;
16; 40; 80; 160; 320, 480 e 680 ng L™. Para cada ponto da curva analitica realizou-
se a extracdo dos analitos por DLLME previamente a analise cromatografica. A
curva analitica foi obtida a partir da média dos valores das areas dos picos
cromatograficos para trés determinagdes.

A confiabilidade analitica do procedimento de extracéo foi avaliada por meio de
quatro analises por amostragem: branco dos reagentes (agua ultrapura), branco de
campo (adgua ultrapura foi transportada para campo em um recipiente adequado e
passou pelas mesmas etapas que a amostra, ou seja, manuseada no equipamento
de coleta, armazenada em uma garrafa de vidro, transportada nas mesmas
condicbes e, por fim, analisada como se fosse uma amostra), agua ultrapura
enriquecida com os analitos (320 ng L) e amostra de 4gua de rio enriquecida com
os analitos (320 ng L™). O branco de campo foi empregado para determinar se
houve alguma contaminacdo durante amostragem e o0 branco dos reagentes esta
relacionado ao controle de possiveis interferentes durante o preparo das amostras

em laboratorio.

4.2.6 Analises fisico-quimicas e microbiologicas

Para complementar as avaliacbes das concentracdes das micotoxinas
estrogénicas, foram realizadas determinac6es de Escherichia coli, carbono organico
total, DQO, DBO, fosforo total, nitrato, nitrito, nitrogénio total, nitrogénio amoniacal
total, solidos dissolvidos totais, potassio e turbidez (AMERICAN PUBLIC HEALTH
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ASSOCIATION; AMERICAN WATER WORKS ASSOCIATION; WATER
ENVIRONMENT FEDERATION, 2012). Esses parametros foram selecionados para
expressar tanto a qualidade de agua, quanto para auxiliar na identificacdo da fonte
das micotoxinas seja por efluente de ETE, despejo de esgoto doméstico ou
drenagem de areas de agricultura.

Para os parametros fisico-quimicos e microbiolégicos as amostras de agua
foram analisadas pela empresa Venturo Analises Ambientais Ltda., localizada em
Araraquara-SP. Os resultados desses parametros foram interpretados segundo a
legislacdo para aguas naturais, expressos pela Resolugdo CONAMA 357/2005
(Agua doce - classe 2) (CONSELHO NACIONAL DO MEIO AMBIENTE, 2005).

4.3 Resultados e discussao

4.3.1 Ocorréncia das micotoxinas estrogénicas e variaveis hidrologicas na
microbacia do Cérrego Rico

O periodo de amostragem foi caracterizado por uma estacdo seca (abril a
outubro) e chuvosa (hovembro a marco) de acordo com os dados da estacéo
agroclimatologica do Departamento de Ciéncias Exatas da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias/UNESP de Jaboticabal (Figura 32).

Figura 32 - Precipitacdo acumulada mensal durante o periodo de realizacédo das coletas na regido da
bacia hidrografica do Corrego Rico

300 283,7
250

200 180,9 183,3

150,3
= )
£ 150

101,5
100 86,4 98

46,8 45

50

H Precipitacdo

Fonte: Adaptado de Universidade Estadual Paulista (2016).



101

Os resultados obtidos para as coletas do periodo de amostragem (outubro de
2014 a julho de 2015) estdo expressos na Tabela 18. Os valores de recuperagcdes
do surrogate (ZEN-dg) variaram de 71 % a 124 %, sendo assim, o método por
DLLME tem confiabilidade para as quantificacbes dos analitos presentes nas
amostras de agua.

Todos os analitos foram detectados pelo menos uma vez entre 0s pontos
amostrais e o periodo avaliado. A ZEN teve maior frequéncia na deteccao (52,5 %),
seguido por a-ZAL (12,5 %), B-ZAL (5,0 %), ZAN (5,0 %), a-ZEL (2,5 %), e B-ZEL
(2,5 %). Um total de 47,5 % das amostras apresentavam concentragdes acima do
limite de quantificagéo variando de 10,6 a 59,5 ng L™ em que todos os analitos foram
quantificados pelo menos uma vez em um dos pontos amostrais no periodo de
amostragem. Dos seis analitos, a ZEN foi determinada em todos os pontos
amostrais em cinco das campanhas de amostragem. Os niveis mais elevados deste
composto foram determinados nos pontos durante o periodo de maior pluviosidade.
Assim como, a maioria dos metabolitos de ZEN foi detectada no periodo chuvoso.
Os compostos B-ZAL, a-ZAL e ZAN foram quantificados apenas uma vez, sendo

que, a-ZEL e B-ZEL né&o apresentaram concentracdes acima do LOQ (Tabela 18).
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Tabela 18 - ConcentracBes das micotoxinas estrogénicas (ng L'l) na microbacia do Coérrego Rico.
Para ZEN-dg recuperagfes médias (n=3)

Analito out/14 nov/14
P1 P2 P3 P4 P1 P2 P3 P4
B-ZAL nd nd nd nd 48,0 nd nd nd
B-ZEL nd <40,0** nd nd nd nd nd nd
a-ZAL nd nd nd nd <20,0** <20,0** 27,3 <20,0**
a-ZEL nd nd nd nd nd nd nd nd
ZAN nd nd nd nd <8,0** nd nd nd
ZEN-dg* 112 108 107 106 107 96 76 91
ZEN <8,0** <8,0** <8,0** <8,0** <8,0** <8,0** <8,0** <8,0%*
dez/14 jan/15
Analito P1 P2 P3 P4 P1 P2 P3 P4
B-ZAL nd nd nd nd nd nd nd nd
B-ZEL nd nd nd nd nd nd nd nd
a-ZAL nd nd nd nd nd nd nd nd
a-ZEL nd nd nd nd nd nd nd nd
ZAN nd nd nd nd nd nd nd nd
ZEN-dg* 89 80 91 93 112 81 74 77
ZEN nd nd nd nd 21,7 28,8 25,4 27,0
fev/15 mar/15
Analito P1 P2 P3 P4 P1 P2 P3 P4
B-ZAL nd nd nd nd nd nd nd nd
B-ZEL nd nd nd nd nd nd nd nd
a-ZAL nd nd nd nd <20,0** nd nd nd
a-ZEL nd nd nd nd nd nd nd nd
ZAN nd nd nd nd nd nd nd nd
ZEN-dg* 118 105 97 97 73 71 115 100
ZEN nd nd nd nd 59,5 455 50,6 41,9
abr/15 mai/15
Analito P1 P2 P3 P4 P1 P2 P3 P4
B-ZAL nd nd nd nd nd nd nd nd
B-ZEL nd nd nd nd nd nd nd nd
a-ZAL nd nd nd nd nd nd nd nd
a-ZEL nd nd nd nd <20,0** nd nd nd
ZAN nd nd nd nd nd nd nd nd
ZEN-dg* 91 81 73 78 114 124 101 127
ZEN nd nd nd nd 18,8 nd nd nd
jun/15 jul/15
Analito P1 P2 P3 P4 P1 P2 P3 P4
B-ZAL nd nd <40,0** nd nd nd nd nd
B-ZEL nd nd nd nd nd nd nd nd
a-ZAL nd nd nd nd nd nd nd nd
a-ZEL nd nd nd nd nd nd nd nd
ZAN nd nd 18,1 nd nd nd nd nd
ZEN-dg* 117 119 119 88 102 103 98 88
ZEN 13,8 12,5 10,6 <8,0** nd nd nd nd

ZEN-d¢* - fortificado a 200 ng L™
** < limite de quantificacdo
nd — ndo detectado

Fonte: o autor.
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Os resultados obtidos nesse trabalho sdo comparaveis aos obtidos por outros
pesquisadores. Nesses estudos, a frequéncia de deteccdo para a ZEN esté na faixa
de 0 a 30 % e difere entre as estacdes do ano na amostragem (GROMADZKA et al.,
2009; HARTMANN et al, 2008b; KOLPIN et al., 2014; MARAGOS, 2012). As maiores
concentracdes de ZEN (até 96 ng L™) foram detectadas em pequenos cérregos ou
canais proximos a campos agricolas com culturas contaminadas por Fusarium sp.
(BUCHELI et al, 2008;. GROMADZKA et al., 2009; KOLPIN et al., 2014).
Concentracdes mais baixas (de ndo detectado a baixos niveis de ng L™?) foram
encontrados em rios e lagos (LAGANA et al, 2004; BUCHELI et al, 2008;
GROMADZKA v., 2009; KOLPIN et al.,, 2010; MARAGOS, 2012). Em estudos
realizados por Gromadzka et al. (2009) e Waskiewicz et al. (2012), as concentracdes
de ZEN em rios (Poldnia) foram investigados durante um ano e os valores variaram
de LOD (0,3 ng L") a 44 ng L™, dependendo da época de amostragem. Os valores
mais elevados foram detectados durante o verdo e no inicio do outono apés a
colheita de culturas agricolas. Os metabdlitos B-ZAL e a-ZAL foram investigados em
dois rios contaminados por efluentes de ETE (LAGANA et al., 2004). A concentracéo
méaxima de qualquer um dos compostos foi de 3 ng L. Concentracdes de dois
outros metabolitos B-ZEL e a-ZEL foram investigados em cdOrregos agricolas e
também a montante e jusante de ETE em Nova York, EUA (KOLPIN et al., 2014). As
concentracfes de a-ZEL e B-ZEL nos campos agricolas foram geralmente abaixo do
LOD, mas as concentracdes maximas detectadas destes compostos atingiram
dezenas ou mesmo centenas de ng L™ (KOLPIN et al., 2014). Em suma, os niveis
detectados das micotoxinas estrogénicas em rios, cOrregos e canais de drenagem
ocorreram geralmente em niveis de dezenas de ng L. No entanto, concentracées
muito mais elevadas foram relatadas ocasionalmente (um unico estudo), como a
deteccéo de centenas de ng L™ de a-ZEL e B-ZEL em cérregos préximos a areas
agricolas ou em um ponto que recebe efluentes da ETE, em Nova lorque (KOLPIN
et al., 2014).

Os resultados obtidos para os parametros fisicos, quimicos e microbiologicos
nos pontos amostrais (Apéndice A) mostram que as variaveis Escherichia coli
(dezembro, janeiro, fevereiro, margo, abril, maio, junho e julho), DBO (outubro e
janeiro), fésforo total (outubro, novembro, dezembro, janeiro, marco, abril, e julho),

nitrato (abril), nitrito (dezembro) e nitrogénio amoniacal total (outubro) ultrapassaram
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os valores estabelecidos pela Resolugio CONAMA 357/2005 (CONSELHO
NACIONAL DO MEIO AMBIENTE, 2005) para rio de classe 2.

A maioria das variaveis hidrolégicas foi antagbnica entre o periodo de seca e
chuva, ou seja, aumento da turbidez, solidos dissolvidos totais, potassio e fosforo
total em periodo de chuva e reducdo em periodo de seca, mostrando indicios da
lixiviagcdo desses dois ultimos constituintes. Destaca-se que no inicio do periodo
chuvoso (novembro/2014; 180,9 mm), houve reducdo na concentracdo da seérie
nitrogenada, caracterizando a diluicdo dessas variaveis no cérrego.

De acordo com os resultados desses parametros (Apéndice A), observa-se
incremento das concentracdes de fosforo total, potassio, sélidos totais dissolvidos e
turbidez no periodo chuvoso, caracteristica do deflavio pluvial e consequente
transporte das particulas finas do solo para o corpo d"agua. Para a série nitrogenada
houve aumento da concentracdo com o agravamento da seca em outubro/2014.
Supde-se que a alta concentracéo de nitrogénio amoniacal (ponto P2 - 42 mg L™?)
nesse periodo, tenha sido originada de lancamentos pontuais de esgotos
domeésticos das propriedades rurais presentes em torno do cérrego.

O indicador de contaminacédo fecal (Escherichia coli) ultrapassa o limite de
1000 UFC/100 mL da amostra (valor maximo permitido) em todos os meses, com
excecado de outubro e novembro/2014, para todo o periodo do estudo (seco e
chuvoso). Estes resultados indicam que o coérrego sofre grande influéncia
antropogénica, provavelmente relacionada a uso e ocupacdo do solo desta bacia,
uma vez que, a microbacia do Corrego Rico apresenta atualmente sérios problemas
de degradacdo ambiental, sendo caracterizada por ocupacao de fins residenciais e
rural, com grande desmatamento em seu entorno e a falta de manejo adequado dos
dejetos da criacdo de animais que contaminam toda a rede de drenagem. Almeida,
Petersen e Cordeiro (2001) destacaram em seus estudos, que no meio rural a
qualidade das aguas superficiais de consumo humano esta diretamente relacionada
com a forma de ocupacdo do solo, a transformacdo de ecossistemas naturais
equilibrados em areas de plantacao e fertilizantes e a falta de tratamento dos dejetos
animais e humanos nestas propriedades.

Para as variaveis hidroldgicas, o trecho onde ocorreram as maiores alteracdes
na qualidade da agua foi o ponto P2 (seis variaveis com quatorze valores acima da
legislacdo CONAMA). Esse ponto amostral € caracterizado pelo desague de

afluentes que drenam a area urbana do municipio de Monte Alto e localizado a
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jusante da descarga de efluente da ETE de Monte Alto (ponto que recebe maior
aporte de contaminagfes pontuais dentre os outros). Para esse ponto, houve
maiores concentracdes para a maioria dos parametros hidrolégicos durante todo o
periodo de amostragem, destacando-se fésforo total, nitrito, solidos dissolvidos totais
e potassio.

A maior frequéncia e/ou concentracbes das micotoxinas estrogénicas foram
observadas nos meses de novembro/2014, janeiro/2015 e marco/2015. Nesse
periodo elevadas concentragbes de fésforo total, DBO, Escherichia coli foram
obtidas para os pontos amostrais excedendo o0s valores estabelecidos pela
Resolucdo CONAMA 357/2005. Esse comportamento pode estar relacionado a
fontes de contaminacdes difusas em que as aguas de escoamento superficial na
época de chuvas podem carrear residuos da criacdo de animais contaminados com
as micotoxinas ou por drenagem de solos agricolas que usam de excrementos de
animais como adubo.

A ocupacédo e o0 uso do solo na parcela do municipio de Monte Alto na area da
microbacia hidrografica do Cérrego Rico consistem em pequenas propriedades com
exploracdo diversificada, podendo-se encontrar, conforme observacées em campo
durante o periodo de amostragem, horticultura, suinocultura (em destaque) e
diversas culturas agricolas (destacando-se cana-de-aglcar em maior escala e
amendoim). Também foi notdria a presenca de irrigacdo mecanizada de culturas
agricolas tanto no periodo seco quanto no periodo chuvoso. De acordo com
D"Aguila et al. (2000), a ocupacgéo e uso do solo pelas atividades agropecuarias séo
fatores que contribuem direta e indiretamente na contaminacdo dos corpos hidricos,
e alteram sensivelmente os processos bioldgicos, fisicos e quimicos dos sistemas
naturais. Esses fatores podem se expressar com maior relevancia na degradacéao da
qualidade da &gua quando aliados a falta ou ineficacia de sua utilizacéo, as formas
de protecdo do solo e de reservatérios e ao deflavio superficial.

A partir desses fatores supracitados, pode-se inferir que a presenca das
micotoxinas na regido do Corrego Rico pode ser devida aos langamentos de efluente
da ETE de Monte Alto, despejos de esgotos domésticos das propriedades rurais em
torno do corrego. A contaminagdo do coOrrego a partir de culturas agricolas
contaminadas por fungos é pouco provavel, uma vez que o plantio de milho (lavoura

temporaria) na regiao é insignificante.
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4.3.2 Relevancia ambiental dos resultados obtidos

Para a avaliacdo da atividade estrogénica em amostras aquosas, os resultados
podem ser expressos em atividade equivalente comparada a uma substancia
referéncia, no caso o horménio natural 17-B-estradiol (JAROSOVA et al., 2014). A
contribuicdo potencial de cada micotoxina estrogénica para a atividade estrogénica

total das aguas superficiais estudadas foi calculada de acordo com a equacéao:

cEEQ = concentracédo da micotoxina estrogénica X RP Eqg.: 4

onde, cEEQ é a concentragdo equivalente estrogénica calculada ao horménio natural 17-3-estradiol e
RP ¢é a poténcia estrogénica relativa do composto de interesse em um determinado bioensaio in vitro
(JAROSOVA et al., 2014).

Para a caracterizacdo mais representativa da contribuicdo global das
micotoxinas estrogénicas individuais para cEEQ, as concentracdes (Tabela 18) de
cada analito foram multiplicadas pela média geométrica de seu RP, que se utiliza

como uma medida da poténcia em ensaios in vitro para cada composto (Tabela 19).

Tabela 19 - Concentracdes das micotoxinas estrogénicas a partir da microbacia hidrografica do
Cérrego Rico, suas correspondentes cEEQ e poténcia estrogénica relativa. Os cEEQs foram
calculadas multiplicando-se as concentracées dos analitos e suas poténcias relativas

. N CEEQ . 2
Micotoxinas Faixa de(ﬁ;)nl_c_?; tragao (valor mé(fio) ! Falg%cLE_lE)Q RP
(hgL™)

ZEN nd-59,5 <0,06-0,47 <0,02-4,99 7,87 x107°
ZAN nd-19,1 <0,06-0,34 <0,04-3,11 1,76 x 1072
a-ZAL nd-27,3 <1,04-1,42 <0,37-4,72 5,20 x 1072
B-ZAL nd-48,0 <0,86-1,02 <0,18-2,16 2,14 x 1072
a-ZEL nao quantificado - - 4,75 x 107"
B-ZEL nao quantificado - - 2,25 x 1072

' CEEQs médios foram calculados a partir das concentracdes das micotoxinas individuais

multiplicadas pela média geométrica da poténcia relativa (RP) estrogénica dessa micotoxina a partir
de diferentes sistemas in vitro

? a faixa de cEEQs foram calculadas a partir das concentragdes (minimo e maximo) das micotoxinas
multiplicados pelas RPs minima e maxima dessa micotoxina a partir de diferentes sistemas in vitro.
nd — ndo detectado

Fonte: o autor e adaptado de JaroSova et al. (2015)
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As concentracdes relatadas nesse estudo para as micotoxinas estrogénicas
(n.d-59,5 ng L™) sdo similares (ordem de magnitude) e por vezes maiores em
relacdo aos estudos internacionais em aguas naturais (Tabela 20). Nesses estudos
as principais fontes de contaminagcdo das micotoxinas sdo areas de agricultura (trigo
e milho) e o desague de efluentes de ETE nas aguas fluviais. Areas de criacdo de
animais proximas aos rios nao foram avaliados em grande parte dos estudos
internacionais. As maiores concentracdes determinadas para as micotoxinas ZEN, a-
ZEL, B-ZEL foram relatadas por Kolpin et al. (2014) alcancando inéditas trés ordens
de magnitude (n.d-817 ng L™?). Os autores concluiram que houve grande relevancia
para concentracbfes maiores desses compostos nos rios que recebem efluente
proveniente de ETE com menor grau de contaminacdo em areas de cultivo de
plantacdes de milho e trigo contaminadas com os fungos produtores das micotoxinas
estrogénicas.

Os valores calculados da cEEQ a partir das concentracdes obtidas dos analitos
variaram de <0,06 a 1,42 ng L™ (valor médio) (Tabela 19). Os maiores valores de
CEEQ (valor médio) foram calculados para a-ZAL, uma vez que, esse composto
entre as micotoxinas quantificadas que apresenta a maior poténcia estrogénica
relativa, mesmo considerando-se que a concentragdo maxima calculada nas
amostras foi menor que as obtidas para ZEN. A cEEQ para as micotoxinas
estrogénicas nesse estudo (Tabela 19) foram superiores aos relatados
internacionalmente em aguas naturais (<0,002-0,34 ng L™) (Tabela 20) com excec&o
do estudo realizado por Kolpin et al. (2014), no qual o maior valor de cEEQ
calculado foi para o a-ZEL. Uma vez que esse composto apresenta a maior poténcia
estrogénica relativa (Tabela 19) entre as micotoxinas estrogénicas.

Especificamente no caso de ZEN, alguns efeitos adversos in vivo tém sido
detectados com concentragcdes comparaveis as relatadas nesse estudo. Em
concentracdes entre 2 e 50 ng L™ (menor concentracdo efetiva observavel - LOEC)
para ZEN ha ativacdo de genes que regulam o crescimento e reproducdo de peixes
(Pimephales promelas) (JAROSOVA et al., 2015).

Ressalta-se que as concentracdes de ZEN relatadas em &guas de drenagem,
corregos e alguns rios (Tabela 4) foram maiores ou comparaveis a LOEC de estudos
in vivo (peixes). Além disso, alguns dos metabdlitos de ZEN ocorrem em

concentracfes ainda mais elevadas e pode ser ainda mais potentes. Isso indica que
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0s metabdlitos da ZEN podem contribuir ou mesmo representar risco para a biota

aguatica em locais contaminados.

Tabela 20 - Concentra¢cdes de micotoxinas estrogénicas detectadas em aguas superficiais e CEEQ

cEEQ
Substéncias D EE Loc,a I’. Concentrqgﬁes (v’a Ipr Referéncia
amostra caracteristicas (ngL™) med|02
(ngL™)
Alemanha, amostra )
. . coletada a montante  Agua fluvial Pawlowski et al.
a-ZEL Aguafluvial = langamento do <10 <4.75 (2004)
efluente de ETE
Italia, amostra ; .
coletada a Agua fluvial
ZEgle;\ZLAL' Agua fluvial | montante do ni-g %EZ’\RL) <0,02-0,16 Lag(é;r(;c'(:l)f)t al.
ancamento do n.d-3 (B-ZAL)
efluente de ETE '
Suica, areas de
. . cultivo de trigo e Bucheli et al.
ZEN Agua fluvial milho no entorno do n.d-35 <0,01-0,28 (2008)
rio
Agua fluvial
1,4-43,7
Agua fluvial, A Agua
agua de Pollomg, amostras subterrdnea dzk
ZEN drenagem e So'1a08s ntoro <LOD-05  <0,002-034 Cromadzkaet
4gua e areas agrlcolgs Agua de al. (2009)
subterranea (trigo) e florestais drenagem
7,6-12,3
. . <
Agua fluvial e Suica, area de rlJ_ggé(guEaN) Schenzel,
ZEN, a-ZEL, . pastagem e cultivo , Schwarzenbach
agua de - . fluvial e <0,05 ;
B-ZEL drenagem de trigo e m|IhQ no drenagem e Bucheli
entorno do rio LOQ =6 ng L™ (2010)
Estados Unidos,
areas de cultivo de
Cérregos soja e milho e Kolpin et al.
ZEN fluviais criacdo de animais n.d-8 <0,01-0,06 (2010)
no entorno do
clrrego
Estados Unidos,
Cérregos ér_eas de cultivo de _
ZEN, a-ZEL, fluviais milho e langamento n.d-843 <0,05- Kolpin et al.
B-ZEL do efluente de ETE ’ 388,08 (2014)

no entorno do
cérrego

n.d — nao detectado

Fonte: o autor.
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4.4 Conclusao

Nesse estudo pode-se concluir que as micotoxinas estrogénicas estdo
presentes ao longo da microbacia hidrografica do Corrego Rico, sendo que, as vias
de aporte desses compostos seriam o deflavio superficial de residuos da criacéo de
animais, drenagem de solos agricolas que usam excrementos de animais como
adubo, lancamentos de efluente da ETE de Monte Alto ou lancamentos de esgotos
domeésticos nao tratados das propriedades rurais em torno do coérrego. As
concentracdes quantificaveis (10,6 a 59,5 ng L) sdo similares aos estudos
efetuados em outros paises em regides que sofrem influéncia tanto de areas
agricolas, criacdo de animais em torno de aguas fluviais, assim como corpos d agua
que recebem efluentes de ETE. Na literatura, os efeitos sobre a biota aquatica
(LOEC) para essas substancias, sdo relatados para concentracdes a partir de 2 ng
L™, sugerindo que os organismos vivos que habitam o Cérrego Rico podem estar
suscetiveis a alteracdes das funcdes enddcrinas.

Portanto, os dados obtidos apontam para a necessidade de aprofundamento de
estudos ambientais visando gerar informagdes sobre o aporte de micotoxinas
estrogénicas no ambiente em locais sob a influéncia de excrementos de animais e
esgoto nédo tratado. Assim como o aperfeicoamento dos sistemas de tratamento e
disposicdo de residuos provenientes da criacdo de animais e pequeno, meédio e

grande porte.
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CAPITULO 5 — FOTODEGRADACAO DE ZEARALENONA EM AMOST RAS
AQUOSAS SOB RADIACAO SOLAR SIMULADA
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5.1 Introdugéo

Entre os varios processos de degradacdo ambiental (abidticos/bidticos), a
fotodegradacao pela luz solar € um dos fatores mais importantes para determinar o
destino de contaminantes em ambientes aquéaticos (CHOWDHURY;
CHARPENTIER; RAY, 2011). Como a ZEN absorve na regido espectral de espectro
ultravioleta (230-360 nm) (LI et al., 2015), supbe-se que a fotolise direta pode ter um
papel importante para a fotodegradacdo de ZEN em ambientes aquaticos, uma vez
gue a fotdlise direta é possivel apenas se o contaminante de interesse absorve a luz
na faixa do UV-visivel (290 a 750 nm) (CHOWDHURY; CHARPENTIER; RAY, 2010).

A fototransformacdo sob radiacdo solar ou a degradacdo de compostos
organicos em ambientes aquaticos podem ocorrer por fotélise direta ou indireta. A
fotdlise direta ocorre devido a absorcdo de fotons pela substancia e depende tanto
da taxa de absorcdo de luz e do rendimento quéantico de reagcdo (CHOWDHURY;
CHARPENTIER; RAY, 2010). Por outro lado, a fotélise indireta ocorre por meio da
absorcdo de luz por fotossensibilizadores, sendo os mais importantes, a matéria
organica dissolvida (DOM), ions nitrato ou nitrito, 0s complexos organicos com ions
Fe (Ill) e Fe (I) (ZHAN et al., 2009). Fotossensibilizadores no estado excitado geram
oxigénio singleto (*0,), radicais OH (*OH), radicais peréxido derivados da DOM
(ROO*®), DOM no estado tripleto (*DOM*) e outros fotorreagentes que podem reagir
com 0s compostos de interesse e, portanto, influenciar o seu destino ambiental,
persisténcia e risco ecoldgico em agua naturais (LIN; REINHARD, 2005).

Embora muitas vezes ignorada, a ZEN pode ocorrer em duas configuragdes. A
dupla ligacdo entre o carbono C;; e Cy» pode isomerizar a partir da configuragéo
trans para a configuracao cis (Figura 33) (DRZYMALA et al., 2014). O isdbmero cis-
ZEN tem sido descrito em 6leos alimentares, graos e milho. A isomeriza¢do ocorre
em elevado grau sob luz solar, mas a razéo cis/trans pode variar consideravelmente,
dependendo das condigdes ambientais (BREZINA et al., 2013 e KOPPEN et al.,
2012). Devido a limitacdo analitica, dados sobre sua incidéncia S0 escassos e um
estudo preliminar de avaliacdo de risco nunca foi realizado. Recentemente,
Drzymala et al. (2015) compararam a estrogenicidade de onze metabdlitos da ZEN,
utilizando o ensaio E-Screen. Os resultados demonstram que uma mudanca na

configuracéo de trans para cis mantém a atividade estrogénica significativamente.
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Figura 33 - Estruturas quimicas da trans-ZEN e da cis-ZEN

OH O H

L]

trans-ZEN cis-ZEN

Fonte: Adaptado de Brezina et al. (2013).

O objetivo deste estudo foi determinar a cinética de fototransformacgéo da ZEN
em aguas naturais e compreender os efeitos dos constituintes dessas aguas em sua
fotdlise. Atualmente, o comportamento fotoquimico e especialmente a contribuicéo
da fotdlise para a degradacdo da ZEN em agua néo tém sido estudados.

Esse estudo foi realizado no Grupo de Quimica Analitica e Ambiental do
Departamento de Quimica da Universidade de Aveiro/Centro de Estudos do
Ambiente e do Mar (CESAM) sob orientacdo do Prof. Valdemar Inocéncio Esteves e
supervisdo cientifica da Dra. Vania Calisto no periodo de setembro de 2015 a
fevereiro de 2016 sob suporte financeiro e bolsa de estudos do programa
CNPqg/Ciéncias sem Fronteiras — Processo n°® 233160/2014-0.

5.2 Materiais e métodos
5.2.1 Reagentes

O padrdo analitico da ZEN (Férmula empirica: C1gH220s, nimero de registro
CAS: 17924-92-4) foi obtido da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA) com pureza
superior a 99%. Metanol (MeOH) para analise por HPLC foi adquirido da Fisher
Scientific (Otava, Ontario, Canadd) e Tropic Marin® (sal sintético da 4gua do mar)
obtido da Marinus Inc., Long Beach, CA. Todos os outros reagentes utilizados para
as solucdes aquosas foram de qualidade P.A. Agua deionizada foi obtida a partir de
um sistema de purificacdo de Millipore (Milli-Q Plus 185). A partir do padrédo solido de
ZEN foi preparado uma solucdo estoque em agua deionizada com concentracéo de

2,8 mg L. A solucéo foi armazenada a 4 °C em frascos protegidos da luz para evitar
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qgualquer processo de fotodegradacdo. As amostras de agua de trabalho foram
preparadas por adicdo da solugdo estoque em &gua deionizada ou em &guas

naturais.

5.2.2 Amostras de agua

Amostras de aguas superficiais (Figura 34) foram coletadas em outubro de
2015, em garrafas de vidro de 1 L, previamente lavadas com solucdo de detergente
alcalino diluido (5 %), agua destilada, acetona e enxaguada com a &agua natural
imediatamente antes de sua coleta. Todas as amostras foram filtradas através de
filtro de membrana de PVDF 0,22 um (Red Analytical, UK) para remover quaisquer
particulas e microorganismos e, por fim, armazenadas protegidas da luz a 4 °C. As
amostras de agua foram utilizadas em um periodo menor que 14 dias. Uma das
amostras foi coletada a partir da “Ria de Aveiro”, estuario localizado no centro
urbano da cidade de Aveiro, Portugal (Cais da Fonte Nova, Ria de Aveiro, Aveiro,
Portugal). A segunda amostra de agua foi coletada no Rio “Novo do Principe”
(localizado em uma &rea agricola rural de Aveiro, Portugal). Os parametros de
salinidade, pH, carbono total (TC), carbono inorgénico (IC), carbono orgéanico
dissolvido (DOC) e ferro total foram determinados para as amostras de agua.

Figura 34 - Fotos dos locais de amostragem em Aveiro, Portugal. (A) Rio Novo do Principe; (B) Cais
da Fonte Nova (Ria de Aveiro)

Fonte: o autor.
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5.2.3 Experimentos de irradiagcéo

5.2.3.1 Simulador de radiacdo solar

Os experimentos de fotodegradacdo foram realizadas sob radiacdo solar
simulada utilizando um Solarbox 1500 (Co.fo.me.gra, Milano, Italia) (Figura 35),
equipado com uma lampada de xendnio 1500 W e filtros UV que limitam a
transmissdo de luz com comprimentos de onda abaixo de 290 nm. Durante o
experimento de irradiacéo, a irradiacéo da lampada foi mantida constante a 55 W m™
(290-400 nm), o que corresponde a 550 W m™? em todo o espectro UV-VIS (290-800
nm). Um multimetro (Co.fo.me.gra, Italia), equipado com um sensor de temperatura
e de UV (290-400 nm) foi usado para monitorar os niveis de irradiancia e
temperatura. O dispositivo foi refrigerado por um sistema de ar e a uniformidade de
irradiacdo foi garantida por um refletor parabdlico. As irradiacbes foram realizadas
utilizando tubos de quartzo (didmetro interno de 1,5 cm e altura de 20 cm),
distribuidos em um suporte com angulo de 45° em relagéo ao eixo horizontal. Uma
representacdo esquemaética do simulador de irradiagdo solar € mostrada na Figura
35.

Figura 35 - Representacdo esquematica do simulador de irradiacéo solar (visdo lateral) utilizado nas
experiéncias de fotodegradacéo (Solarbox 1500, Co.fo.me.gra, Italia)
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5.2.3.2 Cinética da fototransformacéo

As amostras irradiadas consistiram em solugbes aquosas com uma
concentracdo de 100 pg L™ para a ZEN. As solucdes de trabalho de ZEN foram
irradiadas em triplicata usando tubos de quartzo (diametro interno de 1,5 cm e altura
de 20 cm) com volume de 25 mL. Para cada conjunto de experimentos, um grupo
controle (tubos foram cobertos com papel aluminio) foi realizado em triplicata. Os
tubos de quartzo foram ajustados dentro da camara de irradiagdo usando um
suporte metalico de fabricacdo caseira, garantindo que as amostras fossem
irradiadas homogeneamente.

Inicialmente, os experimentos da cinética de fototransformacdo foram
realizados para agua deionizada, agua de rio e agua estuarina. Aos tubos de quartzo
(para as amostras e controles) foi adicionado um volume de 15 mL de solucao
aguosa. Aliguotas (1 mL) foram recolhidas entre 0 e 180 min (dgua de rio e agua
estuarina), e entre 0 e 1680 min (agua deionizada).

Outros experimentos de irradiacdo foram realizados, avaliando a presenca
separadamente de possiveis constituintes de aguas naturais que influenciem a
fototransformacao da ZEN. Todos os experimentos foram realizados em solugéo
aquosa (agua ultrapura) com NaCl, fons Ca®*, Mg**, Fe**, NOs™ e oxalato, 4gua do
mar artificial, complexos Fe(lll)-oxalato e Mg**-oxalato, acidos himicos, &cidos
fulvicos e fracdo XAD-4. As substancias humicas foram utilizadas para simular a
matéria organica natural dissolvida. Uma solucéo de tamp&o fosfato (0,01 mol L™ —
pH 7,3) foi adicionada aos constituintes acima citados a fim de eliminar o efeito do
pH, exceto na presenca de acidos humicos (HA), acidos fulvicos (FA) e fracdo XAD-
4. A mesma solucdo tampédo fosfato também foi avaliada separadamente sem
adicao de qualquer constituinte, a qual serviu como um branco dos testes. O tempo
de irradiacao foi avaliado entre 0 e 180 min.

As aliguotas foram armazenadas a 4 °C (refrigeracdo) até a analise por HPLC.
Os dados cinéticos experimentais foram ajustados em um modelo de cinética de
pseudo primeira ordem por andlise de regresséo ndo linear: C(t) = Coe™, onde Co e
C(t) séo as concentracdes de ZEN no tempo zero e o tempo de reagcédo t em minutos,
k é a constante da velocidade de transformacdo de pseudo primeira ordem (min™), e
a meia-vida de ZEN foi determinada por ty» = In2 x k™. O programa GraphPad Prism

5® foi utilizado na andlise estatistica.
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5.2.4 Métodos analiticos

5.2.4.1 Determinacéo de ZEN por HPLC

A andlise quantitativa de ZEN foi realizada pelo sistema Shimadzu Prominence
HPLC (Kyoto, Japan) equipado com um desgaseificador em linha DGU-20AS5, forno
da coluna CTO-10ASVP, detector UV-Vis SPD-20A e detector de fluorescéncia RF-
20A XS. A separacdo foi realizada com uma coluna analitica ACE® C18-PFP (150
mm x 4,6 mm, 5 pm) acoplada a uma pré-coluna ACE® C18 com 4,6 mm (diametro
interno). A fase movel foi constituida por uma mistura de MeOH e agua deionizada
(75:25), com vazdo da coluna de 0,5 mL min™ e volume de injecdo de 20 pL. As
fases moveis foram filtradas através de filtros de membrana de poliamida (0,2 pm)
(Whatman Inc., EUA). A deteccao foi realizada utilizando fluorescéncia, com
comprimentos de onda de 275 nm e 460 nm para excitacdo e emisséo,
respectivamente. A temperatura da coluna foi de 30 °C, e a temperatura da célula de
fluxo do detector de 35 °C.

A curva analitica foi obtida com sete concentracdes do padrdo de ZEN (5, 10,
25, 50, 75, 100, 150 pg L) em &gua ultrapura e cada nivel foi analisado em
triplicata. O limite de deteccdo (LOD) e limite de quantificacdo (LOQ) para a ZEN
foram determinados utlizando as equagbes 3.3x(Syy)/m e 10%x(Syx)/m,
respectivamente, onde Sy, € o desvio padrdo residual da curva analitica e m é o
coeficiente angular da reta (ERMER, 2001). A curva analitica foi linear para ZEN na
faixa de 10-150 pg L™ (r = 0,999), enquanto que o LOD e LOQ foi de 9 pg L™ e 27 g

L?, respectivamente.
5.2.4.2 Outras analises

As concentracbes de carbono total (TC) e carbono inorgéanico (IC) foram
determinados utilizando um analisador Shimadzu TOC-CVSP. O teor de carbono
organico dissolvido (DOC) das amostras foi calculado como a diferenca entre 0o TC e
IC. O pH foi medido usando um aparelho de medicdo de pH Ecoscan, EUTECH.
Instruments (Singapura). A concentracéo de ferro total foi determinada utilizando um

espectrometro de absor¢cédo atomica AAnalyst 100 (Perkin Elmer, Norwlk, CT, EUA).
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5.3 Resultados e discussao

5.3.1 Fototransformacdo em agua ultrapura

A fototransformacdo da ZEN foi investigada em agua ultrapura (deionizada),
sob irradiagdo da solucdo durante 28 h (1680 min). No grupo controle, ndo foi
observada nenhuma transformacao expressiva de ZEN, indicando que 0s processos
microbioldgicos, térmicas e hidroliticos foram insignificantes durante as experiéncias
de fotdlise. Assim, assumiu-se que a diminuicdo da concentracdo foi devida apenas
ao processo de fotélise.

Os resultados obtidos desse experimento permitiram identificar a ocorréncia de
dois fenébmenos de fototransformacéao: (1) conversao de trans-ZEN para cis-ZEN; (2)
fototransformagédo de trans-ZEN e de cis-ZEN. Durante o periodo inicial da
irradiacdo, a diminuicédo de trans-ZEN foi acompanhada por um aumento de cis-ZEN
(area do pico de cis-ZEN nos cromatogramas). A area do pico de cis-ZEN alcancou
um maximo até 180 min do tempo de irradiacdo, correspondendo a 50,2% de
transformacdo da trans-ZEN. Apos 180 min do tempo de irradiagdo, observou-se
uma diminuicdo de trans-ZEN e cis-ZEN. A representacdo gréfica da concentracdo
de trans-ZEN ao longo da irradiagcéo (Figura 36) permite identificar de que os dois
fendbmenos descritos acima resultam em dois processos cinéticos diferentes: a
primeira parte da cinética é atribuida a fotoisomerizacao trans/cis, enquanto que a
segunda parte da cinética esta relacionada a fotodegradacdo de trans-ZEN (e
também pela fotodegradacéo de cis-ZEN). Por conseguinte, os dados experimentais
de irradiacdo da fototransformacéao de trans-ZEN foram divididos em duas partes (de
0 a 180 min e de 180 min a 1680 min) e cada parte foi ajustada ao modelo de
cinética de pseudo primeira ordem. Os valores das constantes de velocidade (k) e R?
foram k = (4,3 + 0,6) x 10 min™ e 0,977 (isomerizacéo principalmente), k = (3,9 +
0,7) x 10* min™ e 0,965 (degradacdo principalmente), respectivamente, nos quais
evidenciam que o periodo de irradiagdo dominado por fotoisomerizacdo tem uma
constante de velocidade 10 vezes maior do que o periodo subsequente, dominado
por processos de fotodegradacéo.

Este comportamento (isomerizacdo/degradacao) € consistente com o estudo
realizado por Koppen et al. (2012) em 6leo de milho na determinacdo de ZEN. A

trans-ZEN que ocorre naturalmente em alimentos foi convertida por irradiagao
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ultravioleta para a mais estavel cis-ZEN. Assim, ambos os isdbmeros podem estar
presentes. A cis-ZEN foi relatada em Oleos alimentares e milho quando expostos a
luz UV (UVA 315-380 nm) (BREZINA et al., 2013 e KOPPEN et al., 2012).

O método de HPLC utilizado (descrito na secéao 4.2.4.1) separa trans-ZEN e
cis-ZEN (tr = 8,03 min e tr = 8,62 min, respectivamente). Apesar da detec¢édo dos
dois isbmeros durante a irradiacdo, outros produtos secundarios fluorescentes néo
foram detectados.

Figura 36 - Cinética de pseudo primeira ordem para fotoisomerizacdo/degradacdo obtidas sob
irradiacdo solar simulada em agua ultrapura. (A) fotoisomerizacdo de trans-ZEN a cis-ZEN. (B)
Fotodegradacéo de trans-ZEN. Barras de erros referem-se ao desvio padrdo absoluto (n = 3)
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Fonte: o autor.

5.3.2 Fototransformacdo em aguas naturais

Os testes foram conduzidos para amostras de aguas naturais (rio e estuario). A
Tabela 21 descreve algumas caracteristicas fisico-quimicas destas aguas naturais.
A taxa de fototransformacéo da ZEN decresceu na seguinte ordem: agua estuarina >
agua de rio > agua ultrapura, ilustrando uma forte dependéncia da composicdo da
matriz aquosa. Usando a mesma abordagem utilizada para amostras em agua
deionizada, assumiu-se que durante o tempo inicial de irradiacdo, 30 min e 15 min
para a agua do rio e da agua do estuario, respectivamente, ocorreu principalmente a
fotoisomerizagcdo seguido principalmente pela fotodegradacdo de trans-ZEN.
Comparado com agua ultrapura, as aguas naturais contém substancias opticamente
ativas, que sdo propensas a gerar algumas espécies ativas (por exemplo, *OH e

'0,) contribuindo para a fototransformac&o de ZEN sob irradiacéo de luz solar.
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Tabela 21 - Caracteristicas fisico-quimicas das aguas naturais estudadas

Salinidade TC IC DOC Fer

Amosira 2 (%) (mgL?) (mgL?) (mgL?)  (mgL?)
Agua estuarina .
Rio Novo Principe 7.7 b.d® 8,0 438 3.2 b.g®

2 menor que o limite de quantificacéo (0,1 mg L™).
menor que o limte de detecgao

Fonte: o autor.

Da mesma forma ao processo de fototransformacdo da ZEN em &gua
ultrapura, os resultados foram divididos em dois processos cinéticos diferentes
(isomerizacédo e degradacdo). Em todos os casos, os processos de transformacao
foram adequadamente ajustados pelo modelo de cinética de pseudo primeira ordem
(R? entre 0,985 e 0,995). Os parametros cinéticos estimados s&o apresentados na
Tabela 22, enquanto que os graficos da cinética de fototransformacédo da ZEN nas
aguas naturais avaliadas estdo representados na Figura 37. Dentro do erro
experimental n&do foi observada nenhuma transformacao aparente de ZEN no grupo
controle durante os experimentos.

Uma taxa mais rapida de transformacao (fotoisomerizacéo) nos primeiros 15
min (Agua de rio) e 30 min (dgua estuarina) de irradiacdo foi observada, seguido por
uma taxa mais lenta de transformacgéo até 180 min (fotodegradacdo). Ressalta-se
que os graficos A2 e B2 foram extrapolados entre os tempos de 45 min (dgua de rio)
e 25 min (dgua estuarina) e os tempos iniciais, admitindo que neste intervalo de
tempo a cinética de degradagdo sera a mesma obtida depois dos mesmos. Embora
a isomerizacdo trans-cis esteja ocorrendo, a fotodegradacdo € a reacédo
predominante (maior periodo) levando-se em conta o tempo total de irradiacao

avaliado.
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Tabela 22 - Parametros da cinética de fototransformagédo da ZEN em trés tipos de aguas.

Amostra R? Kiso (Min ™) Kgeq (Min ™) t1/» (Min) t1 (SSD)
Agua ultrapura  0,965-0,977 (4,3+0,6)x10° (3,9+0,7)x10* 1777,3+412,3 7,8+1,8
Aguaderio  0,985-0,989  (3,0£0,8)x102  (5,1+1,1)x107 135,9+21,0 0,610,1
Agua 2 3
; 0,994-0,995 (8,5+2,1) x 102 (24,5%4,2) x 10 28,3+4,3 0,1+0,02
estuarina

SSD - dias ensolarados de verao
kiso — constante de velocidade de isomerizagéo; Kqeq - constante de velocidade de degradagéo

Fonte: o autor.

Figura 37 - Curvas da cinética de pseudo primeira ordem de fotoisomerizagdo/degradagdo obtidas
sob irradiagdo solar simulada em aguas naturais. (Al) fotoisomerizacédo de trans- a cis-ZEN em agua
de rio. (A2) Fotodegradagédo de trans-ZEN na agua do rio. (B1) fotoisomerizagdo de trans- a cis-ZEN
em agua estuarina. (B2) Fotodegradacédo de trans-ZEN em &agua estuarina. Barras de erros referem-
se ao desvio padrdo absoluto (n = 3)
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Fonte: o autor.

Os resultados indicaram que, apos 1 h de tempo de irradiacéo, a remocao de
ZEN foi de 30,6% (agua deionizada), 69,4% (agua de rio) e 90,8% (agua estuarina),
correspondendo aos tempos de meia-vida da fotodegradacdo de ZEN de
1777,3+412,3 min, 135,9421,0 min e 28,3%4,3 min, respectivamente. No entanto,

esses tempos sao estritamente dependentes das condigdes experimentais utilizadas
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durante as experiéncias de irradiacdo (ou seja, nivel de irradiancia e espectro da
lampada). Assim, a fim de transformar os resultados obtidos em dados com
relevancia ambiental, os tempos de meia-vida de ZEN foram convertidos em
unidades equivalentes a dias ensolarados de verdo (summer sunny days - SSD).
Levando em consideracao a energia total que atinge o solo em um dia ensolarado
de verdo sem nuvens (45 °N - latitude) é de 7,5 10° J m?, um dia ensolarado de
verdo correspondera a 3,8 h de irradiacdo (CALISTO; DOMINGUES; ESTEVES,
2011) e empregando esta conversédo € possivel determinar o tempo de meia-vida de
ZEN em condic¢des reais (Tabela 22).

A fototransformacdo mais rapida de ZEN nas duas aguas naturais examinadas
€ devida principalmente a reacfes de oxidacdo desencadeadas pelas espécies
reativas geradas por outras por meio da absorcdo de luz, tais como, substancias
humicas, metais de transi¢do, ions nitrato ou nitrito. Um estudo realizado por Qu,
Kolodziej e Cwiertny (2012) relatou que metabdlitos de ZEN (a-ZAL, B-ZAL e ZAN)
exibem reatividade em solucdes irradiadas com acidos humicos e fualvicos, e
velocidade da transformacéo da trans-ZEN para a fotolise indireta aumentou entre o
pH 7 e 9. O radical hidroxila e estado tripleto da matéria organica dissolvida sao
responsaveis pela degradacdo de a-ZAL, B-ZAL e ZAN em meio neutro, embora o
oxigénio singleto contribua em menor grau em aguas mais alcalinas.

Estudos anteriores indicaram que alguns constituintes aquaticos (por exemplo,
DOM, nitrato, bicarbonato e halogénios) podem afetar a fotolise de poluentes
organicos (ZHOU et al., 2015). No entanto, ainda nédo esta claro se a ZEN pode ser
suscetivel a esses ou outros fatores sob irradiagdo solar. Nesse sentido, na proxima
etapa, foram realizados testes para avaliar as taxas de fototransformacéo da ZEN e
a influéncia de alguns constituintes da agua estuarina (para o qual foi observada
maior taxa de transformacao da ZEN) que podem acelerar ou retardar o processo
fotolitico, de acordo com as propriedades fisico-quimicas determinadas nas aguas
naturais (Tabela 21). A Figura 38 apresenta um cromatograma tipico da amostra de
agua de rio com a presenca dos isébmeros trans-ZEN e cis-ZEN obtido apos

irradiagao solar simulada.
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Figura 38 - Cromatograma obtido na fotélise de trans-ZEN em agua de rio ap6s 20 min de irradiacao.
Picos: 1: trans-ZEN; 2: cis-ZEN. Concentracdo inicial de trans-ZEN: 100 ug L*
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5.3.3 Efeitos de alguns constituintes em aguas na fototransfomacéo de ZEN

Os constituintes organicos e inorganicos de aguas naturais sao frequentemente
utilizados em experiéncias controladas com o objetivo de determinar os mecanismos
especificos de fotdlise indireta (nas quais as espécies fotossensibilizantes estdo
envolvidas) (CHALLIS et al., 2014). A Tabela 23 mostra os resultados na avaliagéo

de diferentes constituintes aquosos presentes em aguas naturais.
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Tabela 23 - Parametros cinéticos de pseudo primeira ordem para a fototransformacéo de ZEN em
diferentes solu¢Bes aquosas

Matriz k, min t1/2, Min R?
Agua ultrapura (4,3+0,6)x10° 160,7+3,6 0,977
salin daNdii('%o) s (6,540,9)x10™ 106,7+18,1 0,983
el (39,4417 2)x10° 17,6454 0,954
T%To‘iéﬁqf)?sfﬁ;" (5,7+1,0)x10° 121,3427,5 0,969
Acidos falvicos (9 mg L™ (6,2+1,0)x10°® 110,9+24,5 0,975
XAD-4 (9 mg L™ (5,9+0,9)x107® 117,7+24,0 0,978
Acidos hamicos (9 mg L™) (5,5+0,7)x107° 126,9+20,7 0,985
ca® (9,2mg LY (5,3+0,6)x1073 129,7421,2 0,985
Mg®* (24,1 mg L™ (7,6+1,2)x10°3 91,3+17,4 0,978
Fe* (0,1 mgL™ (4,3+0,5)x107® 161,3+26,4 0,983
NO5 (0,7 mg L™ (4,6+0,5)x107° 150,8+23,5 0,985
%ﬁilgfg]éh?;‘;'it.?)] (11,3+1,7)x10° 61,393 0,087
Oxalato 6,0 (umol L™) (4,0£0,5)x10°® 172,1+25,4 0,977
Mg V[Oxalato] (4,5£0,6)x10° 154,5+33,2 0,984

100/6.0 (umol L)

Fonte: o autor.

A constante de velocidade de transformacdo da trans-ZEN variou de
(4,0+0,5)x10° min? a (39,4+17,2)x10° min? com tempos de meia-vida entre
17,615,4 min e 172,1+25,4 min (Tabela 23), correspondendo a percentagens de
fototransformacao da trans-ZEN entre 43,5 % e 83,0 %. A isomerizagcdo da trans-

ZEN a cis-ZEN também foi observada em todos os constituintes avaliados.
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A velocidade de transformacao da trans-ZEN foi muito mais elevada (k = 39,4
+17,2)x10° min?, t;, = 17,645,4 min) em agua do mar artificial por comparacdo com
outros constituintes em agua (Tabela 23), presumivelmente devido a presenca de
fotossensibilizadores naturais na agua do mar. O tempo de meia-vida € ainda mais
baixo do que o obtido com a agua estuarina (> = 28,3+4,3 min). A fotélise dos
compostos de interesse na agua do mar depende da formacdo e posterior
reatividade dos intermediarios reativos (fotélise indireta), tais como oxigénio singleto
(*0,), radical hidroxila (HO"), estados tripleto da matéria organica natural dissolvida
(DOM*) e os radicais haletos (X', X,”) (GROVER et al, 2014). Os compostos
triclosan (ARANAMI; READMAN, 2007), carbofurano (CAMPBELL et al., 2004) e a
carbamazepina (CHIRON; MINERO; VIONE, 2006) foram degradados em &aguas
marinhas com maior percentual, em comparacdo com agua de rio, nos quais,
atribuidos a formacdo de radicais haletos. Housari et al. (2010) constataram que
HO’, '0,, e croméforos no estado tripleto da matéria organica natural dissolvida
foram maiores em uma agua estuarina em comparac¢ao com agua de rio.

Além da agua do mar artificial, a adicdo de [Fe(lll)]/[Oxalato] (0,4/6,0 umol L)
em agua ultrapura resultou em um segundo maior aumento da taxa de
transformacao de ZEN (Tabela 23). Apés 180 min do tempo de irradiacdo, resultou
em 83 % de transformacdo da trans-ZEN. Em aguas superficiais sob luz solar,
reacoes fotoquimicas de complexos de oxalato e Fe (lll) podem produzir Fe (1) e
uma série de espécies reativas de oxigénio (ROS), tais como O;" ', HO;', H,O, e HO'.
A producdo resultante de radicais HO® sdo muito importantes, pois podem oxidar
varias substancias organicas e inorganicas naturais e antropogénicas (LIU et al.,
2010). Por exemplo, o anel fendlico dos estréogenos naturais € uma estrutura quimica
potencial da reacdo de radicais livres, que pode ser oxidado por ROS (ZHOU; WU,
DENG, 2004).

O efeito dos ions oxalato e Fe®" separadamente resultaram em tempos de
meia-vida semelhantes aos obtidos em &agua ultrapura, confirmando-se assim que
especificamente ha interacdo entre Fe®* e oxalato no aumento da velocidade de
transformacédo de trans-ZEN. Observa-se também que a influéncia de outro cation
na presenca de oxalato, como o Mg®* n&o resultou no mesmo efeito de
transformacdo. Neste caso e ao contrario do ferro, a transformacdo com Mg*'-

oxalato foi ainda mais lenta do que o efeito isolado de Mg?* em solugéo.
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Vale a pena notar que as taxas de transformacdo de trans-ZEN nao
apresentam diferengcas expressivas na presenca de fracbes diferentes da DOM
(acidos hamicos, acidos fulvicos e fracdo XAD-4) em comparacdo com outros
constituintes em agua (Tabela 23). Estes resultados estdo de acordo com um estudo
publicado por Qu, Kolodziej e Cwiertny (2012) em que os metabdlitos de ZEN, a pH
7,0, a degradacao do composto a-zearalanol foi observada em todas as solugdes na
presenca de 5 mg L™ de DOM, com maior velocidade de degradacéo (k = 0,214 +
0,009 h, ty, ~ 3 h) observada com é&cido hiimico extraido de solos, e para testes
com luz solar simulada.

O comportamento da fototransformacdo observado para trans-ZEN pode, em
parte, ser atribuido a minerais e compostos organicos dissolvidos em agua salina, o
qgue leva a um aumento cinético de degradacdo nesse processo. Outros constituintes
ndo tiveram influéncia na constante de velocidade em relagdo a agua ultrapura
destacando-se os fons Fe(lll), nitrato, oxalato e Mg?*-oxalato. Vale ressaltar que
apesar do efeito de degradacédo expressivo em agua salina e com a agua do mar
sintética, o teste com a solucdo com NaCl (salinidade = 23 %.) ndo apresentou o
mesmo efeito, ou seja, a salinidade nao explica isoladamente o grande aumento da
fotodegradacdo da agua doce para a agua salina. Assim como, a participacdo de

outras espécies reativas que nao foram investigadas aqui ndo pode ser descartada.

5.3.4 Influéncia do pH na fototransformacéo de ZEN

Em comparacdo com outros compostos fenodlicos, pode-se presumir que a
desprotonacao da hidroxila fendlica da ZEN favorece uma degradacdo mais rapida
do que o composto ndo ionizado (NEAMTU; FRIMMEL, 2006). Neste estudo, a
fotélise da ZEN foi realizada em solucdo tampéo fosfato (0,01 mol L) em diferentes
pH (5,5; 6,5; 7,5 e 8,5) durante 180 min de irradiacdo. N&o houve quaisquer
mudancas ou controle do pH durante o curso da irradiagdo. Apds 180 min de
irradiacdo o pH 5,5 e pH 8,5, ocorreu uma taxa de transformacéo de 55 e 72% para
a trans-ZEN, respectivamente, que demonstram um aumento consideravel na
fototransformag&o quando o meio é mais bésico. Isto € provavelmente devido ao fato
gue em meio alcalino os coeficientes de absor¢cdo molar da ZEN na forma ionizada

sao ligeiramente mais elevados do que em meio &cido (LI et al., 2015).
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Como a ZEN tem um valor pKj,; de cerca de 7,6, ela existe predominantemente
na forma nao ionizada em meio &cido, ao passo que o0 anion fenolato
correspondente existe em solucdo a pH 7,0 (em equilibrio com a forma protonada) e
predomina a pH 9,0 (GAJECKA et al., 2011). Consequentemente, tanto a forma
protonada e o ion fenolato estdo presentes em aguas naturais. Os resultados
obtidos para as experiéncias realizadas em diferentes valores de pH ambientalmente

relevantes encontram-se resumidos na Figura 39.

Figura 39 - Efeito do pH na fototransformacédo de ZEN
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Fonte: o autor.
Nota: Condicdes: tempo de irradiacdo, 180 min; 100 pg L™ de ZEN em tampéo fosfato (0,01 mol L™).

5.3.5 Determinacado do rendimento quantico da ZEN para a fotdlise direta

A eficiéncia de um processo de fototransformagcdo pode ser expressa em
termos de rendimento quantico (¢), que é a relacdo entre o numero total de
moléculas do composto transformado em uma reagdo quimica por mols totais de
fotons absorvidos (LEIFER, 1988). O rendimento quéantico serve como um parametro
de melhor avaliacdo da fotdlise direta do que a constante de velocidade e o tempo
de meia-vida. No entanto, poucos estudos tendem a medi-lo uma vez que sua
determinacao é mais complexa (CHALLIS et al., 2014).

O rendimento quantico de fotélise direta de ZEN foi determinado considerando
uma meédia geral sobre a faixa de comprimento de onda de emissédo da lampada

(290-800 nm) e respectivas intensidades de emissdo. Consequentemente, o0
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rendimento quantico médio da ZEN (@) foi calculado usando a equacéo (CALISTO;
DOMINGUES; ESTEVES, 2011):

_ Coxk
q)ave - ZIﬁX(l-lO_SAinXCO)

Eqg.: 5

onde, k é a constante de velocidade de pseudo primeira ordem (s'l), C, representa a concentracao
inicial de trans-ZEN em solucao (mol L™), I°; é a intensidade de emiss&o da lampada no comprimento
de onda Ai (einstein L s™) , € é a coeficiente de absorcdo molar de trans-ZEN a Ai (L mol* cm™) e b é

o comprimento do percurso 6tico no interior do fotorreator (cm) (diametro do fotorreator cilindrico, 1,5

cm).

O espectro de emisséo da lampada é apresentado no Apéndice B. Um rendimento
quantico médio de 9,3 x 10™ foi obtido na faixa de comprimento de onda de 290-800
nm, em agua deionizada e sob irradiacédo solar simulada. Nao ha na literatura dados
do rendimento quéntico sobre a fototransformacéo da ZEN.

5.3.6 Significancia ambiental dos resultados

Esse estudo indicou que a trans-ZEN pode degradar significativamente na zona
eufdtica de aguas superficiais. No entanto, a fototransformacédo no ambiente pode
ser mais lenta devido a fatores tais como a turbidez e cor da agua (o que iria reduzir
a intensidade de luz solar, um efeito que é parcialmente eliminado pela filtragem das
aguas em estudo) e também devido a altura da coluna de agua que também afeta
significativamente a penetracéo da luz solar.

Os tempos de meia-vida medidos em aguas naturais sugerem que a
fototransformacédo € um processo de degradacgdo potencialmente significativo para a
trans-ZEN com valores dos tempos de meia-vida em condicdes ambientais reais
(SSD) extremamente baixos, menor que 1 dia para agua de rio e estuarina.

Os dados aqui apresentados nao levam em conta a atenuacao da luz na coluna
de &gua e outros fatores especificos do local. No entanto, o efeito da fotodegradacao
de compostos de interesse deve ser considerada, especialmente em agua cristalina
superficial (onde ha menor atenuacédo da luz solar) e sob irradiacéo de luz intensa.

Sob condi¢cbes ambientais, a fotolise direta € esperada ser uma via menor para

a transformacao da trans-ZEN. Assim, a fotélise indireta devera ser a principal via de
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fototransformacdo e a persisténcia dependerd de fotossensibilizadores que estédo
presentes, tais como, a matéria organica dissolvida, sais de aguas estuarinas ou
complexos Fe (lll)/oxalato.

Em um trabalho futuro, pretende-se investigar a identificacdo dos produtos de
transformacdo da trans-ZEN, avaliar a cinética de degradacdo do cis-ZEN que é
desconhecida, uma vez que aparentou ser o principal produto de transformacéo do
trans-ZEN em condicdes ambientais. Considerar também o0s potenciais riscos

ecotoxicoldgicos dos produtos de degradacao associados a sua formacao.

5.4 Conclusdo

O presente estudo demonstrou que a fototransformacdo da ZEN em aguas
naturais (rio e estuério) por luz solar simulada é bastante rpida (com tempos de
meia-vida, que vao desde 0,1 a 0,6 min para SSD). Na agua de rio e agua estuarina,
a fotolise indireta € a principal responsavel pela fototransformacdo da ZEN com a
degradacdo maior quando comparado a agua ultrapura. Em todos os testes
avaliados nas amostras aquosas, a cis-ZEN foi o produto majoritario na
fototransformacdo da trans-ZEN e que outros produtos fluorescentes nao foram
detectados. Uma avaliagdo preliminar dos constituintes de agua ambientais, nos
quais sao 0s principais responsaveis por esta aceleracdo na fototransformacéao da
trans-ZEN em aguas fluviais e estuarinas revelaram um efeito sinérgico expressivo
entre Fe (Ill) e oxalato (proporcao 1:15). A fototransformacéo da trans-ZEN também
foi significativamente acelerada na presenca de sais de agua do mar. No entanto,
esta aceleracdo ndo pode ser explicada apenas pelo NaCl. Estudos adicionais séo
necessarios para investigar os produtos de fototransformacdo da ZEN e de outros
metabdlitos, avaliando seus efeitos nos organismos que habitam em ambientes
aguaticos contaminados. Vale ressaltar também que apesar de sua rapida
degradacdo em aguas naturais, também é relevante destacar o aporte continuado
dessa substancia tanto em areas rurais ou urbanas, o que pode gerar uma rapida

acumulacdo no ambiente, causando um desequilibrio na biota aquética.
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CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Este estudo forneceu ferramentas para a compreensdo de um tema pouco
explorado no pais, no que tange as micotoxinas estrogénicas em ambientes
aquéticos. O tema “Contaminantes Emergentes” tem chamado a atencdo de
inUmeros paises, além de ter sido apontado pela Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) como um problema real que demanda ac¢fes imediatas no conhecimento das
fontes de emissao e controle ambiental dessas substancias.

Os dados gerados permitiram conhecer o0s niveis de concentracdes das
micotoxinas estrogénicas na microbacia hidrografica no Cérrego Rico no estado de
Sao Paulo, na qual ha presenca desses compostos em niveis comparaveis aos
estudos internacionais e suscetiveis a alteracdes endocrinas na biota aquatica. Os
resultados podem servir de subsidios na elaboracdo de uma legislagdo ambiental
que contemple a presenca desses contaminantes emergentes/interferentes
endocrinos, muito embora estudos complementares ainda sejam imperativos a fim
de que se avaliem os riscos referentes a exposicdo cronica causada por eles,
principalmente ao ser humano.

Os impactos ecotoxicologicos em longo prazo, exposicdo a baixos niveis de
contaminantes naturais, tais como micotoxinas e/ou misturas de produtos quimicos,
incluindo estes compostos e a infinidade de outros contaminantes (por exemplo,
pesticidas, hormonios e farmacos) que sdo conhecidos por serem também
frequentemente presentes em rios ou corregos. No entanto, esses compostos sdo
pouco avaliados em estudos ambientais. Assim, uma melhor compreensdo da
ocorréncia espacial e temporal de contaminantes naturais € importante para avaliar
potenciais impactos cumulativos de tais compostos e de misturas e seus efeitos
sobre a biota aquética, bem como a sua presenca potencial em fontes de agua
potavel.
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DESTINACAO DOS RESIDUOS QUIMICOS GERADOS

Em virtude do desenvolvimento de métodos analiticos de acordo com o0s
principios da Quimica Verde, os residuos gerados foram bastante reduzidos e de
baixa toxicidade. Dentre esses residuos, os mesmos foram armazenados em frascos
devidamente identificados, seguindo os procedimentos preconizados nas Normas
para Gerenciamento de Residuos Quimicos do IQ-UNESP (UNIVERSIDADE
ESTADUAL PAULISTA, 2002). Os residuos serdo mantidos no laboratorio até o
volume de 20 litros (bombona de plastico), depois serdo transferidos para o
Entreposto de Residuos do IQ/UNESP, de onde serdo encaminhados para
incineracdo por empresa autorizada pela CETESB ou reaproveitados pelo préprio

Instituto.
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APENDICE A - Resultados de parametros fisico-quimicos e microbioldgicas nas coletas efetuadas em 2014 e 2015, na microbacia hidrogréafica do Cérrego

Rico, em Jaboticabal e Monte Alto

Variaveis ambientais

Periodo . i
de .. Carbono . .. Nitrogénio Solidos
Coleta  Loc@ 25 Tl T Organico  DQO peo  FOSTOro  Nitrato Nitrito ~ NI098MO  Ayioniacal dissolvidos  Potassio  Turbidez
Coli (UFC i 4 total 4 4 total . il
(meses) 100 mL? Total_1 (mgL™) (mgL™) (mg LY (mgL™) (mgL"™) (mg LY total_l totals_1 (mgL™) (uT)
(mgL"™) (mgL"™) (mgL™)

P1 850 10,0 24 5 0,098 1,0 <0,011 46,0 0,30 112 <1,109 11,1
P2 65 72,0 180 81* 1,820* 34 0,621 46,0 42* 343 <1,109 15,7

Out/2014
P3 22 16,0 40 15* 0,230* <1,0 <0,011 0,51 0,51 132 <1,109 7,3
P4 40 20,8 52 30* 0,176* 5,5 0,040 6,05 0,50 159 <1,109 10,4
P1 <1,0 9,0 23 5 0,123* 6,3 <0,011 6,51 0,21 210 6,162 13
P2 500 16 40 <5 0,420* 7,2 <0,011 10,1 2,90 184 5,217 12

Nov/2014
P3 <1,0 22 55 <5 0,120* 57 <0,011 5,91 0,20 168 6,801 12
P4 70 8 20 <5 0,181* 6,2 <0,011 6,45 0,25 198 5,209 13
P1 2300* 5 12,5 <5 0,055 0,329 0,024 0,51 0,16 48 2,482 13,9
P2 2200* 5 12,5 <5 0,707* 0,78 1,301* 2,35 0,26 83 4,091 15,5

Dez/2014
P3 3300* 6 16,6 <5 0,059 0,75 0,032 0,91 0,13 48 2,719 15,2
P4 3900* 2 4,1 <5 0,072 2,56 0,026 2,70 0,11 47 3,073 14,6
P1 600 14,0 37 15* <0,029 <1,0 0,020 0,42 0,12 94 1,593 3,6
P2 20000* 72,0 187 93,6* 1,157* 1,1 0,355 6,42 <0,05 111 3,892 6,7

Jan/2015
P3 5000* 16,0 41 21,2* <0,029 <1,0 0,036 0,32 <0,05 138 1,946 46
P4 6000* 11,0 29 12,8* <0,029 1,6 0,032 2,32 0,25 132 2,034 58
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Variaveis ambientais

Periodo
de Escherichia (CEitaeme Fosforo Nitrogénio NITOEEE solifos
Coleta  Locd ; Organico  DQO DBO Nitrato  Nitrito 9 Amoniacal dissolvidos Potassio Turbidez
Coli (UFC 1 1 total 1 1 total . 1
(meses) 100 mL? Total_l (mgL™) (mglL™) (mg L) (mgL™) (mgL™) (mg L) total_l totals_l (mgL™) (UT)
(mglL") (mgL) (mglL")

P1 95 <0,4 18,4 <5 <0,029 <1,0 0,013 0,16 <0,05 53 7,53 11,7
P2 48 <0,4 18,4 <5 <0,029 <1,0 0,118 0,48 0,06 92 11,07 18,8

Fev/2015
P3 165 <0,4 22,1 <5 <0,029 <1,0 0,029 0,16 <0,05 54 7,699 13,7
P4 1100* <0,4 11,0 <5 <0,029 3,8 0,071 4,0 0,14 54 9,994 14,7
P1 61 8 19,2 <5 <0,029 <1,0 0,068 0,42 0,15 44 3,237 9,5
P2 620 22 54 <5 0,196* <1,0 0,143 0,61 0,24 62 4,396 11,2

Mar/2015
P3 380 5 11,5 <5 <0,029 <1,0 0,069 0,65 0,36 40 3,886 56
P4 3100* 5 11,5 <5 0,037 1,3 0,100 1,96 0,34 40 3,611 37
P1 140 <0,4 <4 <5 <0,029 1,0 <0,011 1,94 0,54 50 2,165 10,4
P2 510 22 54 <5 0,237* 11,7* 0,108 14,22 1,82 90 4,569 10,0

Abril/2015
P3 1100* 19 46 <5 <0,029 2,3 0,036 2,80 0,29 50 2,286 92
P4 900 35 84,5 <5 <0,029 4,0 0,016 4,51 0,15 46 2,796 74,0
P1 410 69 185,8 <5 <0,029 0,31 0,015 0,74 0,33 88,91 2,420 8,9
P2 2000* 136 367,2 <5 <0,029 8,98 0,019 10,06 0,44 152,4 3,23 11,1

Maio/2015
P3 4300* 2 4,32 <5 <0,029 0,70 0,014 1,32 0,40 84 2,119 21,0
P4 1200* 40 108 <5 <0,029 2,31 0,011 2,46 0,09 84,06 2,276 19,3
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Variaveis ambientais

Periodo - - :
de Escherichia CEnBenD Fosforo Nitrogénio NITEEEE oo
Coleta  Loc@ ; Organico  DQO DBO Nitrato  Nitrito 9 Amoniacal dissolvidos Potassio Turbidez
Coli (UFC 1 il total i 1 total . )
(meses) 100 mLY Total_1 (mgL™) (mglL™) (mg LY (mgL™) (mgL™) (mg LY total_1 totaus_1 (mgL™) (UT)
(mglL™) (mglL™) (mgL™)
P1 1600* 16 40 <5 <0,029 1,0 0,015 1,20 0,16 47 1,79 7,7
P2 420 35 88 <5 <0,029 15 0,232 2,37 0,64 96 3,991 14,0
Jun/2015
P3 5000* 22 56 <5 <0,029 0,8 0,020 0,89 0,07 42 1,892 13,5
P4 960 21 52 <5 <0,029 34 0,047 3,45 <0,05 42 2,232 13,1
P1 200 42 86 <5 <0,029 0,74 <0,011 0,74 <0,05 65 2,196 5,3
. P2 3600* 57 93 <5 1,649* 2,03 0,374 2,40 <0,05 106 3,671 9,7
Jul/2015
P3 2700* 9 33 <5 <0,029 0,87 <0,011 0,87 <0,05 89 2,536 12,2
P4 5200* 12 29 <5 0,033 4,55 0,044 4,59 <0,05 76 2,474 9,26

* Acima do valor maximo permitido pela Resolugdo CONAMA 357/2005 — Aguas Doces de Classe 2;
UFC: Unidade Formadora de Col6nia
UT: Unidade de Turbidez.
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APENDICE B - Espectro de irradiancia da lampada Xenon 1500 W (Solarbox 1500, Co.fo.me.gra,
Italia). O espectro se refere a irradiancia total de 550 W m™ entre 290-800 nm (condices utilizadas
durante as experiéncias de irradiacéo)
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