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Resumo

Produtos de cuidado pessoal sao amplamente utilizados pela populagdao. Em sua composicao existe
uma classe de compostos denominada parabenos que é utilizada pela sua propriedade bactericida e
funcdo de conservantes, sendo que tem sido apontados com possiveis alteradores enddécrinos para a
biota aquatica. A literatura internacional relata a presenca destes compostos em agua naturais, em
diversos paises, muitas vezes em altas concentragdes. No Brasil ndo ha publicagbes nos quais os
parabenos foram determinados em matriz aquosa. Considerando-se que pouca ateng¢ao tem sido
dada a otimizacdo e validacdo de método para analise de parabenos em amostras aquosas, neste
trabalho desenvolveu-se a validacdo de método para a andlise de parabenos em 3agua de rio,
fazendo-se o uso de cartuchos de poliestireno- divinilbenzeno (PSDVB) para extracdo em fase solida
(SPE) e cromatografia gasosa (CG) acoplada a espectrometria de massas (EM), em tandem, para a
quantificacao de metil, etil, propil, i-butil, e n-butil parabenos. A recuperacao do método foi avaliada
em amostras de agua obtida no Ribeirdo das Cruzes (Araraquara-SP) fortificadas em 3 niveis de
concentragdo: 1; 0,5 e 0,1 ng L. A extragdo dos analitos (500 mL, n=3) resultou em valores de
recuperacao entre 56 — 100%, e CV menores que 11%. Foi avaliado o efeito de matriz, que indicou
ser mandatdria a utilizacdo de curvas construidas na matriz para obtencdo de dados confidveis. O
método validado foi aplicado com bom desempenho (recuperagdo do surrogate metilparabeno-d4
superior a 80% com CV <5%) as amostras de agua do Ribeirdo das Cruzes, a montante a jusante da
Estacdo de Tratamento de Esgoto (ETE) de Araraquara. No ponto a montante todos os parabenos
estiveram abaixo dos limites de detec¢do do método, no entanto para as amostras coletadas jusante
da ETE o metil e etilparabenos foram identificados, sendo possivel a quantificagdo apenas do
metilparabeno (206 ng L™). Este trabalho contribui para a literatura com um método validado para a
determinacgdo de parabenos em dgua de rio e indica, pelos dados iniciais obtidos, que ha necessidade
de um estudo apurado sobre a ocorréncia e dispersdo de parabenos em aguas naturais, aliado a
estudos de avaliagao do risco ecotoxicolégico que estas substancias possam representar.

Palavras-chave: Parabenos, dgua, efeito matriz, CG-EM/EM.



Abstract

Personal care products are widely used by the population. In its composition there is a class of
compounds called parabens which is used for its bactericidal property and function of preservatives,
and has been identified with potential endocrine disrupters on aquatic biota. The international
literature reports the presence of these natural compounds in water, in many countries, often in high
concentrations. In Brazil there are no publications in which the parabens were determined in
aqueous matrix. Considering that little attention has been paid to the optimization and validation of
method for analysis of parabens in aqueous samples in this study was developed to validate the
method for the analysis of parabens in river water, making the use of cartridges polystyrene-
divinylbenzene (PSDVB) for solid phase extraction (SPE) and gas chromatography (GC) coupled with
mass spectrometry (MS), tandem for the quantification of methyl, ethyl, propyl, i-butyl, and n-butyl
parabens. The recovery of the method was evaluated in water samples obtained in Ribeirdo das
Cruzes (Araraquara-SP) fortified at 3 levels of concentrations: 1, 0.5 and 0.1 ng L™. The extraction of
analytes (500 mL, n = 3) resulted in recovery values between 56-100% and CV less than 11%. The
effect of matrix, which indicated that it was mandatory to the use curves built into the array to
obtain reliable data. The validated method was applied with good performance (recovery of
surrogate methyl-d4 than 80% with CV <5%) to water samples from Ribeirdo das Cruzes, upstream to
downstream of Sewage Treatment Plant (WWTP) in Araraquara. At any point upstream parabens
were below the detection limits method, however to samples collected downstream of the STP only
the methyl and ethyl paraben were identified, only possible to quantify the methylparaben (206 ng L’
Y). This work contributes to the literature with a validated method for the determination of parabens
in water and displays river, achieved by initial data which is no need for a study on the determined
occurrence and spread of parabens in natural waters, coupled with evaluation studies the
ecotoxicological risk that these substances may pose.

Keywords: Parabens, water, matrix effect, GC-MS.
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1 INTRODUCAO

1.1 Saneamento Basico

Saneamento basico é a atividade que relaciona o abastecimento de agua potavel, o manejo
de 4gua pluvial, coleta e tratamento de esgoto. Este relaciona-se, também, com a limpeza urbana,
manejo do residuos sélidos, controle de pragas e qualquer tipo de agente patogénico, visando a
saude publica [CARDOSO et al., 2010].

Esgoto sanitdrio é o termo utilizado para asaguasque, apdés a utilizacdo humana,
apresentam as suas caracteristicas naturais alteradas. Conforme o uso predominante, comercial,
industrial ou doméstico, essas dguas apresentarao caracteristicas diferentes.

De acordo com a Organiza¢cdo Mundial da Saude (OMS), doencas relacionadas a sistemas de
tratamentos precarios de agua e esgoto juntamente com as deficiéncias de higiene sao responsaveis
por inUmeras mortes em todo mundo. A perpetuacdo de sistemas inadequados de esgotamento
sanitario também é causadora de 88% dos dbitos por diarreias registrados mundialmente, com maior
ocorréncia nos paises em desenvolvimento [WHO, 2011]. A expansdo urbana sem o devido
planejamento torna esse problema ainda mais complexo, quando ocorre a ocupac¢do de areas sem
infraestrutura adequada para a moradia.

Segundo as Nagdes Unidas, a populagdo mundial passara de 9 bilhGes de pessoas até 2050
(aproximadamente 50 por cento a mais em relagdo a 2000). Ademais, a maioria da atual populagdo
mundial vive em dreas urbanas. Populacdes crescentes, especialmente quando concentradas nas
cidades, tendem a gerar maiores volumes de esgoto, sobrecarregando rios e sistemas de tratamento,
0 que resulta em aguas cada vez mais poluidas. Estima-se que 42% da agua utilizada para finalidades
domésticas e municipais acabam retornando ao ciclo da dgua, volume este que corresponde a 11%
do total dos efluentes [Agéncia Nacional de Aguas (ANA), 2011].

Apesar de todos esses transtornos gerados pela falta de saneamento ambiental, cerca de 2,5
bilhGes de pessoas ndo contam com esse servico em suas residéncias, sendo que 1,6 bilhdo sdo de
paises da Africa e da Asia, conforme dados divulgados em 2010 pelo Programa das Nag¢des Unidas
Para o Meio Ambiente (PNUMA) [ANA, 2011].

No entanto, a ONU (Organizacdo das NagGes Unidas) estabeleceu como uma de suas oito
metas para os ODM (Objetivos de Desenvolvimento do Milénio) reduzir em 2/3 a mortalidade infantil
de criancas menores de cinco anos, e a metade, a populacdo sem acesso permanente e sustentavel a
agua potavel segura e esgotamento sanitario até 2015 [Objetivos do Milénio.org, 2011].

No Brasil, a Pesquisa Nacional de Saneamento Bdasico realizada em 2008 revelou que apenas
55,2% dos municipios realizam coleta de esgoto e destes, apenas 1/3 fazem o tratamento do esgoto

coletado. Estes numeros fizeram com que o Brasil ocupasse a 72 posi¢do no ranking de 2009 dos
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paises com o pior sistema de tratamento de esgoto no mundo, segundo a Organiza¢do Mundial de
Saude (OMS), ficando atras de paises como a Jamaica, por exemplo. Enquanto temos os melhores
desempenhos referentes ao abastecimento de dgua, registramos os piores indices em relagdo ao
tratamento do esgoto produzido [Docol, 2011].

No estado de S3o Paulo, as bacias hidrograficas sdo divididas em vinte e duas unidades de
gerenciamento de recursos hidricos (UGRHIs) [DAE, 2010]. A UGRHI 13, conhecida como Tieté-Jacaré
(Figura 1), esta localizada no centro do Estado de Sao Paulo (entre 49°32’-47°30’ longitude e 21°37’ -
22°51’ de latitude), engloba trés rios principais, parte do Rio Tieté (em um total de 150 km da
barragem de Barra Bonita até a barragem da Ibitinga), o Rio Jacaré-Guagu e o Rio Jacaré Pepira

[TUNDISI et al. 2008].

Figura 1 — Unidade de Gerenciamento de Recursos Hidricos numero 13 (UGRHI-13 : Tieté-Jacaré)
Fonte: Sdo Paulo, 2013 .

Os principais problemas em relacdao aos recursos hidricos, observados nesta UGRHI, estdo
relacionados com contaminantes de origem agroindustrial e doméstica, que acarretam a caréncia de
oxigénio, eutrofizacdo e toxicidade nos recursos hidricos, além da erosdo marginal. A CETESB
(Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental), que fiscaliza a qualidade das aguas do estado

de Sdo Paulo, destacou em seu ultimo Relatdrio [CETESB, 2012] que as principais fontes poluidoras
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nesta UGRHI foram cargas pontuais de origem doméstica (poluentes organicos, nutrientes e
bactérias); efluentes industriais (poluentes organicos e inorganicos, dependendo da atividade
industrial); cargas difusas de origem urbana e agricola (poluentes advindos da drenagem destas
areas: fertilizantes, defensivos agricolas e materiais em suspensdo). A analise de todos os poluentes
gue possam estar presentes nas aguas superficiais é inexequivel. Portanto, a CETESB faz uso de,
aproximadamente, 50 varidveis na analise de qualidade de agua (fisicas, quimicas, hidrobioldgicas,
microbioldgicas e ecotoxicoldgicas). Na Tabela 1, sdo apresentadas as varidveis consideradas mais

representativas.

Tabela 1 - Aspectos considerados relevantes e analisados pela CETESB. (Adaptado CETESB 2012).

Aspectos
Temperatura da agua
Transparéncia
Fisicos Turbidez
Condutividade
Série de Sélidos
Carbono Organico Total
Fésforo Total
Nutrientes Nitrogénio
Nitrito
Nitrato
Nitrogénio Amoniacal Total
Cromo Total
Estanho
Metais Mercurio
Niguel
Quimicos Zinco
Hidrocarbonetos Policiclicos
Aromaticos (HPAs)
PCBs
Organicos Solventes Aromaticos
Fendis Totais
Surfactantes
pH
Outros Salinidade
Sulfeto
Oleos e Graxas
Microbioldgicos Enterococos e Coliformes Termotolerantes
Hidrobioldgicos Clorofila A e Feofitina A
Ecotoxicoldgico Toxicidade (Microtox)
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A lista de substancias apresentadas na Tabela 1 ndo é exaustiva. Um nimero cada vez maior
de contaminantes tem sido detectado em daguas, por dois motivos: novos componentes quimicos
estdo sendo langados para uso na agricultura, nas industrias e nos domicilios, que podem entrar e
persistir no meio ambiente; e novas técnicas de ensaio fazendo com que os contaminantes
sejam detectados em concentragdes cada vez menores [Agéncia Nacional de Aguas (ANA),
2011]. Existem compostos encontrados em concentra¢bes menores que a grandeza de micrograma
por litro, também denominados micropoluentes, que incluem farmacos, produtos de cuidado pessoal

(PCP), e outros [LEAL et al., 2011].

1.2 Produtos de Cuidado Pessoal (PCP)

Os PCP incluem sabdes, locGes, creme dental, fragrancias, filtros solares, dentre outros. Sdo
amplamente utilizados pela populagdo e, consequentemente, grandes quantidade destes atingem o
meio ambiente através do seu uso regular. Estudos recentes indicam que alguns constituintes dos
PCP possuem potencial bioacumulativo, bioativo, estrogénico e mutagénico [BRAUSCH et al., 2011],
sendo o Ultimo ainda ndo bem definido pela comunidade cientifica, uma vez que determinados
autores ndo atribuem este carater a estas substancias [CALAFAT et al., 2010]. Entretanto, a inser¢do
de compostos com potencial bioacumulativo, bioativo e estrogénico no ambiente, ja sdo justificativas
suficientemente relevantes para que os constituintes dos PCP sejam estudados, no intuito de
subsidiar politicas publicas para gerenciamento de recursos hidricos que propiciem melhor qualidade

ambiental e, portanto melhor qualidade de vida a populagdo.

Dentre os constituintes dos PCP, destacam-se os parabenos, que sdo utilizados em cerca de
22.000 cosméticos por apresentarem propriedades antimicrobiana e bactericida [ANDERSEN et al.,
2008]. Estes também podem ser adicionados aos alimentos, agindo como conservantes. O largo
espectro de utilizacdo dos parabenos contribui para que estes compostos tenham distribuicao ubiqua

no meio ambiente [SHANMUGAM et al., 2010].
1.3 Parabenos

Os parabenos constituem um grupo de substancias quimicas formado por para-hidroéxi-
ésteres do acido benzdico, com substituintes alquilicos, que variam de metil a butil, ou grupo benzil
[PHILIP et al., 2012]. Estes sdo utilizados como conservantes e antimicrobianos, individualmente ou

em mistura. Sdo facilmente biodegradaveis sob condi¢Ges aerdbias, entretanto, devido seu elevado
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consumo e a introdugdo continua no meio ambiente, pode ser levado a situacdo de ‘pseudo-

persistente’ [JONKERS et al., 2010].

Neste trabalho serdo estudados os parabenos mais encontrados em matrizes aquosas, sdo
eles: metilparabeno (MeP), etilparabeno (EtP), propilparabeno (PrP), n-butilparabeno (n-BuP) e iso-
butilparabeno (i-BuP). A Tabela 2 apresenta as estruturas moleculares destas substancias e sumariza

algumas de suas caracteristicas fisico quimicas.

Tabela 2 - Propriedades fisico quimicas dos parabenos estudados.

MetilParabeno EtilParabeno PropilParabeno i-ButilParabeno n-ButilParabeno

R
Estrutura N 2 77 | TN
= ) N PN (
C ] o | £ |
molecular S . J s [ g
S N -y 7
OH OH OH | OH
OH
CAS 99-76-3 120-47-8 94-13-3 4247-02-3 94-26-8
Massa Molar
152,15 166,18 180,20 194,23 194,23
(g/mol)
Log Dow 1,86 2,37 2,88 3,23 3,38
pKy 8,31 8,31 8,23 8,17 8,17
Solubilidade (mg
N 5600 2500 1200 540 600

L)

CAS- Chemical Abstracts Service; pKa:constante de acidez; D,,: parti¢do octanol:agua.

Os parabenos tem sido estudados em diversas matrizes ambientais, a Tabela 3 sumariza
alguns estudos destacados neste trabalho.
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Tabela 3 - Estudos selecionados da literatura, enfocando a determinacgdo de parabenos em matrizes
ambientais.

Faixa de concentragdo

Referéncia Matriz encontrada (ng L'l)
Benjitis et al. 2004 Agua de rio e esgoto industrial [MeP]=2,1-85,1
(Bélgica) [EtP]=nd-53,8
[PrP]=3,1-78,4
Canosa et al. 2006 Esgoto Hospitalar [MeP]=0,43-2,4
Afluente e Efluente de ETE [EtP]= 0,052-0,21
(Espanha) [PrP]=0,064-0,98
[BuP]=0,019-0,096
Peng et al. 2008 Agua de rio (China) [MeP]= ND*- 1062
[BuP]=ND- 2142
Jonkers et al. 2009 Agua de rio (Suica) [MeP]=65-9880

[EtP]= 2,2-719
[PrP]=43-1540
[BuP]=9,7-864
Ramaswamy et al. 2010 Agua de rio (india) [parabenos] (o= 124
[MeP]=3,43-22,8
[EtP]=2,47-147
[PrP]=38,6-57
Jonkers et al. 2010 Agua de Rio (Portugal) [MeP]=2,1-62
[EtP]=0,3-15
[PrP]=0,5-64
[BuP]=0,2-42
[BeP]=0,2-0,3
Marifio et al. 2011 Efluente e Afluente de ETE [MeP]=290-10000
(Espanha) [EtP]=250-1600
[PrP]=520-2800
[BuP]=39-270

*ND- Nao detectado

Diversos estudos relataram sobre a capacidade de alteracdo enddcrina dos parabenos.
Canosa et al. (2006) mostram que os parabenos possuem estrogenicidade menor que o efeito do B-
estradiol. Peng et al. (2008) discutiram sobre as disfungdes sexuais, feminizacdo de peixes,
impoténcia e diminuicdo da fecundidade, resultantes dos efeitos dos parabenos nos organismos. Foi
relatado, também, que o propilparabeno pode estar associado com o mecanismo chave de falha
mitocondrial, inibindo o transporte mitocondrial do ATP celular através de alteracbes da

fosforilizagcdo oxidativa [SONI et al., 2002].

1.4 Estratégia analitica para determinagao de parabenos em matrizes ambientais

a) Extragdo de parabenos em matrizes aquosas

Na literatura, existem diversas estratégias analiticas para determina¢do de parabenos em

matrizes aquosas. Na Tabela 4 estdao sumarizados alguns destes trabalhos.
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Como pode ser observado na Tabela 2, os estudos descrevem varios métodos para andlise de
parabenos em matriz aquosa com a utilizacdo de extracdo em fase sélida para o tratamento das
amostras. Os cartuchos mais utilizados sdao Oasis-HLB (N-vinilpirrolidona e divinilbenzeno) e C-18,
ambos de fase reversa. O primeiro é constituido de matriz polimérica de poli (divinilbenzeno-co-N-
vinilpirrolidona) (Oasis-HLB, Waters), um dos mais utilizados para extrair simultaneamente residuos
polares e apolares de matrizes aquosas, ja que se trata de um adsorvente de balanc¢o hidrofilico-
lipofilico permitindo assim o desenvolvimento de métodos multirresiduos trabalhando com o pH

neutro [BECKER, 2012].

Outra fase sodlida amplamente utilizada para reter compostos fendlicos é o Strata-X
(Phenomenex), constituido, também, de resina polimérica (estireno-divinilbenzeno) que retém tais
compostos por interagdes hidrofdbicas do tipo n-it, pontes de hidrogénio e dipolo-dipolo. Trabalhos
da literatura mostram que esta fase sélida apresenta resultados de recuperacdo compardveis ao

Oasis- HLB, com a vantagem de possuir menor custo e maior area superficial [SIQUEIRA, 2012].

Utilizando Oasis- HLB, RODIL et al. (2010) obtiveram recupera¢des de 80 a 111% para
antioxidantes fendlicos e seus metabdlitos, cuja a polaridade é semelhante aos parabenos. MARINO
et al. 2011 alcancaram limites de detecgdo de 1,3 — 4,0 ng L' e 99-125% de recuperagdo para os

parabenos analisados, empregando o mesmo cartucho.

Além dos métodos convencionais de SPE, estudos com microextragdo em fase sélida (SPME)
[CANOSA et al., 2006] e stir-bar sorptive extraction (SBSE) vém ganhando cada vez mais espaco na

literatura [FERREIRA et al., 2011].

Outro parametro importante a ser estudado na andlise dos parabenos é o efeito matriz. YU
et al. (2012) relatam a supressdo do sinal causada por este efeito no estudo de diversos
componentes de PCP realizados em matriz aquosa analisados por LC-EM, apontam que esta
diminuig3o do sinal é ainda mais acentuada em concentra¢des mais altas em torno de 1000 ng mL™.
Estes autores discutem também a dificuldade de estimar cada componente que causa este efeito e
atribuem que a grande quantidade de matéria organica dissolvida no afluente e efluente de estacbes

de tratamento de esgoto sanitario pode ser um dos motivos.

CHEN et al. (2012) analisaram biocidas em matrizes ambientais, como afluente e efluente de
estacbes de tratamento de esgoto sanitdrio e lodo de esgoto, e avaliaram o efeito matriz

comparando a resposta obtida de solu¢des preparadas em solvente com solugBes preparadas no
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extrato das matrizes estudadas. Concluiram que had efeito matriz para o metil, etil, propil e

butilparabeno.

b) Reacgdo de Sililagdo

Devido aos efeitos supracitados, a presenga de parabenos vem sendo cada vez mais estudada
em diversas matrizes ambientais. A maioria dos estudos encontrados na literatura analisam os
parabenos via cromatografia gasosa (CG), acoplada a espectrometria de massas (EM). As forcas
intermoleculares para esses compostos, devido a forte interacdo dos grupos hidroxila, resultam em
altas temperaturas de ebulicdo, dificultando sua analise por CG. Para suprimir essa dificuldade,
realiza-se uma derivacdao com um reagente seletivo que, geralmente, substitui os grupos polares por

reacao de sililagdo, alquilacdo, ou acilacdo [Pietrogrande et al., 2007].

Na reacdo de sililacdo, o hidrogénio acido dos alcodis, tidis, aminas, amidas ou cetonas
enolizadas é substituido por um grupo trimetilsilil (Figura 2). A rea¢do ocorre através de um ataque
nucleofilico Sy2, onde é formado um produto volatil e termicamente estdvel para realizagcdo das
analises [BECKER, 2012]. Tal técnica é amplamente utilizada quando o intuito é a melhorar a
performance da andlise por CG de substancias pouco volateis ou termicamente instaveis, pois ndo é

necessaria uma préxima etapa de purificagdo e os derivados podem ser injetados diretamente no CG.

Figura 2 - Reacdo geral de sililagdo. Onde R-OH é o composto a ser sililado e =X é um grupo que varia
de acordo com o agente de sililagdo.

CHy H4iC EH.a CH,
R—0 A H
HyC—&i— X ————— R—0O—3Si—X ——% R—0O—S8—CH; + H—HX
CHy H CHy CH

Contudo, muitas varidveis estdo envolvidas na otimizacdo da derivagdo: o agente derivante, o
solvente de derivacdo, a temperatura de reacdo e seu tempo de duracdo [Pietrogrande et al, 2007]

gerando assim, varios estudos para o mesmo fim.

SCHUMER et al. (2009), apontam o N,O-Bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA) e o N-Metil-
N-(trimetilsil) trifluoroacetanamida (MSTFA) como os principais reagentes utilizados para a sililagcdo
de compostos fendlicos. Estes autores concluem que para compostos fendlicos menores, com até
dois anéis, a derivacdo é mais efetiva utilizando-se o MSTFA. Baseando-se nesta informacgao,

SHANMUNGAN et al. (2010), utilizaram o MSTFA para realizar a sililagdo de parabenos, otimizando o
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processo de derivacdo pelo estudo de outras varidveis, tais como a temperatura do banho, volume

de derivante utilizado e tempo de reagao.

RICE et al. (2007) otimizaram a derivacdo alterando os solventes utilizados, apontando a
piridina como melhor solvente, ja que o acetato de etila, para os compostos estudados, apresentou

baixo rendimento reacional, e com o diclorometano nao houve linearidade na curva de calibracao.

A Tabela 5 sumariza diferentes condicGes para a realizagdo da reacdo de sililagcdo.

Tabela 5 - Diferentes procedimentos para a reagdo de sililagdo de compostos fendlicos.

Referéncia Matriz Analitos Método de Derivagdo
RICE et al. Aquosa Triclosan, 17-B- Solvente do extrato: Piridina
(2007) estradiol, Ibuprofeno, Derivante: BSTFA
entre outros Temperatura do banho: 70°C

Tempo de reagdo: 20 min
Volume: 2:1 (v/v; piridina: BSTFA)

ALVAREZ et al. Aquosa Farmacos com carater  Solvente do estrato: Acetato de etila
(2009) acido, carmazepinas, e Derivante: MSTFA
alteradores enddcrinos  Temperatura do banho: 60°C
em potencial. Tempo de reagdo: 30 min
Volume: 1:2 (2550uL acetato de etila;
50uL MSTFA)
RODIL et al. Aquosa Antioxidantes fendlicos  Solvente do extrato: Acetato de Etila
(2010) sintéticos e seus Derivante: MSTFA
metabdlitos Temperatura do banho: 80°C

Tempo de rea¢do: 90 min
Volume: 1:1 (v/v; 50ulLacetato de etila:

50pL MSTFA)
SHANMUNGAN Células de Parabenos Solvente do extrato: Acetato de Etila
et al. (2010) Cancer Derivante: MSTFA
Mamdrio / Temperatura do banho: 70°C
Aquosa Tempo de reagdo 30 min
Volume: 50uL acetato de etila; 20pL
MSTFA

Na literatura, existem muitos trabalhos nos quais é utilizada a sililagdo para analise de
compostos fendlicos (micropoluentes) em matrizes aquosas. Todos eles utilizam como método de

derivagdo um dos que aparecem na Tabela 1 (RASMAWANY et al.,2011; PENG et al., 2008).
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c) Analise por GC/EM

Para a analise de parabenos via cromatografia o detector mais utilizado é o de
espectrometria de massas (EM) [(RAMASWAMY et al., 2011; RODIL et al., 2010; PENG et al., 2008].
PRICHODKO et al. (2009) analisam parabenos via cromatografia gasosa acoplada ao detector de
ionizagdo em chama (FID). No entanto a faixa de concentracio estudada estd na ordem de pg mL?,

maiores que as concentracdes encontradas quando utiliza-se EM é de ng mL™.

Além desta vantagem, quando emprega-se a EM tem-se a oportunidade de utilizar uma
ferramenta que alguns sistemas sofisticados de CG-EM possuem que é a analise no modo tandem
(MS/MS) [CRISTALE et al., 2008]. Nesta técnica as moléculas de interesse sdo submetidas a sucessivas
guebras. Um ion especifico é selecionado (isolado), refragmentado e posteriormente é realizada uma

varredura dos ions gerados [HOCART, p. 346, (2010)].

Quando utiliza-se 0 MS/MS sdo obtidos menores limites de detec¢do [HOCART, (2010)], além
de minimizar os efeitos de possiveis interferentes, ja que uma vez otimizada a andlise via MS/MS
para cada pico obtido no cromatograma existe um respectivo espectro de massas caracteristico da
substancia estudada, confirmando a identidade do composto, minimizando também a ocorréncia de

“falsos positivos” [OLIVEIRA et al., 2005].
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2 Objetivos

Considerando que do ponto de vista ambiental os parabenos sdo de grande interesse tanto pela
sua presenca em diversos produtos industrializados de uso intensivo no Brasil (alimentos e produtos
de cuidado pessoal), quanto pelo fato de os tratamentos convencionais (primario e secundario) de
esgoto sanitario ndo apresentarem eficiéncia adequada na sua eliminacdo. E ainda, que, ha
necessidade do uso de métodos otimizados e validados para garantir a confiabilidade de estudos
ambientais. Este trabalho tem como objetivo geral contribuir para a geracdao de dados sobre a
ocorréncia e dispersdao de parabenos em recursos hidricos no Brasil, estabelecendo um método
otimizado e validado para determinagdo de parabenos em agua superficial, sendo destacados como

objetivos especificos:

e Otimizar o processo de sililagdo de parabenos

e Otimizar o método de andlise de parabenos sililados por GC-MS/MS

e Validar o método otimizado, incluindo extracdo SPE, sililacio e andlise por GC-
MS/MS para determinacdo de parabenos em agua de rio

e Aplicar o método otimizado e validado a amostras provenientes do Ribeirdo das

Cruzes (Araraquara, SP)
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3 PARTE EXPERIMENTAL — MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais

3.1.1. Reagentes, solventes e padroes.

¢ Os padrdes dos parabenos: metilparabeno, metilparabeno-d,, etilparabeno, propilparabeno,
n-butilparabeno e i-butilparabeno foram obtidos através da Dr. Ehrenstorfer (Ausburg, Alemanha),
com 99,5% de pureza, exceto o n-BuP, com 99%;

¢ Acetonitrila (grau HPLC, J T Baker);

e Acetato de etila (grau HPLC, Panreac);

e Acetona (grau HPLC, J T Baker);

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

e Metanol (grau HPLC, J T Baker);

e Extran Alcalino (Merck).

3.1.2. Gas utilizado para pré- concentra¢ao das amostras

e Nitrogénio gasoso (N,), pureza: 99,99%, White Martins.

3.1.3. Coluna Cromatografica
e ZB-5 MSi, Phenomenex(30 m x 0,25 mm didmetro interno x 0,25um espessura do filme de

5%fenil, 95% metilpolissiloxano).

3.1.4. Extra¢dao em Fase Sdlida

e Cartucho Strata-X, Phenomenex®, de PSDVB (poliestireno- divinilbenzeno), de 200mg de
adsorvente e 6mL de reservatorio.

e Fita de medi¢ao de pH;

e Manifold Waters;

e GC 3800 MS Saturn 2000 com autosampler 8200 VARIAN.

3.2. Métodos

3.2.1. Limpeza da vidraria

Os materiais utilizados foram imersos em solugdo de Extran 5% (MA-01-alcalino, Merck) e
ultrassonificado por uma hora, foram enxaguados exaustivamente com 3agua corrente, agua

destilada, agua deionizada e acetona. A secagem da vidraria ndo volumétrica e de outros materiais
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foi realizada em estufa a temperatura de aproximadamente 902C, sendo o material volumétrico seco

a temperatura ambiente envolto em papel aluminio.

3.2.2.  Preparacgao das solugdes padrao

Foram preparadas solugdes individuais em acetato de etila para os compostos: metilparabeno,
metilparabeno-d,, etilparabeno, propilparabeno, n-butilparabeno e i-butilparabeno. Posteriormente
fez-se uma solugdo mista, também em acetato de etila, considerando as concentracdes encontradas
na literatura para os cinco analitos. As concentrag¢bes das solu¢des estoque estdo apresentadas na

Tabela 6.

Tabela 6 - Concentragdo de cada parabeno nas solugdes individuais (estoque) em acetato de etila.

Padrio Concentragao (ug

mLY)
metilparabeno 195
metilparabeno- 200
ds
etilparabeno 222
propilparabeno 100
i-butilparabeno 92
n-butilparabeno 88

A partir dessas solugdes foram preparadas solu¢des de trabalho, individuais e mistas.

3.2.3. Condi¢oes Cromatograficas

3.2.3.1. Para os parabenos derivados

Utilizando-se as solucBes padrdo individuais, 1 pg mL™ de cada analito, primeiramente foram
realizados testes de derivacdo dos compostos individuais conforme a literatura. Shanmungam et al.
(2010) otimizaram a derivacdo dos parabenos utilizando acetato de etila como solvente, e variando o
volume do agente de derivagdo MSTFA (10; 20; 30; 40; 50 uL), o tempo de reacdo (15; 30; 45; 60; 75;
90 min) a 70°C em banho maria. Os autores concluiram que as melhores condi¢des incluiam: 20 uL de
MTSFA e 30 minutos para derivagao destes compostos. Na fase inicial deste trabalho optou-se por
utilizar as condic¢Oes de derivacdo otimizadas no artigo citado anteriormente, sendo que a andlise dos
derivados foi efetuada pelas condi¢Oes apresentadas na Tabela 7 e que também estdo incluidas no

artigo de Shanmungam et al. (2010).



Tabela 7 - Condi¢Ges cromatograficas inicialmente utilizadas para a analise dos parabenos apds a

derivagao.

Condicdo

Coluna

Volume de Injegdo
Modo de Inje¢dao

Temperatura do injetor
Temperatura da interface
Temperatura do Detector

Programacao do aquecimento da
coluna

Gases
Modo de aquisi¢cao dos dados

ZB-5, Phenomenex(30 m x 0,25 mm
diametro interno x 0,25um espessura do
filme de 5%fenil, 95% metilpolissiloxano)

luL
t=0 split(1:20)
t=0.01 splitless
t=1.5 split(1:5)
280°C
300°C
220°C
70°C (1min) (15°Cmin™) - 180°C
(10°Cmin™) & 220°C (20°Cmin™!) > 280°C
(10min)
Vazdo do gas de arraste (He): 1 mL/min™".
Scan (m/z 40-450)
Seguido da extragdo de ions conforme a
Tabela 12.

3.2.3.2. Para os parabenos nao derivados
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Também avaliou-se o desempenho do sistema CG-EM na analise dos parabenos sem a

etapa de derivacdo, empregando-se para isso solucdes padrio de 5 pg mL'. As condi¢des

cromatograficas para a analise dos parabenos ndo derivados estdo apresentadas na Tabela 8.

Tabela 8 - Condigdes cromatograficas inicialmente utilizadas para a andlise dos parabenos nao

derivados.

Condigao

Coluna

Volume de Injecao
Modo de Injegao

Temperatura do injetor
Temperatura da interface
Temperatura do Detector

Programacao do aquecimento da
coluna
Gases
Modo de aquisicao dos dados

ZB-5, Phenomenex(30 m x 0,25 mm
diametro interno x 0,25um espessura do
filme de 5%fenil, 95% metilpolissiloxano)

1ul
t=0 split(1:20)
t=0.01 splitless
t=1.5 split(1:5)
280°C
300°C
220°C
60°C (1min) (10°Cmin™) > 220°C

Vaz3o do gas de arraste (He): 1 mL/min™".
Scan (m/z 40-450)
Seguido da extragdo de ions conforme a
Tabelal3.
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3.2.4. Otimiza¢ao da analise em MS-MS

Uma ferramenta que o sitema GC-MS utilizado oferece é a andlise no modo MS/MS. Nessa
técnica, as moléculas de interesse sofrem fragmentacao duas vezes. Primeiramente as moléculas sdo
fragmentadas a 70 eV e entdo o sistema é capaz de isolar e refragmentar um fragmento selecionado
(ion pai). Para escolha do ion pai deve ser realizada uma analise no modo GC-MS (SCAN), e a partir do
espectro de massas da molécula de interesse, selecionado o ion de maior intensidade e seletividade

para ser refragmentado.

Para que a refragmentacdo resulte em melhor detectabilidade e seletividade, é necessario
gue a energia de ionizacdo seja otimizada. O sistema Varian Saturno 2000, utilizado neste trabalho,
dispGe de um recurso denominado AMD (Desenvolvimento de método automatico), que efetua
automaticamente uma varredura da energia de ionizacdo no intervalo de 0,10 a 1,00 V, fornecendo
10 cromatogramas (um para cada nivel de energia na segunda fragmentac¢do), para cada pico

selecionado na primeira fragmentagao.

3.2.5. Otimizagao da Derivacao

3.2.5.1. Planejamento Experimental

Para otimizar a reacdo de sililacdo utilizou-se o Planejamento Fatorial completo 2°,
totalizando 32 ensaios, sendo as variaveis mostradas na Tabela 9. Para se avaliar a influéncia de
fatores associados as analises instrumentais faz-se uso de técnicas de planejamento experimental
fatorial aliado a metodologias de superficie de resposta que determinam quais varidveis sao mais
influentes nos resultados, e reduzem o nimero de ensaios sem prejuizo da qualidade da informagao

separando e demonstrando seus respectivos efeitos [BARROS et al., 2009].

Como ja citado anteriormente, as principais varidveis responsdveis pelo processo de
derivagdo sao: o agente derivante, o solvente de derivagdo, a temperatura de reagdo e seu tempo de
duragdao; com isso estes foram os fatores estudados no referido planejamento. Estes foram
analisados em diferentes niveis, minimo e maximo, com o intuito de chegar ao melhor valor de cada

parametro.



Tabela 9 - Variaveis utilizadas no Planejamento Fatorial.
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Variavel Madximo Mimimo
Tempo de reacao 70min 30min
Volume de solugdo padrao 1000puL 250 pL
Volume de agente de derivagdo 100 pL 20 uL
Temperatura do banho 70°C 30°C
Interrupgao da reagao Sim Nao
Tabela 10 - Ensaios do Planejamento Experimental.

Ensaio Analito(uL) Derivante(pL) Tempo(min) Temperatura (°C) Reagdo
1 250 20 30 30 sim
2 1000 20 30 30 sim
3 250 100 30 30 sim
4 1000 100 30 30 sim
5 250 20 75 30 sim
6 1000 20 75 30 sim
7 250 100 75 30 sim
8 1000 100 75 30 sim
9 250 20 30 70 sim
10 1000 20 30 70 sim
11 250 100 30 70 sim
12 1000 100 30 70 sim
13 250 20 75 70 sim
14 1000 20 75 70 sim
15 250 100 75 70 sim
16 1000 100 75 70 sim
17 250 20 30 30 nao
18 1000 20 30 30 nao
19 250 100 30 30 nao
20 1000 100 30 30 nao
21 250 20 75 30 nao
22 1000 20 75 30 nao
23 250 100 75 30 nao
24 1000 100 75 30 nao
25 250 20 30 70 nao
26 1000 20 30 70 nao
27 250 100 30 70 nao
28 1000 100 30 70 nao
29 250 20 75 70 nao
30 1000 20 75 70 nao
31 250 100 75 70 nao
32 1000 100 75 70 nao

As analises foram efetuadas em triplicata e a aquisicdo dos dados foi feita no modo SCAN

(40-450m/z), sendo posteriormente utilizado o modo ion extraido para identificacdo dos picos.
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Utilizando-se as areas obtidas nos cromatogramas no modo ion extraido, calculou-se a média das
triplicatas para cada analito. Além disso, para analisar os efeitos em comum para todos os
parabenos, fez-se uma média geral dos cinco (Zareas/5), fazendo com que cada anélise possuisse
apenas uma resposta.

Os resultados obtidos (médias das areas) foram tratados utilizando-se o software Statistica

7.0, sendo possivel evidenciar as melhores condi¢des de anilise.
3.2.6. Faixa de trabalho, linearidade e curva de calibragao

Partindo-se da solugdo estoque, foram preparadas dez solu¢des de trabalho na faixa de
trabalho de 10 a 600 ng mL™, que foi escolhida de acordo com as concentrag¢des dos parabenos
encontradas na literatura. Em seguida todas foram derivadas conforme as condicBes previamente
otimizadas e analisadas em triplicata segundo as condi¢cdes constantes da Tabela9. Com as areas
obtidas dos cromatogramas no modo ion extraido, foram construidos os graficos de linearidade

utilizando-se o teste de Huber (Valente et al., 2009).

O teste de Huber rejeita os pontos anémalos, estabelecendo um valor central (calculando-se
a mediana dos valores de areas/concentracdo (A/C) para cada composto em cada nivel de
concentra¢do — mediana 1), e o intervalo de confianca que define quais os dados aceitaveis. Para o
calculo deste intervalo é necessario realizar o médulo da diferenga da mediana acima calculada pela

A/C. E em seguida a mediana destes valores (mediana 2). Por fim, o intervalo serd igual:
Intervalo de confianca = medianal + K * mediana2

Onde K pode variar ente 2 e 8, sendo o 2 o fator mais restritivo. Neste trabalho, a constante
utilizada foi k=5. Apds a construcdo do grafico de linearidade, os valores fora deste intervalo de
confianga foram descartados, pois ndo faziam parte da linearidade. Com os dados deste grafico
foram construidas as curvas de calibracdo para cada analito, plotando a drea média dos picos

(injecGes em triplicata) pela concentragdo de cada parabeno estudado.

A partir das curvas de calibracdo de cada parabeno, a etapa seguinte foi a realizagdo do teste
F para verificar qual o melhor ajuste dos dados obtidos. Ou seja, verificar se realmente os dados
obedecem ao ajuste linear, ou o ajuste quadratico. Para o calculo do valor F é necessario que se faca
o calculo dos desvios padrdes obtidos em cada ajuste. O desvio padrdo obtido em cada caso pode ser
calculados conforme a equagdo (1) e (2), em que Syl é o desvio padrao calculado para o ajuste

linear, e Sy2 é o desvio padrao para o ajuste quadratico.
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Onde yi = area obtida experimentalmente; yi = area predita pela curva e X(yi — §i)
é a soma quadratica dos residuos. A partir destes desvios, estima-se a diferenga entre as somas
quadraticas dos dois ajustes (DS’) segundo a equacdo (3), em que N é o nimero de padrdes de
calibragdo utilizados na construgdo da curva, entdo estima-se a significancia desta diferenca em
relagdo a Sy2?com o auxilio do teste F. Na equacgdo (4) F é o ponto de distribuicdo F no nivel de

confianga escolhido (95%), com f1 = 1e f2 = N — 3 graus de liberdade. Isso significa que se a razdo

AS? . . . . :

Sy22 < F; n—3, realmente o ajuste linear proposto anteriormente, é o mais adequado. Mas, se
AS? . . - . I

oz > F; ,_3, considera-se o0 ajuste quadratico mais adequado [Ribeiro et al., (2008)].

(3) ASZ = (N — 2)Sy1%2 — (N — 3)Sy22

AS?
(4) Sy22 S Fipo3

3.2.7. Limites de deteccdo e quantificagdo instrumentais

Os limites de deteccdo (LD) e de quantificagdo (LQ) instrumentais foram calculados com base
nos parametros da curva analitica de acordo com a proposta de Ribeiro et al., (2008) apresentados
nas Figuras 3 e 4. Sendo o LQ definido como o menor valor de concentragdo que pode ser medida e

informada com 95% de confianga.

O sinal analitico calculado pela regressdao da curva e o sinal experimental apresentam um
erro padrao, e este valor multiplicado pelo valor apropriado de t da distribuicdo de Student permite

calcular o intervalo de confianga da curva analitica.
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Figura 3 - Curva de calibragdo com os parametros utilizados para o calculo de LD. Fonte: Ribeiro et al, (2008).

Como pode-se observar no grafico, o intercepto do limite superior do intervalo de confianga
é conhecido por vy critico (y.) e a sua projecdo no limite inferior é uma estimativa da concentracgdo
minima que pode ser medida com um grau de confianca de 95%. Os célculos para y.e LD estdo

descritos nas equacdes (5) e (6).

(xmédio)z

?zl(xi - xmédio)z

1
(5) yo=ap+Sy.t. (N)+1+

(YC - ymédio)z
?:1(951' — Xmédio)?

2

Sy.t 1
6) LD = 2. (—)+1+
a a,?.

1 N

Ja para o célculo do LQ utiliza-se x. é o valor da concentragdo (x) no ponto em que o valor de
3, intercepta a reta de regressao, e y,, é o valor de y para a projecdao de x. no limite de controle

superior.
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Figura 4 - Curva de calibragdo com os parametros utilizados para o calculo de LQ. Fonte: Ribeiro et al, (2008).

As estimativas de x, y. e LD podem ser feitas através das equacgbes (7), (8) e (9)

respectivamente.

(Xe — Xmédio)?

?:1(xi — Xmedio)’

1
(7) yo= ap+2.5y.t. (N)+1+

(8) x, = (53;' t) _ (l) T4+ (Xmedio)’

1 N (X = Xmeaio)?

) LQ = (yhc; “°>+ (Sy- t) _ (1)+ Ly On = Ymeaio)?

2 n 2
1 a, N a?. 221 (X — Xmeaio)

3.2.8. Preparo da Amostra

A pré-concentracdo de parabenos em matriz aquosa tem sido realizada através de extragao
em fase solida e em sua maioria utilizam cartuchos Oasis-HLB (Waters). Tendo em vista seu alto custo
e que na literatura sdo encontrados trabalhos que utilizam Strata-X (Phenomenex) na andlise de
compostos fendlicos, neste trabalho optou-se por trabalhar com cartuchos Strata-X (200mg de fase
solida com 6mL de reservatério), utilizado com sucesso neste grupo para andlise de alquilfendis
(nonil e octilfenol e seus derivados mono e di-etoxilados), estrogenos (estradiol, estriol, estrona,
etinilestradiol) e fitoestrdgenos (daidzeina e genisteina) em aguas naturais. Na Figura 5 estdo
apresentadas as estruturas dos mondmeros que integram as fases estacionarias dos cartucho SPE

citados.
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Figura 5 - Estruturas (a) Oasis-HLB e (b) Strata-X

Ap0ds a escolha da fase estaciondria para SPE adaptou-se a metodologia de Ramaswamy et al,
2011 conforme o fluxograma 1 apresentado, onde as etapas com asterisco foram modificadas e

estdo detalhadas na Tabela 11.

Fluxograma 1 - Método de extragdo proposto por Ramaswamy et al., (2011). As etapas com asterisco

foram modificadas neste trabalho, como consta da Tabela 11.

Condicionamento

-6mL Acetato de etila
-6mL Metanol

-6mL de agua Mili-Q

Retengao

-2L de amostra*
-pH=7

Lavagem

\L-SmL solugdo 5%metanol: dgua

Secagem

}

Eluicdo

-15mL solugdo Metanol: Acetato de Etila
(1:2; v/v) *

Evaporagao

-em evaporador rotativo* e fluxo de N2

Ressuspensdo em Acetato
de Etila
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Tabela 11 - Modificagdes realizadas no método proposto por Ramaswamy et al, 2011.

Método Ramaswamy et al, 2011 ModidicagGes introduzidas
Strata C18- E (1000 mg, 6 mL) Strata-X (200 mg, 6 mL)
Volume de amostra=2 L Volume de amostra=0,5 L
Solvente de eluigdo: MeOH: AcOEt (1:1, Solventes de eluigdo avaliados:
v/V) 1)MeOH: AcOEt (1:1, v/v) ;

2) Hex:AcOEt (1:1, v/v);
3) MeOH:ACN (1:1, v/v)

Volume de solvente de elui¢do: 15mL Volume de solvente de elui¢do: 6mL
Secagem: evaporador rotativo e Fluxo Secagem: Fluxo de N,
de N,

Nesta etapa, o método de extracdo (SPE) modificado, foi aplicado a amostras em branco
(dgua MilliQ), amostra testemunha (agua subterranea sem enriquecimento com os analitos) e
amostra enriquecida (dgua subterranea enriquecida com 1 ng mL™" de cada parabeno). A recuperacdo
foi calculada comparando-se as areas obtidas para o “ponto na matriz”, ou seja, o extrato da amostra

testemunha reconstituido em uma solugdo padrdo (500 ng mL™ ) dos parabenos em acetato de etila.

Apds o procedimento de SPE, os extratos em acetato de etila foram submetidos a derivagao

e analise, sob as condi¢es previamente otimizadas.
3.2.9. Avaliacao de efeito matriz

O efeito matriz foi avaliado pela construcdo de curvas analiticas no extrato da matriz, em
comparagao com as curvas construidas com os padrées em solvente. O extrato da matriz foi obtido a
partir de amostras de agua de rio, obtida no Ribeirdo das Cruzes (Cachoeira Salto Grande,
Araraquara-SP). As solugdes padrao foram adicionadas ao extrato final da amostra, e posteriormente
derivados com MSTFA (N-Metil-N-(trimetilsil) trifluoroacetanamida) conforme as condigdes

otimizadas anteriormente.
Pode-se utilizar dois métodos para a avaliagdo desse efeito, como representados na Figura 6:

Figura 6 - Método de avaliagdo de efeito matriz. Fonte: Cardoso et al., 2008.

/ 1) % efeito matriz = (M) * 100%

Ssolvente

2) CV (%) = (Z—)*100%

a
b

Onde: § sdo os coeficientes angulares das curvas de calibragdo; d, o desvio padrdo entre a razdo
drea/concentragdo obtida em cada ponto da curva na matriz e no solvente e d, a média entre a
K razdo area/concentragdo obtida em cada ponto da curva na matriz e no solvente.

~

)
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O método 1 utiliza os coeficientes angulares das curvas de calibracdo do método na matriz e
no solvente, podendo ser calculado através da diferenca entre eles, sendo aceitdvel uma diferenca
até 10%. J4 o método 2 avalia se as variancias residuais das duas curvas sdo significativamente
diferentes, calculando o CV(%) obtido da &rea/concentra¢do no solvente e na matriz, o qual a

diferenga deve ser inferior a 20% [IMETRO,2010].
Limite de detecc¢do e quantificagao do método

Os limites de deteccdo e quantificacdo do método foram calculados da mesma maneira que o

LD e LQ do sistema item 2.2.7, mas utilizando as curvas de calibragdo obtidas no extrato da matriz.
3.2.10. Estudo da Recuperagao

A recuperacdo, ou seja, a eficiéncia do processo de isolamento dos analitos de interesse da
matriz foi avaliada através do uso de surrogate: uma substancia pura adicionada a amostra que
possui propriedades fisico- quimicas parecidas com as das moléculas de interesse [Ribani et al, 2004].
Neste caso o surrogate utilizado foi o metilparabeno- d4 (MeP-d4). O surrogate é adicionado no
inicio do processo de tratamento da amostra e tem como principal papel a avaliagdo da recuperacgdo
dos analitos, por este motivo também é chamado de “padrdo interno de recuperagao”. Entdo, a
recuperacao foi calculada através da equacdo:

Area obtida

Rec(%) = - * 100
Area esperada

Todas as amostras foram fortificadas com solugdo de MeP-d4 com concentragdo 500 ng mL™,

em contato por duas horas antes das extragoes.

Como para os parabenos ndo existe materiais de referéncia certificado, no presente
trabalho as amostras de agua de rio foram enriquecidas com os analitos de interesse, sendo a adi¢do
realizada em trés niveis de concentracdo da faixa linear das curvas analiticas (baixo — intermediario —
alto) realizados em triplicata. Foram calculados os coeficientes de variagcdo (CV) das triplicatas de
cada nivel estudado. Os dados considerados adequados para estes valores de concentracdo sao

recuperacao entre 50-120% e CV de até 20% [BERNARDES et al., 2011].
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3.2.11. Anadlise de parabenos em 3agua do rio Ribeirdo das Cruzes antes e apds o

langamento de efluente de ETE.

Aplicou-se o método validado nas amostras coletadas a montante e a jusante da estacdo de
tratamento de esgoto no Ribeirdo das Cruzes- Araraquara- SP. As amostras foram analisadas em
triplicata. A busca pelos parabenos deu-se pelo modo ion extraido, e a média das areas interpoladas
nas curvas de calibracdo anteriormente construidas para o calculo das concentracbes de cada

parabeno nesta matriz ambiental.

Aplicagdo do método a amostras ambientais

As andlises de parabenos foram realizadas em agua do rio Ribeirdo das Cruzes —
Araraquara-SP, a montante e a jusante da estacao de tratamento de esgoto. Como apresentado no

diagrama unifilar da Figura 7.

Figura 7 - Diagrama unifilar do Ribeirdo das Cruzes, com a localizagdo dos pontos de amostragem
incluidos neste trabalho (fonte: FRANCO, 2013).

@ rontos de coleta

Anteriormente a coleta, condicionou-se o frasco coletor bem como o frasco de vidro ambar
de 4L com a amostra a ser coletada. Apds o condicionamento dos materiais, coletou-se
aproximadamente 4L de agua em cada ponto. Como a agua de rio contém razodvel quantidade de
matéria organica sofre rapida degradacdo, portanto o armazenamento deve ser em baixas

temperaturas e a realizagdo do tratamento das amostras necessita ser o mais rdpido possivel. Tendo
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em vista tais consideracdes, transportou-se a dgua até o laboratério em temperatura ambiente e ao

abrigo da luz. Os tratamentos de filtracao e extracao foram realizados logo em seguida.

4 RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1. Condi¢des Cromatograficas

4.1.1. Para os parabenos derivados

Primeiramente foram realizadas inje¢cdes de cada padrao individualmente apds a rea¢do de
derivacdo, segundo condi¢des da literatura, utilizando os m/z também da literatura [Shanmungam et
al., 2010], foi analisado o tempo de retengao de cada parabeno, e posteriormente, escolhidos os

fragmentos com maior intensidade, para serem utilizados no modo ion extraido (Tabela 12).

Tabela 12 - Analitos de interesse derivados com seus respectivos m/z.

Composto Massa molar Massa molar do m/z(encontrado na m/z (escolhido)
original derivado Iiteratura)*

MeP-d4 156.0 2280 - 226.1; 225.2; 224.2

MeP 152.15 224.15 224.3 224.3;193.3
EtP 166.18 238.18 223.0 238.4; 195.2; 193.3
PrP 180.20 252.20 252.3 252.3; 210.5; 194.2
i-BuP 194.23 266.23 251.0 210.6; 211.3; 195.2
n-BuP 194.23 266.23 251.0 210.6; 211.3; 195.2

*[Shanmungam et al., 2010]

Os cromatogramas e os fragmentogramas obtidos para as solugdes padrdo individuais estdo
apresentados nas Figuras 8 a 12.
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Figura 8 - Cromatogramas (CG-EM) e espectro de massas obtidos para solugdo padrdo de
metilparabeno(MeP) (1 pg mL") em acetato de etila apds derivagdo com MTSFA. (a) Cromatograma do ion
total obtido em modo scan; (b) cromatograma obtido em modo ion extraido (m/z = 224,3); (c) espectro de

massas do pico eluindo em 8,56 min.
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Figura 9 - Cromatogramas (CG-EM) e espectro de massas obtidos para solugcdo padrao de etilparabeno
(EtP) (1 pg mL") em acetato de etila apds derivagdo com MTSFA. (a) Cromatograma do ion total obtido em
modo scan; (b) cromatograma obtido em modo ion extraido (m/z = 223); (c) espectro de massas do pico
eluindo em 8,99 min.
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Figura 10 - Cromatogramas (CG-EM) e espectro de massas obtidos para solugdo padrdo de
propilparabeno (PrP) (1 ug mL") em acetato de etila apos derivagdo com MTSFA. (a) Cromatograma do ion
total obtido em modo scan; (b) cromatograma obtido em modo ion extraido (m/z = 252.3); (c) espectro de

massas do pico eluindo em 9,57 min.
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Figura 11 - Cromatogramas (CG-EM) e espectro de massas obtidos para solugdo padrdo de iso-
butilparabeno (i-BuP) (1 pg mL™) em acetato de etila apés derivacdo com MTSFA. (a) Cromatograma do ion
total obtido em modo scan; (b) cromatograma obtido em modo ion extraido (m/z = 251); (c) espectro de
massas do pico eluindo em 9,92 min.
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Figura 12 -Cromatogramas (CG-EM) e espectro de massas obtidos para solugdo padrdo de n-
butilparabeno (n-BuP) (1 ug mL™) em acetato de etila apds derivagio com MTSFA. (a) Cromatograma do ion
total obtido em modo scan; (b) cromatograma obtido em modo ion extraido (m/z = 251); (c) espectro de
massas do pico eluindo em 10,23 min.

De acordo com as Figuras de 8 a 12, os picos dos analitos de interesse, mesmo apds a
obtencdo do cromatograma em modo ion extraido, possuem baixa intensidade (em torno de 400
counts) em relacdo os picos referentes aos produtos secunddrios da reacdo de derivagdo
(aproximadamente 300 kcounts), além disso, é possivel observar que ha grande quantidade desses
picos referentes aos produtos secundarios da derivacao, indicando que o rendimento da reacdo de

derivacdo nao foi satisfatdrio.
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4.1.2. Para os parabenos nao derivados

Considerando que a reacao de derivacdo além de ser um procedimento a mais para o
método de analise dos parabenos, possui inimeras varidveis que podem interferir no seu

rendimento, foram realizados testes de andlise sem a reacao de derivacao.

A partir dos espectros de massa obtidos para cada analito foram analisados os tempos de
retencdo de cada um, e posteriormente, escolhidos os fragmentos com maior intensidade, para

serem utilizados no modo ion extraido (Tabela 13).

Tabela 13 - Analitos de interesse ndo derivados com seus respectivos m/z.

Composto Massa molar m/z (escolhido)
MeP-d4 156,0 125.0; 156.0; 69.0
MeP 152,15 121.0; 152.0; 65.0
EtP 166,18 121.0; 166.0; 138.0; 65.0
Prp 180,20 121.0; 138.0; 65.0
i-BuP 194,23 121.0; 138.0; 65.0
n-BuP 194,23 121.0; 138.0; 65.0

Os cromatogramas da solucdo padrao e os espectros de massa para os parabenos estudados

estdo apresentados nas Figuras 13 a 18.
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Figura 13 - Cromatogramas (CG-EM) e espectro de massas obtidos para solugdo padrdo de
metilparabeno-d4 (MeP-d4) (1 ug mL™") em acetato de etila. (a) Cromatograma do ion total obtido em modo
scan; (b) cromatograma obtido em modo ion extraido (m/z = 125.0); (c) espectro de massas do pico eluindo em
11,84 min.
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Figura 14 - Cromatogramas (CG-EM) e espectro de massas obtidos para solugdo padrdo de
metilparabeno (MeP) (5 pg mL™) em acetato de etila. (a) Cromatograma do ion total obtido em modo scan; (b)
cromatograma obtido em modo ion extraido (m/z = 121.0); (c) espectro de massas do pico eluindo em 11,84

min.
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Figura 15 - Cromatogramas (CG-EM) e espectro de massas obtidos para solugdo padrdo de
etilparabeno (EtP) (5 pg mL™) em acetato de etila. (a) Cromatograma do ion total obtido em modo scan; (b)
cromatograma obtido em modo ion extraido (m/z = 121.0); (c) espectro de massas do pico eluindo em 12,66

min.
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Figura 16 - Cromatogramas (CG-EM) e espectro de massas obtidos para solugdo padrdo de
propilparabeno (PrP) (5 ug mL’l) em acetato de etila. (a) Cromatograma do ion total obtido em modo scan; (b)
cromatograma obtido em modo ion extraido (m/z = 121.0); (c) espectro de massas do pico eluindo em 12,66

min.
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Figura 17 - Cromatogramas (CG-EM) e espectro de massas obtidos para solugdo padrdo de i-
butilparabeno (i-BuP) (5 ug mL'l) em acetato de etila. (a) Cromatograma do ion total obtido em modo scan; (b)
cromatograma em modo ion extraido (m/z = 121.0); (c) espectro de massas do pico eluindo em 14,42 min.
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Figura 18 - Cromatogramas (CG-EM) e espectro de massas obtidos para solugdo padrdo de n-
butilparabeno (n-BuP) (5 ug mL’l) em acetato de etila. (a) Cromatograma do ion total obtido em modo scan; (b)
cromatograma obtido em modo ion extraido (m/z = 121.0); (c) espectro de massas do pico eluindo em 14,93
min.

Posteriormente fez-se a injecdo da mistura dos analitos, obtendo-se o cromatograma

apresentado na Figura 19.
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Figura 19- Cromatograma (GC-MS, SCAN) para uma solugdo padrdo mista contendo os
parabenos sem derivacdo (5 ug mL-1). Onde: (1) MeP e MePd4; (2) EtP; (3) PrP; (4) i-BuP; (5) n-BuP.
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A partir do cromatograma obtido, pode-se observar que houve uma separagao satisfatéria

dos analitos. Considerando este fato modificou-se a programacao do aquecimento da coluna (Tabela

14), obtendo-se um novo cromatograma (Figura 20).

Tabela 14 - Condigdes cromatograficas modificadas.

Condigao

Coluna

Volume de Injecao
Modo de Inje¢ao

Temperatura do injetor
Temperatura da interface
Temperatura do Detector

Programacao do aquecimento da
coluna
Gases
Modo de aquisi¢cdo dos dados

ZB-5, Phenomenex(30 m x 0,25 mm
diametro interno x 0,25um espessura do
filme de 5%fenil, 95% metilpolissiloxano)

1ul
t=0 split(1:20)
t=0.01 splitless
t=1.5 split(1:5)
280°C
300°C
220°C
70°C (1min) (6°Cmin™") > 220°C
(25°Cmin™)=> 250°C (1min)
Vazdo do gas de arraste (He): 1 mL/min’".
Scan (m/z 40-450)
Seguido da extragdo de ions conforme a
Tabelal3.
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Figura 20- Cromatograma (GC-MS, SCAN) para uma solugdo padrdo mista contendo os parabenos sem
derivagdo (5 pg mL'l), programa de temperatura da coluna modificado (Tabela 14). Onde: (1) MeP e MePd4; (2)
EtP; (3) PrP; (4) i-BuP; (5) n-BuP.
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Considerando que na matriz pode haver compostos que interfiram na analise dos parabenos
optou-se por utilizar o modo MS/MS. Apds o teste do AMD as energias de quebra escolhidas para
cada parabeno foram as que resultaram em picos mais intensos. Estas estdo sumarizadas na Tabela

15.

Tabela 15 - Condig¢Oes otimizadas para o método MS-MS para os parabenos ndo derivados.

lon de
Tempo de Janelado TR L Energia de
Composto - . . Quantificacdo e e
Retengdo (min) (min) L lonizagao
Identificacao

MeP-d4 14,86 11,40-15,94 125.0 0,4V
MeP 14,86 11,40-15,94 121.0 0,4V
EtP 16,25 15,94-17,48 92.8 0,7V
PrpP 18,16 17,48-18,87 121.0 0,4V
i-BuP 19,22 18,87-19,81 121.0 0,4V

BuP 20,07 19,81-21,45 121.0 0,4V
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O cromatograma para a mistura de parabenos em concentracdo 600 ng mL* apos as

condigdes do MS-MS otimizadas esta na Figura 21.

Figura 21 - Cromatograma da mistura de parabenos (600 ng mL"l) obtido em modo MS/MS. Onde: (1)
MeP e MePd4; (2) EtP; (3) PrP; (4) i-BuP; (5) n-BuP.

4.2. Problemas com os parabenos nao derivados

Apds a otimizacdo do MS/MS para os ndo derivados a préxima etapa seria a construcdo da
curva de calibragdo. No entanto, quando injetou-se novamente a mistura de parabenos a 600 ng mL*
em outro momento mas a analise ndo se mostrou repetitiva. Resultando em um cromatograma com
baixa resolugao, conforme mostrado na Figura 22.
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Figura 22 - Cromatograma da mistura de parabenos (600 ng mL'l) obtidas no modo MS/MS. Onde: (1)
MeP e MePd4; (2) EtP; (3) PrP; (4) i-BuP; (5) n-BuP.

kCountsE 600ppbNDsolvente_10-4-2013_08-51-22_MSMS2 SMS Intensity of Base Peak
] 4 ]

7,

=] -
— =

R B B

=
i

=]
=

'I"""'"I""""'I""""'I""""'I"""-
5 10 15 20 25

minute

Além da mad resolucdo cromatografica, pode-se observar também uma diminuicdo da

resposta cromatografica, que antes era em torno de 10 kCounts e agora por volta de 1kCounts.

Esta falta de repetibilidade nas analises dos parabenos ndo derivados pode ser explicada
devido a polaridade destes compostos, que por possuirem grupos fenélicos, podem interagir com os
grupos silandis do liner (vidro) do injetor ou da parede da coluna (silica fundida) resultando em
comprometimento da resolugdo cromatogréfica bem como menor detec¢do. Esta interagdo
irreversivel faz com que haja dispersdo da amostra na coluna, gerando picos ndo gaussianos (com

cauda) [BECKER, 2012].

Considerando a ndo repetibilidade nas anadlises cromatograficas dos parabenos nao
derivados, torna-se invidvel a possibilidade de analisd-los sem a etapa de derivagao. Entao, neste
trabalho serd utilizada a reagdo de sililagdo anterior as inje¢des dos parabenos no sistema

cromatogafico.
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4.3. Otimiza¢do da reacdo de derivagao

4.3.1. Planejamento Experimental

Foi realizado um estudo prévio para a otimizacdo da derivacdo através da andlise
multivariada dos fatores considerados mais relevantes, que resultou em um Planejamento Fatorial
Completo (2°). Apds realizados os experimentos, calculou-se as médias das areas para os cinco

analitos (MeP, EtP, PrP, i-BuP- n-BuP) de cada cromatograma gerado.
A Tabela 16 apresenta as médias das areas dos cinco parabenos para cada ensaio realizado.

Tabela 16 - Média das areas para os cinco parabenos em cada ensaio realizado.

Ensaio Média das areas Ensaio Média das areas
1 3988,0 17 3666,5
2 2712,1 18 2628,9
3 3125,8 19 3735,8
4 3271,9 20 3781,3
5 1531,7 21 4478,1
6 3409,9 22 2610,3
7 3032,9 23 3611,0
8 3283,5 24 3757,3
9 1233,4 25 2396,3
10 1965,9 26 3691,6
11 2468,9 27 3034,3
12 2957,3 28 3736,4
13 2800,2 29 1828,9
14 2620,5 30 3400,5
15 2687,0 31 3660,9
16 3262,7 32 3952,7

Os resultados obtidos (médias das areas) foram tratados utilizando-se o software Statistica,
sendo possivel evidenciar as melhores condi¢cOes de analise. A Figura 23 apresenta os graficos de

efeitos de cada varidvel envolvida, quanto maior a inclinagdo, mais pronunciado é o efeito.



58

Figura 23- Graficos de efeitos para cada variavel.
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Pode-se observar um aumento da resposta cromatografica (inclinacdo positiva) em condicbes
de maiores volumes de analito e derivante, o que era esperado, ja que a reacao de sililacdo é uma
reacdo de Substituicdo Nucleofilica Bimolecular, ou seja, sua constante de equilibrio e seu
rendimento dependem da concentracdo de ambos reagentes.

Ha também alteragdo positiva na resposta com o aumento do tempo de reagdo, no entanto
este efeito € menos pronunciado do que o apresentado pelo aumento do analito e derivante, ou pelo
decréscimo da temperatura. Uma vez verificados os efeitos de cada fator envolvido no planejamento
experimental, realizou-se uma analise de variancia (ANOVA) para verificagdo de quais deles
apresentam significancia estatistica nos experimentos.

O grafico de Pareto (Figura 24) sumariza os resultados obtidos na ANOVA. Foram dados como
significativos, a 95% de confianca, que a interrupcdo ou ndo da reacdo e o volume de derivante
(ambos com p-valor < 0,05) sdo as variaveis que exercem maior influéncia (aumento) na resposta

instrumental do processo de derivagao dos parabenos analisados.
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Figura 24 - Grafico de pareto.
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A partir dos resultados dados como significativos pela ANOVA, construiu-se o gréfico
tridimensional apresentado na Figura 25, que mostrou as melhores condi¢des para o processo de

derivacdo, considerando-se apenas o universo estudado e que estdo representadas na Tabela 17.

Figura 25- Grafico tridimensional (denominado gréfico de cubo) apresentado a interagdo entre as
variaveis investigadas a condi¢cdo de 6timo em destaque.
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Considerando este estudo estatistico, as condicdes melhoradas para o processo

derivacao, incluem os parametros sumarizados na Tabelal7.

Tabela 17 - CondicGes estabelecidas para o processo de derivagao.

Parametro Valor
Tempo de reagdo 70 min
Volume de solugao 1000 pL
Volume de agente de derivagdo 100 pL
Temperatura do banho 30°C
Interrupgao da reagao Nado
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de

A segunda etapa de melhoria do processo de derivagdo deu-se através da adicdo de uma

pequena porcentagem de piridina no sistema reacional, considerando que esta substancia desloca o

equilibrio quimico para a formac¢do dos reagentes. Foi observado um aumento de resposta de até

50% com a adigdo de 1% piridina no meio reacional (Figura26). Como este trabalho visa a

quantificacdo dos parabenos as proximas derivagdes realizadas foram com acetato de etila: piridina

(99:1; v/v).

Figura 26 - Comatograma obtido através da andlise dos parabenos derivados (a) com 1% de piridina,
(b) sem piridina no meio reacional. Onde: (1) MeP e MePd4; (2) EtP; (3) PrP; (4) i-BuP; (5) n-BuP.
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Como citado anteriormente espera-se que a reacdao de derivacdo possua 100% de

rendimento, no entanto outros compostos podem ser formados, e provocar picos multiplos de uma
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mesma substancia ou componentes inesperados para a analise de misturas [LITTLE, 1999]. Desta

maneira torna-se necessario um método cromatografico mais seletivo como o modo MS/MS.

4.4. Otimizac¢do da andlise no modo MS/MS para os parabenos derivados

Utilizando-se a ferramenta AMD do sistema GC/MS Varian Saturno 2000, as condi¢es de
melhor desempenho foram as que estdo apresentadas na Tabelal8 que resultaram em picos mais

intensos (Figura27).

Tabela 18 - CondigOes otimizadas para o método MS-MS para os parabenos derivados.

lon de
L Tempo de Janela do tg L Energia de
Substancia ~ . . Quantificagdo e e
Retencgdo (min) (min) L lonizagdo
Identificacdo

MeP-d4 9,1 0,00-7,00 213.1 0,4V
MeP 9,1 7,00-9,50 209.1 0,3V
EtP 9,9 9,50-10,20 238.0 0,1v
AcPHBz 10,6 10,20-10,75 271.1 0,1v
PrP 11,2 10,75-11,20 210.0 0,1v
i-BuP 12,1 11,20-12,25 209.9 0,1v

BuP 13,0 12,25-13,50 195.0 0,5V
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Figura 27 - Cromatograma (GC-MS/MS) para os parabenos derivados na condi¢des de derivagdo e
ionizagdo otimizadas .

A reagdo de sililagdo diminui a polaridade dos analitos consequentemente estes
estdo sujeitos a menor adsor¢ao no sistema cromatografico, o que melhora a separa¢do, aumenta a
sensibilidade e a simetria dos picos, além de tornar as analises mais repetitivas. Apesar de ser uma
etapa a mais no processo de andlise e necessitar de estudo prévio para sua otimizagdo, as vantagens
superam as desvantagens desta etapa.

4.5 Faixa de trabalho, linearidade, curva de calibragdo e limites de deteccao e de
guantificagdao do sitema cromatografico

Utilizando-se as areas obtidas nos cromatogramas do modo ion extraido, calculou-se a média das
triplicatas para cada analito, o desvio padrdo assim como o coeficiente de variacdo (CV). Os graficos
de linearidade construidos conforme descrito na se¢do 2.2.6, estdo na Figura 28.
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Figura 28 - Graficos de linearidade para cada um dos parabenos estudados. Solu¢des padrdo em

acetato de etila (Verde claro: limite inferior; Vermelho: mediana; Verde Escuro: limite superior).
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A partir das curvas de linearidade pode-se observar um comportamento diferente para

concentragdes menores quando comparados aos pontos de maior concentragdo. Os pontos de

concentra¢do de 10 a 100 ng mL" encontram-se em sua maioria, abaixo da mediana. Enquanto os

pontos de 200 a 600 ng mL™ est3o melhores distribuidos em torno deste valor. Considerando este

fato, optou-se por dividir as curvas analiticas em dois intervalos lineares, sendo um com

concentracdes de 10 a 100 ng mL™" e outro de 200 a 600 ng mL™. As curvas obtidas estdo apontadas

na Tabela 19.
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Tabela 19 - Curvas analiticas obtidas para as solu¢Ges padrdo em acetato de etila em concentragées de
10 a 100 ng mL-1 e outro de 200 a 600 ng mL-1.

c X Curva no solvente Curva no solvente
omposto ; )
P 10 - 100 ng mL™ 200 - 600 ng mL™
. y=1,91x-14,75 y=4,91x-286,01
metilparabeno
r=0,99 r=0,99
. y =22,09x — 129,00 y =26,37x — 948,38
etilparabeno
r=0,99 r=0,99
. y =37,99x — 135,08 y =45,00x — 831,31
propilparabeno
r=0,99 r=0,99
o y=72,02x—-965,11 y =32,57x + 832,60
i-butilparabeno
r=0,97 r=0,97
. y=27,47x—-162,52 y=27,59x + 97,00
n-butilparabeno
r=0,99 r=0,98

Apds a construgdo da curva de calibragdo, através do teste F a 95% de confianga, verificou-se

gue o melhor ajuste para os dados da curva era realmente o ajuste linear.

Limites de detecgdo (LD) e de quantificacdo (LQ) do sistema

A partir dos parametros da curva de calibracdo de 10 - 100 ng mL™ obtidas no solvente foram
calculados o LD e LQ do sistema conforme o descrito na parte experimental. E, obteve os valores

apontados na Tabela 20 para cada um dos compostos.

Tabela 20 - Limites de detecgdo e de quantificagdo do sistema analitico.

Composto LD (ng mL™) LQ (ng mLY)
MeP 16 24
EtP 14 20
PrpP 14 20
i-BuP 44 64
n-BuP 25 36

4.6 Preparo da Amostra — Otimiza¢ao SPE

As Figuras 29 a 31 apresentam os cromatogramas obtidos para extra¢dao dos analitos para

cada eluente estudado.
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Figura 29 - Cromatogramas obtidos pela eluicdo com metanol: acetato de etila (1:1; v/v). Pico (1) MeP

e MePd4, (2)EtP, (3) PrP, (4)i-BuP, (5)n-BuP.

Figura 30 - Cromatogramas obtidos pela eluigdo com hexano: acetato de etila (1:1; v/v). Pico (1) MeP e
MePd4, (2)EtP, (3) PrP, (4)i-BuP, (5)n-BuP.
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Figura 31 - Cromatogramas obtidos pela eluigdo com acetonitrila: acetato de etila (1:1; v/v). Pico (1) MeP e

MePd4, (2)EtP, (3) PrP, (4)i-BuP, (5)n-BuP.

A Tabela 21 apresenta as médias da porcentagem das recuperacGes destes trés métodos.

Tabela 21 - Recuperagdo média (R%) e CV (%) para o estudo para escolha do melhor eluente na extragdo

em fase sélida (n =3).

Analito Método 1 Método 2 Método 3
(MeOH: AcOEt) (Hex: AcOEt) (ACN:MeOH)
R% CV(%) R% CV(%) R% CV(%)

MetilParabeno 103 67 465 84 97 31
EtilParabeno 108 5 313 21 102 26
PropilParabeno 150 33 332 32 99 26
i-ButilParabeno 164 36 371 33 93 26
n-ButilParabeno 164 30 485 23 97 24

E possivel observar que o melhor método de extracdo é o que utiliza como eluente a mistura

de acetonitrila: metanol (1:1; v/v); pois nos fornece recuperac¢des entre 50-120% para todos os

analito, que conforme a literatura é o intervalo de recuperag¢do aceito para andlise de residuos

[BERNARDES et al., 2011].

Considerando que a acetonitrila, assim como o anel aromatico, possui elétrons m, e o

metanol interage com o grupo hidroxila da molécula; conclui-se que a mistura acetonitrila: metanol

possui forca de eluicdo suficiente para quebrar as interagdes dos analitos com a fase estaciondria do

Strata-X, proporcionando seletividade adequada para os parabenos estudados.
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4.7 Curva de calibragdo construidas a partir do extrato da matriz

As curvas de calibragdo realizadas no extrato da matriz foram construidas a partir dos
mesmos principios utilizados para a construcao das curvas realizadas no solvente. A Figura 32 mostra

os graficos de linearidade para cada analito no extrato da matriz.

A partir das curvas de linearidade pode-se observar um comportamento diferente para
concentragdes menores quando comparados aos pontos de maior concentragao. Os pontos de
concentragdo de 10 a 100 ng mL* encontram-se em sua maioria, abaixo da mediana. Enquanto os
pontos de 200 a 600 ng mL™ est3o melhores distribuidos em torno deste valor. Considerando este
fato, optou-se por dividir as curvas analiticas em dois intervalos lineares, sendo um com
concentragdes de 10 a 100 ng mL™ e outro de 200 a 600 ng mL™. As curvas obtidas estdo apontadas

na Tabela 22.
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Figura 32 - Graficos de linearidade para cada um dos parabenos estudos. Solu¢des padrdo no extrato
(acetato de etila) da matriz (dgua de rio) (Verde claro: limite inferior; Vermelho: mediana; Verde Escuro: limite

superior).
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Tabela 22 - Curvas analiticas obtidas para as solugGes padrdo no extrato da matriz em concentragdes
de 10 a 100 ng mL-1 e outro de 200 a 600 ng mL-1.

Curva no solvente Curva no solvente
Composto 4 -1
10 - 100 ng mL 200 - 600 ng mL
. y=3,49x-7,61 Yy =6,94x - 265,42
metilparabeno
r=0,99 r=0,99
. y =29,35x - 52,15 y =36,07x + 110,57
etilparabeno
r=0,99 r=0,99
. y=62,73x+ 65,79 y =68,73x + 817,86
propilparabeno
r=0,99 r=0,99
. . y =66,69x + 0,06 y =81,83x + 76,55
i-butilparabeno
r=0,99 r=0,99
. y =43,05x + 76,78 y =45,89x + 521,93
n-butilparabeno
r=0,99 r=0,99

Apds a construgao da curva de calibragdo, através do teste F a 95% de confianga, verificou-se
gue o melhor ajuste para os dados da curva era realmente o ajuste linear.

A partir dos pardmetros da curva de calibragdo de menores concentracdes (10 - 100 ng mL™)
obtidas no extrato da matriz foram calculados o LD e LQ do método conforme o descrito na parte

experimental. E, obteve os valores apontados na Tabela 23 para cada um dos compostos.

Tabela 23 - Limites de detecgdo e de quantificacdo do método proposto, considerando-se o fator de
concentragdo de 500 vezes.

Composto LD (ng L) LQ (ngL™)
MeP 50 74
EtP 32 48
PrP 28 40
i-BuP 30 44
n-BuP 28 42

Avaliacdo de efeito matriz

Apds as construgdes das curvas analiticas, foi avaliado o efeito matriz de acordo com os
métodos supracitados. A Figura 33 apresenta a porcentagem do efeito matriz para cada composto de
acordo com o método 1 (Figura 33), com base na diferenca entre os coeficientes angulares das
curvas no solvente e no extrato da matriz. Por outro lado, a Figura 34 mostra o efeito matriz de

acordo com o método 2, com base nas diferengas ponto-a-ponto para ambas as curvas.
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Figura 33 - Porcentagem do efeito matriz para cada compostos, considerando a diferenca dos
coeficientes angulares das curvas analiticas construidas no solvente e no extrato da matriz [THOMPSON et al.,
2002]. Diferengas maiores que 10%, indicam presenca de efeito matriz.
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Figura 34 - Porcentagem de efeito matriz para cada composto, considerando a diferenca para cada
ponto da curva analitica construida no solvente e no extrato da matriz [NUNES, 2010]. Diferencas maiores que

20% siguinificam que hd presenga de efieto matriz.
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Em primeiro lugar, verificou-se a diferenca entre as inclinagées das linhas curvas (de acordo
com o método 1, mostrado na Figura 3, sob esta abordagem, no primeiro intervalo de concentragées
(10 — 100 ng mL") exceto o i-BuP n3o apresenta efeito matriz, entretanto no segundo intervalo (200
— 600 ng mL™) todos os parabenos estudados mostraram efeito de matriz, com CV superior a 10%.
Usando o segundo método para a avaliagdo do efeito da matriz (INMETRO, 2010) indica que a
comparagdo ponto-a-ponto para cada concentra¢do em solvente e extrato da matriz, também todos

os parabenos apresentaram todas ou a maioria das concentra¢gdes com CV> 20%, como mostrado na
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Figura 4. Assim, para a matriz considerada (agua do rio para esta regido do Brasil) e o intervalo de
concentragdes estudado sob as condi¢des analiticas utilizadas, é recomendado o uso de curvas

analiticas construidas no extrato da matriz.
4.8 Estudo de Recuperagao

Foram realizados estudos de recuperagdo em trés niveis de fortificagdo da amostra (alto: 1 pg
L™ intermediario: 0,6 ug L™ baixo: 0,2 ug L") resultando em extratos com concentra¢des dentro da
faixa linear de trabalho, sendo o maior nivel: 500 ng mL?, o intermediario: 300 ng mL?, e o menor:
100 ng mL". As recuperacdes médias obtidas para cada um dos parabenos e os respectivos

coeficientes de variagdo das triplicatas das extracGes estdo apontadas na Tabela 24.

Tabela 24 - Recuperagdo média (R%) e CV (%) para o estudo em trés niveis de fortificagdo para
extracdo em fase sdlida (n =3).

1,0 ugL? 06pugl*t 02pgl*
Composto R(%) CV(%) R (%) CV(%) R (%) CV(%)
MeP 65 9 56 11 97 8
EtP 82 4 66 10 92 10
PrP 84 4 71 10 92 8
i-BuP 84 4 72 9 100 11
n-BuP 79 5 68 7 94 8

A partir destes dados, pode-se concluir que o método esta validado. J& que as recuperacdes

estdo dentro da faixa de 56 — 100%, e os coeficientes de variagdo menores do que 11%.

4.9 Andlise de parabenos em agua do rio Ribeirao das Cruzes antes e apds o lancamento de

efluente de ETE.

Todas as amostras foram fortificadas por duas horas antes da extracdo com metilparabeno-
d4, para verificar a recuperacdo do método utilizado. As médias das recuperagdes para as analises

antes e ap6s o langamento estdo apontadas na Tabela 25.

Tabela 25 - Recuperagdo média (R%) e CV (%) do metilparabeno-d4 nas andlises antes e apds o
lancamento de esgoto tratado (n=3).

Antes do langamento Ap0ds o langamento
R (%) CV(%) R(%) CV(%)
88 5 82 4
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Pode-se observar que as recuperagGes foram aceitaveis para o surrogate, consequentemente
espera-se que a recuperacao para os demais parabenos também tenha sido boa. Apds a andlise de
recuperacao do surrogate, calculou-se as concentra¢des para cada parabeno utilizando as curvas de
calibragdo construidas no extrato da matriz. A Tabela 26 aponta que somente para as amostras apos
o langamento foi possivel a quantificacdo do metilparabeno, e a detec¢do do etilparabeno, sendo a

concentrac¢do deste maior que o LD e menor que o LQ.

Tabela 26 - Anélise de parabenos em 4gua do Ribeirdo das Cruzes (Araraquara, SP) a montante a
jusante da Estagdo de Tratamento de Esgoto (ETE) de Araraquara.

Concentracdo (ng L")

Substancia A montante da ETE A jusante da ETE
MeP <50 206
EtP <32 <48
Prp <28 <28
iBuP <30 <30
nBuP <28 <28

Pode- se concluir que para o metil e etilparabeno o processo de tratamento de esgoto na
cidade de Araraquara é ineficiente para a degradacdo destes compostos. Tais substancias, mesmo
encontradas em pequenas quantidades podem causar impacto para a biota aquatica. Isso aponta a
necessidade de monitoramento destas substancias em aguas residuais na cidade de Araraquara e em

outras cidades da Bacia Tieté- Jacaré.

Cabe salientar que as principais fontes de contaminac¢do de parabenos sdo: o esgoto sanitario
e industrias, como na cidade de Araraquara as industrias sdo pouco presentes, € muito provavel que

a principal fonte de contaminagao seja o esgoto sanitario.
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5 Conclusdes e perspectivas futuras

Neste trabalho, empregou-se o planejamento experimental multivariado para a otimizagao
das condicdes para determinagdo de parabenos, incluindo sililagdo e analise por GC-MS/MS. Nas

condicdes otimizadas, os limites de detec¢do e quantificagdo foram da ordem de dezenas de pg.

O método de extragdo em fase sélida também foi otimizado, empregando-se amostras de
agua de rio fortificadas com os analitos. O método apresentou limites de quantificacdo da ordem de
dezenas de ng/L, com CV < 20%, sendo compativel com os estudos em que sera aplicado, ou seja, de
ocorréncia e dispersdo de parabenos em agua de rio. No estudo de desempenho do método,
concluiu-se que o uso de curvas construidas na matriz é imprescindivel para assegura a

confiabilidade dos resultados analiticos.

Como perspectivas futuras, do ponto de vista analitico, indica-se a necessidade de estudar
detalhadamente a possibilidade da analise dos parabenos sem derivagdo, uma vez que os testes
iniciais feitos neste trabalho indicam a possibilidade de esta analise ser adequada também para a
aplicacdo que se pretende. Do ponto de vista ambiental, as analises de dgua do Ribeirdo das
Cruzes(Araraquara,SP), indicou que a jusante da estagao de tratamento de esgoto os parabenos
estdo presentes, sendo possivel a quantificacdo de metilparabeno (206 ng/L), indicando que ha

necessidade de um estudo de ocorréncia e dispersao detalhado.
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