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RESUMO

O presente trabalho descreve o desenvolvimento de uma metodologia analitica de sorcao
para quantificar os contaminantes emergentes 17a-etinilestradiol (EE2), estrona (E1) e
bisfenol-A (BPA) presentes em matrizes aquosas. Para extracdo dos mesmos, utilizou um
tecido 100% algodao que foi modificado estruturalmente obtendo um tecido sol-gel. Esse
método analitico € conhecido como Extracdo por Sorcdo em Fase de Tecido, do inglés,
Fabric Phase Sorptive Extraction (FPSE). O FPSE é uma nova técnica de extracao sortiva
que integra as vantagens de solventes orgénicos-inorganicos derivados de sol-gel
permeaveis com substratos de tecidos flexiveis e permeaveis, resultando em um meio de
extracdo altamente eficiente, rapido, simples e sensivel que pode ser introduzido
diretamente em qualquer tipo de matriz fluidica. A deteccédo e quantificacdo dos analitos
foram realizadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (do inglés, HPLC) com
deteccdo UV-vis. As condigdes cromatograficas determinadas e utilizadas para analise
dos processos de otimizacdo foram: coluna cromatografica (Shimadzu C18 Exsil ODS
(4,6 x 250 mm, 5 pum)), fase movel (MeOH:ACN:H20 (06:38:56 v/v/v)), vazéo (1 mL
min1), comprimentos de onda (A=220 nm), volume de injec&o (20 pL) e temperatura (Tam
(22-25° C)). O método desenvolvido foi validado de acordo com os critérios da resolucéo
da ANVISA n° 166, de 24/07/2017 e o guia de validacdo do INMETRO DOQ-CGCRE-
008/2020. Sob condicdes otimizadas, 0 método de extracdo apresentou limites de
deteccdo de 0,003 pg mL™* (BPA) e 0,015 pg mL™* (EE2 e E1), limites de quantificagdo
de 0,01 ug mL (BPA) e 0,05 ug mL* (EE2 e E1), faixa linear de 0,01 a 10 ug mL* para
0 BPA ¢ 0,05 a 10 pg mL* para 0 EE2 e E1. A precisio intra-dia e inter-dia (DPR%),
obteve valores entre 2,08 a 8,53%, atendendo aos critérios estabelecidos pelos 6rgaos
reguladores. A exatiddo foi avaliada por meio de testes de recuperacdo em amostras de
agua de represa coletadas dentro da cidade de Cataldo-GO, apresentando valores na faixa
de 80,51-98,24 %. A metodologia proposta foi aplicada satisfatoriamente para

determinacdo dos contaminantes emergentes.

PALAVRAS CHAVE: Bisfenol-A, 17a-etinilestradiol, estrona, sol-gel, sorcéo,

cromatografia.
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ABSTRACT

The present work describes the development of an analytical sorption methodology to

quantify the emerging contaminants 17 o -ethinylestradiol (EE2), estrone (E1) and

bisphenol-A (BPA) present in aqueous matrices. To extract them, a 100% cotton fabric
was used, which was structurally modified, obtaining a sol-gel fabric. This analytical
method is known as Fabric Phase Sorptive Extraction (FPSE). FPSE is a new sorptive
extraction technique that integrates the advantages of permeable sol-gel derived organic-
inorganic solvents with flexible and permeable tissue substrates, resulting in a highly
efficient, fast, simple and sensitive extraction medium that can be introduced directly into
any type of fluidic matrix. The detection and quantification of analytes were performed
by High Performance Liquid Chromatography (HPLC) with UV-vis detection. The
chromatographic conditions determined and used to analyze the optimization processes
were: column chromatography (Shimadzu C18 Exsil ODS (4.6 x 250 mm, 5 um)), mobile

phase (MeOH:ACN:H20 (06:38:56 v/v/v)), flow (1 mL min't), wavelengths (A= 220 nm),

injection volume (20 pL) and temperature (Tam (22-25° C)). The developed method was
validated according to the criteria of ANVISA resolution n°. 166, of 07/24/2017 and the
INMETRO DOQ-CGCRE-008/2020 validation guide. Under optimized conditions, the
extraction method presented detection limits of 0.003 pg mL™* (BPA) and 0.015 pg mL™?
(EE2 and E1), quantification limits of 0.01 pg mL* (BPA) and 0.05 ug mL™* (EE2 and
E1), linear range from 0.01 to 10 pg mL* for BPA and 0.05 to 10 pg mL™ for EE2 and
E1l. The intra-day and inter-day precision (DPR%) obtained values between 2.08 and
8.53%, meeting the criteria established by regulatory agencies. The accuracy was
evaluated through recovery tests in dam water samples collected within the city of
Cataldo-GO, presenting values in the range of 80.51-98.24%. The proposed methodology

was satisfactorily applied for determination of emerging contaminants.

KEYWORDS: Bisphenol-A, 17 o -ethinylestradiol, estrone, sol-gel, sorption,

chromatography.
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1.0- INTRODUCAO

Os contaminantes emergentes (CE) sdo centenas de compostos que podem
estar presentes no solo, dgua e ar, sendo a maioria de origem antropica; que quando
consumidas por anos, podem desencadear doencas (GROSSELLI, 2016). Por ser um grupo
grande os CE sdo divididos em subgrupos e os desreguladores endécrinos (DEs) fazem
parte deste grupo.

Os desreguladores endocrinos, conhecidos internacionalmente como
EDCs (do inglés endocrine disruptors compounds), sdo compostos quimicos que
interferem em glandulas secretoras de hormdnios, tais como: pancreas, tireoide, hipofise,
suprarrenais, ovarios e testiculos. Essas glandulas sdo responsaveis pelo controle do
metabolismo, fun¢bes reprodutivas, funcionamento do sistema nervoso, crescimento e
outros processos do organismo humano (IEA/USP, 2018).

Os DEs podem provocar doengas como diabetes, obesidade,
hipotireoidismo, afetando ndo s6 as pessoas expostas a eles, mas também o
desenvolvimento cerebral de sua prole. A vida intrauterina e criangas sdo mais sensiveis
aos efeitos adversos, uma vez que suas vias metabolicas sdo imaturas.” (IEA/USP, 2018).

Produtos contendo DEs sdo vendidos no comércio, tais como: alimentos
industrializados, cosméticos, produtos de limpeza e higiene pessoal, plasticos, tecidos
sintéticos, colchdes, materiais de construcdo e praguicidas domésticos. Esses itens sdo de
uso continuo da maioria da popula¢do mundial e boa parte destes produtos quando
utilizados séo despejados nos corpos hidricos através de descargas sanitarias, ralos de
esgotos, pias entre outros, causando a sua contaminagdo, mesmo em pequenas
concentracOes. Desta forma, os DESs passam a contaminar o ambiente hidrico e os animais
que ali habitam causando sérios maleficios. Por isso, avaliar a qualidade do meio hidrico
é de suma importancia para controle e medidas cabiveis.

Esses contaminantes sdo encontrados em baixas concentracdes (<pg L)
(ALVES, 2010; ALFASSI et al., 1992), no qual, sua determinacdo requer o uso de
técnicas de extracdo, que apresentem boa sensibilidade para o composto de interesse. A
extracdo liquido-liquido (LLE) e a extracdo em fase solida (SPE) tém sido as técnicas de
extracdo mais empregadas para determinar esses contaminantes no meio hidrico.
(CELEIRO et al., 2020).



A extracdo por sor¢do em fase de tecido, do inglés, Fabric Phase Sorptive
Extraction (FPSE) é uma nova técnica de preparo de amostra, que consiste no
revestimento quimico de um tecido, alterando sua estrutura natural e transformando em
um meio capaz de extrair compostos de interesses cientificos, industriais e dos
consumidores. O mecanismo envolvido faz parte da quimica verde por trabalhar com
guantidades pequenas de solventes; diminui significativamente o tempo de preparo de

amostra em relacdo a métodos tradicionais (KUMAR et al., 2014).

A FPSE foi desenvolvida por KABIR e FURTON em 2014 e tem abordado
de forma criativa as principais deficiéncias das técnicas de microextracdo, tais como,
fibras revestidas frageis, agulha da seringa em SPME (acrénimo das iniciais em lingua
inglesa de Solid Phase Microextraction), tempo de extracdo longo com necessidade de
muitos ciclos de extragdo, vida Util curta do revestimento, dificuldade de acoplamento
entre outros (KUMAR et al., 2014). A FPSE, pode ser considerada uma variedade de
micoextracdo por pelicula fina (TFME) , por apresentar maior carga de sorvente e maior
sensibilidade, micoextracdo em fase sélida (extracdo de equilibrio) e extracdo em fase
solida (CELEIRO, 2020).

A FPSE utiliza tecnologia de revestimento, como a técnica de imobilizacao
sorvente e tecido inerentemente permeavel como substrato, resultando em um dispositivo
de microextragdo com alto volume de adsorvente intrinsecamente poroso e quimicamente
ligado ao substrato. A FPSE abriu a possibilidade de explorar a
hidrofobicidade/hidrofilicidade dos substratos de tecido, a fim de ajustar a polaridade e
seletividade final da FPSE, se necessario (PIJUAN et al., 2015).

A primeira aplicacdo de FPSE combinada a cromatografia liquida para a
determinacéo de estrogénios em agua foi apresentada por KUMAR et al., 2014; enquanto

algumas outras aplicagdes estdo em desenvolvimento.

Por ser uma técnica nova a FPSE necessita de estudos que comprovem e
avaliem a eficiéncia da extracdo. Substancias que envolvem a salde humana, animal e
ambiental sempre necessitam de atencdo. Seu estudo e monitoramento devem ser
continuos, pois com dados reais garante-se a veracidade dos resultados, gerando

documentos, no qual, pode-se tomar as devidas agdes.



Neste contexto, as ciéncias analiticas exercem um papel de suma
importancia, por permitir o desenvolvimento de metodologia, das mais variadas técnicas
e fundamentos analiticos (exemplos: cromatografia, espectroscopia, eletroquimica, entre
outros). Mesmo, quando os compostos analisados estdo em quantidades de tragos €

possivel obter resultados qualitativos e quantitativos.

2.0- REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1- CONTAMINANTES EMERGENTES

Os contaminantes emergentes (CE) podem ser definidos como qualquer
substancia quimica sintética ou natural ou qualquer microrganismo que ndo era
comumente monitorado no ambiente, mas tem o potencial para penetra-lo e causar efeitos
adversos ecologicos e/ou na saude humana. Os CE sintéticos sdo produzidos em larga
escala em todo o mundo, s&o utilizados numa grande variedade de aplicacdes, e tornaram-
se indispensaveis para a sociedade (KUSTER et al., 2008).

Alguns exemplos de aplicagbes dos CE sdo: formulacbes em
medicamentos, agrotdxicos, produtos de higiene, produtos de uso veterinario, embalagens
de alimentos, entre outras que estdo nos diferentes compartimentos ambientais (solo, agua
e ar), sendo eles tanto de origem antropica (presentes em efluentes domésticos,
industriais, hospitalares e aqueles provenientes das atividades agricola e pecuaria), quanto
de ocorréncia natural (presentes em diferentes espécies de plantas, por exemplo)
(MONTANGER et al., 2017).

A TABELA 1, traz alguns exemplos de compostos classificados como CE

e alguns exemplos de matrizes em que podem ser encontrados.



TABELA 1: Compostos classificados como Contaminantes Emergentes em diferentes

matrizes.

MATRIZES

COMPOSTOS

Antibibticos veterinarios e
humanos

Ciprofloxacina, eritromicina, lincomicina,
sulfametoxazol, tetraciclina e gemfibrozil;

Medicamentos prescritos

Codeina, salbutamol, carbamazepina e anastrozol;

Reposi¢do hormonal e métodos
contraceptivos,

17p-estradiol (E2), estriol (E3), estrona (E1) e 0
sintético 17 a-etinilestradiol (EE2);

Medicamentos sem prescrigdo

Acetaminofeno (paracetamol), naproxeno,
cetoprofeno, &cido salicilico, Ibuprofeno e

médica ;
diclofenaco;
Atrazina, aminoécidos fosfonados (exemplo,
- glifosato), benzenaminas, triazinas,
Pesticidas

organofosforados (exemplo, fenitrotion),
fenilpirazois (exemplo, fipronil );

Adocantes artificiais

Acessulfame, sacarina, ciclamato e sucralos;

Repelentes de insetos

DEET - N, N-dietil-meta-toluamida

Agentes bacteriostaticos e
fungistaticos em drogas,
cosmeéticos e alimentos

Parabenos - ésteres alquilicos do acido p-
hidroxibenzdico

Pasta de dente, sabdo e sprays
antimicrobianos

Triclosan;

Fragrancias para produtos de
limpeza e cuidados pessoais

Almiscares policiclicos - tonalida e galaxolida;

“Continua”.



MATRIZES COMPOSTOS

Filtros UV [ filtro solar - filtros

. Benzofenonas e metoxicinamatos;
organicos

Solventes clorados, hidrocarbonetos de petroleo,
hidrocarbonetos poliaromaticos, éter metil
terciario-butilico, bisfendis, ftalatos e 4-dioxano;

Aditivos e subprodutos
industriais

Pr%(ll:;(:isocriss;?g(;osorﬁg[]arae\éggr 4 Hidroxianisol butilado (BHA) e hidroxitolueno
caodag butilado (BHT);

alimentos.

Canfora, 1,8-cineol (eucaliptol), citral, citronelal,
cis-3-hexenol, heliotropina, acido hexandico,
mentol, alcool feniletilico, triacetina e terpineol.

Oxidantes ou desreguladores
enddcrinos

Fonte: STUART et al., 2012.

A regulamentacao dos CEs depende dos resultados de estudos sobre cada
potencial em relacdo a efeitos na satde de humanos e animais (principalmente aquéticos),
além de dados de monitoramento de sua ocorréncia no meio. Este grupo de compostos
sdo constituidos por substancias utilizadas no dia-a-dia, onde a maioria ndo apresenta
dados ecotoxicoldgicos dificultando prever os efeitos adversos na saude (PETROVIC et
al., 2004).

A ocorréncia destes contaminantes pode ser por causa de compostos
recentemente introduzidos no meio ambiente (por exemplo, medicamentos aprovados
recentemente pelas autoridades competentes e que devido ao seu uso comegam a entrar
no ambiente), ou também por compostos que se encontram presentes no meio ambiente
h& algum tempo, mas cuja presenca sO recentemente tem sido detectada. O termo
"emergente" também pode englobar um poluente convencional ja legislado, mas que
devido a novos dados referentes a sua ocorréncia, destino ou efeitos adversos, tornou-se
de novo foco de atencdo (GAFFNEY et al., 2014).

O lancamento de contaminantes quimicos emergentes para 0S meios
hidricos preocupa grande parte da comunidade cientifica internacional, uma vez que,

anualmente numerosos compostos quimicos séo sintetizados, os quais sdo langados para



0 meio ambiente com consequéncias imprevisiveis, surgindo constantemente novas
evidéncias sobre a sua toxicidade (GAFFNEY et al., 2014).

Em matrizes fluidicas a presenca dos CE ocorre em concentra¢cbes muito
baixas, situando-se na faixa de L a ng L™, tornando necessario o uso de técnicas e
métodos analiticos que apresentem limites de deteccao e quantificacdo baixos suficientes
para detectar e quantificar a presenca destes compostos, com precisdo e exatiddo
aceitaveis.

Dos CEs encontram-se os desreguladores enddcrinos (DEs), tais como
17a-etinilestradiol (EE2), estrona (E1) e bisfenol A (BPA). Estes DEs citados, sdo 0s
compostos estudados neste trabalho, que em baixas concentracfes provocam efeitos

adversos a humanos e animais.

2.2- DESREGULADORES ENDOCRINOS

Os Desreguladores Enddcrinos (DEs) séo substancias quimicas exdgenas
(ndo naturais), ou misturas de substancias quimicas, que interferem no sistema hormonal
dos seres humanos e dos animais, tendo, consequentemente, efeitos adversos sobre a
salide num organismo intacto, na sua descendéncia, ou nas (sub) popula¢des (GORE et
al., 2014).

As funcbes do corpo sdo reguladas por dois grandes sistemas de controle:
0 sistema nervoso e o sistema enddcrino, e os DEs causam um desequilibrio enddcrino.
As consequéncias desses desequilibrios podem ser desastrosas, causando cancer de
prostata, reducdo do nimero de espermatozoides, cancer de Utero, de mama, de vagina,
menstruacao precoce e distdrbios da tireoide. Além disso pode causar o desequilibrio dos
ecossistemas aquaticos, pois 0s peixes e outras espécies de machos podem se afeminar
causando a diminuicgdo da procriacao das fémeas. (ANDRADE, 2013).

Apesar de estudos relativos a hipotese de que substancias quimicas no
ambiente estariam relacionadas a efeitos estrogénicos desde 1923, levou-se um tempo
consideravel para que os 6rgdos ambientais manifestassem preocupacfes acerca do

assunto e assim, tornar mais frequente o desenvolvimento de trabalhos com o objetivo de



avaliarem os efeitos adversos dessas substancias a saide humana e a vida de animais
(FERREIRA, 2008).
FERREIRA (2008), expbde uma tabela cronolégica com alguns fatos e

evidéncias relativos aos DEs, dentro deles encontram-se:

o 1963: Verifica-se que a exposi¢cdo a hormdnios naturais € perigosa e conduz ao
cancer.
o 1968: Descobre-se que os DEs levam ao cancer vaginal, sobretudo em mulheres

cujas méaes estiveram expostas a este produto durante a gravidez;

o 1980: Utilizacdo de certos horménios sintéticos é restringida;

o 1993: Detecta-se relacdo entre xenoestrogénios e problemas no aparelho
reprodutor masculino e feminino;

o 1998: Sdo formados os primeiros grupos de investigagdo a nivel mundial para
estudar esse problema;

o 1999: Desenvolvem-se estudos in vitro e in vivo para avaliar o potencial

estrogénico de substancias.

Na cidade de Bruxelas em 7 de novembro de 2018, a Comissdo Europeia,
fez um comunicado em relacdo a nova atencdo que ira ter sobre o controle dos DEs
afirmando o compromisso de proteger os cidaddos e o ambiente de produtos quimicos
perigosos. Apoiando a pesquisa sobre DEs e dispondo de legislagfes sobre como lidar
com os DEs. Como resultado, varias substancias com estas propriedades foram proibidas
ou a exposicao a elas foram minimizadas (EUROPEAN COMMISSION, 2018).

A Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos, do inglés United
States Environmental Protection Agency-USEPA, (1997) publicou um documento para
discutir sobre a diversidade de mecanismos envolvidos na perturbacdo do sistema
enddcrino. Segundo ela, “um interferente enddcrino ¢ um agente exégeno que interfere
na sintese, secrecdo, transporte, ligacdo, acdo ou eliminacdo de hormonios naturais que
sdo responsaveis pela manutencdo da homeostase (preservacdo da constancia interna),

reproducéo, desenvolvimento e comportamento” (USEPA, 1997).

Os DEs podem ser classificados de acordo com exemplos da TABELA 2.



TABELA 2: Propriedades fisico-quimicas, estrutura quimica e n® de CAS dos compostos
classificados como DEs.

Log®

COMPOSTOS ESTRUTURA FORMULA M (gmol?)? pKab Kow CASH
ESTEROIDES
17a-etinilestradiol 367 -
(EE2) C20H240> 296,403 10,4 4 15 57-63-6

17 p-estradiol & CisH240; 272,38 104 4,01 50-28-2
Estrona (E1) CisH20, 270,40 10,4 3,40 53-16-7
Mestranol Co1Has02 310,43 17,6 4,61 72-33-3
Deietilestibestrol g P CraHonO 268 35 8.6 - 56-53-1
(DES) | /@A/ 18H2002 , ;
ALQUILFENOIS

. 4,80-
Nonilfenol QAPA CisH240 220,35 107 g5y 104-40-5

HO

ALQUILFENOIS
Nonilfenol- CoH19CsHa
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g
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COMPOSTOS ESTRUTURA FORMULA M (g mol)? pKaP Log® CASY
Kow
POLIAROMATICOS
w B
R th
~ [I=]
Bifenilas C12H10-nCln, 26,
policloradas (PCB) 1<n<10 el IR 1336-36-3
o~ o
(2] (Fa]
< =
(=]
Retardantes de
chama Varios compostos
Hidrocarbonetos P
Policiclicos (HAPS)
ORGANO OXIGENADOS
Ftalatos | Vérios compostos
OH
Bisfenol-A (BPA) HaC CH,
: 9,6- 2,20-
Ci15H1602 228,29 113 3,40 80-05-7
OH
PESTICIDAS
Cl
Atrazina "ﬂ)\\” CsHwCIN 215,68 <30 261  1912-24-9
P 814 5 , , . -24-
/LNHJ\NJ\NHA\
Afrazina
Linuron al
X
HoCoy A o CoHioCl2N202 249.09 _ 320 330-55-2
HecO M
PESTICIDAS
Cl
Cl Cl
Hexacloro-benzeno CsCls 284,8 _ 6,18 118-74-1
Cl Cl
Cl
CH
Pentacloro-fenol cl Cl
(PCP) CsHCIsO 266,34 4,7 5,18 87-86-5
cl cl

Fontes: RAIMUNDO, 2007; FERNANDES et al., 2011; AMORIM, 2007; CUNHA et al., 2017,
OLIVEIRA, 2015; MERCK & Co; SOUZA, 2018; LEAL, 2015; PIERONI et al., 2017.
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2 Massa molar, massa em gramas de um mol de entidades elementar;

b: Constante de dissociacdo acida;

¢ Coeficiente de Particdo octanol/agua;

d: CAS= Chemical Abstract Service, do Inglés, nimero que corresponde & identificacdo quimica
as substancias.

2.3- CLASSIFICACAO DOS ESTROGENIOS

Os hormonios esteroides sexuais representados principalmente pela
progesterona, estrogénios e testosterona, estdo correlacionados com sua estrutura quimica
principal. Esses horménios representam etapas de uma longa cadeia de transformacgdes
estruturais que se inicia pelo colesterol, que é um lipideo e termina no estrogénio 173-
estradiol (RAIMUNDO, 2007; HALBE, 1965).

O colesterol (FIGURA 1) é o esteroide mais abundante nos animais,
também chamado de esterol devido ao grupo OH na posicdo C3 e pela cadeia alifatica
lateral ramificada na posi¢do C17 (PEREIRA et al., 2017), que é a molécula precursora

dos hormonios esteroides.

FIGURA 1: Formula Estrutural do Colesterol.

Fonte: GROULEFF et al., 2015.

Os estrogénios, assim como grande parte dos hormonios esteroidais, sdo
compostos organicos sintetizados a partir do colesterol, possuem em comum uma

estrutura quimica bésica de 17 atomos de carbono dispostos em quatro anéis (A, B, C e



D) ligados entre si, denominado de nucleo esteroide, apresentado na FIGURA 2. Os anéis
do ndcleo esteroide estdo distribuidos da seguinte forma: trés deles apresentam seis
atomos de carbono e um, cinco atomos de carbono; a nomenclatura deste nucleo é ciclo
pentanoperidrofenantremo. (PEREIRA et al., 2017).

Configuracdes estruturais no anel D dao origem a diferentes estrogénios
(FIGURA 2). No carbono 17 (C17) a estrona possui uma carbonila enquanto o estradiol
possui uma hidroxila, ja o estriol possui duas hidroxilas, uma no C16 e a outra no C17
(CUNHA et al., 2017).

FIGURA 2: Estruturas Quimicas: Nucleo esteroide ciclopentanoperidrofenantreno (1);
estrogénios naturais, (2) estrona, (3) estradiol e (4) estriol; e 0 estrogénio sintético (5)

17a-etinilestradiol.

®)

(4)

Fonte: CUNHA et al., 2017.



Os estrogénios constituem-se diferentes tipos de hormonios entre o sexo
feminino e o sexo masculino. Para o sexo masculino os horménios predominantes sdo 0s
androgénios e no sexo feminino, os estrogénios. Os androgénios sdo uma classe de
hormdnios sexuais, produzidos pelas glandulas adrenais e testiculos, incluem o
androsterona e testosterona, sendo responsaveis pelo desenvolvimento das caracteristicas
secundarias masculinas, tais como voz grave e barba. Os estrogénios sao definidos como
uma familia de hormonios esteroides, responsaveis pelo desenvolvimento das
caracteristicas secundarias femininas e funcbes de reproducdo. Os estrogénios sao
classificados de acordo com sua origem: (2.3.1) estrogénios naturais; (2.3.2) estrogénios
sintéticos; (2.3.3) fitoestrogénios e (2.3.4) “xenoestrogénios” (GUTENDORF et al.,
2001).

2.3.1-ESTROGENIOS NATURAIS

Os estrogénios naturais sao produzidos, principalmente nos ovarios e nos
testiculos em humanos e outros vertebrados, originarios do colesterol ou acetil coenzima-
A. Sua sintese, ocorre também em tecidos ndo-enddcrinos tais como figado, tecido
adiposo e cérebro, através da conversdo do hormonio masculino testosterona em 17f3-

estradiol sob agéo da enzima conversora aromatase (RAIMUNDO, 2007).

O 17p-estradiol é o estrogeno de maior quantidade e poténcia de
ocorréncia natural, seguido pela estrona e estriol. Os testiculos e prostata, tecidos
reprodutores masculinos sdo igualmente alvo de estrogénios, porém o excesso dos
estrogénios pode desenvolver caracteristicas sexuais secundarias femininas em homens
(NASSIF et al., 2005).

2.3.2- ESTROGENIOS SINTETICOS

Os estrogénios sintéticos sdo compostos de estruturas quimicas alteradas,

encontrados em medicamentos; eles tém a tendéncia de serem mais potentes do que 0s



estrogénios naturais e consequentemente, mais ativos. Hormonios naturais como 17f3-
estradiol e progesterona ndo sdo adequados para aplicacOes orais, exceto se forem
ingeridos em altas concentracdes, pois estes, sdo facilmente metabolizados e excretados
pelo organismo. Esteroides sintéticos atuam no sistema endocrino e alteram a atividade

fisiologica mesmo em baixas concentracdes (GUTENDORF et al., 2001).

A solubilidade em agua dos horménios naturais esta entre 5,75 e 13,25 mg
L. Os esteroides sintéticos possuem solubilidade em &gua entre 0,16 e 4,83 mg L
(RAIMUNDO, 2007). O estrogénio sintético mais consumido ¢ o 17a-etinilestradiol
(170-EE>) aplicado nas terapias de reposicdo hormonal e nas pilulas anticoncepcionais.
O EE2 é um dos DEs mais importantes encontrado no ambiente aquatico, pelo fato de ser

altamente estrogénico e resistente & biodegradacdo (FERREIRA, 2008).

Os derivados do norgestrel, como o levonorgestrel, possuem agao similar
a progesterona e estdo presentes também nas formulagdes das pilulas anticoncepcionais
além de medicamentos usados em tratamentos de infertilidades, endometrioses e controle
de cancer de mama. Além destes, o dietilstilbestrol também é um poderoso estrogénio
sintético utilizado para o controle de natalidade. A exposic¢ao continua a essas substancias
tem sido associada a efeitos alarmantes nos processos de desenvolvimento e reproducéo
como a feminilizacdo de machos, decrescimento da fertilidade e hermafrodismo. As
terapias de reposicdo hormonal para controle da menopausa e no tratamento do cancer de
prostata e cancer de mama em mulheres em pos-menopausa € um dos tratamentos que
mais utilizam estrdgenos sintéticos atrds apenas dos métodos para contracepgdo. Nestes
tratamentos as mulheres ingerem diariamente entre 20 e 50 pg de estrogénios, em alguns

anticoncepcionais orais sdo ingeridos até 500 pg diarios (RAIMUNDO, 2007).

2.3.3- FITOESTROGENIOS

Os fitoestrogénios sdo componentes ndo-esteroides, procedentes de
plantas, frutas e vegetais, possuem propriedades estruturais e funcionais semelhante as

dos estrogénios. Sdo compostos fendicos heterociclicos, portanto, com capacidade de



interagir com os receptores dos estrogénios devido a presenca do anel fenolico em sua
estrutura (COTA et al., 2004).

Os fitoestrbgenios, possuem compostos que podem atuar como
interferentes enddcrinos com o auxilio da flora bacteriana intestinal, de enzimas,
vitaminas e minerais. As principais classes destes compostos sao as isoflavonas, lignanas
e cumestanos. Em torno de vinte fitoestrogenios foram identificados em plantas como o
trigo, a aveia, cevada, arroz, maca, cereja, batata, cenoura, ervilha, feijao, salsinha, alho
e café, mas somam mais de 12.000 compostos quimicos naturais (LINTELMANN et al.,
2003).

2.3.4- XENOESTROGENIOS

Os xenoestrogénios sdo produzidos em laboratorios, sendo fabricados a
partir da reacdo entre o gas cloro e os hidrocarbonetos do petroleo e sdo utilizados em
produtos quimicos industriais de alta toxicidade; sdo encontrados nos mais diferentes
lugares, de conservantes de alimentos a protetores solares, passando por inseticidas,
pesticidas, preservadores de madeira, plasticos e detergentes de laboratério (O
ARQUIVO, 2020).

No corpo humano, 0s xenoestrogénios confundem os receptores celulares
dos estrogénios no organismo, interferindo nas mensagens bioquimicas naturais, podem
alterar a forma como o0s hormoénios e seus receptores proteicos sdo elaborados,
metabolizados e em sua atuacdo. Por se degradarem lentamente, ao atingirem 0s corpos
d’aguas podem difundir-se passando a integrar nos tecidos vivos. Atualmente estdo
presentes em todos os ecossistemas e em alguns organismos vivos. Dificilmente
excretados, sdo lipossoluveis, acumulando-se nos tecidos gordurosos, no cérebro, no
aparelho reprodutor e outros Orgdos propiciando a biomagnificagdo em uma cadeia
alimentar (RAIMUNDO, 2007).

O bisfenol-A (BPA), composto estudado neste trabalho é um exemplo de

Xenoestrogénio.



2.4- BISFENOL-A

Bisfenol-A (BPA) é um mon6mero de pléstico policarbonato, com
estrutura de dois anéis de fenol insaturados ligados por uma ponte de hidrocarboneto
(FIGURA 3). Pode ser liberado quando a polimerizacdo € incompleta na producéo de
plasticos ou através de hidrolise causada por altas temperaturas (GOLOUBKOVA et al.,
2000).

FIGURA 3: Formula Estrutural do BPA.

HO OH

Fonte: Chemicalize.org J. chem. model.

O BPA € amplamente utilizado nos processos industriais, como,
mondmero na producéo de policarbonato (71 % do que é produzido destina-se a esse fim),
27% para producdo de resinas-epoxi (27 %) e 0s outros 2% na producdo de aditivos de
resinas de poliéster-estireno insaturadas e retardantes de chama. O BPA é encontrado no
ambiente através de diversas fontes, devido a alta escala de produ¢cdo mundialmente, e
por ter diversas aplicacdes. Os processos de producdo e manufatura do BPA €é a maior
parcela de contribuicdo; por outro lado os despejos de efluentes industriais sem
tratamento adequado, e uma pequena contribuicdo pode ser atribuida a lixiviacdo dos
produtos finais de consumo. O BPA é um composto persistentes a biodegradacao, seu
tempo de meia-vida em aguas superficiais € de 1 a 150 dias, e em aguas subterraneas esse
tempo pode dobrar. Pode ser decomposto microbiologicamente ou por meio de fotdlise
pela absorcdo de energia em 290 nm, sendo que esse potencial é aumentado em matrizes
aquaticas com pH basico. Nos solos a meia vida do BPA pode variar de 1 a 180 dias
aproximadamente e no ar esse valor é bem menor, entre 0,7 e 7,4 horas, pois nessa matriz

é rapidamente decomposto pelos radicais hidroxilas (RAIMUNDO, 2007).



A nomenclatura oficial do BPA é 2,2-bis-(4-hidroxifenil) propano ou 4,4’-
isopropilidenodifenol, CAS 80-05-7 (GUERALD, 2014), e pode ser comercializado em
formas de flocos, pérolas ou cristais. O BPA esta presente em mamadeiras, garrafas de
agua, em papéis térmicos, recipientes de plastico para alimentos e bebidas, em
revestimentos de latas de alimentos, equipamentos elétricos e eletrdnicos, entre outros
(HUANG et al., 2012).

Analisando as propriedades de solubilidade em agua, pressdo de vapor,
constante de Henry e o coeficiente de particdo octanol-agua (log Kow) de compostos
organicos nocivos, como 0 BPA, € possivel prever o risco ambiental e o risco a saude dos
organismos vivos. O BPA possui solubilidade em agua moderada (120 mg L), alguns
autores consideram alta, baixa pressdo de vapor (5,3 x 101! atm) e baixa constante de
Henry (1x1071% atm m3® mol™); os valores de log Kow estéo entre 2,20 e 4,16, o que indica
que pode ser adsorvido pela matéria organica presente nos sedimentos e geralmente estdo
presentes em tecidos gordurosos da biota, 0 que promove a bioacumulacdo na cadeia
alimentar. Na TABELA 3, consta as principais propriedades do BPA (SANTQOS, 2016).

TABELA 3: Principais propriedades fisico-quimica do BPA e sua identificagdo.

PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS / VALOR/
IDENTIFICACAO INFORMACAO
CAS 80-05-7
Formula Molecular C15H1602

Massa Molar 228,29
Cor/aparéncia Cristal branco/floco
Densidade 1,195 g cm
Ponto de ebulicdo 398 °C 1 atm
Ponto de fuséo 157°C 1 atm
Solubilidade em agua 120 -300 mg L
Pressdo de vapor 5,3x10 atm
Coeficiente de particdo octanol-agua (log kow) 2,20 - 4,16
Constante de dissociacdo (pka) 9,59-10,2

Fonte: TSAI, 2007.



O BPA foi classificado pela Comisséo Europeia em 2011 como substancia
toxica para o sistema reprodutor, de categoria 3, risco para fertilidade humana
(COMISSAO EUROPEIA, 2011).

Trés vias sdo vidveis a exposicdo humana ao BPA, sdo elas: via
ocupacional, ambiental e alimentar. Sendo a exposic¢ao alimentar a mais preocupante por
atingir potencialmente um maior nimero de pessoas e porque, ocorre durante longos
periodos de exposicdo (possivelmente toda a vida) em pequenas doses e sem serem
detectadas através do uso de produtos diversos que contenha o BPA (BERNARDO,
2015).

Em estudos ja realizados, provou-se que o BPA pode afetar 0s organismos
animais e humanos por meio de interagfes com o estrogénio, androgénio, hidrocarboneto
aromatico e receptores ativados por proliferadores de peroxissomo; portanto, interfere na
funcdo ndo so do sistema enddcrino, incluindo alteragdes na fungdo de hormonios sexuais,
insulina, leptina, adiponectina ou tiroxina, mas também afeta outros sistemas do corpo,
incluindo os imunoldgicos ou nervosos. Dentro dessas pesquisas, mostrou o potencial do
BPA de interferir na atividade do horménio tiroidiano, em induzir a proliferacdo de
celulas de cancer de prostata e em impedir a sintese de testosterona quando presente em
doses muito baixas (partes por trilhdo) (BERNARDO, 2015).

Em 2006 e 2010, a EFSA, definiu o indice de Tolerancia Diéria, do inglés,
Tolerable Daily Intake (TDI) de BPA em 0,05 mg BPA/Kkg de peso corporal (pc)/dia. Este
TDI tem por base o nivel sem efeitos nocivos de 5 mg/kg de peso corporal por dia
decorrente de um estudo multigeracional de toxicidade reprodutiva em ratos, e a aplicacdo
de um fator de incerteza de 100, que é considerado seguro com base em toda a informagéo
sobre a toxicocinética do BPA. Em 2008, o Canadéa proibiu o uso de policarbonatos na
confeccdo de mamadeiras e estabeleceu limites estritos para BPA em latas de produtos
infantis (BERNARDO, 2015).

A Comisséo Européia, publicou o Regulamento (EU) n® 10/2011, de 14 de
janeiro de 2011, da Unido Européia, que autoriza o uso de BPA, em embalagens plasticas
destinadas a entrar em contato com alimentos, com o limite de migracéo especifica (LME)

de 0,6 mg de BPA/kg de alimento, ndo fazendo restricdo de uso ao tipo de material



plastico utilizado na fabricacdo da embalagem; posteriormente, publicou a Diretiva n° 8,
de 28 de janeiro de 2011, onde o LME de BPA permaneceu 0 mesmo, mas 0 uso do
material plastico policarbonato foi proibido para a fabricacdo de mamadeiras destinadas
a lactentes (BERNARDO, 2015).

No Brasil, a Resolugdo RDC n° 17/2008, de 17 de margo de 2008 da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria e Abastecimento (ANVISA), correspondente a
Resolugcdo GMC do Mercosul n°® 32/2007, estabelece o LME de 0,6 mg de BPA/kg de

alimento ou simulante (MS, 2008).

A Resolugdo RDC n° 41, de 16 de setembro de 2011 da ANVISA, proibe
a fabricacdo e importacdo de mamadeiras para alimentacao de lactentes que contenham a
substancia BPA na sua composicdo. A Resolucdo RDC n° 56/2012, de 16 de novembro
de 2012 da ANVISA, correspondente a Resolugdo GMC do Mercosul n° 02/2012, de 19
de abril de 2012, mantém o LME de 0,6 mg de BPA/kg de alimento e ndo autoriza o uso
de BPA em polimeros utilizados na fabricacdo de mamadeiras e artigos similares

destinados a alimentacéo de lactantes, com vigéncia desde de janeiro de 2012 (MS, 2012).

A TABELA 4 apresenta as concentragdes minimas e maximas (ng L)
encontradas respectivamente, para 0 BPA em diferentes matrizes aquaticas brasileiras
(cinco estados, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Minas Gerais, Rio Grande do Sul e Ceara e no
Distrito Federal), juntamente com as técnicas analiticas utilizadas nas determinacGes
(MONTAGNER et al., 2017).

TABELA 4: Quantidade de BPA encontrado em diferentes matrizes aquaticas brasileiras

e suas respectivas técnicas analiticas.

BISFENOL-A
CONCENTRACOES (ng L) TECNICA ANALITICA

Esgoto Bruto
55,7 - 308,8 HPLC-MS/MS

“Continua”.



BISFENOL-A
CONCENTRACOES (ng LY TECNICA ANALITICA
Esgoto Tratado
220 - 5310 HPLC-MS/MS
Agua Superficial
2,8 - 39860 HPLC-MS/MS HPLC-FLD
Agua de Abastecimento Publico
160 — 3610 GC-MS HPLC-MS/MS
HPLC-FLD GC-MS/MS

Fonte: Adaptado de MONTAGNER et al., 2017; FERREIRA, 2013; BERGAMASCO et al.,
2011; QUEIROZ et al., 2014; QUEIROZ et al., 2012.

Outro estrogénio presente nas matrizes aquaticas ¢ o 17a- etinilestradiol,
sua presenca s6 aumenta, fato levado em consideracao, por ser um estrogénio disponivel

no tratamento de reposicdo hormonal e métodos contraceptivos.

2.5- 17a- ETINILESTRADIOL

O 17a-etinilestradiol (EE2) é um estrogénio sintético, difere-se do 17p-
estradiol através de um unico substituinte, o etinil, também no carbono 17 (FIGURA 4).
Esta diferenca faz com que o EE2 possua maior potencial estrogénico e também se torne
mais resistente a degradacdo com relacéo ao 17p-estradiol (CUNHA et al., 2017).

FIGURA 4: Férmulas estruturais do 17a- etinilestradiol ¢ 17p-estradiol.

17a- etinilestradiol 17B-Estradiol

Fonte: Chemicalize.org J.
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O EE2 cujo nome quimico é 17a-etinil-1,3,5(10)- estratriene-3,17p-diol €
um estrogénio sintético, desenvolvido para uso médico em terapias de reposicdo
hormonal e principal componente estrogénico utilizado em formulacdes de
contraceptivos orais; desperta maior preocupacao, tanto pela sua poténcia, como pela
quantidade continuamente introduzida no ambiente, pois é um dos medicamentos mais
consumido no mundo. O EE2, cujo, suas propriedades fisico-quimicas encontram-se na
TABELA 5, apresenta a melhor conformacéo reconhecida pelos receptores e, portanto,
resulta em respostas maximas, sendo considerados como responsaveis pela maioria dos

efeitos desreguladores desencadeados pela disposicdo de efluentes (FERREIRA, 2008).

TABELA 5: Principais propriedades fisico-quimicas do 17a- etinilestradiol e sua

identificacao.

PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS / VALOR/

IDENTIFICACAO INFORMACAO

CAS 57-63-6

Formula Molecular C20H2402

Massa Molar 296,40 g mol*

Cor/aparéncia P6 cristalino esbranquicado a

amarelo claro

Densidade 1,21 gcm?
Ponto de ebulicdo 457,2°C 1 atm
Ponto de fuséo 182-183°C 1 atm

Solubilidade em/ miscibilidade com 4guaem 25°C 0,019 ¢ L
Coeficiente de particdo octanol-a4gua (log Kow) 3,67
Constante de dissociacdo (pka) 10,46-10,7
Fonte: ALFA CHEMISTRY, 2020; CUNHA et al., 2017.

A introducéo do EE2 no meio hidrico se da por duas vias: pela excre¢édo e

descarte. Uma vez consumido € excretado por meio da urina e fezes, esses s@o lancados
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nos esgotos, que posteriormente vao para ambientes aquaticos sem tratamentos ou na
forma de efluentes tratados em estacdes de tratamento de esgoto; porém as tecnologias
convencionais de tratamento de esgoto possuem limitacdes na remogéo desse estrogénio,
0 que agrava ainda mais a situacdo, pois o EE2 é o mais persistente dos estrogénios, com
um tempo de meia-vida em agua de aproximadamente 17 dias e uma baixa taxa de
fotodegradagdo (CUNHA et al., 2016).

O EE2 tem sido apontado como o principal composto responsavel por
provocar alteragdes endocrinas nos organismos aquaticos. Segundo CUNHA et al.
(2016), nos ultimos 15 anos varios estudos foram realizados sobre os efeitos decorrentes
da exposicdo ao EE2 em varias espécies aquaticas em diferentes fases da vida. Dentre tais
efeitos adversos, o mais alarmante foi o processo de feminizacdo — desenvolvimento de
caracteristicas sexuais femininas, incluindo anatomia reprodutiva feminina. Tal processo
compromete o ciclo reprodutivo da populacdo afetada, podendo desencadear

desequilibrio ao ecossistema no qual esta se insere (CUNHA et al., 2016).

Com relacdo aos seres humanos, ainda ndo existem estudos que
comprovem os efeitos do EE2 sobre a satde humana pelas exposi¢des ambientais, o que
em parte pode ser atribuido a acentuada dificuldade em demonstrar relacéo de causalidade
quando se aborda o processo de desregulacdo enddcrina. Dessa forma, tratando-se de um
DE, que tem a capacidade de promover profundas alteracdes fisiologicas com apenas uma
dose “gatilho”, é possivel formular a hipotese de que uma vez presente na agua ingerida
pelo homem, mesmo em baixas concentragdes, este horménio pode desencadear efeitos
adversos sobre alguns individuos (CUNHA et al., 2016).

Os hormoénios sdo considerados como responsaveis pela maioria dos
efeitos desreguladores desencadeados pela disposi¢éo de efluentes, assim como o EE2 a
estrona, faz parte do grupo (FERREIRA, 2008).
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2.6- ESTRONA

Estrona (E1) ou 3-hidroxiestra-1,3,5(10)-trien-17-ona (IUPAC),
representada estruturalmente na FIGURA 5, € um hormdnio estrogénico secretado pelo
ovario. A E1 é o segundo estrogénio predominante na circulagdo na mulher e
predominante ap6s a menopausa. Na mulher, a E1, estradiol e estriol sdo os trés mais
importantes estrogenos produzidos no corpo humano. Por causa das suas respectivas
posi¢cOes na sequéncia da biossintese, a estrona € citada como E1, o estradiol como E2 e
o estriol como E3 (MULHER, 2020).

No estado de ndo-gravidez, a E1 e o E2 sdo produzidos pelos ovarios em
quantidades de apenas 100 a 200 pg dia?, e o E3 é apenas um escasso subproduto do
metabolismo da E1. Durante a gravidez, no entanto, a placenta é a principal fonte de
estrdgenos, e 0 E3 é produzido em miligramas, ao passo que a E1 e o E2 sdo produzidos
em microgramas, sendo o E2 excretado em menor quantidade. Apds a menopausa, a E1
continua a ser feita através da conversdo do esteroide adrenal chamado androstenediol,
principalmente nos tecidos gordurosos e células musculares. Quanto mais gordura, mais
E1 é produzida (MULHER, 2020).

FIGURA 5: Estrutura Quimica da Estrona.

HO

Fonte: Chemicalize.org J. chem. model.

A concentracdo da E1 presente na dgua superficial € a mais abundante em
relacdo aos outros estrogénios naturais. Dentre 0s estrogénios naturais, o E2 é o mais
potente, sendo estrogenicamente doze vezes mais ativo que a E1(CUNHA et al, 2017).

Na TABELA 6, traz as principais caracteristicas fisico-quimicas da E1.
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TABELA 6: Principais propriedades fisico-quimicas da estrona e sua identificag&o.

PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS / VALOR /
IDENTIFICACAO INFORMACAO
CAS 53-16-7
Férmula Molecular C18H2202

Massa Molar 270,37 g mol*

Cor/aparéncia
Ponto de fusédo

Solubilidade em agua a 20° C

Coeficiente de particdo octanol-agua (log kow)

Constante de dissociacao (pka)

Po cristalino branco
258-260 °C 1 atm
13mg L*

2,45-3,4

10,34

Fonte: ALFA CHEMISTRY, 2020; RAIMUNDO, 2007.

Os estrogenos naturais apresentam carater de persisténcia por serem

continuamente lancados no ambiente. A TABELA 7, apresenta uma estimativa de

diferentes quantidades de hormonios excretados em seres humanos; pois esses valores,

alteram dependendo da idade, do estado de saude, da dieta ou do estado de gestacdo

(JOHNSON et al., 2000).

TABELA 7: Excrecdo diaria (ug) da estrona (E1), 17B-estradiol (E2), estriol (E3) e 17a-

etinilestradiol.

Excrecéo (ug dia™)

Estrogeno

Homem  Menstruagcdo Menopausa Gravidez  Mulher
El 3,9 4,0 600 -
E2 1,6 2,3 259 -
E3 1,5 1,0 6000 -
EE2 - - - 35

Fonte: RAIMUNDO, 2007 adaptada de JOHNSON et al., 2000.
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A caraterizacdo desses estrogénios e demais substancias que atuam como
CE é extremamente importante, para obter respostas sobre os niveis de ocorréncia nas
diversas matrizes ambientais, bem como avaliacdo dos seus efeitos; mesmo sendo uma
atividade complexa devido a inimeros fatores pertinentes aos analitos e ao ambiente,
entre eles: carateristicas fisico-quimicas dos analitos, propriedades do meio receptor e das
inimeras variaveis que atuam em conjunto no ambiente, como temperatura, turbidez, pH,
alcalinidade, oxigénio dissolvido, radiacdo, relacdes de sinergismo, atividade microbiana
e concentracao de outras substancias (CUNHA, 2017; BILA et al., 2007).

Neste trabalho, as substancias nocivas que possam estar presentes nos
corpos hidricos que foram trabalhadas sdo: estrona (E1), 17a-etinilestradiol (EE2) e
bisfenol-A (BPA) e 0 método analitico utilizado foi extragdo por sor¢édo em fase de tecido;

empregando HPLC com detecgdo UV como técnica de determinacéo.

2.7- PROCESSO SOL-GEL

O processo sol-gel tem por finalidade obter materiais hibridos orgénico-
inorganicos. Este, ocorre em temperaturas brandas (AMIRI, 2016), consistindo na
transformacdo de precursores liquidos em sol (cadeias coloidais e particulas primérias
dispersas em um liquido). O sol é formado por hidrélise e condensagdo destes
precursores; ocorrendo a policondensagdo do sol, formando o gel (rede tridimensional
entrelacada nédo fluida, que se estende por uma fase fluida mobilizando-a) (DANKS et al.,
2016; LIMA, 2012).

A FIGURA 6 representa esquematicamente a passagem de um sol para um
gel: (a) encontra-se particulas coloidais (sol); (b) estas particulas se ligam formando
pequenas cadeias ramificadas tridimensionais; (c) juntamente com regides de microgel,
sendo que eles ndo decantam, pois o indice de refracédo e a densidade séo préximos aos
da disperséo; (d) o sistema tem um comportamento elastico, quando o crescimento das
regides estruturadas atinge 50% do volume total (viscosidade tende ao infinito e o sol

alcanca o ponto de gel; (e-f) a partir deste ponto as regides estruturadas crescem
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conjuntamente, culminando na formagdo de uma rede que ocupa todo o volume do
sistema (BRAGA et al., 2014).

FIGURA 6: Representacdo esquematica da passagem de um sol ((a) ao (d)) para um gel

((e) e () (representacdo bidimensional do processo que ocorre tridimensional).
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Fonte: Adaptado de BRAGA et al., 2014.

O controle do processo sol-gel é fator determinante para o tipo de
caracteristicas quimicas e estruturais sol-gel adquiridas. O modo da taxa de evaporacao
durante a gelificagdo tem um impacto fisico na estrutura final, o tratamento térmico é
fundamental para secagem e também para remocdo dos grupos hidroxilas da superficie.
Recomenda-se um agquecimento uniforme, por meio de um forno a ar ou gas inerte, caso
ndo conseguir controlar essa etapa, o material final pode ser totalmente diferente do
desejado (DANKS et al., 2016).

A formacdo do filme da microestrutura sol-gel é influenciada por alguns
elementos, sdo, pH, equilibrio quimico entre os reagentes, tempo de interface precursor
alinhado a viscosidade do sol, além do tempo de processamento térmico e temperatura
durante o pré-aguecimento, pods-aquecimento e recozimento final, ja mencionado
(KALIYANNAN et al., 2020).



26

A remocdo de liquidos (secagem) leva a um gel seco chamado de xerogel;
0 xerogel € um material poroso, surge da nucleacdo e do crescimento de particulas em
forma de aglomerados, suas juncfes crescem e entram em colapso, levando a formacéo
da rede sélida desejada; a porosidade dessa rede encontra-se na faixa de 50 a 90% do
desejado, dependerd da secagem, o tamanho do poro se estende a microporos até
mesoporos, consequentemente o xerogel apresentard baixa densidade e uma alta area de
superficie (4 a 6 grupos OH por nm?) (PHALIPPOU, 2002).

Grande parte das técnicas sol-gel utilizam como precursores de gel a &gua
e alcoxissilanos de baixo peso molecular, exemplo o tetrametoxissilano (TMOS), pois 0s

alcoxissilanos ndo sdo misciveis com agua (LEV et al., 1995).

Hidrolise e condensacgéo sdo as principais reacdes de gelificacdo de sintese
sol-gel, os mecanismos envolvidos sdo bastante dificeis de serem elucidados, pois
apresentam grandes nimeros de rea¢des simultdneas e uma etapa de condensagédo que se
inicia antes do fim da hidrélise. Dependendo do tipo de catalisador utilizado, obtém
diferentes estruturas; catalisadores acidos, resultam numa estrutura compacta com baixo
volume e tamanhos de poros, no geral, menores que 2 nm de didmetro (microporos), ja
com o uso de catalisadores basicos, a estrutura resultante apresenta maior porosidade,

com largas fragdes de poros entre 2 e 50 nm de diametro (mesoporos) (LIMA, 2012).

Em ambas catalises (acida ou basica) o anion fluoreto tem sido bastante
empregado, apresenta elevada eficiéncia no processo de gelificacdo de hibridos a base de
silica; compreende-se que, devido ao tamanho pequeno do anion fluoreto, este apresente
maior facilidade para difundir-se no sistema e coordenar-se ao silicio através de um

ataque nucleofilico, promovendo as reacdes subsequentes (LIMA, 2012).

Algumas vantagens do processo sol-gel sdo: capacidade de produzir
material hibrido organico-inorganico com composi¢do controlada e pura (escala
manomeétrica), em baixas temperaturas; possuir um grande ndmero de rotas de sintese;
diversidade de materiais como filmes, membranas, pos, fibras, corpos ceramicos e

mondlitos e excelente controle da estequiometria (NASCIMENTO, 2007)

Todo processo apresenta limitacOes, para a via sol-gel sdo: uso de
solventes potencialmente tdxicos; elevado custo de alguns precursores disponiveis

comercialmente; longos tempos de processamento e necessidade de controle das
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condicBes experimentais de sintese, para melhorar a reprodutividade nas propriedades
finais dos materiais (LIMA, 2012).

Neste trabalho o processo sol-gel, foi utilizado para promover a
modificacdo da superficie do tecido de algoddo. Este é um procedimento recentemente
introduzido na Quimica Analitica, com resultados promissores; pode-se analisar diversas
e distintas amostras, mesmo em concentra¢fes a niveis de traco, de acordo com o0s

diferentes tipos de materiais hibridos que o revestimento sol-gel permite formar.

2.7.1- EXTRACAO POR SORCAO EM FASE DE TECIDO

A Extracdo por Sorcdo em Fase de Tecido, do inglés, Fabric Phase
Sorptive Extraction (FPSE) foi patenteada por Kabir e Furton em 2014, ela é uma técnica
de microextragdo por meio da adsor¢do (OTOUKESH et al., 2019).

A adsorcdo é um processo de transferéncia de massa em uma interface, as
moléculas, atomos ou ions ficam retidos na superficie de uma substancia, em geral,
substancias solidas. Certos solidos tem a capacidade de concentrar na sua superficie
determinadas substancias existentes em liquidos ou gases, possibilitando a separacdo dos
componentes desses fluidos. A forma da ligacdo entre o adsorvato a superficie do
adsorvente, determina o tipo de adsor¢do entre as espécies envolvidas, podendo ocorrer,
a adsorcdo fisica (fisissorcdo) e a adsorcdo quimica (quimissorcdo) (NASCIMENTO et
al., 2014).

A fisissorcdo deixa intactas as espécies quimicas do adsorvato e do
adsorvente, envolvendo uma interacdo relativamente fraca em toda a superficie do
adsorvente que pode ser atribuida as forcas de Van der Walls, que sdo similares as forcas
de coesdo molecular; ou seja, quando as forcas intermoleculares de atracdo das moléculas
na fase fluida e da superficie sélida sdo maiores que as forcas atrativas entre as moléculas

do préprio fluido, uma adsorcdo rapida e reversivel ocorre (NASCIMENTO et al., 2014).

A quimissorcdo, ocorre uma reacdo quimica (ligacdo covalente ou idnica

com os grupos funcionais), resultando em novas espécies quimicas, sendo que apenas 0s
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sitios ativos conseguem adsorver quimicamente o adsorvato. Ha também relatos de

pesquisas sobre a coexisténcia de ambos os tipos de adsor¢do (WENHUI et al., 2012).

Na adsorcdo, o meio sélido deve apresentar caracteristicas favoraveis para
obter sucesso no processo; um meio solido poroso, com alto volume de microporos é

essencial para conseguir alta capacidade de adsorcdo (AL-GHOUTI et al., 2020).

A FSPE pode utilizar diferentes revestimentos quimicos (sol-gel ndo polar
poli (dimetildifenilsiloxano) (PDMDPS), sol-gel polar médio (tetrahidrofurano (PTHF),
sol-gel polar poli (etilenoglicol) (PEG), entre outros) por meio da tecnologia sol-gel,
tendo como substrato um tecido, este, pode ser de algoddo (>98% celulose), poliéster
(100% poliéster), fibra de vidro entre outros tecidos que apresentem porosidade na
superficie. Este substrato revestido é capaz de extrair varios tipos de compostos, como
por exemplo: antibi6ticos, herbicidas de triazina, estrogénios e iodo (ANTHEMIDIS et
al,. 2016).

A FPSE segue os principios da quimica verde, ela é uma técnica de
microextracdo por sor¢do que utiliza um substrato permeéavel acelerando o equilibrio da
extracdo e reduzindo significativamente o tempo de extracdo; devido a alta area de
superficie de contato primario do tecido, que realiza a extracdo eficiente e rapida dos
analitos da amostra, bem como a répida dessor¢do quatitativa; sendo que as técnicas
convencionais de microextragdo necessitam de um ou mais itens para aumentar a
sensibilidade do método (prolongar o tempo de extracdo, aumenta o volume da fase
extratora, entre outros (CELEIRO et al., 2020).

Durante a extracdo, sob a influéncia de estimulos externos (agitacéo,
sonificacdo, entre outros), um fluxo continuo da amostra se move em dire¢do ao substrato,
mantendo a interacdo do adsorvente de extracdo, o tecido sol-gel; se o substrato for
impermeavel, exemplo fibra de silica fundida, o fluxo retorna e colide com fluxo
recebido, redirecionando parte do fluxo recebido para longe da superficie do substrato, ja
quando o substrato é permeéavel (tecido sol-gel), a maior parte do fluxo de entrada da
amostra penetra na superficie sem ser redirecionada, assim, a transferéncia de massa entre

0 sorvente e a amostra ocorre rapidamente (KABIR et al., 2017).

O substrato para a FPSE pode ser tecido natural ou sintético, que inclui

celulose, poliéster, nylon, fibra de vidro e poliamida. Os tecidos de poliéster e celulose
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fornecem grupos funcionais ativos sol-gel, sendo os mais utilizados como substrato para
0 revestimento sol-gel na FPSE, pois tanto o tecido como o revestimento sol-gel
contribuem para a seletividade final e a polaridade do meio de extracdo (ANTHEMIDIS
et al., 2016).

O substrato utilizado, neste trabalho, foi a celulose presente no tecido
100% algodao. A celulose ¢ um homopolimero linear hidrofilico, cuja estrutura é
mostrada na FIGURA 7; cada dimero de celulose contém seis grupos funcionais hidroxilas
nas posigdes 2, 3 e 6 que podem participar da policondensagdo durante o processo de
revestimento sol-gel com variavel grau de reatividade, sendo uma excelente escolha como

substrato para o revestimento absorvente sol-gel (KABIR et al., 2017).

FIGURA 7: (a) Representacdo do tecido de algoddo com a estrutura quimica da celulose

e (b) estrutura quimica da celulose.
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Fonte: Adaptado de KABIR et al., 2017.

Um grande nimero de solventes sdo disponiveis para o revestimento sol-
gel que incluem: sol-gel poli (dimetildifenilsiloxano), sol-gel poli (difenilsiloxano), sol-
gel Cus, sol-gel Cs, sol-gel grafeno, sol-gel poli (tetrahidrofurano), sol-gel poli
(elilenoglicol), sol-gel Carbowax 20M e sol-gel poli (etilenoglicol)-bloco-poli

(propilenoglicol)-bloco-poli (elilenoglicol); a solugdo sol utilizada em cada caso, vai
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depender das propriedades fisico-quimicas dos analitos alvo e inclui a selecdo de:
polimero orgéanico, polimero inorganico; solvente, sistema de solvente, catalisador, teor
de 4gua, faixa de polaridade do polimero utilizado para o revestimento, onde cada um

possuem grupos funcionais especificos e terminacgdes distintas. (LAKADE et al., 2015).

Os meios FPSE podem ser reutilizados varias vezes sem reduzir sua
eficacia de adsor¢do e extracdo se forem lavados com o sistema de solvente organico
adequado, deixados secar e armazenados em condicdes secas e inertes (ALAMPANOS
etal., 2019).

As vantagens da técnica FPSE incluem: um tecido sol-gel
hidrofdbico/hidrofilico flexivel que pode ser dobrado, torcido e espremido para inserir
diretamente em amostras com ou sem modificacOes; capacidade de extracdo dos analitos
alvo em amostras complexas (amostras inseridas diretamente ao substrato sol-gel), tais
como, agua do ambiente, leite integral, sangue total, urina, saliva contendo proteinas,
lipidios, particulados, biomassa ou detritos; capacidade alta de carga com seletividade
Unica e ajustavel; grande variedade de revestimentos sol-gel eficazes pode ser empregada
como sorvente; extracdo de compostos polares, ndo polares, &acidos e basicos;
simplicidade operacional, baixo custo, consumo minimo de solventes (SAINE et al.,
2017).

ANTHEMIDIS et al., 2016, cita duas desvantagens do uso da FPSE: alto
tempo de preparo de amostra e repetibilidade do procedimento quando trabalhado em
lotes; além dessas duas desvantagens, a técnica trabalha com solventes altamente toxicos

e alguns precursores possuem elevado custo.

O ndmero de pesquisas voltadas ao uso do método FPSE aumenta
progressivamente; a FIGURA 8, aborda esses nimeros de trabalhos publicados, no qual
utilizaram o método FPSE, desde o trabalho pioneiro, 2014 a trabalhos publicados até
maio de 2021.
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FIGURA 8: Numeros de trabalhos publicados presentes no banco de dados da Web of
Science sobre FPSE do ano de 2014 a maio /2021, com gravuras de algumas amostras

analisadas.
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Fonte: Préprio autor.

As amostras presentes na FIGURA 8 sdo de particularidades distintas,
comprovando que o método permite uma grande variedade de compostos que podem ser
extraidos. As técnicas utilizadas para deteccao deste analitos variaram entre HPLC com
distintos detectores (MS, MS/MS, UV, PDA, FLR, RP, FLD, DAD), UHPLC- MS/MS,
FAAS-FIA, HS-GC-MS, GC-MS, UGC-MS, QTOF-MS e IMS; apresentando ampla
opcdes de técnicas disponiveis nas instituicdes de pesquisas no qual podem ser associadas
a FPSE.
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No ANEXO 1, em forma de Al, a FIGURA 8 estd mais detalhada;
encontram-se os analitos estudados e o tipo de amostra, quando houver, analisada,

juntamente com as referéncias bibliograficas dos 69 trabalhos publicados.

Por ser uma técnica nova, sdo poucos os trabalhos encontrados, boas partes
dos estudos estdo em desenvolvimento, sendo que alguns ja foram validados. Diversas
sdo as técnicas utilizadas para detec¢do dos estrogénios, porém as outras técnicas quando

comparadas com a FPSE, apresentam procedimentos mais trabalhosos e demorados.

A deteccdo dos compostos que utilizaram a FPSE pode ser feita por
técnicas cromatograficas, como HPLC e GC acoplada a varios detectores, dependendo de
cada caracteristica dos analitos; ela também, pode ser modificada facilmente tornando
Unica para cada particularidade (ZILFIDOU et al., 2018).

A técnica de cromatografia liquida com deteccéo ultravioleta (HPLC-UV)
foi empregada para detectar e quantificar as concentragdes dos analitos (BPA, EE2 e E1)
em amostra de agua fortificada apos o processo da extracdo por sor¢cdo em fase de tecido
(FPSE).
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3.0- OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo desenvolver uma metodologia
analitica para deteccédo e quantificacdo dos DEs: 17a-etinilestradiol (EE2), Estrona (E1)
e Bisfenol A (BPA), que podem estar presentes nos corpos hidricos; utilizando a técnica
de FPSE junto ao HPLC com deteccdo no UV.

3.1- OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Preparar a solucéo de tecido revestida organica-inorganica hibrida sol-gel;

e Desenvolver a metodologia de extracdo de sor¢do de fase de tecido para 0s
seguintes compostos: 17a-etinilestradiol (EE2), Estrona (E1) e bisfenol A (BPA);

e Otimizar as condi¢Bes cromatogréficas para separacdo dos analitos: coluna, fase
movel, vazdo, temperatura e comprimento de onda do detector);

e Otimizar as condi¢Bes do FPSE: forma de agitacao (agitador magnético ou vortex)
e tempo de adsorgao;

e Otimizar as condicdes de dessorcdo: solvente de dessorcdo, tempo de dessorcao
volume do solvente de dessorc¢éo;

e Ciclos de dessorcao;

e Quantificar essas espécies utilizando HPLC com deteccéo ultravioleta-UV;

e Validar o método desenvolvido (Limite de deteccdo, limite de quantificacéo,
linearidade, precisédo, exatiddo);

e Aplicacdo do método.
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4.0- PARTE EXPERIMENTAL

4.1- PADROES, REAGENTES E EQUIPAMENTOS

Padrdes de estrona (E1), 17a-etinilestradiol (EE2) e Bisfenol-A (BPA)
foram adquiridos da Sigma-Aldrich com 99% pureza.

Todas as solugdes utilizadas em todos os experimentos foram preparadas
com reagentes de grau analitico e &gua ultrapura, proveniente de um sistema de
purificacdo de agua Milli Q® (Milipore, Merck, Alemanha, de resistividade 18,2 MQ).

Os solventes utilizados nas analises cromatograficas foram todos de grau
HPLC (Companhia Tedia (Fairfield, CA, EUA)).

As analises cromatograficas foram realizadas em um sistema de HPLC
Shimadzu, composto de uma bomba de distribuicdo de solvente quaternario (LC-20AT),
um detector UV/Vis de comprimento de onda varidvel (SPD20A), um forno e um
degaseificador por membrana (FIGURA 9). A capacidade da algca de amostragem foi de
20 pL. O programa Lab Solution foi utilizado para aquisicdo e processamento dos
cromatogramas. A coluna C18 (octadecilsilano) Exsil ODS Shimadzu (4,6 x 250 mm, 5
um) foi utilizada como fase estacionaria. O modo de eluigdo foi isocratico de ImL min™.
Fase movel constituida por ACN:MeOH:H20 na seguinte proporgdo: 06:38:56 v/v/v;
comprimento de onda de A=220nm.

FIGURA 9: Sistema de HPLC-UV.
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Os demais equipamentos foram:

e Balanca analitica Bioescale precisao de 0,1 mg;

e pHmetro digital (Gehaka, modelo PG1800);

e Agitador magnético (Quimis);

e Banho ultrassénico — Unique, modelo Ultra Cleaner 1400;

e Sistema de filtracdo a vacuo (manifold) (Agilent Technologies);

e Misturador Fisher Scientific Digital Vortex (Fisher Scientific, EUA).

Os demais reagentes utilizados no estudo foram: acetona P.A, acetonitrila
(ACN), acido trifluoracético P.A, diclorometano P.A, hidroxido de sédio P.A, metanol
(MeOH), metiltrimetoxisilano (MTMS), nitrogénio gasoso e polietilenoglicol (PEG)
M.W=600,

4.2- MATERIAIS E SOLUCOES

Utilizou banho de HNO3s 10% vv! por um periodo de 24 horas, para
limpeza das vidrarias e frascos utilizados no preparo e/ou armazenamento das solucdes e

amostras; posteriormente, lavados com agua deionizada e secos a temperatura ambiente.

O tecido usado (FIGURA 10) na FPSE foi comprado no comércio da
cidade de Cataldao-GO, tendo como produtor a inddstria Téxtil Oliveira, Anapolis-GO,

sendo, 100% algoddo, com 98% de celulose e ndo branqueado.

FIGURA 10: Tecido 100% algodéo cru atoalhado; em (1) foto do tecido inteiro, (2)

tecido visto sob efeito zoom de 3.0x.

1)

Fonte: Prdprio autor.
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As solucdes na concentragdo de 50 pg mL (solugBes individuais) de E1,
EE2 e BPA foram preparadas pesando 2,5 mg de cada analito, solubilizando em
ACN:H,0 50:50 (vw?!) em baldo volumétrico de 50,0 mL. Essas solugbes foram

armazenadas em frasco &mbar, refrigeradas entre £15°C por 4 semanas.

A partir destas trés solucdes, por diluicdo, foi preparada uma mistura
padrédo (solugdo que compde os trés analitos, E1, EE2 e BPA) na concentracdo de 15 g
mL™. Pipetou-se com uma pipeta graduada 15 mL de cada solucdo individual, para um
baldo volumétrico de 50 mL e completou-se o volume com 5,0 mL de agua Milli Q® até
0 menisco. Essas solugdes foram armazenadas em frasco &mbar, refrigeradas a +5°C por

4 semanas.

O preparo das solucbes de trabalho foi realizado partindo sempre da

mistura padrao (solucdo que contém os trés analitos) e diluidas com agua Milli Q®.

4.3- PREPARACAO DO TECIDO SOL-GEL

O revestimento sol-gel do substrato selecionado (tecido de algoddo)

envolveu trés etapas principais:
(4.3.1) Pré-tratamento de substrato de tecido;
(4.3.2) Preparo do tecido com revestimento via sol-gel,

(4.3.3) Condicionamento e envelhecimento do meio reacional sol-gel.

4.3.1-PRE-TRATAMENTO DE SUBSTRATO DE TECIDO

Os segmentos de substratos de tecido (10 cm x 10 cm) (FIGURA 11, a)
foram primeiramente embebidos em &gua deionizada (até total cobrimento) sob sonicagao
por 15 minutos, a fim de se tornarem completamente umidos (FIGURA 11, b). Os tecidos
foram limpos com uma grande quantidade de agua deionizada, de modo que os residuos

quimicos fossem removidos. Em seguida em um processo denominado de mercerizagédo
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(tratamento do tecido com uma solucdo alcalina para fortalecer os fios, aumentar a
rugosidade superficial da fibra), o tecido foi tratado com NaOH 1,0 mol L' (500 mL, por
1 hora) sob ultrassom e o tecido mercerizado (FIGURA 11, c) foi lavado varias vezes
com bastante agua deionizada (até obter pH neutro). O préximo passo foi tratar o tecido
com 0,1 mol L ~de HCI (500mL por 1 hora) sob sonicacdo (FIGURA 11, d), que foi
lavado novamente com agua deionizada (obter pH neutro) (FIGURA 11, e) e finalmente
seco durante um periodo de 24 horas em uma atmosfera inerte de gas nitrogénio a 50 °C,
adaptada (FIGURA 11, f e g). Os substratos de tecido secos foram armazenados em

recipientes herméticos de vidro limpos até serem revestidos com o sorvente de sol-gel.

FIGURA 11: Etapas da limpeza (a e b) e mercerizacéo do tecido de algodao (c ao g).

C) (©) 0 ©)

Fonte: Prdprio autor.
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4.3.1.1- AVALIACAO DO TECIDO PRE-TRATADO PARA A
EXTRACAO DOS ANALITOS

Avaliou-se o desempenho de extracdo dos analitos estudados utilizando o

tecido de algodao preé- tratado sem o revestimento sol-gel PEG.

Realizou-se dois procedimentos de extracdo independentes em triplicata
(n=3):

Primeiro, pedaco de tecido de algoddo pré-tratado 2,5 cm x 2,0 cm foi
submerso em 10 mL de uma solugédo que contém os analitos a 0,08 g mL™ e submetido

a forma de agitacdo no vortex por 3 minutos.

Segundo, realizou 0 mesmo procedimento descrito no primeiro, porém,
utilizou-se o agitador magnético por 10 minutos. Apos esses procedimentos, aliquotas de

cada solucdo foram filtradas e analisadas no HPLC.

4.3.2- PREPARO DO TECIDO COM REVESTIMENTO VIA SOL-GEL

A solucdo coloidal sol foi preparada dissolvendo 10 g de polimero
polietilenoglicol-PEG, 10 mL de metiltrimetoxisilano de sol-gel precursor (MTMS), 20
mL de cloreto de metileno: acetona (50:50; vv'!) como sistema de solvente organico, 4
mL de &cido trifluoroacético (contendo 5% de agua) como catalisador sol-gel (FIGURA
12 (a)). A mistura foi em seguida submetida a agitacdo em vortex durante 3 min (FIGURA
12 (b)), centrifugada durante 5 min (FIGURA 12(c-d), sonificado por 2 minutos
(FIGURA 12 (e)) em um frasco de vidro @mbar. O substrato de tecido de celulose pre-
tratado com area de 100 cm? foi imerso na solucéo de sol por 4 horas (FIGURA 12 (f)),

para formar o revestimento sol-gel (KUMAR et al., 2014).
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FIGURA 12: Passos do processo sol-gel (a ao d) e revestimento do tecido (e).

Fonte: Prdprio autor.

4.3.3-CONDICIONAMENTO E ENVELHECIMENTO DO MEIO
REACIONAL SOL-GEL

Ocorrido o revestimento sol-gel PEG no substrato de celulose, o substrato
revestido foi removido da solucdo sol e transferido para o ambiente de atmosfera inerte
adaptado, durante a noite para evaporagdo do solvente e envelhecimento do revestimento
sol-gel. O meio FPSE revestido foi lavado com diclorometano: acetona (50:50; vv'!) sob
tratamento com ultras-son durante 30 min para remogéo de solucGes residuais (solugao
que ndo reagiu e/ou aderiu na superficie revestida). Apos, a remocdo, foi seco em

atmosfera inerte por 3 horas.
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O meio FPSE foi cortado em pedagos de 2,5 cm x 2,0 cm (FIGURA 13)
para uso futuro e foi armazenado em recipientes herméticos (garrafa tipo &mbar) para

evitar o acimulo de contaminantes no meio.

FIGURA 13: Meio FPSE sol-gel.

Fonte: Proprio autor.

4.4- OTIMIZACAO DAS CONDICOES PARA EXTRACAO POR
SORCAO EM FASE DE TECIDO

4.4.1- FORMA DE AGITACAO E TEMPO DE ADSORCAO

Avaliou a forma de agitacdo e o tempo de adsor¢do dos analitos sobre o

substrato. Todas as andlises foram em triplicatas (n=3).

Uma solucdo de 10,0 mL do padrdo aquoso contendo E1, EE2 e BPA na
concentragéo de 0, 08 ug mL foram levados para um frasco de vidro com o tecido sol-
gel PEG (FIGURA 14).

FIGURA 14: Recipiente contendo o tecido sol-gel em solugio aquosa a 0, 08 ug mL™ de
El, EE2 e BPA.

I
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Fonte: Prdprio autor.
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Para a agitacdo magnética (FIGURA 15), a cada periodo de tempo
avaliado, retirou-se uma aliquota de 50pL da solucéo e analisou-se no HPLC. Os tempos
avaliados foram: 05, 10, 20, 30, 40 e 50 minutos.

FIGURA 15: Imagem das triplicatas da otimizacdo por agitagdo magnética.

Fonte: Préprio autor.

Para o vortex (FIGURA 16), retirou-se 50uL da solugdo a cada tempo

avaliado e analisou-se no HPLC; os tempos foram: 1, 2, 4, 6, 8 e 10 minutos.

FIGURA 16: Triplicatas (a) e otimizacao da agitagdo no vortex (b).

Fonte: Préprio autor.



42

A avaliacdo da capacidade de remogédo do meio sol-gel PEG foi realizada
pela comparacdo da area dos analitos em solucéo antes da adi¢cdo do meio sol-gel PEG
(area inicial) e apos a adicdo meio sol-gel PEG otimizado. A porcentagem de extracdo
(adsorcdo) dos analitos pelo adsorvente (% remocéo) foi calculada de acordo com a

Equacéo 1.

A 'Aex racao ~
%Remogio= Bunicar Bexragio) 1 (Equaco 1)

inicial

Onde:
Ainicial: Area dos analitos analisado na solucio antes da adicdo do adsorvente;

Aextracio: Area dos analitos na solugo apds o tratamento com o adsorvente.

4.5- ESTUDO DA INFLUENCIA DO pH NA ADSORCAO

De acordo com o pH do meio que os analitos se encontram, suas estruturas
quimicas alteram, assim, deve-se estudar qual a influéncia do pH das soluc¢des no processo
de extragéo.

Os ensaios de extragdo com variacéo de pH foram realizados com mudanca
no pH da mistura padréo (solugcdo que compde os trés analitos, E1, EE2 e BPA), com
solugdo de HCIl e NaOH 0,1 molL™. Os valores de pH analisados, foram: pH &cido
(pH=2), pH natural da solucdo (pH=6,14) e pH basico (pH= 10); ap6s a mudanca do pH,
10 mL de cada mistura padrdo a 0, 08 pg mL™* foram submetidas a extragdo com o sol-
gel PEG em triplicatas por meio do vortex por 1 minuto e analisadas no HPLC.
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4.6- OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE DESSORCAO

4.6.1- SOLVENTE DE DESSORCAO

Para o estudo de dessorcdo dos analitos adsorvidos no meio sol-gel PEG
avaliou-se os solventes acetonitrila (ACN), metanol (MeOH) e agua (H20) além de suas
misturas que foram: ACN:MeOH, ACN: H20 e ACN:MeOH:H0.

Apos a adsorcdo dos analitos (nomeados como DEs*adsorvidos) o meio
sol-gel PEG foi removido do frasco e embebido com 2,0 mL de solvente de dessorg¢ao
por um periodo de tempo de 20 minutos. O solvente eluido contendo os analitos alvo foi
centrifugado por 5 minutos conforme KUMAR et al., 2014, filtrado com filtro de seringa
de nylon de 0,45 um e analisado no sistema de HPLC, todos os ensaios foram realizados

em triplicata (n=3).

4.6.2- VOLUME DO SOLVENTE DE DESSORCAO

Afim de obter o melhor volume de dessorcdo dos DEs, 0s seguintes
volumes de solvente de dessorcdo foram avaliados em triplicata: 0,5, 1,0, 1,5 e 2,0 mL.

Os procedimentos foram realizados conforme descrito no item 4.6.1.

4.6.3- TEMPO DE DESSORCAO

O tempo 6timo de dessorcdo foi determinado submetendo o solvente de
dessorcao nos tempos de 5, 10, 15 e 20 minutos, sendo que para cada tempo foi realizado

em triplicata (n=3). Os procedimentos foram realizados conforme descrito no item 4.6.1.



44

4.7- ESTABILIDADE DO SISTEMA DE FPSE

Para avaliar a estabilidade do sistema de extracdo proposto, 0 mesmo
asdorvente foi submetido a 50 sucessivos ciclos de adsorcéo e dessor¢do no sistema de
FPSE em triplicata. A limpeza do meio sol-gel PEG a cada extracdo, foi realizada
utilizando 4 mL de uma mistura de metanol/acetonitrila (50:50, vv!) por 5 minutos no
vortex e enxaguado por imersdo de 4 mL de agua ultrapura por 5 minutos, o meio foi seco

em temperatura ambiente num vidro relégio.

A adsorcdo e a dessorcdo foram realizadas conforme os procedimentos
otimizados; a cada 10 ciclos, o eluato foi coletado e analisado no HPLC e os resultados

mostrados graficamente.

4.8- AVALIACAO DO DESEMPENHO ANALITICO DO METODO

As figuras de mérito avaliadas foram: seletividade, limite de deteccédo
(LD), limite de quantificacdo (LQ), linearidade, preciséo e exatiddo de acordo com a RDC
n° 166 da ANVISA e do documento INMETRO DOQ-CGCRE-008.

A seletividade foi avaliada comparando os cromatogramas obtidos apds o
procedimento de extragdo por FPSE, sob condigdes otimizadas de amostras do branco
(4gua de represa sem fortificacdo) e amostras fortificadas (agua de represa fortificada com

os analitos na concentragéo de 0,08 pug mL™).

O limite de deteccdo e limite de quantificagdo do método foram
determinados através da analise em triplicata de amostras fortificadas com os DEs em
concentracfes decrescentes, apds terem sido extraidos utilizando o método FPSE
proposto. O LD e o LQ foram baseados no método da relacéo sinal-ruido, respectivamente
3:1 (considerando-se o sinal do pico de corrente como sendo, pelo menos, trés vezes
maior do que o sinal do ruido) e 10:1 (considerando-se que a menor concentracdo da

espécie analitica deve ser, no minimo, dez vezes maior que o sinal do ruido).
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A linearidade da FPSE foi avaliada por padronizacao externa, pelo método
de superposic¢do da matriz (“matrix-matched”), adicionou-se a matriz (dgua de represa) e
a dgua MILLI Q ® diferentes concentracdes do padrdo dos analitos construindo uma
curva de calibracdo, as curvas de calibracdo foram construidas em triplicatas para cada
concentracédo (n=3). As solucbes padrdo foram preparadas a partir de dilui¢cdes da solugéo
mée de concentragdo de 15 pug mL* de cada analito.

Os padrdes de calibragdo foram preparadas em triplicata nas seguintes
concentragdes 0,01, 0,1, 0,2, 0,4,0,8, 1,0, 1,2, 1,4, 1,8, 2,0, 4,0, 8,0 e 10,0 pug mL* para
o BPA; 0,05,0,1,0,2,04,0,8,1,0,1,2,1,4,1,8,2,0,4,0,80e 10,0 uygmL*paraaEle
EE2.

As curvas de calibracdo foram obtidas através de regressdo linear,
considerando a area da banda cromatogréafica referente a cada concentragdo para a curva

de calibracdo. A linearidade foi avaliada pelo valor do coeficiente de correlacéo (r).

A precisdo e exatiddo do método foram avaliadas em dois niveis:
repetibilidade intra-dia (ensaios um Unico dia) e repetibilidade inter-dia (ensaios 3 dias
diferentes). Para cada nivel avaliado (intra-dia e inter-dia), foram feitos ensaios de
extracdo FPSE (nas condigdes otimizadas) com amostra branco (agua de represa)
fortificada com os analitos (BPA, EE2 e E1) em trés concentragfes: 0,05 pg mL™, 1,00

g mL™t e 3,00 ug mL* (os ensaios foram em quintuplicata, n=5).

Os resultados da precisdo foram avaliados através do desvio padrdo

relativo (DPR, %), também conhecido como coeficiente de variacdo (CV).

DPR (%) ou CV (%)zix x100 (Equacdo 2)

Onde s= desvio padrdo absoluto,

x= média aritmética de um pequeno nimero de medic¢des (média das determinagdes).
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A exatidao é expressa pela recuperacdo (%) é dada pela relagdo entre a
concentracdo média determinada experimentalmente e a concentracdo tedrica
correspondente, sendo calculada como porcentagem de recuperacédo, segundo a Equacéo
3.

Cmédia experimental
— J[eCa SXpenmem™ % 100

Recuperagao (%) (Equagéo3)

tedrica

Onde Cpugdia experimentai= CONCENtragdo média experimental e C .4yic,= CONCENtracao teorica

adicionada ao branco.

4.9- APLICACAO EM AMOSTRA REAL (AGUA DE REPRESA)

Amostras de agua natural foram coletadas para avaliar possivel detecgdo

dos analitos presentes neste trabalho.

O local da coleta foi no perimetro urbano da cidade de Cataldo - GO, em
dois pontos (Ponto 1 e Ponto 2) da represa Haley Margon, conhecida popularmente como
Represa do Clube do Povo, situada no Bairro Santa Cruz (FIGURA 17).
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FIGURA 17: Localizagdo dos pontos de coletas das amostras na Represa do Clube do

Povo em Cataldo-GO. * Pontos de coletas 1 e 2.
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Fonte: Adaptado de Google Street View.

As amostras 1 e 2 foram coletadas no mesmo dia, no periodo matutino,
sendo o Ponto 1 coletado a margem da represa e o Ponto 2 coletado na profundidade de
1 metro do centro da represa, apos a coleta, as amostras foram filtradas (filtro de papel),
adicionou metanol (5mL L) (PESSOA et al., 2012), mediu 0 pH, armazenou-a em
frascos de vidro @mbar de borosilicato Pyrex e preservadas no periodo de 1 semana a 4°C

para as analises.

A avaliacdo da extracdo dos analitos na amostra de agua natural coletada

seguiu os seguintes critérios:

Antes da etapa FPSE, ela foi desgaseificada com um banho ultrassonico;
cada ensaio de adsorcdo foi realizado com 10 mL da amostra de 4gua natural com e sem
fortificacdo dos analitos (0,08 pg mL?) para analise otimizada de FPSE, os ensaios foram

em triplicata (n=3) e a temperatura ambiente.
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5.0- RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1- CONDICOES CROMATOGRAFICAS PARA ANALISE DE
BISFENOL-A, ESTRONA E ETINILESTRADIOL

Para o desenvolvimento do método por HPLC-UV € necessario
primeiramente estabelecer as condi¢cdes cromatograficas de analise com o objetivo de
obter a seletividade desejada para os analitos de interesse (bandas bem resolvidas sem

nenhuma interferéncia no tempo de retencdo de cada analito).

Para a otimizacdo das condicBes cromatogréficas alteragdes da fase
estacionaria (FE), fase mével (FM), vazdo da fase mdvel, comprimento de onda e

temperatura devem ser realizadas.

A FE da coluna usada foi C18 (ocatadecilsilano - grupamento apolar com
a estrutura -Si-(CH2)17-CHs) ODS (250 mm x 4, 60 mm d.i., 5 um). As fases moveis
normalmente utilizadas com essa FE sdo misturas de &gua ou tamp&o com modificadores

organicos, como metanol ou acetonitrila.

Os compostos em estudo (E1, EE2 e BPA), sdo substancias que
apresentam elevada hidrofobicidade e elevada lipofilicidade, pois os valores do
coeficiente de particdo octanol/agua (kow) encontra-se na faixa de 2,20 a 4,15; sendo

compativel com a FE escolhida.

Para o estudo da composicdo da fase movel (FM) foram avaliados os
solventes metanol e acetonitrila como modificadores organicos em diferentes proporcoes,
além de seu uso individual. Avaliou-se também a composicao ternaria MeOH: ACN: H.0

em diferentes proporc¢des. O modo de elui¢do avaliado foi o isocratico.

A seletividade entre os analitos melhorou significativamente com o uso da
FM ternaria, sendo MeOH: ACN: H0 na proporcao de (05:55:40 v/v/v) respectivamente

a selecionada para este estudo com uma vazdo de 1 mL min* (FIGURA 18).
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FIGURA 18: Cromatograma da solugdo & 0,1 ug mL, contendo BPA (Tr= 3,78 min),
EE2 (Tr= 4,33 min) e E1 (Tr= 4,68 min), coluna= Shimadzu C18 Exsil ODS (4,6 x 250
mm, 5 pum), FM= MeOH:ACN:H,0 (05:55:40 v/v/v), vazdo 1 mL min’, A- 220nm,
Vinj= 20 pL e temperatura ambiente (22-25 °C).
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Fonte: Proprio autor.

A escolha do melhor comprimento de onda (1)) foi realizada, analisando no
HPLC, solucdes dos analitos filtradas, atraves de diferentes comprimentos de onda: 212,
220, 230, 254, 280, 310 e 344 nm. A escolha destes A foi baseada em pesquisas de artigos
que trabalharam com os mesmos compostos e usaram o0 HPLC na deteccdo e/ ou
quantificacdo (SOUSA, 2015; KUMAR et al., 2014) e por apresentar deteccdo no A

analisado.

Ap0s o estudo, o comprimento de onda que apresentou maior absorbancia
para os analitos em estudo foi o de 220 nm; obteve melhor sinal analitico, com bandas

bem separadas e definidas, sem interferéncias na linha de base. Sendo o comprimento de

onda escolhido para analises.
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Com as condi¢bes cromatograficas estabelecidas iniciou-se o estudo da
extracdo por sorcdo em fase de tecido (FPSE). No entanto, as condi¢des cromatograficas
necessitaram de um novo estudo, pois, apos a analise no HPLC da solugdo dos analitos
com a introducdo do tecido sol-gel adsorvente houve coeluicdo dos analitos com
interferentes do tecido. O cromatograma do tecido sol-gel com a presenca e sem a
presenca dos analitos, esta representado na FIGURA 19 (a) e (b).

FIGURA 19: (a) Cromatograma da solugdo & 0,08 pg mL™, contendo BPA, EE2 ¢ E1
apos a introducdo do tecido sol-gel, (b) Cromatograma do Branco (Tecido sol-gel sem a
presenca dos analitos). Coluna= Shimadzu C18 Exsil ODS (4,6 x 250 mm, 5 um), FM=
MeOH:ACN:H,0 (05:55:40 v/v/v), vazdo 1 mL min?, A- 220nm, Vi,= 20 pL e
temperatura ambiente (22-25 °C).
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Fonte: Prdprio autor.

Observou-se pelas FIGURAS 19a e 20b que no tempo de 3 a 5 minutos (tr
dos analitos de estudo nas condi¢des cromatogréficas iniciais) houve uma sobreposicdo

das bandas cromatogréaficas dos analitos com os interferentes do tecido.

Para se obter a seletividade foi realizada uma mudanca na proporc¢édo da
FM e assim, aumentar o tempo de retencdo dos analitos e consequentemente o tempo de
analise.

10
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A forca cromatografica da FM, mede a capacidade da FM em interagir
com os componentes da amostra. Uma FM mais polar € constituida quando as proporcdes
de solventes polares séo altas. A ordem de polaridade dos solventes usados na FM é:
H.0>MeOH>ACN; a proporc¢éo inicial da separacdo era: MeOH:ACN:H20 (05:55:40
vIviv), apés, vérias analises com diferentes proporcGes da FM, afim de obter a melhor
separacdo, resultou na seguinte proporcdo: MeOH:ACN:H>O (06:38:56 v/viv).
Aumentou a quantidade do solvente mais polar (H20) e diminuiu do solvente de menor
polaridade (ACN), assim a forca da FM diminuiu e conseguiu aumentar o tempo de
eluicdo dos analitos, representado na FIGURA 20, porém esse ganho de seletividade
ocasiona uma pequena perda da eficiéncia das bandas cromatograficas da E1 e EE2

(alargamento).

FIGURA 20: Cromatograma da solugdo a 0,08 pg mL™, contendo BPA (Tr= 6,16 min),
EE2 (Tr= 8,54 min) e E1 (Tr= 9,43 min), coluna= Shimadzu C18 Exsil ODS (4,6 x 250
mm, 5 um), FM= MeOH:ACN:H,0 (06:38:56 v/v/v), vazdo 1 mL min™, A= 220nm, Vin=
20 pL e temperatura ambiente (22-25 °C).
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Fonte: Proprio autor.
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Na TABELA 8, encontram-se as condi¢des cromatograficas estabelecidas
apos a otimizacdo. Nestas condi¢des o tempo de retengdo (tr) para BPA, EE2 E E1 séo

6,16; 8,54 e 9,43 min, respectivamente.

TABELA 8: Condicdes cromatograficas utilizadas para as anélises da E1, EE2 e BPA.

CONDICOES CROMATOGRAFICAS

Coluna cromatografica Shimadzu C18 Exsil ODS (4,6 x 250 mm, 5 um)
Fase Mdvel MeOH:ACN:H20 (06:38:56 v/v/v)

Vazéo 1 mL min?

Comprimento de onda A=220nm

Volume de injecéo 20 pL

Temperatura Tam (22-25° C)

Fonte: Prdprio autor.

5.2- PREPARACAO DO TECIDO SOL-GEL
5.2.1-PRE-TRATAMENTO DE SUBSTRATO DE TECIDO

Muitos tecidos naturais e sintéticos comercialmente disponiveis podem ser
usados como potenciais candidatos (substrato) para FPSE que incluem celulose, poliéster,
nylon, fibra de vidro e poliamida. Tecidos de poliéster e celulose fornecem sol-gel com
grupos funcionais ativos e, portanto, ambos os tecidos tém sido amplamente usados como

substratos para o revestimento sol-gel para a FPSE. Tanto o substrato quanto o
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revestimento sol-gel contribuem para a seletividade final e polaridade do meio de
extracdo (ESPONDA et al., 2018).

Os tecidos de celulose normalmente sdo submetidos a mercerizacao
(tratamento com NaOH concentrado), no qual ocasiona o aumento no didmetro do fio e
diminuicdo do comprimento (adquirem maior area superficial), resisténcia a tracdo e

melhor reatividade quimica (ativacdo dos grupos hidroxilas) (ESPONDA et al., 2018).

O primeiro procedimento realizado com o tecido de algoddo foi a

mercerizacao.

5.2.2- AVALIACAO DO TECIDO PRE-TRATADO

O tecido usado como substrato para realizar o processo sol-gel foi algodao,
constituido por celulose, suas caracteristicas sdo vantajosas pela abundancia na natureza,
por apresentar grupos funcionais ativos disponiveis (-OH), por possuir grande resisténcia

mecanica entre as demais ja mencionadas.

Optou-se por analisar o desempenho da extracdo dos analitos apenas
utilizando o substrato sem passar pelo processo sol-gel, porém realizou-se o pré-
tratamento do substrato pois a limpeza promove a remoc¢do de produtos quimicos de
acabamento residuais, poeiras e particulas indesejadas acumuladas na sua superficie;
outro fator importante € que o tratamento quimico maximiza os grupos funcionais

hidroxila disponiveis.

Entretanto ndo obteve resultados satisfatérios (nas duas formas de
agitacdo: agitador magnético e vortex) no qual contabilizasse a adsorcdo dos DEs no
substrato pré-tratado, sendo assim, a necessidade do processo sol-gel para a extra¢do dos
DEs.
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5.2.3-REVESTIMENTO DO TECIDO VIA PROCESSO SOL-GEL

A escolha do polimero organico foi associada a polaridade dos analitos,
El, EE2 e BPA (log Kow entre 2 e 4, polaridade baixa). O polietilenoglicol (PEG)
polimero selecionado, tem média polaridade, tendo alta interacdo com os analitos, ele
contém unidades de repeti¢do de Oxido de dimetileno e grupos hidroxila terminais; ele
fornece diferentes interacdes intermoleculares, como, hidrofobicidade, ligacdo de

hidrogénio entre analito e o sorvente de extracdo (KUMAR et al., 2015).

Os precursores de sol-gel comumente usados sdo os tetraalcoxissilanos,
porém, por terem uma estrutura mais compacta em relacdo aos seus derivados, podem
ocasionar rachaduras e encolhimento do meio sol-gel durante a secagem, assim 0s seus
derivados estdo ganhando maior uso, por apresentar uma estrutura mais aberta e conseguir
aliviar mais eficazmente as tensbes durante a secagem, minimizando as tendéncias de
rachaduras (CHONG et al., 1997). Logo, o precursor sol usado no trabalho foi o
metiltrimetoxissilano (MTMS), derivado metilico do precursor tetrametoxissilano
(TMOS); ele, forma a estrutura inorganica do material hibrido e suas fragfes organicas

fornecem interacdes intermoleculares entre analitos e o sorvente.

O catalizador usado no processo foi o acido trifluoracético (com 5% v/v
de H-0), catalisa as reacdes de hidrolise e condensagao e controla a estrutura e porosidade
da rede por ramificacdo (propagacéo linear da rede sol-gel em construcéo), resultando em
estruturas microporosas fracamente ramificadas (KABIR et al., 2013).

As principais reacfes ocorridas durante o processamento sol-gel séo: (a)
hidrolise catalitica controlada do precursor e (b) policondensacdo dos produtos

hidrolisados para formacéo da rede de polimero tridimensional (FIGURA 21).
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FIGURA 21: (a) e (b) Reagdes quimicas envolvidas na sintese de rede polimérica sol-gel
PEG e (c) Rede polimérica organica-inorganica hibrida sol-gel ligada a superficie da

celulose.

(a) Hidrdlise catalitica controlada do precursor MTMS.
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(c) Rede polimérica organica-inorganica hibrida sol-gel ligada a superficie de celulose.
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Fonte: Proprio autor.

Na FIGURA 21 (a) representa o inicio do processo sol-gel, o precursor
MTMS na presenca de agua com o catalisador &cido trifluoracético é hidrolisado,
tornando-se reativo para a proxima etapa. Subsequente na FIGURA 21 (b), a reacédo de
policondensacdo, o polimero organico (PEG) ativo sol-gel sdo acrescentados na rede
inorganica crescente; apos essa reagdo na FIGURA 21 (c¢) quando colocado em contado
com o substrato de tecido, a rede polimérica hibrida fica quimicamente ancorada a
superficie do substrato por meio da reacdo de policondensacgéo (locais ativos de sol-gel
na superficie conseguem ligar quimicamente ao substrato que apresenta grupos

hidroxilas).

De acordo com OTOUKESH et al, 2019, quando altera a estrutura quimica
de tecidos naturais ou sintéticos por meio do método de FPSE, o meio modifica-se
tornando possivel e com eficacia a pré- concentracdo de varios compostos, onde vai

depender do tipo de revestimento apropriado para cada analito.
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5.3- OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE FPSE

5.3.1- FORMA DE AGITACAO E TEMPO DE ADSORCAO

O tempo de adsorcdo € um dos fatores mais importantes que influenciam

a eficiéncia da extracéo.

Neste trabalho o tempo de extracdo dos DEs foi investigado ao longo de
5-50 minutos no agitador magnético e 1-10 minutos no vortex. A FIGURA 22 (a) e (b)

mostram os graficos dos resultados experimentais obtidos.

FIGURA 22: Grafico da porcentagem de remocdo dos DEs para otimizacdo da forma de

agitacdo: agitador magnético (a) e vortex (b); a %DPR (n=3) foram inferiores a 5%.
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Fonte: préprio autor.

Observa-se pelos graficos mostrados na FIGURA 22 (a) e (b) que o
equilibrio de extracdo para os trés DEs foi alcangado em 10 min no agitador magnético e

1 min no vortex.

A taxa de transferéncia de massa é acelerada com a agitacéo, fator cinético

critico, que foi estudado, utilizando o agitador magnético (1500 rpm) e o vortex (3300
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rpm). Na Figura 22 (a) e (b) a eficiéncia de extragdo foi melhor quando utilizado o vortex,
por ele conseguir chegar a maior velocidade de rotagdo que o agitador magnético, obtendo
mesmo valores de adsorcao no tempo de 1 minuto em relacao ao agitador magnético no

tempo de 10 minutos (reducdo no tempo de equilibrio de extragcdo dos analitos).

Portanto, o vortex foi selecionado para os préximos estudos no tempo de
1 minuto, pois obtém a adsorcdo dos analitos num periodo de tempo menor em relacéo
ao agitador magnético. As porcentagens de remogéo nessas condi¢des foram BPA (62%
+1,62), EE2 (63% + 2,01) e E1 (63 % + 1,87).

5.4- ESTUDO DA INFLUENCIA DO pH NA ADSORCAO

Os DEs em estudo, apresentam mudancas nos grupos funcionais de suas estruturas
quimicas, dependendo do pH da solucédo, e podem influenciar no processo de adsorcao.
Essas estruturas sdo apresentadas na FIGURA 23 (a) BPA, (b) EE2, e (c) E1.

FIGURA 23: Estruturas quimicas do (a) Bisfenol-A, (b) Etinilestradiol e (c) Estrona, em
funcéo do pH.
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Fonte: (a) BERALDO, 2012; (b) e (c) SOUSA, 2015; CHEMICALIZA. ORG J. chem. Model.
52, 613-615.

Os gréaficos abordam a variacdo do grau de ionizacdo dos analitos em
funcdo do pH. O BPA, EE2 e E1 séo desprotonados quando estdo em solucdo basica e
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possuem suas estruturas quimicas neutra em meio &cido; logo o equilibrio de
desprotonacdo das estruturas quimicas dos DEs estudados é parecido, a medida em que
altera o valor do pH do meio reacional. Os valores do pKa dos DEs sdo: BPA (pKa= 9,5-
10,2), EE2 (pKa=10,4-10,7) e E1 (pKa=10,3).

Com intuito de observar a influéncia do pH na adsor¢do dos DEs,
trabalhou-se com solucdes de trés niveis; acido (pH=2), quase neutro (pH=6,14* (* pH

natural do meio)) e basico (pH=10). Os resultados sdo apresentados na FIGURA 24.

FIGURA 24: Gréafico da porcentagem de remocao dos DEs em solugdo a 0,08 pg mL™)
apos o procedimento de extracdo com o adsorvente sol-gel PEG, tratado em meio &cido
(HCI1 0,1 mol L) e tratado em meio basico (NaOH 0,1 molL™?) (n=3).
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Fonte: Prdprio autor.

Para os trés DEs em estudo observa-se que as porcentagens de remocao
nos pHs estudado encontra-se na faixa: 56% a 64%. Quando o pH é basico as estruturas
dos DEs estéo desprotonadas com cria¢éo de novos sitios ativos que possibilitariam maior
interacdo, porém ndo ocasionou interacdes que poderiam aumentar a porcentagem de

remocdo. Segundo SOUSA (2015), as modificacdes que surgem apds o tratamento do
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meio, podem ocasionar, levemente repulsdes, assim como as substancias ndo se

encontram em um estado que possibilite interagcdes mais fortes.

Os resultados mostraram que ndo houve mudancas apreciaveis na
eficiéncia de extracdo dos analitos nos diferentes pH. Portanto, nenhum ajuste de pH foi

feito nos experimentos subsequentes.

5.5- OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE DESSORCAO

5.5.1- SOLVENTE DE DESSORCAO

Otimizado o processo de adsorcdo foi necessario selecionar um solvente
adequado para a dessor¢cdo quantitativa das moléculas dos analitos do substrato FPSE.
Em primeiro momento, o solvente deve ser compativel com a fase moével utilizada no
sistema de HPLC, além de garantir que os analitos sejam dessorvidos da membrana FPSE.
Para isso alguns solventes e misturas de solventes foram testados para determinar o
melhor solvente de dessor¢cdo (FIGURA 25).

FIGURA 25: Resposta cromatografica da otimizacdo do solvente de dessor¢do dos DEs
(BPA, EE2 e E1) (n=3).
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Na FIGURA 25, a média dos valores da triplicata de extracdo dos analitos,
deste trabalho, encontra-se identificado como DEs adsorvidos*, ele esta presente nessa e
nas proximas figuras como referéncia da quantidade dos analitos adsorvidos pelo método
proposto de FPSE. Logo, ao analisar os resultados o melhor solvente para a dessor¢ao dos
analitos foi o metanol (MeOH), pois foi o solvente que apresentou maior dessor¢ao dos
analitos, sendo este utilizado para demais analises.

5.5.2- VOLUME DO SOLVENTE DE DESSORCAO

O volume do solvente de dessorcdo estd relacionado com o fator de
enriquecimento; para atingir um alto fator de enriquecimento, o volume do solvente deve
ser o menor possivel (ALONSO, 2016). Porém se a quantidade de solvente for
insuficiente, a eficiéncia de dessorcdo diminuira, pois, a interacdo entre a membrana

FPSE e o solvente ndo serdo suficientes.

Utilizou-se quatro volumes de MeOH (0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 mL), para a
otimizagdo do volume de dessorgéo (FIGURA 26).

FIGURA 26: Resposta cromatografica da otimizacdo do volume do solvente dessor¢éo

dos DEs (BPA, EE2 e E1) (n=3).
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Os resultados obtidos da area cromatografica (FIGURA 26), mostram que
apenas 0,5 mL do solvente de dessorc¢ao, ndo foram suficientes para ter uma dessorgéao
completa dos analitos, sendo que com 1,0 mL, a dessorcdo de todos os analitos foi

atingida, sendo, o volume de dessorcao selecionado.

O volume de 1,5 mL obteve comportamento semelhante de 1,0 mL, porém
para usar 0 minimo de solvente possivel optou-se por 1,0 mL. O volume de 2,0 mL
obteve-se uma queda no sinal analitico por estar mais diluido na solu¢do. O tempo de
contato do volume do solvente de dessor¢do com o meio sol-gel PEG contento os analitos
foi de 20 minutos, conforme ja estudado pelo desenvolvedor do método FPSE, KUMAR
etal., 2014.

5.5.3-TEMPO DE DESSORCAO

A otimizacdo do tempo de dessorcdo € um fator que esta diretamente
relacionado aos coeficientes de distribuicdo dos compostos que estabelecem o equilibrio
de adsorcao entre o meio sol-gel PEG e a solu¢do que comporta o substrato revestido. O

resultado do estudo da otimizacao do tempo de dessorcéo, encontra-se na FIGURA 27.

FIGURA 27: Resposta cromatografica da otimizacdo do tempo de dessor¢do dos DEs
(BPA, EE2 e E1) (n=3).
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Conforme a FIGURA 29 retrata, no tempo de 10 minutos, o BPA e a E1,
conseguem-se uma boa dessorc¢do, podendo-se trabalhar com esse tempo; entretanto o
EE2, ndo é totalmente dessorvido do substrato sol-gel PEG, necessitando de um tempo
maior. A melhor area de dessor¢do (area em que todos os analitos conseguem melhor

sinal) foi nos tempos de 15 min e 20 min, sendo o de 15 min selecionado.

5.5.4- ESTABILIDADE DO SISTEMA DE FPSE

A cada ciclo de adsorcao/dessorcdo o meio sol-gel PEG foi submetido a
uma limpeza de 4,0 mL de MeOH:ACN (50:50, vw) por 5 minutos no vortex para
remover quaisquer impurezas indesejaveis do material e enxaguado por imersdo em 4 mL

de agua ultrapura por 5 minutos, eliminando os residuos de solventes organicos.

A estabilidade foi comprovada através de reutilizagéo do sistema de FPSE,

a FIGURA 28 apresenta os resultados obtidos para o estudo.

FIGURA 28: Estabilidade do meio sol-gel PEG em relacdo a ciclos de

adsorcao/dessorc¢ao.

70

e S

‘*ax

Ly
L]

3
i
X

% Femocio
Lid
]
'
b 4
¥
T
|
><
X

[ b
[} Lo}
*/_, .
iV

L]

10 20 30 31 32 33 34 35 40 30

Nimeros de ciclos

B EBPA WEE? HE1

Fonte: Proprio autor.



65

Os resultados apresentados indicam que o meio sol-gel PEG apresenta uma
estabilidade continua no processo de adsorgdo/dessor¢do atée os 31 primeiros ciclos,
decaindo abruptamente nos ultimos ciclos. A média do desvio padrdo relativo dos DEs

foi de DPR= 1,16 dos 32 ciclos de pré-concentracao/eluicéo.

O meio sol-gel PEG apresentou uma boa estabilidade no processo de
adsorcao/dessorcdo, quando submetido diversos ciclos, sendo possivel fazer analise de

até trinta e uma amostras consecutivas utilizando uma mesma por¢do do meio de extracao.

O método proposto FPSE foi otimizado para melhor desempenho das
condicBes experimentais para os analitos estudados; em sequéncia, este, deve ser

validado, para comprovar a qualidade e confiabilidade nas analises experimentais.

6.0- AVALIACAO DO DESEMPENHO ANALITICO DO METODO

A garantia de um método analitico é avaliada através das figuras de méritos
que sdo alguns parametros estabelecidos por 6rgaos reguladores afim de obter resultados

gue garantem a confiabilidade do mesmo.

No Brasil as agéncias que regulam os processos de validacdo sdo a
ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) com a Resolucdo ANVISA RDC
n°166, de 24/07/2017 onde apresenta critérios para a validacdo de métodos analiticos e 0
INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia, Normalizagdo e Qualidade Industrial) com
0 documento INMETRO DOQ-CGCRE-008, de margo/2020 visando garantir a

confiabilidade durante a validagdo de métodos analiticos.

Todo método analitico desenvolvido necessita assegurar a qualidade de
medicBes quimicas, gerando informacdes confiaveis e interpretaveis sobre a amostra, para
isso, 0 mesmo deve ser validado (RIBANI et al., 2004). Portanto, apds o desenvolvimento

do método proposto, 0 mesmo foi validado.

A validacdo foi realizada seguindo os critérios propostos pela resolugédo da
ANVISA n° 166, de 24/07/2017 e o guia de validacdo do INMETRO DOQ-CGCRE-

008/2020; sendo os principais parametros avaliados do desempenho analitico foram a
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seletividade, linearidade, precisdo, exatiddo, limite de deteccdo (LD) e limite de
quantificacdo (LQ).

A seletividade do método consistiu em observar se o adsorvente liberava
alguma substancia que eluia no mesmo tempo de retencdo dos analitos em analise a partir
da comparacdo dos cromatogramas (FIGURA 29) da amostra branco (agua de represa)
sem fortificacdo, apenas com o tecido sol-gel e amostra fortificada (agua de represa +

analitos), apos o processo de extracdo por FPSE.

FIGURA 29: Cromatogramas obtido por HPLC-UV ap6s o procedimento de extra¢do por
FPSE para amostra branco (agua de represa) e amostra fortificada a 0,08 pg mL* com os
analitos (BPA (Tr= 6,14 min), EE2 (Tr= 8,58 min) e E1 (Tr= 9,38 min)). Coluna=
Shimadzu C18 Exsil ODS (4,6 x 250 mm, 5 pum), FM= MeOH:ACN:H20 (06:38:56
vIvIV), vazdo 1 mL min™, A= 220nm, Vinj= 20 pL e temperatura ambiente.
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Fonte: Préprio autor.
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Analisando os cromatogramas mostrados da FIGURA 29, ndo foram
observadas bandas de compostos interferentes no tempo de retencdo dos analitos BPA,

EE2 e E1, mostrando ser um método seletivo para os analitos estudados.

O limite de deteccdo (LD) representa a menor concentracdo do analito
presente numa amostra que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada e
o limite de quantificacdo (LQ) representa a menor quantidade do analito presente numa
amostra que pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis, ambos sob as
condigdes experimentais definidas (ANVISA, 2017).

LD e LQ foram determinados pela relacdo sinal-ruido. Para o LD
considerou-se a relacdo sinal-ruido 3:1 e para o LQ a relacéo sinal-ruido 10:1, para cada

analito. Os valores do LD e LQ sdo representados na TABELA 9.

TABELA 9: Valores de LD e LQ em pg mL™ para 0 método FPSE, (n=3).

Parametros BPA EE2 El
LD 0,003 0,015 0,015
LQ 0,01 0,05 0,05

Fonte: Proprio autor.

As curvas de calibracdo (curva extraida) para os analitos BPA, EE2 e E1
foram obtidas em funcdo das areas das bandas cromatograficas, relativas as seguintes

concentracOes apresentadas na TABELA 10.



68

TABELA 10: Valores de coeficiente de variagdo (CV) para as diferentes concentra¢des da curva

analitica do BPA. EE2 e E1 (n=3).

Concentragéo (ug mL™) CV (%)
BPA EE2 El BPA EE2 El
0,01 0,05 0,05 6,49 7,60 4,55
0,10 0,10 0,10 5,78 4,21 6,04
0,20 0,20 0,20 7,28 2,39 4,00
0,40 0,40 0,40 4,12 5,03 5,41
0,80 0,80 0,80 2,32 4,31 8,20
1,00 1,00 1,00 5,30 5,18 4,39
1,20 1,20 1,20 4,33 2,71 6,00
1,40 1,40 1,40 571 4,79 5,13
1,80 1,80 1,80 6,22 2,35 3,67
2,00 2,00 2,00 6,43 3,17 4,80
4,00 4,00 4,00 7,80 2,91 4,99
8,00 8,00 8,00 7,89 4,64 4,05
10,00 10,00 10,00 3,15 7,14 6,27

Fonte: Préprio autor.

Os valores de CV variam de 2,32 a 8,20; encontrando-se dentro dos limites

aceitaveis que € no maximo de 11%, de acordo com as recomendacdes do guia de

validagéo do INMETRO DOQ-CGCRE008/2020.

As curvas analiticas foram obtidas através de regressdo linear pelo método

dos minimos quadrados e a linearidade foi obtida através do valor do coeficiente de

correlagéo linear (r) e estédo apresentados na FIGURAS 30, 31 e 32.
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FIGURA 30: Curvas de calibracdo de (a) BPA para o padrdo com &gua milli Q ® (b) BPA

para amostra fortificado com padréo, (n=3).
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FIGURA 31: Curvas de calibracdo de (a) EE2 para o padrdo com agua milli Q ® (b) EE2

para amostra fortificado com padréo, (n=3).
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FIGURA 32: Curvas de calibracéo de (a) E1 para o padrdo com agua milli Q ® (b) E1

para amostra fortificado com padréo, (n=3).
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Fonte: Préprio autor.

As curvas analiticas foram lineares nas faixas de 0,01 a 10 pg mL™* para o
BPA e de 0,05 a 10 ug mL* para 0 EE2 e E1, a faixa linear de trabalho para analise de
DEs em amostras de agua foi baseada com trabalho da literatura (SOUSA, 2015).

Os coeficientes de correlagéo linear (r) obtidos nas curvas de calibragdo
foram acima de 0,99, como recomendado pela ANVISA, indicando baixa dispersao dos
pontos da curva analitica. As duas curvas analiticas foram realizadas para comparar o
efeito de matriz; analisando, a relacdo do coeficiente angular da curva fortificada com a
curva preparada em agua milli Q ® observa-se valor menor ou igual a 1, podendo afirmar

que ndo existe o efeito de matriz.

A precisdo e exatiddo do método FPSE proposto sdo mostrados na
TABELA 11.
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TABELA 11: Precisdo (CV %) e recuperacdo (%) intra-dia e inter-dia, para analise de
BPA, EE2 e E1 (n=5) do método FPSE.

BPA EE2 El

Concentragédo (ug mL™?) Concentragéo (ug mL™) Concentragéo (ug mL™)

0,01 : 1,00 : 8,00 0,05 : 1,00 ' 8,00 0,05 1,00 @ 8,00

Precisdo (CV,%)
Dial(n=5) | 4,80 | 6,28 ;| 5,93 342 1 594 3,71 4,10 H 2,08 571

Dia 2 (n=5) 7,32 541 @ 8,27 520 | 6,38 7,29 6,30 4,33 @ 6,27

Dia 3 (n=5) 8,53 @ 6,71 | 4,18 6,79 @ 8,17 ' 511 7,60 @ 3,29 @ 5,62

3 dias
(média) 6,88 | 6,13 @ 6,13 514 @ 6,83 @ 5,37 6,00 ' 3,23 @ 5,87
(n=15)

Recuperacéao (%)

Dia 1 (n=5) 916 @ 858 | 93,6 87.3 914 843 86.5  98.2 8038

Dia 2 (n=5) 913 | 853 934 87,1 918 @ 83,7 86,1 | 96,6 814

Dia 3 (n=5) 915 858 | 936 87,6 90,9 84,6 86,4 979 805

3 dias
(média) 916 | 85,7 93,6 874 914 | 84,9 86,3 1 97,5 @ 80,9
(n=15)

Fonte: Proprio autor.

Os resultados obtidos para exatiddo (recuperacdo) dos analitos se
encaixam dentro da faixa aceitavel de 80 a 110 % da concentracdo inicial de acordo com
0 documento DOQ-CGCRE-008/2020. Nos ensaios intra-dia a exatiddo variou entre
85,34-93,63% para 0 BPA, 83,74-91,78% para o0 EE2 e 80,51-98,24% para a E1; ja nos
ensaios inter-dia, foram obtidos valores de 85,67-93,56% para o0 BPA, 84,97-91,36% para
0 EE2 e 80,91-97,55% para a E1.

Os valores da precisdo do método da TABELA 11, variaram entre 4,18-
8,53% para o BPA, 3,42-8,17% para 0 EE2 e 2,08-7,60% para a E1; indicando boa
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precisdo do método FPSE, uma vez que os mesmos estdo abaixo de 11% de acordo com
as recomendag6es do INMETRO DOQ-CGCRE-008/2020.

Os valores obtidos da validacdo deste trabalho foram comparados com
trabalhos da literatura que utilizaram o mesmo método FPSE e também trabalhos que
utilizaram outros métodos para extracdo de DES; 0s mesmos encontram-se na TABELA
12.

TABELA 12: Comparacdo dos valores obtidos para LQ, LD, exatiddao (R%) e precisao
(DPR%) deste trabalho com outros trabalhos que usaram 0 mesmo método para extracao
de DEs.

) ) o LD LQ DPR o
Analitos Amostra  Método Tecnica 4 .+ R (%) Referéncia
(Mg mL™) (g mL™) (%0)
_ Agua de HPLC- 85,34- | 4,18
Bisfenol-A FPSE 3,0X10°% 1,0X10%2 Este trabalho
represa uv 93,63 8,53
170- Agua de HPLC- 83,74-  3,42-
o ) FPSE 1,5X1072 5,0X107 Este trabalho
Etinilestradiol represa uv 91,78 8,17
Agua de HPLC- 80,51- | 2,08-
Estrona FPSE 1,5X1072 5,0X107 Este trabalho
represa uv 98,24 7,60
] Agua de HPLC- 92,50- | 2,60- KUMAR et
Bisfenol-A FPSE 4,2x10° 1,39x10*
rio FLD 92,60 2,90 al., 2014
17a- Agua de HPLC- 93,40- | 2,40- KUMAR et
FPSE 3,6x10° 1,19x10*
Etinilestradiol rio FLD 93,80 2,80 al., 2014
HPLC- 97,60- 3,00- ALAMPANO
Bisfenol-A Urina FPSE 3,3X10* 1,0X107
PDA 107,10 7,60 Setal, 2021
] ] HPLC- 30,40- 3,60- MESA et al.,
Bisfenol-A Leite cru FPSE 7,5X10° 2,5X1072
uv 45,60 12,8 2018
170- Leite cru HPLC- 16,50- 8,90- MESA et al.,
o _ FPSE 7,5X103 5,0X102
Etinilestradiol uv 58,40 9,30 2018
HPLC- 21,40- 3,90- MESA et al.,
Estrona Leite cru FPSE 1,5X107 2,5X107
uv 59,30 7,20 2018
] Agua 87,20- = 8,40- | SOUZAetal.,
Bisfenol-A SPE GC-MS 2,9X10° 4,4X10°
potavel 101,90 12,70 2012

Fonte: Préprio autor.
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O método proposto FPSE-HPLC-UV obteve valores proporcionais quando
comparavel ao trabalho de MESA et al., 2018, pois, ambos os trabalhos utilizaram o
mesmo tipo de detector (HPLC-UV). Os demais trabalhos utilizaram técnicas
cromatograficas mais seletivas e sensiveis, logo obterdo niveis de LD e LQ menores em
relacdo a este trabalho.

Ainda nédo existe, no mundo, valores legislados para a presenca de
atividade estrogénica em aguas naturais, porém tem restricGes quanto ao uso e
comercializacdo de compostos como o bisfenol-A, sendo ainda pautado para discussao

na Europa quanto a esses critérios (CETESB, 2020).

7.0- APLICACAO EM AMOSTRA REAL (AGUA DE REPRESA)

A crescente expansdo demografica e industrial, a geracdo e uso de novos
produtos quimicos trouxe, como consequéncia, o comprometimento da qualidade das
aguas. A poluicdo das aguas constitui um dos mais sérios problemas ecoldgicos da
atualidade, sendo a interferéncia humana, através do lancamento de efluentes domeésticos

e industriais n&o tratados, a principal fonte desta poluicdo (HELLER, 1996).

A Agéncia Nacional de Aguas (ANA) monitora a qualidade das aguas
superficiais e subterrdneas no Brasil através dos relatdrios da Rede de Monitoramento de
Qualidade da Agua (RNQA) que recebem os dados dos estados brasileiros dos seus
Orgdos competentes; esses orgdos fazem parte da estrutura do Sistema Nacional de
Gerenciamento de Recursos Hidricos (SINGREH) que podem ser estruturados de
diversas maneiras, tais como entidades autbnomas (ex. agéncia ou autarquia) e, em sua
maioria, como administracdo diretas dos estados (ex. secretarias especificas ou érgdos
dessas secretarias) (ANA, 2021).

Dessa forma, avaliar a qualidade dos corpos hidricos que abastecem a
populacéo é essencial; neste trabalho, a partir de amostras coletas na Represa do Clube
do Povo da cidade de Cataldao-GO foi avaliada a possibilidade de encontrar os analitos
(BPA, EE2 e E1) em estudo.
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O pH e temperatura das amostras de agua, no momento da coleta foram:
Ponto 1 (pH=6,81; 21,8°C)
Ponto 2 (pH=6,79; 21,7°C)

As duas amostras coletadas apresentaram valores de pH em regido neutra,

foi concluido que o ajuste de pH nédo era necessario, para a avaliagéo.

Os dois pontos de coletas foram homogeneizados e retirou-se 10 mL e
realizou todo o procedimento FPSE para a amostra de 4gua natural com e sem fortificacao
em triplicatas. A FIGURA 33 apresenta o resultado para a amostra de agua natural sem

fortificacéo

FIGURA 33: Cromatograma obtido por HPLC-UV ap6s o procedimento FPSE para
amostra de agua natural sem fortificacdo. Coluna= Shimadzu C18 Exsil ODS (4,6 x 250
mm, 5 um), FM= MeOH:ACN:H0 (06:38:56 v/v/v), vazdo 1 mL min™, A-220nm, Vin=
20 pL e temperatura ambiente.
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2,0x10° 1

0,0
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Fonte: Proprio autor.
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Né&o foi observado a presenca dos analitos (BPA, EE2 e E1) nas amostras
de agua natural da Represa do Clube do Povo da cidade de Cataldo-GO, nem interferentes
no tempo de retencdo dos mesmos (6,14 min; 8,58 min e 9,38 min) respectivamente, nas
condigdes analiticas empregadas. O perfil cromatografico analisado apds a etapa de
FPSE, mostra uma quantidade de interferentes nos 5 minutos iniciantes, estes, sdo
compostos derivados do préprio material FPSE e possivelmente, de compostos naturais

presentes na matriz hidrica.

Os resultados para a amostra de agua natural com fortificacdo dos analitos
(0,08 ug mL1) apresentou porcentual de remog&o proporcional ao desenvolvido com agua
Mili Q®, com remocéo de 63% BPA, 62% EE2 e 63% E1; resultando que a mudanca da

matriz hidrica ndo apresenta alteracdo nos valores de porcentagem de remogéo.
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8.0- CONCLUSAO

A metodologia analitica desenvolvida de FPSE com leitura no HPLC-UV
para a determinacao dos desreguladores enddcrinos (BPA, EE2 e E1) atendeu aos critérios
de validacdo estabelecidos pelos érgdos reguladores. A FPSE é um método novo,

promissor, com poucos estudos desenvolvidos.

Sob as condig¢des otimizadas de adsorcdo e dessor¢do foi possivel obter,
boa linearidade para todos os analitos, na faixa de 0,01 a 10 pg mL* para o BPA e de
0,05 a 10 pg mL* para 0 EE2 e E1 com coeficientes de correlacio acima de 0,99. O LD
de 0,003 pug mL* para o BPA e 0,015 pg mL™ para o EE2 e a E1.

O adsorvente natural (celulose) quando submetido a alteragfes quimicas
pela metodologia sol-gel, demostrou ser bastante eficiente na adsor¢do das espécies
presente neste trabalho, tendo uma cinética de adsor¢édo répida, com equilibrio atingido
em 1 minuto e remocao em torno de 60% de todos os analitos nas duas matrizes hidricas

estudadas (agua MILLI Q ® e agua natural).

O método validado foi aplicado a amostra real (agua natural de represa),
sendo que néo foi detectado os analitos nessa amostra, evidenciando que a matriz ndo

apresenta contaminagéo dos analitos no seu leito, para o LD deste trabalho.
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10.0- ANEXO 1: TABELA 14: Trabalhos que usaram a FPSE de 2014 a maio de 2021 no banco de dados da Web of Science.

ANO | TECNICA

AMOSTRA

ANALITOS

REFERENCIA

2014 | HPLC-FLR

Urina e amostras de
aguas residuais e
hospitalares

17a-etinilestradiol (EE2), estradiol (E2) e bisfenol A (BPA);

KUMAR et al., 2014

HPLC

HPLC-PDA

HPLC-UV

2015

UHPLC-MS/MS

HPLC-MS

Agua Ambiental
Leite cru

Agua ambiental

Agua ambiental

Amostra de esgosto

Agua ambiental

Simazine(SMZ), atrazine(ATZ), secbumeton(SBM), terbumeton(TBM),
propazine(PPZ), prometryn(PMT), terbutryn(TBT);

Thiamphenicol, Florfenicol, Chloramphenicol;
Ibuprofen, naproxen, ketoprofen, diclofenac;

4-tertbutylphenol (purity > 99%), 4-sec-butylphenol (purity > 96%), 4-tert-
amylphenol (purity > 99%), 4-cumylphenol (purity > 99%);

2-(benzotriazol-2-yl)-4- methylphenol, 2-(benzotriazol-2-yl)-4-(2,4,4-
trimethylpentan-2-yl)phenol, 2-tert-butyl-6-(5-chlorobenzotriazol-2-yl)-4-
methylphenol, 2-(benzotriazol-2-yl)-4,6-bis(2-methybutan-2-yl) phenol, 2,4-
ditert-butyl-6-(5- chlorobenzotriazol-2-yl)phenol, 2-(benzotriazol-2-yl)-6-
dodecyl-4-methyl phenol;

Paracetamol (PARA), cafeina (CAFF), antipirina (APy), cloridrato de
propranolol  (PROP), metilparben (MPB), carbamazepina (CBZ),
propilparabeno (PrPB), 2,4-di-hidroxibenzofenona (DHB), benzilparabeno
(BzPB), 2,2-didroxi-4-4-Metoxibenzofenona (DHMB), diclofenaco (DICLO),
3-benzofenona (BP-3), triclocarban (TCC), triclosan (TCS);

PIJUAN et al., 2015
SAMANIDOU et al., 2015

RACAMONDE et al., 2015

KUMAR et al., 2015

ESPONDA et al., 2015

LAKADE et al., 2015

“Continua”.
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ANO | TECNICA AMOSTRA ANALITOS REFERENCIA
UHPLC-MS/MS agua e urina Seis andrégenos e quatro progestagenos; GUEDES et al., 2016
HPLC-UV leite cru Residuos de sulfonamidas (sulfametazina, sulfisoxazol e sulfadimetoxina,); KARAGEOUGOU et al., 2016
HPLC soro sanguineo Benzodiazepinas; SAMANIDOU et al., 2016

UHPLC-MS/MS

2016

FAAS-FIA

UHPLC-MS

Agua ambiental

Materiais de
referéncia padrdo e
amostras de A&gua

contaminada.

Aditivos
adicionados a
materiais de
embalagem

Paracetamol (PARA), cafeina (CAFF), antipirina (AP), cloridrato de
propranolol  (PROP), metilparabeno (MPB), carbamazepina (CBZ),
propilparabeno (PrPB), 2,4-di-hidroxibenzofenona (DHB), benzilparabeno
(BzPB),  2,2-di-hidroxi-4-4-metoxibenzofenona  (DHMB), diclofenac
(DICLO), 3-benzofenona (BP-3), triclocarban (TCC) e triclosan (TCS);

Chumbo e cadmio;

18 aditivos plasticos comuns (8 plastificantes, 5 antioxidantes, 4 absorvedores

de UV e 1 agente antiestatico);

LAKADE et al., 2016

ANTHEMIDIS et al., 2016

AZNAR et al., 2016

“Continua”.
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ANO | TECNICA AMOSTRA ANALITOS REFERENCIA
Retardantes de chama (BFRs) [tetrabromobisphenol A (TBBPA),
HPLC Amostra de agua tetrabromobisphenol A bisallylether (TBBPA-BAE), tetrabromobisphenol A | HUANG et al., 2016
bis(2,3-dibromopropyl)ether (TBBPA-BDBPE)] ;
2016 -
UHPLC-MS/MS Agua ambiental Estabilizadores UV do Benzotriazol; GUERRA et al., 2016
Amostras de ]
HPLC-UV Co (1), Ni (1), Pd (11); KAUR et al., 2016
aquosas
Plasma e wurina | Cetoconazol, terconazol, voriconazol, bifonazol, clotrimazol, tioconazol,
HPLC-PDA . LOCATELLI et al., 2017
humana econazol, butoconazol, posaconazol, ravuconazol e itraconazol;
Ar ambiental
HS-GC-MS amostrado em | Feromdnios sexuais; LEON et al., 2017
tomateiro
. Residuos do antibiético penicilina (Benzilpenicilina, cloxacilina, dicloxacilina
RP-HPLC Leite de vaca N SAMANIDOU et al., 2017
e oxacilina);
2017 Leite materno e leite | Bisfenol-A e mondmeros residuais (dimetacrilato de Bisfenol-A; dimetacrilato
HPLC-PDA ] ] o ] SAMANIDOU et al., 2017
de vaca de uretano e dimetacrilato de trietileno glicol);
HPLC-FLD Agua ambiental Hidrocarbonetos aromaticos policiclicos selecionados (PAHSs); SAINI et al., 2017
Resumo da FPSE; KAZANTZI et al., 2017
Resumo da Técnica FPSE; KABIR, et al., 2017
GC-MS e HPLC- | Suco de laranja o
12 compostos volateis; AZNAR et al.,, 2017
QTOF-MS natural

Tendéncias;

KABIR et al., 2017

“Continua”.
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ANO | TECNICA

AMOSTRA

ANALITOS

REFERENCIA

2017 | UHPLC-MS/MS

Agua ambiental e

hospitalar

7 compostos citostaticos usados em terapias anticancer;

VIERA et al., 2017

HPLC

FAAS

HPLC-UV

2018

HPLC

FAAS

HPLC-DAD

Infusdes de cha

Refrigerantes

Amostras de éaguas

coletadas em varias

fontes.

4 residuos
trifloxistrobina);
Pb (1), Cd (11);

Al (111);

de fungicidas

(azoxistrobina,

Resumo do estado atual da FPSE e Perspectivas futuras;

Amostras de agua

Urina

Sangue total, plasma

e Urina humana

Estabilizadores ultravioletas e benzotriazol; horménios esterdides e compostos

citostaticos;

Cu (I1); Ni (11); Zn (11); Pb (11) e Cd (I1):;

clorotalonil,

Inibidores de aramatase (anastrozol, letrozol e exemestano);

cyprodinil

e

YANG et al., 2018

KAZANTZI et al., 2018

REKHI et al., 2018

ZILFIDOU et al., 2018

ESPONDA et al., 2018

KAZANTZI et al., 2018

LOCATELLI et al., 2018

HPLC-UV e
MS/MS

2019
UHPLC-MS/MS

HPLC-PDA

LC-

Leite

Amostras de vinho

Farmacos

Desreguladores estrogénicos (estradiol, hexestrol, estrona, 17a- etinilestradiol,

dietilestilboestrol e bisfenol-A);

Revisao;

Residuos de ultra-vestigios de fungicidas (19 compostos) e inseticidas (3

espécies);

Cortisona, ciprofloxacina e sulfassalazina;

MESA et al., 2019
LOCATELLLI et al., 2019

MAYAN et al., 2019

TARTAGLIA et al., 2019

“Continua”.
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ANO | TECNICA

AMOSTRA

ANALITOS

REFERENCIA

HPLC-PDA

GC-MS

GC-MS

IMS

HPLC-DAD
2019

HPLC-PDA

GC-MS

HPLC-MS

HPLC-PDA

Sangue total, plasma
e urina humana
Vegetais  (Feijao,
tomate, brimjal e
repolho)

Amostras  aquosas
de sucos de frutas

Agua ambiental

Urina humana

Sangue total, plasma

e urina humana

Amostras aquosas

Sangue total de

camundongos
Soro do sangue
humano

Ciprofloxacina, Sulfasalazina e cortisona;

Pesticidas (terbufos, malatido, clorpirifds e triazofos);

Pesticidas Organoclorados;

Hidrocarbonetos aromaticos policicliocos (PAHS);

5 antidepressivos (venlafaxina, paroxetina, fluoxetina, amitriptilina e
clomipramina);

6 benzofenona filtros solares UV (benzofenona (BZ); Acido 5-benzoil-4-
hidroxi-metoxibenzenossulf Gnico (BP-4); bis (4-hidroxifenil) metanona (4-
DHB); bis (2,4-di-hidroxifenil) metanona (BP-2); (2,4-di-hidroxibenzofenona)
(BP-1) e 2,2'-di-hidroxi-4- metoxibenzofenona (DHMB);

Poluentes emergentes (parabeno etilico, parabeno butilico, ftalato dietilico,
ftalato dibutilico, lidocaina, prilocaina, triclosan e bisfenol A );

Marcadores de exposicdo a radiacdo (taurina, carnitina, acido araquidénico,
acido a-linolénico e &ciso oleico);

4 Residuos de antibidtico da penicilina (Benzilpenicilina, cloxacilina,

dicloxacilina e oxacilina);

KABIR et al., 2019

KAUR et al., 2019

KAUR et al., 2019

SUN et al., 2019

LIOUPI et al., 2019

LOCATELLI et al., 2019

KAUR et al., 2019

TARABOLETTI et al., 2019

ALAMPANOS et al., 2019

“Continua”.
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ANO TECNICA AMOSTRA ANALITOS REFERENCIA
Soro do sangue | 5 antidepressivos (venlafaxina, paroxetina, fluoxetina, amitriptilina e
HPLC-DAD ZILFIDOU et al., 2019
humano clomipramina);
Sangue total, plasma | 7 residuos de parabenos (metil parabeno (MPB); etil parabeno (EPB); propil
HPLC-PDA ) ) ) ) TARTAGLIA et al., 2019
e urina humana parabeno (PPB); isopropil parabeno (BPS) e benzil parabeno (BzPB);
) 4 acrilatosdimetacrilato de etileno glicol (EGDM), triacrilato de pentaeritritol
13 tipos de amostras o o ) o
UHPLC-MS ] (PETA), diacrilato de trietileno glicol (TEGDA) e triacrilato de | OTOUKESH et al., 2019
2019 de PET reciclado o
trimetilolpropano (TMPTA);
Sangue total e | agente analgésico muito potente (2R, 4-R, 7R, 8aR) -4,7-dimetil-2-
HPLC-MS/MS ) . ] LASTOVKA et al., 2019
plasma de rato (tiofen-2-il) octa-hidro-2 H-cromen-4-ol;
Amostras
HPLC-PDA ambientais e | Metil parabeno (MP); propil parabeno (PP) e butil parabeno (BP); GULLE et al., 2019
cosméticos
17 fungicidas mutilasse (metalaxil, ciprodinil, tolilfluanida), procimidona,
3 ] folpet, fludioxonil, myclobutanil, kresoxim methyl, iprovalicarb, benalaxyl,
UGC-MS Agua ambiental ) . . ) . ~ | CELEIRO etal., 2020
trifloxystrobin,  fenhexamid, tebuconazole, iprodiona, pyraclostrobin,
2020 azoxystrobin and dimethomorph);
3 S 3 drogas anfetaminicas (anfetamina (AM), metanfetamina (MAM) e 3,4-
HPLC-MS Aguas residuais RUAN et al., 2020

metilenodioximetanfetamina (MDMA) );

“Continua”.
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ANO | TECNICA

AMOSTRA

ANALITOS

REFERENCIA

HPLC-PDA

UGC-MS

2020
HPLC-UV

HPLC-UV-Vis/DAD

UHPLC-LTQ-Orbitrap

HPLC-PDA

HPLC-UV

2021 | HPLC-DAD

Saliva humana

Agua ambiental

Cosméticos e
produtos de
cuidados pessoais

Agua ambiental

Efluentes

Amostras
cancerosas (mama
humana)

Leite

Urina humana

6 medicamentos anti-inflamatérios ndo esterdides (furprofeno, indoprofeno,
cetoprofeno, fenbufeno, flurbiprofeno e ibuprofeno);
17 fungicidas (metalaxil,

ciprodinil, tolilfluanida), procimidona, folpet,

fludioxonil, myclobutanil, kresoxim methyl, iprovalicarb, benalaxyl;

trifloxystrobin,  fenhexamid, tebuconazole, iprodiona, pyraclostrobin,

azoxystrobin and dimethomorph);

Artigo de Revisdo;

Parabenos (metilparabeno, etilparabeno, propilparabeno, butilparabeno e
benzilparabeno);

Citalopram, clozapina, mirtazapina, bupropiona e sertralina.
20 compostos pertencentes a antibioticos, antipsicéticos, anti-inflamatérios e
acessulfame K.

Artigo de Revisao

Sete parabenos ( metil, etil, propil, butil, isopropil, isobutil e benzil)

Residuos de tetraciclina

Sete parabenos: Metil, etil, propil, butil, isopropil, isobutil e benzil

ULUSOY et al., 2020

CELEIRO et al., 2020

MANOUSI et al., 2020

KAUR et al., 2020

HOLGADO et al., 2020

KALABOKA et al., 2020

MOYO et al., 2020

ALAMPANOS et al.; 2020

AGADELLIS et al., 2020

RIGKOS et al., 2021

“Continua”.
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ANO | TECNICA

AMOSTRA

ANALITOS

REFERENCIA

HPLC-Fluorescence

HPLC-PDA
2021

UHPLC-ESI-MS/MS

HPLC-UV

Suplementos

nutricionais

Urina humana

Soro e urina humana

Plasma humano

Hidrocarbonetos aromaticospoliciclicos ( pireno, criseno, benzo(a)pireno)

Bisfenol A, bisfenol S, bisfenol F, bisfenol E, bisfenol B, bisfenol C e

dietilestilbestrol (DES)
Seis beta-bloqueadores ( atenolol, nadolol,
propranolol)

Sete parabenos e do acido p-hidroxibenzoico

metoprolol,

oxprenolol e

GAZIOGLU et al., 2021

ALAMPANOS et al., 2021

MAZARAKI et al., 2021

PARLA et al., 2021

Fonte: Proprio autor.



