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RESUMO

OCORRENCIA DE INTERFERENTES ENDOCRINOS E PRODUTOS
FARMACEUTICOS NAS AGUAS SUPERFICIAIS DA BACIA DO RIO ATIBAIA.
Aluna: Cassiana C. M. Raimundo
Orientador: Wilson F. Jardim
Alguns compostos organicos denominados interferentes endécrinos estao sendo
encontrados em aguas superficiais € vém chamando a atencdo da comunidade
cientifica. Nessa classe de compostos, destacam-se os horménios (17p-estradiol,
17a-etinilestradiol, estrona, progesterona, levonorgestrel), os plastificantes (dietilftalato
e dibutilfatalato), os surfactantes (4-nonilfenol e 4-octilfenol) e o bisfenol A. Além disso,
alguns produtos farmacéuticos, tais como paracetamol, acido acetil salicilico,
diclofenaco e ibuprofeno, também tém sido encontrados em diversos compartimentos
ambientais. Considerando o estado de degradacéo das aguas superficiais do Estado de
Sao Paulo, em especial os rios da bacia do Atibaia responsavel pelo abastecimento
publico da RMC, essa dissertagdo apresenta uma avaliagcdo da ocorréncia dos 14
compostos citados acima, além da cafeina que foi usada como tracador de atividade
antropica, nos corpos d’agua dessa regido. A determinacao foi baseada em métodos ja
estabelecidos, os quais foram convalidados e, envolveram as etapas de extragdo e
concentracdo de 1 L de amostra usando SPE e analise por HPLC empregando os
detectores de DAD e fluorescéncia. Foram realizadas quatro campanhas amostrais no
periodo entre fevereiro de 2006 e janeiro de 2007 sendo duas no periodo de alta
pluviosidade e duas no periodo de estiagem. Dos 15 compostos determinados 12 foram
encontrados em pelo menos uma amostra. As concentragdes variaram entre o0s
compostos e nas diferentes épocas do ano, sendo a maior, encontrada no ribeirdo
Anhumas na 2° campanha amostral (127 pg L' para a cafeina). Os compostos
determinados com maior frequéncia foram a cafeina, dibutilftalato, bisfenol A e 17[3-
estradiol, e as maiores concentragcées foram determinadas em regides com elevada
densidade populacional e durante os periodos de estiagem. O ibuprofeno, dietilftalato e
estrona, ndo foram encontrados nessas matrizes considerando os limites de deteccao
de 51,33 e 16 ng L™, para os trés compostos respectivamente.

Palavras-chave: interferentes endocrinos, produtos farmacéuticos, rio Atibaia, aguas
superficiais, Regido Metropolitana de Campinas, SPE-HPLC-DAD/FL.
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ABSTRACT

OCCURRENCE OF ENDOCRINE DISRUPTERS AND PHARMACEUTICAL
PRODUCTS IN SURFACE WATERS IN THE ATIBAIA RIVER BASIN.

Author: Cassiana C. M. Raimundo
Advisor: Wilson F. Jardim
Numerous organic compounds called endocrine disruptors have been found at
low levels in surface waters. Several compounds such as hormones (17p-estradiol, 17a-
ethinylestradiol, estrone, progesterone and levonorgestrel), phthalates (diethylphthalate
and dibutylphthalate), surfactants (4-octylphenol and 4-nonylphenol), bisphenol A,
among others are included in this class. Some pharmaceutical products, such as
paracetamol, acetyl salicylic acid, diclofenaco and ibuprofen have also been detected in
surface waters. Due to the degradation of the surface water quality in the State of Sao
Paulo. especially the Atibaia river which is used for public supply to the Campinas
Metropolitan Region, this work presents an updated evaluation of the occurrence of 14
compounds mentioned above, as well as caffeine, used as a chemical tracer of human
activity. The determination of these compounds was accomplished using established
methods, including solid phase extraction (SPE) of 1 L of sample, followed by High
Performance Liquid Chromagraphy (HPLC) equipped with DAD and fluorescence
detector. In order to evaluate spatial and temporal variations, four sampling campaigns
were carried out from February/2006 - January/2007, involving two dry and two wet
seasons sampling series. From the 15 targeted compounds, 12 of them were found at
least in one of the samples analyzed. Highest concentrations were found in Anhumas
river in second sampling campaign (127 pg L™ of caffeine). Compounds more frequently
found were caffeine, dibutylphthalate, bisphenol A and 17B-estradiol. Highest
concentrations were associated to populational density and in the dry season. Ibuprofen,
diethylphthalate and estrone not found considering the limit of detection of 51, 33 e

16 ng L, respectively.

Keywords: endocrines disrupters, pharmaceutical products, Atibaia River, surface
waters, Campinas Metropolitan Region, SPE-HPLC-DAD/FL.
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CAPITULO 1

CONTAMINANTES EMERGENTES

A agua é hoje reconhecida como um dos bens naturais mais importantes do
planeta. A preocupag¢do com o uso, destino e principalmente estado de degradagéo tem

mobilizado pessoas de todas as areas quanto a sua preservagao.

O Brasil é um pais privilegiado quanto ao seu volume de recursos hidricos, porém
cerca de 73 % da agua doce disponivel encontra-se na bacia Amazbdnica que é
habitada por menos de 5 % da populagao brasileira (Setti et al., 2001). A idéia de
abundancia serviu durante muito tempo como suporte a cultura do desperdicio da agua
disponivel e, até os dias de hoje, ndo ha um planejamento de saneamento basico e

ambiental adequados que preserve esses recursos.

Os problemas de escassez hidricas no Brasil decorreram, principalmente, da
combinagao do crescimento exagerado das demandas localizadas e da degradagao da
qualidade das aguas. Este quadro é consequéncia do aumento desordenado dos
processos de urbanizacgao, industrializagéo e expansao agricola, verificados a partir de
1950. A mobilizagado da populagédo do campo para a cidade e a industrializagao, além
de exercerem aumento significativo na demanda das aguas dos mananciais, também
exigiram o crescimento do parque gerador de energia elétrica que, por sua vez,
implicou na necessidade de constru¢des apreciaveis de aproveitamentos hidrelétricos.
Adicionalmente, 0 aumento da populagdo demandou por mais producéo de alimentos, o

que proporcionou o avango da agricultura irrigada.

Ao longo da década de 70 e mais acentuadamente na década de 80, a sociedade
comegou a despertar para as ameagas a que estava sujeita se ndo mudasse o
comportamento quanto ao uso de seus recursos hidricos. Neste periodo varias
organizagdes nao governamentais foram criadas e comissdes interministeriais, como a
SEMA (Secretaria Especial do Meio Ambiente), foram instituidas para encontrar meios

de aprimorar nosso sistema de uso multiplo dos recursos hidricos e minimizar o risco de

1



comprometimento de sua qualidade, principalmente no que se refere as futuras
geragbes. Mesmo assim, em 1995 foi feita uma estimativa do desperdicio de agua no

Brasil a qual alcangou 45 % do volume ofertado naquele ano (Setti et al., 2001).

No mundo, os problemas de escassez de agua acentuaram-se a partir dos
anos 30 quando surgiu um novo periodo da histéria que ficou definido como
“Era Tecnoldgica” que se refere ao periodo subsequente a Primeira Guerra Mundial,
quando o interesse militar passou a ser fator determinante no desenvolvimento de
novas rotas sintéticas e na produgao de novos compostos. Apés a Segunda Guerra
Mundial, a produgédo e o uso indiscriminado de pesticidas marcaram o inicio de um
periodo de desenvolvimento acelerado das atividades industriais. Foi observado até
mesmo um retorno parcial dos investimentos massivos em tecnologia militar,
principalmente por meio da aplicagdo de muitas tecnologias intermediarias na melhoria
dos bens de consumo (de Moura, 2000). Houve uma demanda crescente da sociedade
por produtos industrializados 0 que motivou ainda mais o desenvolvimento tecnoldgico,
sendo que muitos compostos inovadores, tais como produtos farmacéuticos e
alimenticios, foram produzidos e distribuidos para consumo no mundo todo. Nesta
época, entretanto, os avangos industriais eram promovidos sem qualquer tipo de

cuidado com relag&o a possivel contaminagao ambiental.

A partir de 1970, o interesse da comunidade académica e a criagdo de 6rgaos de
protecdo ambiental, como a USEPA (United States Environmental Protection Agency),
promoveram um aumento no numero de pesquisas no mundo todo envolvendo
monitoramento dos compostos, definidos como xenobidticos, em diversos
compartimentos ambientais. Inumeros trabalhos foram publicados alertando para a
possibilidade de que muitos farmacos e seus metabdlicos poderiam estar presentes no
ambiente em concentragbes-tragco (Daughton, 2002). Com isso, pareceu crescer o
interesse dos setores publico e privado no que diz respeito aos assuntos ambientais,
que acabou sendo refletido no numero crescente de organizagdes governamentais e
nao-governamentais que hoje debatem esses problemas, estabelecem normas e
condutas a serem seguidas e discutem a importancia das praticas de minimizagao e

remediacao de residuos e substancias quimicas potencialmente poluentes.



Atualmente, existem cerca de 11 milhdes de substancias quimicas registradas no
CAS (Chemical Abstracts Service). Nos Estados Unidos e Jap&o, cerca de 100.000
compostos sao produzidos deliberadamente e utilizados para diversos fins. Apenas nos
Estados Unidos sao registrados de 1.200 a 1.500 substancias quimicas por ano. No
planeta, aproximadamente 3.000 compostos sao produzidos em larga escala atingindo
quantidades superiores a 500.000 kg por ano. Destes, menos de 45 % foram
submetidos a algum tipo de ensaio toxicoldégico basico e menos de 10 % foram
estudados quanto aos efeitos toxicos sobre organismos em desenvolvimento
(Mello-da-Silva e Fruchtengarten, 2005).

Dentre os compostos classificados como contaminantes emergentes estao
incluidos alguns farmacos de diferentes classes como: analgésicos, antiinflamatorios,
drogas psiquiatricas, antilipémicos, antibiéticos (de uso humano e veterinario),
contrastes de raio X, horménios e esterdides, além de componentes presentes em
protetores solares, produtos de higiene pessoal como fragrancias contendo grupos nitro
e ftalatos, inseticidas repelentes e anti-sépticos, bem como os surfactantes amplamente

utilizados no consumo doméstico.

Dentre estes, destacam-se alguns compostos chamados interferentes enddcrinos,
que sao substancias com propriedades que podem provocar alteragdes no sistema
endoécrino de animais e humanos. Eles constituem uma classe de substéncias nao
definidas pela sua natureza quimica, mas pelo seu efeito biolégico. Sdo compostos
organicos hormonalmente ativos que podem causar disturbios no sistema enddcrino
mesmo em baixas concentragdes. O interesse no estudo destas substancias é
relativamente recente e foi motivado a partir de observagdes sobre a ocorréncia de
anormalidades no sistema enddécrino de animais submetidos a exposicdo a alguns
compostos organicos. Alteragdes crbnicas no desenvolvimento e na reproducédo de
varias espécies presentes em diferentes compartimentos ambientais tém sido atribuidas
a ocorréncia de uma grande variedade de substéncias quimicas, principalmente em
sistemas aquaticos naturais. Mesmo em concentragbes-traco, alguns compostos
exdgenos, sintéticos ou naturais, tém sido detectados em amostras de aguas
superficiais em todos os continentes do planeta, principalmente em fungao da atividade

antropica.



Os seres humanos estao expostos aos contaminantes emergentes principalmente
por meio da ingestdo de alimentos como: frango, peixes, carnes bovina e suina,
legumes e verduras; e agua contaminada e, em menor propor¢cao pelo contato via

derme e inalacido dos mesmos.

1.1. FARMACOS

Nas ultimas décadas houve um aumento significativo em todo o mundo no
consumo de medicamentos, principalmente aqueles vendidos sem prescricdo médica.
Desde entdo, muitos produtos farmacéuticos tém sido encontrados em diversos
compartimentos ambientais com o auxilio de técnicas analiticas mais sensiveis,
capazes de determinar concentracdes de até ng L. Atualmente, muitos grupos de
pesquisas e 6rgdos ambientais véem estudando ndo apenas os niveis de concentragao
desses compostos no meio, mas a sua origem, destino e seus efeitos adversos,

principalmente a biota.

Dentre os principais farmacos, como relacéo a suas abundéancias, destacam-se o
ibuprofeno, o diclofenaco, o paracetamol e o acido acetil salicilico (AAS). O ibuprofeno
€ um agente nao-esteroide, analgésico, antipirético e antiinflamatoério, usado no
combate & febre e para aliviar dores em geral. E a terceira droga mais utilizada no
mundo, porém no Brasil seu consumo nao € tao elevado. Pode ser encontrado em duas
formas enantioméricas, mas seu efeito farmacologico € dado exclusivamente a forma S,
ainda que seja administrado como uma mistura racémica. Algumas pesquisas
mostraram que no organismo humano e de outros mamiferos pode ocorrer a inversao
quiral da forma enantiomérica R (inativa) para a forma S (ativa). Embora esta ultima
seja excretada em maior quantidade que a forma R, estudos mostraram que ela
degrada mais rapidamente quando presente em efluentes domésticos e aguas

superficiais (Buser et al., 1999).

O diclofenaco € um dos antiinflamatérios mais prescritos no Brasil. Pode ser
encontrado também nas formas sodica e potassica. E bastante persistente em

condigdes naturais e aos processos de tratamento de esgoto convencionais. Tem sido



detectado em mais de 50 % dos efluentes municipais da Alemanha em concentragbes

de aproximadamente 2,5 ug L™ (Ravina et al., 2002; Heberer, 2002).

O paracetamol (acetoamidofenol) e o AAS sdo populares agentes analgésicos e
antitérmicos, usados para alivios de dores e febre. O paracetamol tem sido encontrado
em afluentes de estagdes de tratamento de esgoto e em menor concentracdo em aguas
superficiais de diversos paises. Embora facilmente biodegradado no meio aquatico, o
AAS foi detectado em 22 dos 49 afluentes de estagbes de tratamento de esgoto (ETE)
analisados na Alemanha em concentracbes de até 1,5 ug L', e nos rios em

concentracdes até 0,34 ug L™ (Ternes, 1998).

Depois de administrada, muitas drogas sao transformadas em um ou mais
metabdlitos e excretadas através da urina e fezes em uma mistura contendo o farmaco
que nao foi metabolizado pelo organismo e seus metabdlitos. No caso do ibuprofeno,
por exemplo, apenas 15 % do que foi ingerido, € eliminado na forma original, enquanto
que 26 % sao excretados nas formas hidroxi-ibuprofeno e 43 % como carboxi-
ibuprofeno (Weigel et al., 2004).

Nas ETE ha trés destinos possiveis para qualquer farmaco individual: (1) pode ser
biodegradado, ou seja, mineralizado a gas carbbnico e agua, como por exemplo, o
AAS; (2) pode sofrer algum processo metabdlico ou ser parcialmente degradado, como
o ibuprofeno; (3) ou pode ser persistente como o diclofenaco. Pouco se conhece sobre
as rotas dos farmacos no ambiente, mas sabe-se que os esgotos domésticos e
hospitalares sdo as principais fontes de contaminagdo, sobretudo de matrizes
aquaticas. Para esses compostos nado foi observada atividade estrogénica, mas a

maneira como a concentragao deles no meio vem aumentando é preocupante.

1.2. CAFEINA

A cafeina (1,3,7-trimetilxantina), pertence ao grupo de compostos quimicos
chamados metil-xantinas, presentes em cerca de 60 espécies de plantas no mundo.
Produtos alimenticios como café, chas, cola, chocolate e guarana apresentam

concentracdes variadas de cafeina, além deles, também pode ser encontrada no



tabaco, em alguns condimentos, além de remédios do tipo analgésico, medicamentos
contra a gripe e inibidores de apetite. As xantinas s&o substancias capazes de estimular
o sistema nervoso, produzindo um estado de alerta de curta duracao
(Gardinali e Zhao, 2002).

A média de consumo global era de 70 mg por pessoa por dia em 1991, mas
estima-se que o uso tenha aumentado consideravelmente nos ultimos anos, tendo
proporcoes diferentes entre os diversos paises. Por exemplo, o consumo de cafeina na
Australia aumentou de 190 para 410 mg por pessoa por dia s6 no ano de 1995. Nos
Estados Unidos, na Suica e na Inglaterra sdo consumidos 210, 300 e 440 mg por
pessoa por dia (Buerge et al., 2003). O Conselho da Associagao Médica dos EUA em
Assuntos Cientificos (American Medical Association on Scientific Affairs) recomenda
consumo moderado de cafeina em até 250 mg ao dia (Gardinali e Zhao, 2002).
A cafeina esta incluida na lista da USEPA dos compostos quimicos produzidos em

maior volume no mundo.

A absorcao da cafeina pelo organismo humano € muito rapida, assim como a sua
distribuicdo, passando rapidamente para o sistema nervoso central. Toda a agao da
cafeina no corpo depende da forma de preparo do produto, da quantidade utilizada e
das condig¢des do organismo que a consome, podendo o efeito variar de individuo para
individuo. O corpo humano nao necessita de cafeina, embora o seu consumo
moderado ndo esteja associado a nenhum risco a saude, exceto em algumas situagdes
especiais. Mulheres gravidas, criangas, pessoas com problemas cardiacos ou

portadores de uUlceras estomacais devem reduzir o consumo ou mesmo suprimi-lo.

Um beneficio atribuido ao consumo da cafeina esta relacionado a sua capacidade
de estimular a lipdlise (quebra das moléculas de gordura no organismo), 0 que,
teoricamente, favoreceria o emagrecimento. Porém, essa agado ocorre a um custo
elevado para o organismo, com mobilizacdo dos depodsitos de gordura fazendo
aumentar os niveis da mesma no sangue. Com isso, pode haver elevagao do colesterol
sanguineo e, consequentemente, aumento do risco de infarto. A cafeina é também
diurética, ou seja, aumenta a excreg¢ao urinaria fazendo com que o organismo perca

mais agua. Consequéncias negativas do consumo excessivo de produtos a base de



cafeina dizem respeito a interagao dessa substancia com a absor¢ao de importantes
nutrientes, principalmente o ferro, o aumento da frequéncia cardiaca (taquicardia) e o
estimulo da secrecdo do acido cloridrico no estdmago (0 que aumenta o risco de

ulceras).

A presencga deste composto no ambiente, principalmente nas aguas naturais, €,
sobretudo de origem antrépica. Estudos tém mostrado que uma certa porcentagem de
cafeina, entre 3 e 10 %, n&o é absorvida pelo organismo e é excretada na urina. Em
ETE a cafeina é lentamente metabolizada pela bactéria Pseudomonas putida. Os
produtos de degradacao da cafeina incluem outros derivados das xantinas. Embora a
cafeina ndo seja considerada uma substancia suspeita de causar alteragdo no sistema
endocrino, e também néo se conhega seu efeito a biota, em alguns casos foi associada
com elevadas concentragées de nitratos no meio aquatico (Chen et al., 2002), em
outros, a presengca de coliformes totais, comumente usados como tragador de
contaminacgao fecal (Piocos e de la Cruz, 2000). Sendo assim tem sido utilizada em

muitos estudos, inclusive nesse trabalho, como um tragador de atividade humana.

1.3. INTERFERENTES ENDOCRINOS

Segundo o Programa Internacional de Seguranga Quimica (International
Programme on Chemical Safety- IPCS), um interferente enddcrino € classificado como
‘uma substancia ou mistura exdégena que altera a funcdo do sistema enddcrino e
consequentemente causa efeitos adversos em um organismo saudavel, ou em seus
descendentes, ou subpopulagdes” (Damstra et al., 2002). A USEPA propde uma
definicdo mais detalhada que reflete a diversidade de mecanismos envolvidos na
perturbagdo do sistema endocrino. Segundo ela, “um interferente enddcrino é um
agente exogeno que interfere na sintese, secregdo, transporte, ligagdo, acédo ou
eliminacdo de hormoénios naturais que sao responsaveis pela manutengcdo da

homeostase, reproducao, desenvolvimento e/ou comportamento”.

O sistema endocrino regula, juntamente com o sistema nervoso todas as fung¢des
fisiologicas do organismo. Enquanto o sistema nervoso se comunica através de

impulsos elétricos ao longo de precisos circuitos nervosos e celulares, o sistema
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endécrino trabalha de um modo mais difuso, transportando informagdes através da

circulagado de um tecido para outro através dos horménios.

Os hormdnios s&o produzidos e secretados pelas glandulas enddcrinas
diretamente para a corrente sanguinea e influenciam as atividades funcionais de outras
células de modo especifico, sendo a influéncia quer de natureza excitadora, quer

inibidora.

7

O corpo humano é constituido por nove glandulas enddcrinas ilustradas na
Figura 1. A glandula pineal inibe a precocidade sexual; o hipotdlamo controla a
producao de horménios de outras glandulas enddcrinas; a pituitaria controla a agao de
outras glandulas; a tiredide ajuda a controlar a produ¢do de energia; a paratiredide
distribui o calcio entre o sangue e os 0ssos; o timo produz horménios que estédo
relacionados com a defesa contra infecgdes, formacdo de anticorpos, formacédo do
sistema linfatico e auxilia no controle do crescimento e maturagao sexual; as glandulas
adrenais regulam o nivel do sal e da agua e secretam estimulantes; células do
pancreas controlam o agucar do sangue e as glandulas sexuais governam a reprodugao

e as caracteristicas sexuais secundarias (von Brandis, 1977).

Pineal
Hipotalamo
Pituitaria

Tiredide
Paratiredide

Timo
Adrenais
Pancreas

Ovarios
Testiculos r

Figura 1: O sistema enddcrino humano (adaptado de Farabee, 2001).



Os compostos interferentes enddécrinos podem agir no sistema enddécrino de
diversas maneiras, eles podem imitar um hormdnio natural e dessa forma se ajustarem
aos sitios receptores enviando mensagens aos genes que respondem a elas gerando
uma reagao de atividades em cadeia alterando as fung¢des biolégicas do organismo;
alguns compostos sao capazes de incentivar a producdo de horménios e outros podem
agir bloqueando a produgéo deles ao ocuparem os sitios receptores; os interferentes
endoécrinos podem ainda estimular a excregdo dos horménios deixando o organismo
defasado ou causando a constante produ¢do do horménio eliminado a fim de repor
aquele excretado; um outro mecanismo de agao € por meio da inativagao das enzimas
responsaveis pela decomposicdo dos hormdnios para excregdo, O que gera um
acumulo deles no organismo e este por sua vez, responde a uma atividade que ja
deveria ter sido cessada; e por fim, esses compostos podem agir destruindo ou
modificando a estrutura de um horménio natural impedindo dessa forma que eles se

liguem aos sitios receptores no organismo (Birkett e Lester, 2003).

Quimicamente, os horménios sado proteinas derivadas de aminoacidos ou
esterdides. Segundo a IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry), os
esteréides compreendem uma classe de horménios cuja estrutura basica é formada
pelo ciclo[a]fenantreno (Figura 2). Nessa estrutura podem existir ligacbes duplas,

metilas, carbonilas e hidroxilas, dando origem a uma série de hormonios esteroidais.

Figura 2: Estrutura basica dos esterodides.

Nos homens os hormdnios predominantes sdo os androgénios e nas mulheres, os
estrogénios. Os androgénios sdo uma classe de horménios 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 hormdnios



esteroides responsaveis pelo desenvolvimento das caracteristicas secundarias

femininas e funcdes de reproducao.

Os estrogénios sdo classificados em quatro tipos de acordo com a sua origem:
(1) os que ocorrem naturalmente no organismo; (2) os que sao sintetizados para serem
ingeridos como medicamento; (3) os fitoestrogénios presentes em plantas alimenticias,
muitos dos quais promovem importantes beneficios a saude e (4) os “xenoestrogénios”
ou externos, sintetizados pelo homem e presentes em produtos de uso doméstico
(Gutendorf e Westendorf, 2001).

1.3.1. ESTROGENIOS NATURAIS

Os estrogénios naturais fazem parte de um grupo de varios horménios esteréides
lipofilicos produzidos, principalmente nos ovarios e nos testiculos em humanos e outros
vertebrados, originarios do colesterol ou acetil coenzima-A (Tapiero et al., 2002). Sua
sintese, tanto em mulheres como em homens, ocorre também localmente em tecidos
nao-enddcrinos tais como figado, tecido adiposo e cérebro, através da conversao do
hormdnio masculino testosterona em 173-estradiol sob agdo da enzima conversora

aromatase (Figura 3).

colesterol —»  pregnolona

17a-OH-pregnolona — deidroepiandrosterona estriol

| /

progesterona —® 17a-OH-progesterona —® androstenodiona —® estrona

| i

corticosteroides testosterona —» 17(3-estradiol

Figura 3: Biossintese do horménio 17B-estradiol a partir do colesterol. Em italico, a
enzima aromatase, presente em alguns tecidos nao-enddcrinos (adaptado de
Osterlund,M.K. e Hurd, Y.L., 2001).
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O estrégeno mais abundante e potente de ocorréncia natural nos seres humanos
€ o 17B-estradiol, seguido pela estrona e estriol (principal forma de excre¢cdo do
hormonio). O 173-estradiol é doze vezes mais ativo que a estrona e oitenta vezes do

que o estriol (Lark, 1999).

Conhecidos como horménios femininos, os estrogénios e progestogénios
possuem funcdes diferentes. Os estrogénios sdo responsaveis pelas caracteristicas
secundarias femininas, agem no controle da ovulagdo, no desenvolvimento e preparo
ciclico do sistema reprodutor para a fertilizacdo e implantacdo do évulo, estimulam o
crescimento dos tecidos ao promover a proliferacdo celular nos 6érgaos sexuais
femininos (seios e utero), geralmente exercem influéncia sobre o crescimento,
desenvolvimento e o comportamento (Nassif et al., 2005). Atuam também nos sistemas
imunoldgico e cardiovascular além de influir na pele, nos ossos, no figado e mesmo no
cérebro, assegurando a normalidade nos sistemas organicos. Os progestogénios
ajudam a regular as mudangas que ocorrem durante a menstruacao, influenciam no
desenvolvimento das membranas fetais e glandulas mamarias durante a gestagéo e
sdo conhecidos por horménios da gravidez. O tecidos reprodutores masculinos, tais
como testiculos e prostata, sdo igualmente alvos de estrogénios, porém nos machos
estes desempenham um papel secundario em relagdo aos androgénios. No entanto, o

excesso deles pode feminiliza-los.

1.3.2. ESTROGENIOS SINTETICOS

Os estrogénios sintéticos, encontrados em produtos farmacéuticos, sao
estrogénios que tiveram suas estruturas moleculares alteradas. Eles tém a tendéncia de

serem mais potentes do que os estrogénios do corpo e consequentemente, mais ativos.

Hormonios naturais como 17B-estradiol e progesterona ndo sao adequados para
aplicagbes orais, exceto se forem ingeridos em altas concentragdes, pois estes, sao
facilmente metabolizados e excretados pelo organismo. Esterdides sintéticos atuam no

sistema endocrino e alteram a atividade fisiologica mesmo em baixas concentragdes.
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Hormdnios naturais apresentam solubilidade em agua entre 5,75 e 13,25 mg L'1,
enquanto os esterdides sintéticos possuem solubilidade em agua entre 0,16 e
4,83 mg L' (Tabela 1, pagina 16). O estrogénio sintético mais consumido & o
17a-etinilestradiol (17a-EE2) utilizado como contraceptivos. Os derivados do norgestrel,
como o levonorgestrel, sdo os compostos sintéticos que 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 exposigdo continua a
essas substancias tem sido associada a efeitos alarmantes nos processos de
desenvolvimento e reproducdo como a feminilizagdo de machos, decrescimento da

fertilidade e hermafrodismo.

Exceto para contracepgao, os tratamentos que mais utilizam estrégenos sintéticos
sao as terapias de reposicao hormonal para controle da menopausa e no tratamento do
cancer de prostata e cancer de mama em mulheres em pds-menopausa. Nestes
tratamentos as mulheres ingerem diariamente entre 20 e 50 pg de estrogénios. Em

alguns anticoncepcionais orais sao ingeridos até 500 ug diarios.

1.3.3. FITOESTROGENIOS

Plantas estrogénicas, chamadas de fitoestrégenicas, possuem compostos que
podem atuar como interferentes endécrinos com o auxilio da flora bacteriana intestinal,
de enzimas, vitaminas e minerais. Em torno de vinte fitoestrédgenios foram identificados
em plantas como o trigo, a aveia, cevada, arroz, macga, cereja, batata, cenoura, ervilha,
feijao, salsinha, alho e café, mas somam mais de 12.000 compostos quimicos naturais.
Os fitoestrogénios competem com os outros para se conectarem aos receptores
estrogénicos bem como influenciam, positivamente, no metabolismo estrogénico
(Lintelmann et al., 2003). Como os hormoénios naturais, os fitoestrogénios sao
facilmente metabolizados pelo organismo e distribuidos pelo sistema orgénico, em um
curto espago de tempo. As isoflavonas da soja sdo uma das fontes de fitoestrogénios

melhor estudadas. Uma de suas formas, a genisteina, demonstrou ter atividade
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citostatica contra uma série de células de cancer de mama humanas in vitro e
suprimiram tumores mamarios em ratas (Lamartiniere et al., 1995; Murrill et al., 1996;
Rowel et al., 2005).

Dentre os fitoestrogénios, a genisteina € o composto encontrado em maior
abundancia nos corpos d’agua e que esta presente em maiores concentragdes. Em
amostras de agua superficial da Alemanha foram determinados trés isoflavonas:
norringenina, dadizeina em concentragdes de cerca de 17 ng L™, aproximadamente, e a
genisteina em concentragdes mais elevadas, entre 400 e 1.300 ng L. Nesses locais
foram observados efeitos prejudiciais na reprodugado dos peixes, o que foi associado a

alta concentragao desse composto (Lintelmann et al., 2003).

1.3.4. XENOESTROGENIOS

A expressao “xenoestrogénios” & aplicada livremente a uma série de substancias
quimicas sintetizadas industrialmente que confundem os receptores celulares dos
estrogénios no organismo, interferindo nas mensagens bioquimicas naturais. Sao assim
classificados quanto a sua agdo no organismo, ndo importando a estrutura quimica do
composto. Dessa forma, podem ser compostos tipo estrogénios ou terem a habilidade
de mimetizar ou bloquear a atividade dos horménios naturais. Podem também alterar a
forma como os horménios e seus receptores protéicos sao elaborados, metabolizados e
em sua atuacdo. Em razdo de se degradarem lentamente, ao atingirem os corpos
d’aguas podem difundir-se passando a integrar os tecidos vivos. Atualmente estdo
presentes em todos os ecossistemas e em alguns organismos vivos. Dificiimente
excretados, sao lipossoluveis, acumulando-se nos tecidos gordurosos, no cérebro, no
aparelho reprodutor e outros 6érgéos propiciando a bioacumulagdo em uma cadeia
alimentar (Cunningham et al., 1997). Algumas classes de compostos classificados
como xenoestrogénicos e que foram estudadas nesse trabalho sédo os ftalatos, os
alquilfendis e o bisfenol A. Porém, alguns pesticidas, hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos, compostos bromados usados como retardantes de chama, bifenilas
policloradas, algumas dioxinas e furanos também estao incluidos nessa classificacéo
(Jardim et al., 2007).
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1.3.4.1.FTALATOS

Esteres ftalatos representam um grupo de compostos quimicos que vem sendo
largamente utilizados desde os anos 30 em polimeros sintéticos, especialmente no
cloreto de polivinila (PVC), comumente usado em embalagens, na estocagem e
preservacio de alimentos e também na producao de borracha, celulose e estireno para
melhorar aspectos como suavidade e flexibilidade desses materiais. Eles estao
presentes em inumeros produtos de uso doméstico tais como brinquedos, chupetas,
cosmeéticos, produtos de higiene pessoal, bolsas de sangue e de soro, papéis de
revestimento, inseticidas repelentes, objetos de decoragao, etc. Ha dez anos atras, na
Alemanha, ja eram produzidos cerca de 400.000 toneladas por ano desses compostos,

e milhdes de toneladas no mundo todo (Fromme et al., 2002).

Os ftalatos podem ser lixiviados das embalagens plasticas para agua, bebidas,
alimentos, além do sangue, nos casos em que sao utilizadas bolsas plasticas nas
transfusdes. Porém, ainda €& o aporte de efluentes industriais sem tratamento
adequado, a principal fonte de contaminagdo dos corpos d’agua. Devido ao fato de
trazerem um risco potencial a saude humana, diversos 0Orgédos ambientais
estabeleceram limites maximos na concentragcao desses compostos. A Unido Européia
publicou uma lista de substancias com evidéncias ou potencial interferéncia endécrina,
e nela estdo incluidos o dibutilftalato, butilbenzilftalato e di-2-etilexilftalato e, juntamente
com a Organizagdo Mundial de Satide estabeleceram o valor maximo de 8,0 ug L™ em
agua potavel (EU Council, 2001; WHO, 2003). Para o di-2-etilexilftalato, um dos ftalatos
mais produzidos e todo o mundo, a USEPA recomenda que concentracgdes inferiores a

6,0 ug L' possa estar presente na agua tratada (USEPA,1991).

A exposicdo do homem a esses compostos ocorre por meio da ingestao,
principalmente os ftlatos usados como plastificantes, como é o caso do dibutilftalato e
dietilftalato, da inalacdo e cuténea, devido a presenga desses compostos em diversos
produtos de higiene pessoal e cosméticos, sendo essa ultima, considerada a maior
fonte de exposi¢cdo. Quando ingeridos, os ftalatos sdo rapidamente metabolizados em

seus respectivos monoésteres e a cadeia lipofilica € oxidada. Os monoésteres e os
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metabdlitos oxidados dos ftalatos podem ser conjugados aos glucuronideos e ambos,

nas formas livres e conjugados sédo excretados pela urina e fezes.

1.3.4.2. ALQUILFENOIS

Os alquilfendis sdo basicamente grupos alquila de diferentes tipos e tamanhos
ligados a um anel aromatico que contém uma ligacdo OH (fendis). Os derivados mais
importantes sdo os etoxilados e carboxilados, que possuem um grupo etoxila ou

carboxila substituindo o hidrogénio do OH.

Os alquilfendis etoxilados séo surfactantes ndo-ibnicos usados em formulacées de
detergentes de uso industrial e doméstico no mundo todo a mais de quarenta anos.
Também sao usados na producdo de resinas fendlicas, como aditivos plasticos,
emulsificantes, agentes umificantes e em formulagdes de agrotoxicos. A produgao
anual de alquilfendis etoxilados no mundo alcangou 390.000 toneladas em 2002
(Lintelmann et al., 2003). Possuem uma caracteristica particular relacionada com a
geragao de sub-produtos durante processos de tratamento baseados na
biodegradagao. Os processos bioldgicos empregados para o tratamento de solugdes
contendo alquilfendis etoxilados em ETE geram alquilfendis mais téxicos e mais
persistentes no ambiente (Ahel et al., 1994). Os compostos mais comuns dessa classe
sdao o octilfenol e o nonilfenol, sendo também os que apresentam maior
estrogenicidade. A principal fonte desses compostos para o meio aquatico é

proveniente do uso doméstico de surfactantes.

1.3.4.3. BISFENOL A

Bisfendis sdo compostos com estrutura quimica de difenilalcanos hidroxilados, que
contém dois anéis aromaticos unidos por uma ligacao de carbono (Tabela 1). Bisfenois
com grupo OH na posigado para, e configuragdo angular, como o bisfenol A, séo

apropriados a fazerem ligagdes de hidrogénio com os sitios receptores estrogénicos.

O bisfenol A é uma substancia amplamente utilizada nos processos industriais. A

principal aplicagcdo é como monémero na produgédo de policarbonato (71 % do que é
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produzido destina-se a esse fim), e resinas-epoxi (27 %), além de aditivos de resinas de
poliéster-estireno insaturadas e retardantes de chama. Em 1999 foram produzidos
cerca de 2.000 milhdes de toneladas e estima-se que em 2005 a produg¢ao alcangou
3.500 milhdes de toneladas do produto (BKH, 2005).

Com base no alto volume de bisfenol A que é produzido mundialmente, e pelo fato
de ser um produto com diversas aplicacdes, € provavel que este aporte no ambiente
por diferentes fontes. A maior contribuicdo € devida aos processos de produgao e
manufatura do bisfenol A, despejos de efluentes industriais sem tratamento adequado,
€ uma pequena contribuicdo pode ser atribuida a lixiviagdo dos produtos finais de
consumo. Sdo compostos persistentes a biodegradacdo. O tempo de meia-vida do
bisfenol A 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 € aumentado em
matrizes aquaticas com pH basico. Nos solos a meia vida do bisfenol A pode variar de
1 a 180 dias aproximadamente e no ar esse valor € bem menor, entre 0,7 e 7,4 horas,

pois nessa matriz é rapidamente decomposto pelos radicais hidroxilas.

1.4. PROPRIEDADES FISICO-QUIMICAS E ESTROGENICIDADE

O destino e comportamento dos compostos no ambiente e nas ETE séao
influenciados por suas propriedades fisico-quimicas, as quais regem a particdo na
agua, solo ou biota. Compostos com baixa solubilidade e alto coeficiente de partigdo
octanol/agua (Kow), geralmente estao presentes em tecidos gordurosos da biota, o que
promove a bioacumulacdo na cadeia alimentar. O K,, também pode determinar a
sorgao efetiva e a afinidade dessas substancias pela matéria organica. Sdo verificados
dois mecanismos de sorcdo: a absorcdo, que trata de interacbes hidrofébicas
caracterizadas pelo valor de K,,; € a adsorcdo que esta relacionada com interacdes
eletrostatica e a tendéncia da substancia de se dissociar no meio aquoso, a qual &

caracterizada pela sua constante de dissociacdo, pK,. Para serem facilmente
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transportados pelos corpos d'agua os contaminantes devem apresentar alta
solubilidade em agua (¢). A Tabela 1 apresenta as propriedades fisico-quimicas dos

quinze compostos que foram estudados nesse trabalho.

De acordo com essas propriedades, os contaminantes podem ser divididos em
trés grandes grupos: os lipofilicos, com alto valor de K,; 0os basicos ou nao-ibnicos; e
os compostos acidos, que apresentam hidrofilicidade e sao id6nicos. Os hormdnios
naturais e sintéticos, bem como os xenoestrogénios apresentam natureza lipofilica. A
cafeina e o paracetamol sdo exemplos de compostos basicos com valores de pK,
elevados, acima de 9 e log K,y entre 0,01 e 0,5, apresentam alta solubilidade em agua,
por isso sdo encontrado em maiores concentragcdes em matrizes aquaticas. E por fim,
os farmacos acidos, AAS, diclofenaco e ibuprofeno sdo compostos de natureza
hidrofilica, que tendem a se dissociar mais facilmente em meio aquoso. Condicoes tais
como, temperatura, pH, salinidade, existéncia de substancias humicas ou material
particulado, influenciam significativamente na solubilidade e destino desses compostos,
facilitando ou dificultando sua degradagdo no meio natural. Os farmacos e a cafeina

dificilmente se bioacumulam, pois apresentam baixa afinidade com tecidos gordurosos.

Os valores log K, para os estrogénios livres (17B-estradiol, estrona e estriol)
estdo entre 2,45 e 4,01. No entanto, a esterificagdo com gluconideos ou acidos alteram
drasticamente as propriedades fisico-quimicas desses estrogénios que, quando
conjugados passam a ser mais hidrofilicos e menos ativos biologicamente podendo

permanecer por mais tempo em ambientes aquaticos (Birkett e Lester, 2003).

Os alquilfendis sdo compostos que possuem baixa solubilidade em agua, baixa
presséo de vapor (2,9 x 10 atm a 25 °C para o nonilfenol) e log de Ky préximo de 4,
portanto estdo presentes em todas as matrizes, mas muito pouco no ar (Muller e
Schlatter, 1998). Em Taiwan foram encontrados alquilfendis em concentragdes entre 61
e 370 ng L' em matrizes aquaticas, 27 e 190 ng g em sedimentos e 20 e 5190 ng g’
na biota, sendo que essas concentragdes variaram significativamente com a
sazonalidade. No inverno obtiveram-se concentracdes superiores aquelas obtidas no
verao (Cheng et al., 2006).
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Tabela 1: Estrutura e propriedades fisico-quimicas dos compostos estudados em

funcao de suas classes.
L 1 (psata' 25 l7C
Compostos Estrutura Foérmula M (g mol’) pK, Log Kow (mg L")
o]
\ /
\N N
Cafeina )\ \ /> CgH10N4O2 194,19 10,0 0,01 21.700
PN N
\
Farmacos
0, (o}
A
AAS o CoHsO 180,16 3,5 1,19 3.300
é/ Y 9FlgUs
(o}
HO@NH
Paracetamol >:O CsHgNO, 151,16 9,4 0,46 - 0,49 NE
OH
X
Cl [e] 2 4
Diclofenaco NH C44H11CILNO, 296,15 4,0-4,2 4,50 - 4,80 ’
Cl
o
Ibuprofeno 7 Ci13H4502 206,29 49-57 3,50 - 4,50 21
OH
Horménios naturais
OH
CHs
17B-Estradiol ‘. CisH2402 272,38 10,5-10,7 2,69 - 4,01 12,9
OO
Estrona Ci1sH220, 270,37 10,3-10,8 2,45-3,43 12,4
[e]
-
Progesterona gtgj& CaiH0: 314,46 - 3,62 56-88
o7
Horménios sintéticos
OH
Z
17a-etinilestradiol ‘. CxH2402 296,41 10,4 3,67-4,15 05
Q]
X
: OH
Levonorgestrel /@igjﬁ C21H20, 312,45 NE NE 2,1
o7
continua
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continuagao

Psad 25°C

Compostos Estrutura Férmula M (g mol ’) PK, Log Kow (mg L")

Xenoestrogénios

Bisfenol A HOOH CisH1s02 228,20 102 25-33 120

4-Octilfenol C14H20 206,32 NE 4,02 - 4,22 19
HO
Ho

4-Nonilfenol @_/_/_/—/ CisH240 220,35 10,7 436-460 6,0
o, p
Dietilftalato 8 CiH1aO4 222,24 .- 2,35 400

)
} o
4\—\ . /I
o— Yo
Dibutilftalato Ci6H2204 278,34 -- 4,57 13

Fontes: Hilton e Thomas, 2003; Lopéz de Alda e Barceld, 2001; The Merck index, 1997; Roberts e
Thomas, 2006; Kolpin et al., 2002; Carballa et al.,2005; Lopéz de Alda et al., 2003; Lopéz de Alda e
Barceld, 2001; Gardinali e Zhao, 2002; Fatoki e Noma, 2002; Mozaz et al., 2004; Yoon et al., 2003;
Lintelmann et al., 2003; Muller e Schlatter, 1998. Nota: NE — valor ndo encontrado na literatura.

A toxicidade dos alquilfendis aumenta com o decréscimo no tamanho da cadeia
alquilica. Dessa forma, o octilfenol e o nonilfenol sdo os compostos que apresentam o
maior potencial estrogénico. Para os derivados etoxilados, foi verificado que a
toxicidade aumenta com o decréscimo da cadeia etoxila. Os alquilfendis etoxilados séo
facilmente biodegradados em estacdes de tratamento de esgoto e produtos toxicos
como o p-nonilfenol e p-nonilfenol etoxilados sdo formados, os quais apresentam
atividade estrogénica. O produto da degradagdo tem a hidrofobicidade aumentada
comparada aos precursores, no qual valores de log de K,, entre 3,9 e 6,0 sdo
encontrados. Devido a esse aumento no coeficiente de particdo octanol-agua os
metabolitos mostram uma tendéncia a bioacumulagdo nos organismos. Algas, peixes,
patos, mexilhdo e caranguejo, todos bioacumulam nonilfenol e derivados
(Lintelmann et al., 2003).
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O bisfenol A é distribuido entre ar, agua, solo, sedimento e compartimentos da
biota. Por possuir alta solubilidade em agua (120 mg L"), baixa pressdo de vapor
(5,32 x 10 Pa a 25 °C) e baixa constante de Henry (10° — 10® Pa m® mol™') apresenta
moderada particdo entre agua e ar. Com base nos valores de log de Ko (2,5 € 3,3)
pode-se esperar que haja adsorcdo pelos materiais particulados, além de serem

lipofilicos e terem o potencial de bioconcentragéo.

Desde 1936 tem sido reportada a atividade estrogénica do bisfenol A (Dodds e
Lawson, 1936). Recentemente, estudos in vitro investigaram a estrogenicidade desse
composto que se mostrou capaz de estimular a sintese e proliferagdo de células
cancerigenas, desalojando o 17(B-estradiol do seu sitio receptor. Outros estudos
realizados em ratos mostraram que baixas concentragcdes de bisfenol A, cerca de
2 ug kg em doses diarias, foram suficientes para provocarem efeitos nos 6rgéos
sexuais e com doses diarias de 20 ug kg' houve reducdo no numero de
espermatozoides dos ratos. Pesquisas realizadas em peixes da espécie Pimephales
promelas, expostos a concentragdes entre 1 e 1280 pg L™ de bisfenol A, mostraram
uma reducao na fertilidade desses animais, a qual aumentou com o passar das

geragodes (Lintelmann et al., 2003).

Em muitos estudos, a estrogenicidade dos compostos xenoestrogénios é
comparada aquela do horménio natural 17B-estradiol (Lintelmann et al., 2003). No caso
dos ftalatos, a toxicidade aguda é relativamente baixa e a estrogenicidade dos
compostos dessa classe € cerca de seis a sete ordens de magnitude menores que o
17B3-estradiol. Porém, estudos ecotoxicolégicos tém mostrado que alguns produtos da
degradagao podem apresentar maior atividade estrogénica do que o composto original
(Rao e Schwetz, 1982). No entanto, o que preocupa e vem sendo alvo de pesquisas
sdo os efeitos de sinergismo, principalmente com o 17B-estradiol, que pode ser o
responsavel pelo aumento do potencial estrogénico desses compostos no ambiente. Os
valores de log K, para os compostos dessa classe aumentam com o aumento no
tamanho da ramificagdo e valores entre 1,4 e 13 sdo encontrados para o dimetilftalato e
bis-1-octilftalato, respectivamente, o que lhes confere carater lipofilico, podendo dessa

forma, serem biomagnificados ao longo da cadeia tréfica (Fatoki e Noma, 2001). O
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potencial estrogénico relativo dos diferentes ftalatos foi classificado na seguinte ordem:

butilbenzilftalato > dibutilftalato > diisobutilftalato > dietilftalato > diisononilftalato.

Um biomarcador bastante usado para avaliar a exposicédo de alguns tipos de
organismos a substancias com atividade estrogénica € a determinagdo de niveis de
vitelogenina no plasma sanguineo de um organismo. Vitelogenina € uma proteina que
desempenha um importante papel no sistema reprodutivo de vertebrados oviparos
fémeas. E sintetizada no figado, regulada por estrogénio e transportada através do
sangue para os ovarios, onde serdo incorporadas aos oOvulos promovendo seu
crescimento. O gene do vitelogenina também estd presente em organismos machos,
mas sob condi¢bes normais nao € expresso, possivelmente regulado pela baixa
concentragdo de estrogénio no sangue. O aumento de vitelogenina no plasma de um
organismo € considerado uma evidéncia da exposigdo as substancias com atividade
estrogénica. Tem sido observado que alguns organismos aquaticos respondem com o
aumento na sintese de vitelogenina como resposta a exposicao a determinadas
concentragdes de estrogénios. Um experimento com tartarugas da espécie Chrysemys
picta, mostrou que as tartarugas fémeas expostas a estrogénios respondem com altos
niveis de vitelogenina no plasma, levando a alteragbes no sistema reprodutivo desses
animais. Outros estudos em laboratério mostraram que varios xenoestrogénios tais
como bisfenol A e os alquilfendis, possuem a capacidade de estimular a producéo de
vitelogenina, principalmente em peixes, onde esse tipo de ensaio € comumente
realizado (Bila e Dezotti, 2003). No entanto, esses estudos podem refletir a exposi¢ao a
varios compostos e ndo apenas um unico, o que melhor representa o ambiente natural.
Foi dessa forma que a presencga de interferentes endocrinos em aguas naturais foi
apontada como o principal aspecto responsavel pelo aumento na populagao de peixes
fémeas em rios da Inglaterra. Em 1986, Wester e Canton demonstraram que a
feminilizacdo de peixes ocorreu devido a acdo de alguns compostos organicos
presentes na agua, como por exemplo o B-hexaclorocicloexano, por meio da indugao a

producao de vitelogenina em peixes machos.

O impacto dos interferentes enddcrinos sobre algumas espécies de seres vivos
somente é observado quando os organismos sado continuamente expostos. Nos

exemplos citados anteriormente, todos os efeitos adversos a biota foram causados
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devido a exposi¢ao cronica aos xenoestrogénios. Isto significa que os efeitos destas
substancias podem surgir mesmo quando um organismo é exposto a concentragdes

baixas, porém por um periodo de tempo longo.

Um dos exemplos mais conhecidos no meio cientifico € o episédio envolvendo a
contaminagao de crocodilos no lago Apopka (Floérida/EUA), na década de 80. Na
ocasido, alguns pesquisadores notaram que a populagdo desses animais estava
diminuindo ano a ano. Estudos subsequentes demonstraram que a exposi¢ao continua
a alguns praguicidas, mesmo em concentragdes baixas, sobre os ovos da espécie
interferiu no desenvolvimento do sistema reprodutor dos animais, tornando-os inférteis
(Sumpter e Johnson, 2005).

Pouco se sabe sobre os riscos a saude humana provocados pela exposi¢ao a
essas substancias classificadas como interferentes endoécrinos. Uma evidéncia dos
possiveis efeitos que esses compostos provocariam em seres humanos foi observado
entre os anos 50 a 70 com mulheres gravidas que tomaram dietilstilbestrol, que é um
estrogénio sintético prescrito para evitar aborto espontaneo e promover o crescimento
do feto. A maioria das filhas dessas mulheres nasceu estéril e algumas desenvolveram
um tipo raro de cancer vaginal. Nos filhos, provocou anormalidade nos 6rgaos sexuais,
baixa contagem de espermatozoides e tendéncia a desenvolverem cancer nos
testiculos (Birkett e Lester, 2003).

Um outro estudo recente (Swan et al.,2007) mostrou que a fase embrionaria
humana é muito mais suscetivel a agdo dos interferentes enddcrinos em comparagao
ao individuo adulto. Foi evidenciado que os hormdnios empregados como promotores
do crescimento do gado, assim como os praguicidas utilizados para a melhoria da
pastagem foram responsaveis pela redugdo da taxa de espermatozoides em homens
gerados por mulheres que ingeriram muita carne vermelha durante a gravidez.
Observou-se ainda que os filhos de maes que consumiram carne vermelha em uma
frequéncia de mais de sete vezes por semana, apresentaram reducdo de 25 % no
numero de espermatozoides gerados e, cerca de 18 % dos individuos apresentaram
subfertilidade, considerando-se o limite estabelecido pela Organizacdo Mundial de

Saude.
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Segundo a USEPA, atualmente, existem diversas substancias quimicas suspeitas
de causar efeitos adversos a saude humana os quais estido relacionados a alteragdes
no sistema enddcrino, incluindo efeitos no sistema reprodutivo feminino, como a
diferenciagdo sexual, aumento do risco de cancer de mama e de vagina, ovarios
policisticos e endometriose; e no sistema reprodutivo masculino sdo associados efeitos
como a reducdo na producdo de espermatozdides, aumento do risco de cancer
testicular e de prostata, infertilidade e alteragdes nos niveis hormonais da tiredide.
(USEPA, 1997).

1.5. FONTES, DESTINO E COMPORTAMENTO NO AMBIENTE.

Fontes pontuais sdo definidas como entrada direta dos poluentes no ambiente,
sendo facilmente identificadas e diagnosticadas e, por este motivo, possivel de se
estabelecer medidas de controle ou, em alguns casos, agdes que visem punir 0s
responsaveis pelo descarte de residuos que ndo se enquadram a legislagdo vigente.
Estas fontes estdo, geralmente, associadas ao descarte de efluentes a partir de
estacbes de tratamento de efluentes industriais, estagdes de tratamento de esgoto,
fossas sépticas e ao préprio esgoto bruto. Ao contrario das fontes pontuais, as fontes
difusas, sdo aquelas cuja origem nao pode ser facilmente identificada. Emissdes
difusas ocorrem em extensas areas e, associadas a chuva e ao escoamento que dela
resulta, chegam aos corpos de agua de forma intermitente. As principais fontes que
contribuem para o aporte de contaminantes de maneira difusa sdo as deposi¢des
atmosféricas umida e seca, a lixiviagado de compostos do solo e a drenagem de aguas
pluviais em ambientes rurais e urbanos. As fontes difusas podem afetar direta ou
indiretamente a qualidade dos corpos d’agua, porém a sua contribuicdo é muito
pequena quando comparadas as fontes pontuais. Estas ultimas sdo as principais
responsaveis pela presenga de diversos contaminantes no meio. A Tabela 2 apresenta
as principais fontes de contaminacdo de aguas superficiais incluindo rios, corregos,

lagos, estuarios e mar e os provaveis contaminantes que delas provém.
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Tabela 2: Principais fontes dos contaminantes emergentes nas aguas superficiais
(adaptado de Birkett e Lester, 2003).

Fontes Tipo de fontes Compostos emergentes provavelmente presentes

hormonios naturais e sintéticos, alquilfendis, ftalatos, bisfenol A,

Esgoto doméstico pontual . p
farmacos, cafeina
, . alquilfendis, ftalatos, bisfenol A, pesticidas, BPC, HPA, retardantes
Esgoto industrial pontual
de chama
. . ftalatos, bisfenol A, pesticidas, BPC, HPA, retardantes de chama,
Efluente industrial pontual o
dioxinas
Desfluvio agricola difusa pesticidas, HPA
Desfluvio pecuario difusa hormdnios naturais e sintéticos, antibiéticos, farmacos veterinarios
Desfluvio urbano difusa pesticidas e HPA, retardantes de chama
Deposicao atmosférica  difusa HPA, BPC, pesticidas, dioxinas, furanos, retardantes de chama
Natural difusa HPA, estrogénios naturais e ftoestrogénios

Horménios naturais e sintéticos sdo excretados diariamente pela urina e em menor
proporgao pelas fezes. Apesar de possuirem meia vida relativamente curta (cerca de 2
a 6 dias), os estrogenos naturais sdo continuamente langados no ambiente, o que lhes
concede um carater de persisténcia. Embora, grande parte dos estrégenos sejam
metabolizados e excretados na forma inativa, conjugada com glucuronideos e sulfatos,
a acao de enzimas produzidas por bactérias comumente encontradas em areas de
despejo de efluentes facilmente os biotransformam em compostos biologicamente
ativos e passiveis de desencadearem efeitos principalmente a biota. Varios organismos
excretam quantidades diferentes de horménios dependendo da idade, do estado de
saude, da dieta ou do estado de gestagao (Johnson et al., 2000). A Tabela 3 mostra
uma estimativa das taxas de excregao diarias dos principais estrogenos naturais e do
17a-etinilestradiol em seres humanos. Estrogénios naturais e sintéticos, bem como os
farmacos e a cafeina surgem no ambiente devido, principalmente, as deficiéncias no
servigo de agua e esgoto. Seja pela falta de coleta, seja pela ineficiéncia do método de
tratamento. Se fizermos uma estimativa baseada nos dados da Tabela 3, podemos
concluir, por exemplo, que s&o langados diariamente cerca de meia tonelada de

17B3-estradiol por dia nos esgotos de todo o Brasil.
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Tabela 3: Excrecao diaria (ug) de 17B-estradiol, estrona, estriol e 17a-EE2 por seres

humanos e a meia vida desses compostos (Johnson et al., 2000).

Excrecéo (ug dia™”) 17B-estradiol Estrona Estriol 17a-etinilestradiol
Homens 1,6 3,9 1,5

Mulheres em menstruagao 3,5 8,0 4.8

Mulheres em menopausa 2,3 4,0 1,0

Mulheres em gestagéo 259 600 6000

Mulheres - - - 35

A Figura 4 ilustra as rotas de exposigdao de hormodnios, como exemplo, para
diversos compartimentos ambientais. Os solos e sedimentos sao outras matrizes onde
€ possivel encontrar essas substancias, principalmente aquelas que possuem afinidade
ao material particulado. A remogao destes contaminantes emergentes do esgoto bruto
depende tanto dos processos empregados nas estagbes de tratamento, quanto das
caracteristicas fisico-quimicas de cada composto (Tabela 1, pagina 18). A natureza
hidrofébica de alguns interferentes enddécrinos, estimada com base nos valores de Koy,
favorece a ocorréncia de reagdes de adsor¢gdo no material particulado em suspenséao.
Assim, em estacbes de tratamento de agua ou esgoto, por exemplo, € esperado que
técnicas de separacdo mecanica, como a sedimentagdo, promovam uma remocao
significativa de varios compostos organicos, além do enriquecimento do lodo de esgoto
com estas substancias. Na maioria das estagdes de tratamento convencionais, os
principais mecanismos de remog¢ao de compostos organicos envolvem (1) a adsorg¢ao
em solidos suspensos, (2) a associagao dos compostos com acidos graxos e 6leos, (3)
a biodegradacao aerdbica ou anaerdbica, (4) a degradagcédo quimica por processos de
hidrélise ou nitrificagdo e (5) a volatilizagdo. Entretanto, muitos interferentes endocrinos
apresentam caracteristicas fisico-quimicas que favorecem a sua permanéncia no
efluente final, sem que haja remocéao significativa dos compostos. O bisfenol A, por
exemplo, é bastante soluvel em agua e a sua remogao por processos convencionais de
tratamento é, relativamente, baixa (cerca de 55 %); ja o dietilftalato, apresenta
porcentagem de remogao de aproximadamente 95 % neste mesmo processo
(Birkett e Lester, 2003).
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Figura 4: Rotas potenciais de exposi¢ao de hormdnios humanos no ambiente (adaptado
de Lintelmann et al., 2003).

A fotodegradacdo ocorre naturalmente em matrizes aquaticas através da
incidéncia de luz solar. E um processo radicalar onde as condi¢gdes do meio interferirem
na eficiéncia da degradagao. No entanto, ndo pode ser considerada a principal maneira
de remocao dos contaminantes do ambiente, pois com exce¢ao do AAS, os demais

compostos organicos dificilmente s&o fotodegradados.

Além das estacbes de tratamento convencionais, tém sido encontrados na
literatura diversos trabalhos envolvendo a degradagdo quimica ou bioldgica de
contaminantes emergentes. Técnicas envolvendo Processos Oxidativos Avancados tém
mostrado a degradagcédo de compostos em laboratério, embora em matrizes naturais, as

caracteristicas do meio influenciam na eficiéncia de degradacdo. O diclofenaco, que é
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parcialmente removido nas ETE e dificimente biodegradado, pode ser mineralizado via

fotofenton usando um reator com lampada que emite em 254 nm (Ravina et al., 2002).

Contudo, o estado de degradagcdo das aguas superficiais destinadas ao
abastecimento publico comprometem a qualidade da agua potavel servida a populagao.
Paises como Canada, Estados Unidos, Espanha e Alemanha vém determinando alguns
desses compostos tais como 4-nonilfenol, bisfenol A, 17@-estradiol, estrona e
17a-EE2, em agua potavel em concentracdes entre 0,5ng L e 16 ng L™ para 17a-EE2
e nonilfenol, respectivamente. No Brasil concentragdes cerca de 1000 vezes maiores
foram determinadas para bisfenol A, 17B-estradiol e 17a-EE2, além de outros
compostos como a cafeina, dietilftalato e dibutilftalato em concentracbes de
400-3.800 ng L', 130 -230 ng L™ e 330-1750 ng L™, respectivamente (Ghiselli, 20086).

Em um estudo recente realizado em Portugal, foram determinados seis ftalatos
(dimetilftalato, dietilftalato, dibutilftalato, butilbenzilftalato, 2-etilexilftalato e bisoctilftalato)
em amostras de aguas de torneira e mineral. Na agua de torneira todos os seis ftalatos
foram encontrados, em concentragbes entre 30 ng L™ para o butilbenzilftalato e
520 ng L' para o dibutilftalato. Em aguas minerais, apenas o dimetilftalato estava
abaixo do limite de deteccdo de 8 ng L™". Os outros cinco ftalatos foram encontrados em
concentracdes menores que as determinadas em agua de torneira, entre 20 ng L™ para
o butilbenzilftalto e 350 ng L™ para o dibutilftalato As concentragdes do dietilftalato
encontradas foram de 190 e 40 ng L' para a agua de torneira e mineral,

respectivamente (Serbdio e Nogueira, 2006).
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“Ocorréncia de interferentes enddcrinos e produtos farmacéuticos nas aguas superficiais da bacia do rio Atibaia”

CAPITULO 2

A REGIAO METROPOLITANA DE CAMPINAS E A SITUAGCAO DE

SANEAMENTO BASICO

A Regido Metropolitana de Campinas (RCM) é constituida por dezenove
municipios. S&o aproximadamente 2,3 milhdes de pessoas que ocupam 3.673 km? do
territorio paulista, conforme ilustrado na Figura 5. Campinas é o maior municipio, possui
area territorial de 796 km? e uma populacdo de 1.059.420 habitantes de acordo com o
senso populacional de 2006 do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE),
sendo que 98 % destes vivem na area urbana cuja extensdo é de 389 km? o que

representa densidade populacional préxima a 2.000 hab/km?.
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Figura 5: Regido Metropolitana de Campinas em fun¢do da densidade populacional

(CETESB, 2007).
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Na RMC o rio Atibaia é considerado um dos mais importantes mananciais com
vistas ao abastecimento publico. A Sociedade de Abastecimento de Agua e
Saneamento S/A (SANASA), empresa responsavel pelo gerenciamento das aguas e
dos esgotos do municipio de Campinas utiliza, durante a captacgao, 95 % das aguas do
rio Atibaia e 5 % do rio Capivari (CETESB, 2007; SANASA, 2007).

O Atibaia é um rio de média vazao (cerca de 12 m® s™) formado pela confluéncia
dos rios Atibainha e Cachoeira entre os municipios Atibaia e Bom Jesus dos Perddes,
atravessa as cidades de Atibaia e Itatiba antes de chegar a Campinas, depois passa
por Paulinia e, em Americana forma o rio Piracicaba a partir de sua confluéncia com o
rio Jaguari. Do rio Atibaia também provém agua para o abastecimento publico de 90%

da populacao da cidade de Atibaia.

O Capivari € um rio de baixa vazao (cerca de e 1,2 m*® s™') tem sua nascente na
cidade de Louveira, atravessa a cidade de Campinas depois se desenvolve pelos
municipios de Monte Mor, Capivari, Rafard e Mombuca, percorrendo cerca de 180 km
dentro do Estado de S&o Paulo e, desagua na margem direita do rio Tieté, assim como

os rios Piracicaba e Jundiai.

Os rios Atibaia e Jaguari pertencem a bacia do Rio Piracicaba, que juntamente
com as bacias dos rios Capivari e Jundiai, formam a Unidade de Gerenciamento de
Recursos Hidricos 05 (UGRHI-5) do Estado de S&o Paulo de acordo com a Lei
Estadual N° 9.034 de 1994. A UGRHI estd estruturada no conceito de bacia
hidrografica, onde os recursos hidricos convergem para um corpo d’agua principal
(Figura 6).

A UGRHI-5 onde esta localizada a RMC, é composta por 57 municipios, e
compreende mais de 11 % da populagcdo do Estado e, de acordo com os dados do
Plano Estadual dos Recursos Hidricos 2004-2007, 94 % dos habitantes vivem na area
urbana. Nessa UGRHI sao coletados 84 % do esgoto produzido enquanto que o indice
de tratamento é da ordem de 27 % do esgoto gerado. Possui uma area de drenagem de
14.178 km?, sendo que os principais rios constituintes sdo os Capivari e Capivari-mirim;
rio Jundiai, Jundiai-mirim e Pirai; rios Atibaia, Corumbatai, Jaguari e Piracicaba. Inclui
também quatro reservatorios: Atibainha, Cachoeira, Jaguari e Salto Grande em
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Americana. Este ultimo é o mais importante, formado pelas aguas do rio Atibaia,
abrange areas dos municipios de Americana, Nova Odessa e Paulinia. Ao lado da
barragem situa-se a Usina Hidrelétrica Americana, da Companhia Paulista de Forga e
Luz (CPFL). A represa inunda area de aproximadamente 13 km? o perimetro mede

62 km e o volume total de agua é de cerca de 106 milhdes m>.

CLASSIFICACAO
DAS UGRHIS

[] Agropecuaria

[] Conservacéo

[ Emindustrializacao
=

Industrial

Figura 6: Classificacdo das 22 Unidades de Gerenciamento de Recursos Hidricos do
Estado de Sao Paulo (CETESB, 2007).

A UGRHI-5 situa-se em um territorio caracterizado por alta densidade populacional
e pela presencga de acentuado desenvolvimento industrial sendo as principais atividades
a agroindustria e industrias quimicas, téxteis, metalurgicas e de eletrénica. Na area
rural destaca-se a cultura de cana-de-agucar, laranja, pinus e de eucalipto destinada
principalmente a agroindustria presente nessa regidao. Os corpos d’agua sao destinados
ao abastecimento publico e industrial; afastamento de efluentes industriais e

domésticos; irrigagao; geragao de energia e recreagao.

SANEAMENTO BASICO

Segundo a Pesquisa Nacional de Saneamento Basico (PNSB), desenvolvida pelo
IBGE no ano de 2000, a situacdo de esgotamento sanitario nos municipios brasileiros
esta longe de serem consideradas satisfatorias. A Tabela 4, apresentada na PNSB,

mostra que 47,8 % dos municipios no Brasil ndo tém coleta de esgoto. O norte é a
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regido que possui a maior propor¢ao de municipios sem coleta (92,9 %) e o sudeste a
menor propor¢ao (7,1 %). O total de municipios que tém apenas servico de coleta
superam a proporcdo daqueles que coletam e tratam o esgoto, 32 % e 20,2 %,
respectivamente. Porém no sudeste, a regido do pais com a maior proporgdao de
municipios com esgoto coletado e tratado, apenas um tergco deles apresenta uma

condigdo adequada de esgotamento sanitario.

Tabela 4: Proporgédo de municipios, por condigdo de esgotamento sanitario, segundo as
grandes regides (IBGE, 2002).

Proporg¢édo de municipios, por condigdo de esgotamento sanitario (%).

Grandes Regibes

Sem coleta S6 coletam Coletam e tratam
Brasil 47,8 32 20,2
Norte 92,9 3,5 3,6
Nordeste 57,1 29,6 13,3
Sudeste 7.1 59,8 33,1
Sul 61,1 17,2 21,7
Centro-Oeste 82,1 5,6 12,3

Fonte: IBGE, Pesquisa Nacional de Saneamento Basico 1989/2000.

Entre 1989 e 2000, o servigco de saneamento nos municipios cresceu em apenas
10 %, e os esforcos das entidades se voltaram para a ampliagdo do tratamento de
esgoto coletado. Apesar disso, a PNSB apontou que dos 52,2 % dos municipios que
recebem algum tipo servigo de esgotamento sanitario, 66,2 % n&o dao qualquer tipo de
tratamento ao esgoto produzido, que é despejado in natura nos corpos de agua ou no
solo, comprometendo a qualidade da agua utilizada para o abastecimento, irrigacéo e
recreacdo. Do total de municipios brasileiros que nao tratam o esgoto sanitario
coletado, a grande maioria, 84,6 % despeja 0 esgoto nos rios, sendo 0s municipios das
regides norte e sudeste os que mais se utilizam dessa pratica, 93,8 % e 92,3 %,
respectivamente (IBGE, 2002).

Na RMC todos os municipios sdo atendidos com servicos de saneamento basico

como rede de distribuicdo de agua, rede coletora de esgoto, limpeza e drenagem
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urbana e coleta de lixo, porém apenas 15 % do esgoto coletado recebem tratamento.
Neste caso, aproximadamente 280 mil m® de esgoto bruto sdo descartados diariamente
nos rios da regiao (IBGE, 2002).

Em Campinas, a SANASA atende atualmente 83,7 % da populagdo urbana com
coleta de esgoto sanitario, mas apenas 8 % desses despejos sao tratados em
pequenas estagdes. A grande maioria da carga dos esgotos sanitarios, mesmo aquela
coletada e afastada pela rede publica vem sendo langada em coérregos e ribeirbes que
atravessam a area urbana, comprometendo os demais usos da agua disponiveis para a

populagao assentada a jusante, e a qualidade ambiental da regiao (SANASA 2007).

A preocupacgao com o estado de degradacgao dos rios é fundamental para garantir
a qualidade da saude publica da populagao, pois sdo deles, rio Atibaia e Capivari que
provém a agua destinada ao abastecimento publico de Campinas. S&o rios que se
enquadram como Classe 2 de acordo com CONAMA 357 de 17/03/2005 nos locais de
captacado de agua, porém de acordo com a SANASA a qualidade da agua bruta esta
adequada para o tratamento de agua adotado pela empresa nesses locais, sem riscos

a saude.

Segundo a SANASA, a agua distribuida é produzida em cinco estagbes de
tratamento. Todas as ETA sdo do tipo convencional, utilizando-se processos fisico-
quimicos para a potabilizagdo, abrangendo as unidades de clarificagdo (floculadores,
decantadores e filtros), de desinfec¢cdo (cloradores e amoniadores) e de polimento

(corregao de pH e fluoretagao).

A fragilidade das politicas publicas e a precariedade dos servicos de saneamento
no pais, somada ao crescimento populacional desordenado nas grandes cidades tém
sido considerados os principais aspectos responsaveis pela diminuicdo da qualidade
das aguas de rios lagos e reservatérios. Além disso, a escassez de recursos financeiros
e a inexisténcia de um planejamento baseado em critérios ambientais, conduziram a um
quadro em que, o langcamento de esgoto doméstico ndo tratado em conjunto com
cargas industriais remanescentes, vem causando sérios impactos aos sistemas
aquaticos superficiais (CETESB, 2007).
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OBJETIVOS

Diante da crescente preocupagado quanto ao estado de degradagao dos corpos
d’agua pertencentes as bacias hidrograficas dos rios Piracicaba, Capivari e Jundiai, em
especial a bacia do rio Atibaia e sua possibilidade de sustentar o desenvolvimento
equilibrado da RMC, a presente dissertagdo tem como objetivo principal avaliar a
ocorréncia de quinze compostos nesse recurso hidrico, sendo quatro farmacos:
paracetamol, AAS, diclofenaco e ibuprofeno, selecionados pela sua abundancia no
meio; dez compostos organicos classificados como interferentes enddocrinos
pertencentes a diferentes classes como os horménios naturais (17p-estradiol, estrona e
progesterona), hormdnios sintéticos (17a-etinilestradiol e levonorgestrel), plastificantes
(dietilftalato e dibutilfatalato), surfactantes (4-nonilfenol e 4-octilfenol) e o bisfenol A; e a

cafeina usada como um tragador de atividade antropica.

Para isso foi convalidado, com base em métodos ja descritos na literatura, um
procedimento analitico para a extragdo, concentracdo e quantificacdo destes
compostos utilizando Extracdo em Fase Solida (SPE) e Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (HPLC), empregando os detectores de arranjo de diodos (DAD) e

fluorescéncia (FL).
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CAPITULO 3

EXPERIMENTAL

O trabalho experimental foi dividido em trés etapas. Na primeira etapa do trabalho
foi adaptado, a partir da literatura pertinente, um procedimento para a determinagao dos
compostos escolhidos para monitoramento, utilizando SPE-HPLC-DAD/FL. A segunda
etapa do trabalho consistiu da validagdo do método empregado, e na terceira etapa
foram analisadas amostras de agua superficial dos rios da RMC em quatro campanhas

amostrais.

3.1. PRIMEIRA ETAPA: METODO ANALITICO

Inicialmente foi adaptado, um procedimento para a separagéo e quantificagao dos
quinze compostos escolhidos empregando HPLC-DAD/FL, depois disso, foram

avaliados métodos de extracdo dos analitos da amostra baseados em SPE e LLE.

Devido as baixas concentragdes dos compostos de interesse encontrados em
ambientes aquaticos naturais, foram adotados procedimentos para reduzir
contaminagdes originadas durante as etapas de amostragem, preservacdo e pré-
tratamento. Desta forma, foram empregados procedimentos fundamentados no uso de
técnicas limpas em todas as etapas envolvidas na realizagao deste trabalho. Todos os
materiais e vidrarias foram primeiramente lavados com agua corrente, detergente e
escova. Em seguida, foram enxaguados exaustivamente com agua destilada e agua
deionizada (Milli-Q, Millipore) e, finalmente, submetidos a limpeza final com alcool e
acetona. As vidrarias n&o-volumétricas, tais como frascos de coleta, funis de
separagao, entre outros, foram transferidas para secagem em mufla a 400 °C por
4 horas como forma de eliminar residuos organicos. Toda a vidraria volumétrica foi
deixada por, no minimo, 48 h em solugao de Extran 8 % (v/v). Durante todo o processo
de limpeza, a vidraria foi colocada em bandejas limpas ou em folhas de papel aluminio.
Além disso, 0 manuseio e as etapas de preparo de amostra, incluindo filtragdo extragao

e concentragao dos analitos, foram realizados em “sala limpa” devidamente adequada

35



para analises de compostos organicos em concentragdes-traco. A sala contém sistema

de manutengdo da qualidade do ar interior, apresentando os niveis de contaminantes e

particulados dentro dos limites estabelecidos por norma para a atividade exercida.

A Tabela 5 traz informacdes sobre os padrdes analiticos usados para os 15

compostos determinados nesse trabalho.

Tabela 5: Nome IUPAC, pureza, marca e numero CAS dos compostos determinados.

Compostos Niumero CAS?  Marca Pureza Nome IUPAC"®
Cafeina 58-08-2 Aldrich 99 3,7-diidro,1,3,7-trimetil-1H-purino-2,6-diona
Farmacos
Acido acetilsalicilico 50-78-2 Sigma 99.5 acido 2-(acetiloxi)-benzoico
Paracetamol 103-90-2 Sigma 98+ 4-acetoamidofenol
Diclofenaco 15307-79-6 Sigma 99 g(—s[((jiZ(SG-diclorofenil)amino]benzeno-acetato de
Ibuprofeno 15687-27-1 Sigma 98+ a- metil-4-(isobutil)fenilacetato de sddio
Estrogénios naturais

17B-estradiol 50-28-2 Aldrich 97 estra-1,3,5(10)-trieno-3,173-diol
Estrona 53-16-7 Aldrich 99+ 3-hidroxiestra-1,3,5(10)-trien-17-ona
Progesterona 57-83-0 Aldrich 98 pregn-4-eno-3,20-diona
Estrogénios sintéticos

17oa-etinilestradiol 57-63-6 Aldrich 98 19-norpregna-1,3,5(10)-trien-20-ino-3,17a-diol
Levonorgestrel 797-63-7 Aldrich 99+ (2107"?_)31 _30&2“"1 7Bhidroxi-18,13dinorpregn-4en-
Xenoestrogénios
Bisfenol A 80-05-7 Aldrich 97 4,4'-isopropilidenodifenol
Dietilftalato 84-66-2 Aldrich 99.5 di-n-etilftalato
Dibutilftalato 84-74-2 Sigma 99 di-n-butilftalato
4-octilfenol 1806-26-4 Aldrich 99 4-n-octilfenol
4-nonilfenol 104-40-5 Riedel-de Haén 99.9 4-n-nonilfenol

2 CAS: Chemical Abstracts Service , ° IUPAC: International Union of Pure and Applied Chemistry
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O metanol e o diclorometano utilizados no preparo das amostras foram de grau
nanograde (Mallinckrodt) enquanto a acetonitrila utilizada na separagcao cromatografica
foi de grau HPLC (JT Baker). A agua utilizada como fase mével em todas as analises foi

deionisada em sistema de agua ultrapura MilliQ com resistividade igual a 18,2 MQ cm.

3.1.1. ANALISE CROMATOGRAFICA

A separacao por HPLC foi realizada em um aparelho Shimadzu, modelo SCL
10AVP, equipado com uma coluna de guarda Shim-pack G-ODS(4) octadecil de 4 mm
de didametro interno, marca Shimadzu e uma coluna de separacédo Shiseido Co. modelo
CAPCLLE PAK C18 AG120 S-5 pm, de 250 mm de comprimento e 4,6 mm de didmetro
interno. Os solventes utilizados como fase mével foram degaseificados antes de serem
bombeados por uma estacdo LC 10A DVP. Dois detectores foram empregados nas
analises: um detector na regido do ultravioleta com arranjo de fotodiodos, modelo
SPD-M10VP, e um detector por fluorescéncia molecular, modelo RF-10A XL, ambos da

Shimadzu.

No desenvolvimento da analise cromatografica foi avaliada a eficiéncia da
separagao dos compostos usando como fase mével (FM) acetonitrila e agua. Para isso
foram estudados trés parametros: pH da FM, vazao da FM e tipo de elui¢do: isocratica

ou gradiente.

Para definir o melhor pH da FM foram avaliados cromatogramas obtidos com fase
movel sem o ajuste de pH e com o pH ajustado em 3. Para determinar qual acido seria
0 mais adequado para o ajuste da FM &cida foram empregados os acidos cloridrico,
sulftrrico e fosférico. A vazdo da fase mdvel escolhida foi 0,8 mL min™' definida a partir
da analise dos picos dos compostos obtidos com vazdes que variaram entre
0,4 e 0,8 mL min™". O volume de injecdo manteve-se constante e igual a 20 pL em todas

as medidas.

Para identificacdo dos compostos por ultravioleta foi construido um gradiente de
concentragdo com solugéo acida pH 3 (com HCI) e acetonitrila (ACN). A proporgéo de

ACN em agua variou de 10 até 90 % em 30 minutos. Em seguida, durante 5 minutos
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essa proporgao aumentou para 92 % de ACN e, durante mais 2 minutos, variou de 92 a
95 %. Finalmente, essa propor¢ao diminuiu de 95 para 10 % de ACN nos ultimos

3 minutos da analise, totalizando 40 minutos de analise cromatografica.

Nas analises empregando a detecc¢ao por fluorescéncia, a etapa de identificagdo e
quantificacao foi precedida de uma relagao isocratica (1:1) entre a solugéo acida pH 3 e

acetonitrila.

3.1.2. EXTRAGCAO E CONCENTRAGAO DOS ANALITOS

A extracdo e concentragdo dos analitos foram feitas com o objetivo de isolar e
concentrar os compostos de interesse bem como separa-los das espécies que

poderiam interferir na analise.

A remocgado de compostos organicos da fase aquosa foi feita por SPE e LLE.
Nessa primeira etapa foi verificada a eficiéncia dos dois modos de extragdo a fim de se
obter o procedimento que seria mais adequado a extracdo simultanea de todos os

quinze compostos analisados.

3.1.2.1. EXTRAGCAO EM FASE SOLIDA

A extracdo em fase sodlida utiliza uma coluna contendo um sorvente apropriado
para reter o analito que é entdo eluido com o solvente especifico. A SPE envolve
basicamente quatro etapas: (1) condicionamento do cartucho: uso de solvente
adequado para disponibilizar os sitios ativos e para ajustar as forgas dos solventes de
eluicdo com o solvente da amostra; (2) extracdo dos analitos da amostra; (3) lavagem
do cartucho para eliminar possiveis interferentes e (4) eluicdo dos analitos de interesse

para posterior analise.

Nesse trabalho foram utilizados cartuchos OASIS HLB (Waters) contendo 500 mg
de fase solida. Este sorvente € usado para adsorver simultaneamente compostos

polares e apolares do meio aquoso.
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Foram avaliados trés procedimentos de extracdo em fase soélida, um descrito na
literatura para determinagdo de farmacos (Hilton e Thomas, 2003) e outro para
determinagcdo de horménios (Lopez de Alda e Barceld, 2000) sendo que a principal
diferenga entre os dois € que o método para os farmacos tem o pH da amostra ajustado
em 3, enquanto que o segundo nao faz nenhum ajuste de pH na amostra. E o terceiro
procedimento foi aplicado a extracdo de cafeina (Chen et al., 2002). A Tabela 6

descreve os principais detalhes desses métodos.

Tabela 6: Descricdo dos trés procedimentos de SPE avaliados nesse trabalho para a

extragao simultdnea dos 15 compostos de interesse.

Procedimentos Método 1 (farmacos) Método 2 (horménios) Meétodo 3 (cafeina)

Cartucho extrator OASIS HLB OASIS HLB C18 (Supelco)

6 mL metanol 5 mL metanol

6 mL agua MilliQ 5 mL metanol

Condicionamento 7 mL acetonitrila

6 mL solugao acida pH 3 5 mlL agua MiliQ

(HC) 7 mL agua MilliQ

, 1 litro de amostra . .
Volume eluido acidificada pH 3 (HCI) 1 litro de amostra 1 litro de amostra

Secagem do cartucho 15 min com N, 15 min com N, Nao seca
Lavagem do cartucho - - 5 mL de H3PO,4 pH 3
Eluicdo os analitos 4 x 3 mL de metanol 4 x 3 mL de acetonitrila 10 mL acetonitrila

A extracao foi realizada a vacuo por meio da fixagao dos cartuchos em um sistema
12-Port Vacuum Manifold, marca PrepSep. Foram avaliados cartuchos OASIS HLB nos
métodos 1 e 2 e, C18 modelo envi-18, de 6 mL, marca Supelco no método 3. As
amostras foram passadas pelo cartucho com o auxilio de uma bomba peristaltica
(Ismatec - IPC), a vazdo de 10 mL min™. O extrato final foi seco com nitrogénio e o
volume foi ajustado para 0,5 mL pela adicdo de metanol que ficou conservado em

geladeira a 4 °C até a analise cromatografica.
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3.1.2.2. EXTRAGAO LIQUIDO-LIQUIDO

A LLE se baseia na particdo da amostra entre duas fases imisciveis (organica e
aquosa) e a sua eficiéncia esta diretamente relacionada a afinidade do analito pelo
solvente de extracdo, a raz&o entre as fases e o numero de extragdes. O coeficiente de

particao (Kow), € caracteristico de cada composto, € a constante de equilibrio da reagao:

B [A(orgdnica)]

Analito (fase aquosa) < Analito (fase orgéanica) sendo, K, =
[A(aquosa)]

Dessa forma, quanto maior o coeficiente de particdo, maior sera a afinidade do
analito pela fase organica e consequentemente melhor sera a eficiéncia da extragao.
Assim espera-se que compostos como cafeina, paracetamol e AAS que apresentam
valores de log K, iguais a 0,01, 0,5 e 1,2, respectivamente, apresentem pouca
afinidade com a fase organica e consequentemente sejam parcialmente extraidos da

fase aquosa.

Foi testado um procedimento de LLE realizado de acordo com o método 3510C da
USEPA (1996). Em um funil de separagdo de 2 L, adicionou-se 1 L da amostra e
60 mL de diclorometano. A mistura foi agitada vigorosamente por cerca de 2 minutos e
deixada em repouso até a separagao completa das fases. A fase orgénica foi passada
por um funil contendo |4 de vidro e sulfato de sddio anidro e recolhida em um balédo de
fundo chato e boca esmerilhada de 250 mL, adicionaram-se mais 60 mL de
diclorometano e o procedimento foi repetido por mais duas vezes totalizando um
volume de 180 mL de extrato organico. O volume do extrato obtido foi reduzido para
cerca de 5 mL em um rotaevaporador com temperatura de aproximadamente 40 °C. A
fase aquosa foi descartada e a extracao foi realizada para mais uma aliquota de 1 L da
amostra, cujo extrato foi acondicionado no mesmo baldo utilizado na extragao anterior.
Depois de secado quase todo solvente, a aliquota final de aproximadamente 5 mL foi
transferida para um frasco de vidro com 10 mL de capacidade. O extrato final foi seco
com nitrogénio e o volume foi ajustado para 1,0 mL com metanol que ficou conservado

em geladeira a 4 °C até a analise cromatografica.
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3.2. SEGUNDA ETAPA: VALIDAGAO DO METODO ANALITICO

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) a validacdo deve
garantir, através de estudos experimentais, que o método atenda as exigéncias das
aplicagdes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados. No entanto n&o ha
um procedimento oficial padrdo para analise de compostos como os farmacos,
hormdnios e 0s xenoestrogénios em matrizes aquaticas, bem como uma legislagdo que
aponte valores de concentragdes permitidas, para os compostos considerados
contaminantes emergentes, que garantam a preservagédo da vida aquatica. A USEPA
vem realizando uma série de testes de toxicidade que possam inferir principalmente
sobre a biota, mas esses estudos sdo recentes e ainda ndo ha um consenso sobre

esse assunto.

No Brasil ha duas agéncias credenciadoras responsaveis por verificar a
competéncia dos laboratérios de ensaio, a ANVISA e o INMETRO (Instituto Nacional de
Metrologia, Normalizagédo e Qualidade Industrial). A ANVISA criou a Resolugdo ANVISA
RE n° 899, de 29 de maio de 2003, documento com poder de lei, onde estéo
apresentados os parametros de validagdo e seus respectivos limites que garantam
confiabilidade dos resultados obtidos por determinado método para a determinagao de
farmacos em produtos farmacéuticos. A Resolugdo ANVISA RE n° 475, de 19 de margo
de 2002 ¢ aplicada a métodos bioanaliticos para a determinagcdo quantitativa de
farmacos e/ou seus metabdlitos em matrizes bioldgicas, tais como sangue, soro,
plasma ou urina. Ja o INMETRO disponibiliza um documento guia, mais abrangente,
para o procedimento de validacdo de métodos analiticos, o INMETRO DOQ-CGCRE-
008, de margo de 2003, o qual sugere uma conduta de validagdo sendo aberto a

interpretacao e adaptacéo do analista de acordo com o método a ser usado.

A validagdo do método proposto para esse trabalho consistiu primeiramente da
verificacdo da calibragcdo do cromatégrafo, baseada em parametros definidos pela
United States Food and Drug Administration (USFDA, 2000) uma vez que a ANVISA e o
INMETRO ao estabelecerem suas normas ja esperam que os equipamentos utilizados
estejam devidamente calibrados e os analistas qualificados e devidamente treinados
(ANVISA, 2003), e os parametros conformidades do sistema cromatografico,
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estabilidade das amostras e solugdes-padrao, seletividade, linearidade, sensibilidade,
intervalos da curva analitica, limite de detecgao, limite de quantificacdo e a eficiéncia da
extracdo em fase sdlida foram avaliados baseados nos documentos da ANVISA e do
INMETRO descritos acima.

3.2.1. CONFORMIDADE DO SISTEMA CROMATOGRAFICO

Foi verificada a conformidade do sistema cromatografico para o método analitico
proposto. Para isso foi usada uma solugdo 5 mg L™ contendo os quinze compostos de
interesse para analise por HPLC-DAD e uma solugdo 0,1 mg L contendo apenas
bisfenol A, 17B3-estradiol e 17a-etinilestradiol para analise por HPLC-FL. Os parametros
verificados foram: fator de retencao, resolucéo, fator de alargamento e numero de
pratos, com base na U.S.FDA da mesma maneira que foi realizado para a verificagcao

da calibragao.

3.2.2. ESTABILIDADE

A estabilidade das amostras e padrdes foi verificada em termos de temperatura e
tempo. Nesse trabalho foi construida uma curva analitica com novos padrdes a cada
campanha e os extratos das amostras foram analisados em um periodo maximo de
15 dias. Além disso, todos os padrdes e amostras foram conservados em geladeira a

4 °C e protegidos da luz, envoltos em papel aluminio.

A estabilidade dos padrdes foi analisada com trés solugdes contendo os quinze
compostos de interesse em concentragdes de 0,5; 1,0 e 5,0 mg L™ em trés momentos
diferentes: (1) to logo que o padrao foi preparado; (2) t; depois 1 més de preparo,
imediatamente apds ter sido retirado a geladeira e atingido a temperatura ambiente;
(3) t2 24 horas ap6s ter sido analisado em t4, porém tendo ficado sobre a bancada a
temperatura e luz ambiente. A estabilidade das amostras foi avaliada através da analise
do extrato da amostra do rio Capivari na primeira campanha amostral em dois
momentos: (1) imediatamente apds ter preparado o extrato e; (2) apés 1 més que o

extrato foi preparado e mantido sob as condi¢cdes de preservagao.
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3.2.3. SELETIVIDADE

Seletividade é a capacidade que um método possui de medir exatamente os
compostos de interesse em presenga de outros componentes tais como impurezas,

produtos de degradagao e componentes da matriz (ANVISA, 2003).

Nesse trabalho a seletividade foi verificada de duas maneiras: (1) através da
comparagao de trés cromatogramas: o primeiro referente a uma amostra pura; o
segundo referente a mesma amostra, porém foi adicionado a ela antes da extragdo os
quinze compostos em concentragdes de 1 ug L'; e o terceiro referente a uma mistura
dos quinze compostos de concentragdo 1 ug L que, assim como a amostra, foi
extraida e analisada por HPLC-DAD/FL; (2) comparagao do espectro do pico obtido na
separagcdo com a de um padrdao. Todos os compostos apresentam espectro de
absorcdo no ultravioleta com comprimentos de onda maximos caracteristicos e,
portanto uma maneira segura de identificar o composto analisado de um interferente

presente na matriz.

3.2.4. CURVA ANALITICA

A quantificagdo dos compostos de interesse nas amostras ambientais foi obtida
por padronizacdo externa. As solucdes padrao foram preparadas a partir de uma
solugdo mais concentrada obtida pela pesagem do padrdo (solugdo estoque) e as

solugdes de trabalho foram preparadas por diluicdo direta da solugao estoque.

Os limites de deteccdo e de quantificagdo foram obtidos pelo método estatistico

recomendado pela ANVISA, determinado pelas equacgbdes: LD = 3ISC

L0 10s, g
e = , onde
IC

s, € a estimativa do desvio padrdo no intercepto com o eixo y de, no minimo trés

curvas analiticas construidas contendo concentracdes do analito préximas ao suposto

limite de quantificagdo e /C é ainclinagdo da curva analitica.

43



3.2.4. LINEARIDADE E SENSIBILIDADE

A linearidade foi obtida por padronizacao externa de acordo com a resolugao RE
899 da ANVISA que recomenda como critério minimo um coeficiente de correlagéo (r)
igual a 0,99. Para o INMETRO um valor de r maior que 0,90 é aceitavel. A sensibilidade
foi expressa pela inclinagdo da curva de regresséao linear de calibragdo e determinada

simultaneamente aos testes de linearidade.

3.2.6. PRECISAO

A precisdo foi avaliada em termos de repetibilidade através do calculo da
estimativa do desvio padrao absoluto (s) e do coeficiente de variagao (CV ) para um
numero de seis repeti¢cdes, onde sao aceitos CV de até 20 %, dependendo da nivel de
concentracao da amostra (INMETRO, 2003).

3.2.7. EFICIENCIA DA EXTRAGCAO EM FASE SOLIDA

A eficiéncia da extragdo em fase solida foi avaliada através do teste de
recuperacao estimado pela analise de amostras adicionadas com quantidades
conhecidas dos compostos de interesse e calculada segundo a expressao:
Recuperagdo(%):Mxloo, sendo que os intervalos aceitaveis de recuperacao

adicionado
para analise de compostos em concentragdes-traco estdo entre 70 e 120 %, com
preciséo de até 20 % (GARP, 1999).
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3.3. TERCEIRA ETAPA: CAMPANHAS AMOSTRAIS

Foram realizadas quatro campanhas amostrais a fim de se obterem dados
referentes as variacbes de sazonalidade na concentracdo dos compostos nos corpos
d’agua. Assim, duas campanhas foram realizadas em periodos de elevada
pluviosidade. A primeira e a quarta campanha foram realizadas no inicio de margo de
2006 e em janeiro de 2007, respectivamente, contemplando o periodo de cheias dos
rios, e a segunda e terceira campanhas, realizadas no periodo de estiagem, nos meses
de junho e agosto de 2006, respectivamente. Os dados de precipitagdo umida diaria no
periodo de janeiro de 2006 a fevereiro de 2007 sdo mostrados na Figura 7 juntamente
com as datas das campanhas de amostragem. Segundo a CETESB, o ano de 2006
teve os meses de janeiro e maio mais secos que as médias e, fevereiro e margo foram

bem mais chuvosos do que os anos anteriores.
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Figura 7: Precipitagdo uUmida diaria e datas das campanhas amostrais
(AGRITEMPO, 2007).
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Na primeira campanha foram selecionados seis pontos amostrais, trés localizados
no rio Atibaia, além do rio Jundiai, rio Capivari e ribeirdo Anhumas. Na segunda
campanha foram inseridos dois pontos de coleta, um no ribeirdo Pinheiro e outro no rio
Atibaia antes do aporte do deste ribeirdo. Para a terceira e quarta campanhas foram
inseridos mais dois pontos ao longo do rio Atibaia e, de forma a expandir o universo
amostral e, consequentemente, possibilitar uma avaliacdo mais detalhada dos
resultados obtidos. Todos os pontos de amostragem estao localizados na UGRHI-5 que
abrange, dentre outras, as bacias dos rios Piracicaba (a qual inclui a sub-bacia do rio
Atibaia), Jundiai e Capivari. A Figura 8 mostra a localizagdo dos dez pontos amostrais

abordados nesse trabalho.
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Figura 8: Localizagdo dos pontos de amostragem na UGRHI 5.
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“Ocorréncia de interferentes enddcrinos e produtos farmacéuticos nas aguas superficiais da bacia do rio Atibaia”

Dentre os dez pontos de amostragem selecionados nesse trabalho, seis
encontram-se no rio Atibaia, um no ribeirdo Anhumas, um no ribeirdo Pinheiro, um no

rio Capivari € um no rio Jundiai.

O primeiro ponto de amostragem no rio Atibaia (P1) localiza-se na estacédo de
captagdo de agua da companhia de saneamento do municipio de Atibaia (SAAE)
(Figura 9).

Figura 9: Ponto de amostragem P1: rio Atibaia/Atibaia no municipio de Atibaia a
esquerda na primeira campanha (alta pluviosidade) e a direita na terceira campanha

(estiagem).

O segundo ponto amostral (P2) também é situado no rio Atibaia, na divisa entre os
municipios de Campinas e Valinhos, préximo ao distrito de Sousas, antes do aporte do

ribeirdo Pinheiro (Figura 10).

Figura 10: Ponto de amostragem P2: rio Atibaia/Sousas no municipio de Campinas
47
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O terceiro ponto (P3) localiza-se no ribeirdo Pinheiros, na ponte a marginal da
Rodovia D. Pedro, altura do km 1225 sentido Campinas, a aproximadamente 100
metros de sua foz no rio Atibaia a montante da estagdo de captagdo de agua da
SANASA. O ribeirao Pinheiro recebe grande quantidade da carga poluidora doméstica
dos municipios de Valinhos e Vinhedo e, portanto, encontra-se altamente impactado,
muito embora, segundo a SANASA, tenha havido uma melhora significativa na
qualidade da agua desse ribeirdo com a ativagdo da ETE Capuava que comegou a

tratar o esgoto domeéstico da cidade de Valinhos no comeco de 2005 (Figura 11).

Figura 11: Ponto de amostragem P3: ribeirdo Pinheiro a 100 m de sua foz no rio Atibaia.

O quarto ponto situa-se no rio Atibaia (P4) a aproximadamente 1.600 metros apos
o aporte do ribeirdo Pinheiro. No local utilizado para captagdo de agua das ETA 3 e 4
da SANASA. (Figura 12).

Figura 12: Ponto de amostragem P4: rio Atibaia/captacdo a esquerda na primeira

campanha (alta pluviosidade) e a direita na terceira campanha (estiagem).
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“Ocorréncia de interferentes enddcrinos e produtos farmacéuticos nas aguas superficiais da bacia do rio Atibaia”

Os pontos P2 e P3 correspondem aos locais de amostragem inseridos na segunda
campanha, que foram selecionados como objetivo de conhecer a influéncia que o
aporte do ribeirdo Pinheiro provocaria na qualidade da agua superficial do rio Atibaia no
local de onde provém a agua de abastecimento de quase toda populagdo do municipio

de Campinas.

O ponto P5 esta localizado no ribeirdao Anhumas imediatamente a jusante da
cidade de Campinas e a montante de sua afluéncia no rio Atibaia, sob a ponte da
estrada da Rodhia (Figura 13). Esse ribeirdo recebe cerca de 45 % da carga poluidora
da cidade de Campinas. O sexto ponto de amostragem no rio Atibaia (P6) situa-se no
municipio de Paulinia, a jusante do pdlo industrial, da Refinaria do Planalto Paulista
(REPLAN) e do aporte do ribeirdo Anhumas, sob a ponte da rodovia SP-332 no trecho

que liga Campinas a Cosmopolis (Figura 14).

Figura 13: Ponto de amostragem P5: ribeirdo Anhumas a esquerda na primeira

campanha (alta pluviosidade) e a direita na terceira campanha (estiagem).

Figura 14: Ponto de amostragem P6: rio Atibaia/Paulinia.
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Dissertacdo de mestrado — Cassiana C. M. Raimundo

Os pontos P7 e P8 no rio Atibaia foram analisados na terceira e quarta campanhas
e estao localizados na cidade de Americana. O P7 refere-se a Represa de Salto Grande
(Figura 15) e o P8 situa-se a aproximadamente 200 metros da sua afluéncia no rio

Jaguari para juntos formarem o rio Piracicaba (Figura 16).

Figura 15: Ponto de amostragem P7: rio Atibaia/Represa, na Represa de Salto Grande
no municipio de Americana a esquerda na terceira campanha (estiagem) e a direita na

quarta campanha (alta pluviosidade).

Figura 16: Ponto de amostragem P8: rio Atibaia/Foz, no municipio de Americana a

200 m de seu aporte no rio Piracicaba.
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“Ocorréncia de interferentes enddcrinos e produtos farmacéuticos nas aguas superficiais da bacia do rio Atibaia”

Sob a Rodovia dos Bandeirantes foi estabelecido o ponto de amostragem P9.
Neste local, a SANASA realiza a captacdo das aguas do rio Capivari para a
ETA-Capivari (Figura 17). E por fim, o ponto P10 esta localizado no Rio Jundiai, na
ponte de concreto logo apds a estrada de ferro, no bairro ltaici do municipio de
Indaiatuba (Figura 18). Municipio que apesar de coletar 96 % do esgoto doméstico,
apenas 10 % passa por algum tratamento langcando 100 % da sua carga organica
poluidora no rio Jundiai (CETESB, 2007).

Figura 17: Ponto de amostragem P9: rio Capivari a esquerda na primeira campanha

(alta pluviosidade) e a direita na terceira campanha (estiagem).

Figura 18: Ponto de amostragem P10: rio Jundiai no municipio de Indaiatuba.
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A Tabela 7 resume as informagdes dos pontos amostrais desse trabalho. Nove
dos dez pontos selecionados fazem parte do trabalho de monitoramento da qualidade

das aguas superficiais do Estado de S&o Paulo, realizado pela CETESB.

Tabela 7: Descricdo dos pontos de amostragem e seus respectivos codigos de
monitoramento da CETESB.

Ponto

Codigo nesse Codigo

amostral Corpo Aquatico trabalho CETESB Latitude Longitude
P1 Rio Atibaia Atibaia/ Atibaia ATIB 02010 23°06'14” 46°32'44”
P2 Rio Atibaia Atibaia/ Sousas - 22°54°39” 46°57227
P3 Ribeirdo Pinheiros  Pinheiros PIN 03900 22°54°45” 46°57°37”
P4 Rio Atibaia Atibaia/ captagéo ATIB 02065 22°654°17” 46°58'30”
P5 Ribeirdo Anhumas  Anhumas NUMA 04900 22°46°10” 47°05'42”
P6 Rio Atibaia Atibaia/ Paulinia ATIB 02605 22°44°44” 47°09'34”
P7 Rio Atibaia Atibaia/ Represa ATSG 02900 22°43'14” 47°16'24”
P8 Rio Atibaia Atibaia/ Foz ATIB 02900 22°41°54” 4701727
P9 Rio Capivari Capivari CPIV 02130 23°00°15” 47°05'56”
P10 Rio Jundiai Jundiai JUNA 04270 23°06’30” 47°10'52”

As amostras foram coletadas com o auxilio de um balde previamente ambientado
com a propria agua a ser coletada, ou diretamente em frascos de vidro @mbar de 4 litros
de capacidade também ambientados. Em cada ponto de amostragem foram coletados
cerca de 8 L de amostra. As coletas foram realizadas por, pelo menos, duas pessoas
sendo que uma foi responsavel pelo manuseio dos materiais que ndo entram em
contato direto com a amostra e a outra que manipulou somente os materiais destinados
a receber a amostra. Os frascos contendo as amostras foram selados com papel
aluminio, fechados e colocados em caixa térmica para transporte. Durante todo o

periodo de amostragem foram utilizadas luvas de latex.
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No laboratério, aliquotas das amostras que foram extraidas por SPE, foram
imediatamente filtradas a vacuo em sistema fechado de vidro utilizando membranas de
ester de celulose modelo Sterile Pack 10x20-S, marca MFS, com 0,45 pm de
porosidade e 47 mm de didmetro, para minimizar a interferéncia de substancias

humicas e solidos em suspensao presentes na matriz.

Outra aliquota de 100 mL das amostras foi separada para a analise de Carbono
Orgéanico Total (do inglés, TOC) usando um equipamento modelo TOC-V CPN, marca

Shimadzu, realizada no mesmo dia da coleta.

Todas as amostras foram preservadas a 4 °C, em refrigerador, até a extragdo dos

compostos de interesse, as quais foram realizados em até dois dias.

Na quarta campanha, realizada em janeiro de 2007 foram realizadas medidas de
temperatura, pH, condutividade e oxigénio dissolvido. As medidas foram realizadas in

situ utilizando o medidor multiparametro, modelo Multi 340i/SET, marca WTW.

Nessa ultima campanha, para todas as amostras dos 10 diferentes pontos
amostrais, as extragcdes foram realizadas em duplicata e cada extrato foi analisado por
HPLC-DAD/FL em triplicata, portanto a quarta campanha também apresenta a
estimativa de desvio padrao (s) dos seis valores obtidos nessas replicatas de analises

dos quinze compostos nos corpos d’agua da RMC.
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CAPITULO 4

RESULTADOS E DISCUSSOES

Assim como na descrigao da parte Experimental, esse capitulo foi dividido nas trés
etapas do trabalho: (1) adaptagdo e otimizagdo do método analitico; (2) validagado do

método empregado; e (3) campanhas amostrais.

4.1. PRIMEIRA ETAPA: METODO ANALITICO

O método analitico envolveu a extracao, concentragao dos analitos da amostra e a
sua determinacdo por HPLC-DAD/FL. Os métodos testados e adaptados estao
descritos na literatura, porém ainda ndo ha nenhum meétodo oficial convalidado para a
determinagao desses compostos em matrizes aquaticas. O que se encontra nos artigos
dessa area sao procedimentos de extracdo e determinacéo aplicados a uma classe de
compostos, como os ftalatos ou os farmacos, por exemplo. Portanto, essa primeira
etapa do trabalho consistiu no desenvolvimento de um método analitico que pudesse
ser aplicado a determinagéo simultanea das quinze substancias escolhidas para serem

monitoradas em aguas superficiais.

4.1.1. SEPARACAO CROMATOGRAFICA

Inicialmente foi estudada a melhor separagdo cromatografica para oito dos quinze
analitos (cafeina, bisfenol A, 17B-estradiol, 17a-EE2, estrona, progesterona,
diclofenaco e ibuprofeno) usando eluicdo de FM isocratica composta por ACN e agua.
Para o estudo de eluigdo por gradientes de FM foram inseridos mais trés analitos
(paracetamol, AAS e dibutilftalato) totalizando o estudo com onze dos quinze analitos
selecionados. No decorrer do trabalho, tendo o procedimento analitico definido, foram
inseridos os demais quatro compostos (levonorgestrel, dietilftalato, 4-octilfenol e
4-nonilfenol), que puderam ser analisados nas mesmas condi¢cdes estabelecidas para

0s outros onze compostos.
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Estudos preliminares avaliaram a separacdo de um mistura 5 mg L™ de cada um

dos oito compostos em eluigédo isocratica. Para isso foram empregadas porcentagens
de ACN em agua de 35, 45, 50, e 70 %, e vazdo de 0,8 mL min™". A Figura 19 mostra

que a eluicdo no modo isocratico ndo foi adequada para a separacdo desses oito

compostos.
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Figura 19: Cromatogramas obtidos por HPLC-DAD com absor¢édo em 200 nm e FM

isocraticas de 35, 45, 50 e 70 % ACN em agua para uma mistura padrdo dos

8 compostos 1: cafeina, 2: bisfenol A, 3: 17B-estradiol, 4. 17a-EE2, 5: estrona,

6: diclofenaco, 7: ibuprofeno e 8: progesterona.
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Os cromatogramas da Figura 19 mostram que o uso da FM contendo 50 % de
ACN em agua foi a que proporcionou melhor separagao dos analitos, mas ainda nao foi
considerada adequada a anadlise. Padrdes individuais foram analisados nessas
condicdes para se obter a ordem de eluicdo dos compostos. Nota-se que a cafeina é
eluida juntamente com o tempo de um composto nao retido (tempo morto); além disso,
os compostos 17B-estradiol e 17a-etinilestradiol ndo foram completamente separados e
o diclofenaco apresentou pico largo o que poderia prejudicar a analise quantitativa.

A maioria dos trabalhos descritos na literatura usa fase movel acidificada em pH
proximo de 3 para analisar farmacos acidos (Hilton e Thomas, 2003; Lindqvist et al.,
2005; Roberts e Thomas, 2006). Esse parametro foi avaliado na separagao dos oito
compostos usando o modo de eluigéo isocratico com 50 % de acetonitrila e vaz&o 0,8
mL min™. A Figura 20 mostra que houve uma melhora na resolugdo dos picos com o
uso da fase movel acida, principalmente aqueles referentes aos farmacos acidos, como

o diclofenaco e ibuprofeno.

2 —— FM sem o ajuste de pH 1 N ——— FM ajustada em pH 3
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Figura 20: Cromatogramas obtidos por HPLC-DAD com absor¢édo em 200 nm e FM
isocratica 50 % ACN em agua, a direita sem o ajuste de pH e a esquerda com o pH 3,
para uma mistura padrao dos 8 compostos 1: cafeina, 2: bisfenol A, 3: 17B-estradiol,

4: 17a-EE2, 5: estrona, 6: diclofenaco, 7: ibuprofeno e 8: progesterona.

Foram usados acidos cloridrico, sulfurico e fosforico concentrado para diminuir o
pH da &agua usada como FM. Na&o houve variagdo significativa na analise
cromatografica, e, portanto optou-se em usar o acido cloridrico para acidificar a FM,

sendo este, 0 mesmo acido usado para acidificar as amostras.

57



Variou-se a vazdo da fase movel de 0,4 a 1,0 mL min™' para avaliar parametros
como o fator alargamento, resolugdo e tempo de analise para a separagdo dos oito
compostos com eluigéo isocratica 50 % ACN em agua. De 0,4 a 0,6 mL min™" houve um
alargamento dos picos e o tempo de retengéo do ultimo analito eluido foi de 32,0 e 30,3
minutos, respectivamente. Entre 0,7 e 0,8 mL min™ ndo houve variagdo significativa na
resolucdo dos picos, que ficaram mais estreitos com o aumento da vazdo de FM. Ja
com a vazdo de 1 mL min™' houve um aumento na coeluigdo dos picos referentes ao
17B-estradiol e 17a-EE2. O tempo de retengdo da progesterona foi de 25,8, 22,7 e 21,3
minutos para as andlises realizadas com vazdes de FM de 0,7, 0,8 e 1,0 mL min™,
respectivamente. Dessa forma, optou-se por trabalhar na vazdo de 0,8 mL min™ o que
proporcionou as melhores condigdes de analise em um tempo maximo de corrida

cromatografica de 24 minutos.

Um padrdo individual de cafeina na concentracdo de 1,0 mg L™ foi analisado
usando eluigéo isocratica contendo apenas 10 % de ACN em agua acidificada e vazao
0,8 mL min™". Nessas condigdes, obteve-se a separagdo completa da cafeina e o tempo
morto com um fator de retengdo maior que dois. Tendo observado a necessidade de se
aplicar FM mais polar para a separag¢ao da cafeina que aquela necessaria a separagao
dos demais compostos, aplicou-se o0 modo de eluicdo por gradientes de FM para que

fosse possivel determinar simultaneamente todos os compostos de interesse.

Para isso preparou-se uma nova solugédo-padrao contendo 5,0 mg L™ de cada um
dos oito compostos, além do paracetamol, AAS e dibutilftalato que foi usada para
determinar o melhor modo de separacao desses analitos. As condi¢cdes de pH da FM
igual a 3, ajustado com HCI concentrado e vazdo de 0,8 mL min™' foram padronizados

para todas as analises realizadas nesse trabalho.

Foram analisados 23 gradientes de eluicdo da FM (Tabela 8), onde a porcentagem
de ACN em agua variou desde 1 até 100 %. Os tempos de analise variaram entre 30 e
60 minutos e verificou-se que pequenas mudangas na proporcdo de ACN ou na taxa de
variagdo provocaram mudancas significativas na separacdo dos compostos, por isso
uma analise cuidadosa foi feita até se obter o programa de gradiente de eluigcdo

adequado.
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Tabela 8: Gradientes de eluicdo da fase movel constituida por acetonitrila (ACN) em

solugdo HCI pH 3 e vaz&do 0,8 mL min™.

Gradientes de FM 7:e!np o d.e
anadlise (min)
1 Aumento de 15 até 100 % de ACN em 50’ retornando a 15 % de ACN em 10'. 60
2 Aumento de 15 até 100 % de ACN em 40’ retornando a 15 % de ACN em 5. 45
3 Manutencéo de 10 % de ACN por 4’, aumento até 100 % em 30’, retornando a 10 % de ACN em 3. 37
4 Manutengéo de 10 % de ACN por 2, aumento até 90 % em 36’, retornando a 10 % de ACN em 2. 40
5 Aumento de 10 até 90 % de ACN em 42’ retornando a 10 % ACN em 3'. 45
6 Aumento de 15 até 80 % de ACN em 42’ retornando a 10 % ACN em 3'. 45
7 Manutengéo de 10 % de ACN por 6’, aumento até 90 % em 36’, retornando a 10 % ACN em 3'. 45
8 Aumento de 10 até 80 % ACN em 42’ retornando a 10 % de ACN em 3'. 45
9 Aumento de 10 até 80 % ACN em 47’ retornando a 10 % de ACN em 3'. 50
10 Manutencéo de 10 % de ACN por 6’, aumento até 50 % em 3’ e até 90 % em 25’ e retornando a 10 % 37
de ACN em 3.
11 Aumento de 10 até 90 % de ACN em 30’ retornando a 10 % de ACN em 3. 33
12 Aumento de 10 até 90 % de ACN em 27’ retornando a 10 % de ACN em 3. 30
13 Manutengéo de 10 % de ACN por 4’, aumento até 90 % em 33’ retornando a 10 % de ACN em 3. 40
14 Manutengéo de 10 % de ACN por 4’, aumento até 50 % em 6’, manutencéo por 20’ retornando a 10 33
% de ACN em 3.
15 Manutengéo de 10 % de ACN por 4’, aumento até 50 % em 6’, manutencéo por 27’ retornando a 10 40
% de ACN em 3'.
16 Manutencéo de 10 % de ACN por 4’, aumento até 50 % em 3’, manutenc¢éao por 27’, aumento até 80 47
% de ACN em 3’, manutengdo por mais 7’ e retorno a 10 % de ACN em 3.
17 Aumento de 5 até 90 % de ACN em 30’ retornando a 5 % de ACN em 3'. 33
18 Aumento de 10 até 90 % de ACN em 37’ retornando a 10 % de ACN em 3'. 40
19 Aumento de 10 até 90 % de ACN em 30’, manutengao por 7’ retornando a 10 % de ACN em 3. 40
20 Aumento de 10 até 95 % de ACN em 37’ retornando a 10 % de ACN em 3'. 40
21  Aumento de 1 até 99 % de ACN em 47’ retornando a 10 % de ACN em 3'. 50
22 Aumento de 10 até 90 % de ACN em 33’, aumento até 95 % em 7’ retornando a 10 % de ACN em 3. 43
23 Aumento de 10 até 90 % de ACN em 30’, aumento até 92 % em 5’ e até 95 % em 2’ retornando a 10 40

% de ACN em 3'.
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A utilizacdo do gradiente de concentracdo descrito como numero 23 mostrou-se
eficaz para a separagdo dos onze compostos de interesse. Mesmo com um tempo total
de andlise de 40 minutos, considerado relativamente longo para a separagao dos
analitos, a utilizagdo deste gradiente de concentragao é justificavel por se tratar de
substancias quimicas pertencentes a diferentes classes de compostos e que possuem
diferentes propriedades quimicas. Esse gradiente foi adequado a separagédo nao s6 dos
onze compostos, como também foi possivel incluir outros quatro: o dietilftalato,
levonorgestrel, 4-octilfenol e 4-nonilfenol. A Figura 21 mostra o cromatograma obtido
para a solugdo contendo 5,0 mg L™ de cada um dos quinze compostos empregando-se

detecgao por DAD e absorgao em 200 nm.

Solugéo com 15 compostos (5 mg L'1) 9
Branco
5
6 8
, 3 Y 11 14 15 16
4 12

1 10 13
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\

N | N | 1 | ! | ! | ! | ! | !
0 5 10 15 20 25 30 35
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Figura 21: Cromatograma de uma solugdo contendo quinze compostos em metanol
obtido por HPLC-DAD com absor¢ao em 200 nm. 1: tempo de um composto nao retido,
2: paracetamol, 3: cafeina, 4: AAS, 5: bisfenol A, 6: 17p-estradiol, 7: 17a-EE2,
8: estrona, 9: dietilftalato, 10: levonorgestrel, 11: diclofenaco, 12: ibuprofeno,

13: progesterona, 14:dibutilftalato, 15: 4-octilfenol e 16: 4-nonilfenol.

Portanto, nesse programa de gradiente adotado a proporgdo de ACN em agua
variou de 10 % até 90 % em 30 minutos. Em seguida, durante 5 minutos essa
propor¢gdo aumentou para 92 % de ACN e, durante mais 2 minutos, variou de

92 a 95 %. Finalmente, essa proporgao diminuiu de 95 para 10 % de ACN nos ultimos 3
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minutos da analise, totalizando 40 minutos de corrida cromatografica. A analise
quantitativa dos quinze compostos por HPLC-DAD foi realizada com os cromatogramas
obtidos com absor¢do no comprimento de onda maximo da cada composto explorando
assim o detector por arranjo de diodos que nos forneceu o espectro na regidao do
ultravioleta de cada um dos compostos, ferramenta essa que tornou o método bastante

seletivo.

A Tabela 9 apresenta os tempos de retencdo e os comprimentos de onda

maximos que sao caracteristicos de cada composto.

Tabela 9: Tempo de retencdo (tgr) dos quinze compostos e seus respectivos

comprimentos de onda empregados para a quantificagao.

Pico Composto tr (min) Améx. (nm)
2 paracetamol 8,4 244
3 cafeina 10,2 272
4 AAS 15,8 301
5 bisfenol A 21,5 278
6 17B3-estradiol 221 280
7 17a-etinilestradiol 23,2 280
8 estrona 23,8 280
9 dietilftalato 24,3 274
10 levonorgestrel 25,3 241
11 diclofenaco 26,1 274
12 ibuprofeno 26,7 263 /344
13 progesterona 28,7 241
14 dibutilftalato 32,1 273
15 4-octilfenol 34,1 278
16 4-nonilfenol 35,9 278
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4.1.2. DETECGAO POR FLUORESCENCIA

O principio da fluorescéncia molecular se baseia na absor¢cdo da radiagao
eletromagnética de um determinado comprimento de onda e a emisséo da radiagao de
menor energia, portanto, de comprimento de onda maior. Moléculas cuja estrutura sado
formadas por anéis aromaticos, ligagdes duplas conjugadas e grupos acidos favorecem
esse fendbmeno e podem ser identificadas usando o detector por fluorescéncia. Cada

composto possui energias de emissao e excitagao caracteristicas.

Para se conhecer quais dos quinze compostos poderiam ser identificados por
fluorescéncia, foi feito uma analise preliminar no Fluorimetro LS-55 da Perkin Elmer e,
com base na literatura foi feito uma varredura de emissao entre 250 e 700 nm em trés
comprimentos de onda de excitacdo: 230, 280 e 330 nm para solugdes padrdo em
metanol de cada composto individualmente. Como branco foi utilizado o proprio

solvente.

Embora a maioria dos compostos possuam anéis aromaticos ou ligagées duplas
conjugadas (Tabela 1, pagina 18), apenas o bisfenol A, 17B-estradiol e 17a-EE2 foram
detectados por FL. Os demais compostos ndo foram detectados, ou ndo apresentaram
um pico bem definido, devido as particularidades do método de detecgao empregado. A
Figura 22 mostra um cromatograma obtido para a solugdo 1 mg L™ contendo cada um
dos 15 compostos estudados empregando-se a separagédo por eluicdo de gradiente
adotado e deteccdo por FL com comprimento de onda de excitacdo de 230 nm e de

emissao de 310 nm.

Dentre os compostos presentes na solugao-padrao, o dietilftalato, o dibutilftalato, o
4-nonilfenol e o 4-octilfenol também apresentam um anel aromatico em suas estruturas.
Entretanto, estes compostos n&do foram detectados empregando-se HPLC-FL. Sao
compostos que apresentam tempos de retencao superiores a 24 min e pode-se
observar na Figura 22, que a partir de 24 minutos o cromatograma apresentou varios
picos, tanto no branco quanto na solugdo-padréao, que dificultaram a identificacdo dos
picos referentes a esses compostos. Desta forma, apenas o bisfenol A, o 17B-estradiol

e 0 17a-EE2 foram selecionados, para serem determinados usando detecg¢ao por FL.
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Figura 22: Cromatograma de uma solugado contendo os quinze compostos estudados
em metanol obtido por HPLC-FL com excitacdo em 230 nm e emissdo em 310 nm

aplicando o programa de elui¢do por gradiente de FM adotado.

Por se tratar de uma técnica bastante sensivel, os extratos das amostras foram
diluidos para serem analisados por FL, impossibilitando dessa forma, a analise continua
pelos dois detectores instalados em série. Para otimizar o tempo de analise, foram
avaliadas diferentes formas de obtengdo dos cromatogramas para estes trés compostos
variando-se, principalmente, o programa do gradiente de FM entre ACN e solugéo acida
pH 3. Com isso observou-se que, empregando-se uma relagao isocratica entre os dois
solventes, o tempo de analise cromatografica poderia ser diminuido significativamente.
A separagao desses trés compostos foi realizada por meio de eluicdo de FM isocratica
contendo 50 % de ACN em solugéo acida pH 3, por 10 minutos (Figura 23).

Solugéo com 3 compostos (1 mg L'1)
—— Branco

Bisfenol A

17B-estradiol
17a-etinilestradiol

u.a.

0 1 2 3

tempo (min)

Figura 23: Cromatograma obtido por HPLC-FL com excitacdo em 230 nm e emiss&o em
310 nm para uma solugdo contendo 1 mg L™ de bisfenol A (tx= 6,5 min), 17B-estradiol
(tr= 7,1 min) e 17a-EE2 (tr= 8,0 min), empregando eluicdo de FM isocratica contendo
50 % de ACN em solucéo &cida pH 3 e vazéo de 0,8 mL min™.
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4.1.3. EXTRAGCAO E CONCENTRAGAO DOS ANALITOS

Nessa primeira etapa de adaptacdo do método analitico foram avaliados trés
modos de extracdo e concentragcdo dos analitos da amostra por SPE e o método 3510C
da USEPA (1996) empregando LLE.

4.1.3.1. EXTRAGCAO EM FASE SOLIDA

O método 1 de SPE usado para extrair farmacos foi o que apresentou melhor
eficiéncia na extragcdo simultdnea dos quinze compostos de interesse. A Figura 24
apresenta os cromatogramas obtidos para a amostra do rio Atibaia coletadas na

primeira campanha amostral extraida pelos trés métodos empregados.

método 1 - farmacos
método 2 - hormdnios “

método 3 - cafeina

Branco

u.a.

tempo (min)
Figura 24: Cromatogramas obtidos por HPLC-DAD para amostras do rio Atibaia

empregando os trés métodos de SPE.

A extracdo em fase sdlida utilizou uma aliquota de 1 litro da amostra filtrada, a
qual foi acidificada com HCI concentrado até pH 3 para aumentar a afinidade dos
compostos junto a fase estacionaria, principalmente aqueles de carater acido como
AAS, diclofenaco e ibuprofeno. Foi usado cartucho OASIS HLB previamente
condicionado com 6 mL de metanol, 6 mL de agua deionizada e 6 mL de solu¢do de
HCI com pH 3. A eluicido dos compostos foi feita por meio da adicdo de 4 porcdes de
3 mL de metanol em cada cartucho. Os extratos foram secos em nitrogénio e os
analitos, redissolvidos em 0,5 mL de metanol, proporcionando um fator de concentragao

de 2000 vezes dos analitos no extrato (Thomas e Hilton, 2003).
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Nota-se que o método empregando cartucho C18 (método 3) foi capaz de extrair
poucos analitos da amostra, apenas aqueles de carater lipofilicos. Mesmo sendo
empregado para extracdo de cafeina, ndo apresentou eficiéncia melhor que os outros

dois métodos na extragcao desse composto.

Nessa amostra do rio Atibaia a concentragao de cafeina determinada pelo método
1 foi de 689 ng L™ e tanto o método 2 como o método 3 néo foram apresentaram picos
correspondente a esse composto. Embora o método 2 tivesse apresentado um
cromatograma bastante semelhante ao obtido pelo método 1, uma analise mais
detalhada realizada usando uma amostra sintética contendo os quinze compostos
mostrou média eficiéncia de extragdo quando comparado ao método 1, descrito na

literatura para a determinagao de farmacos.

4.1.3.2. COMPARAGCAO ENTRE SPEE LLE

As amostras coletadas na primeira campanha foram utilizadas para avaliar o
método mais adequado de extragdo dos analitos considerando-se aspectos como
tempo de analise, facilidade de manuseio dos materiais, possibilidade de contaminacéo,

resolucéo e presenca de interferentes.

A Figura 25 mostra os cromatogramas obtidos para amostras do rio Jundiai
coletadas durante a primeira campanha empregando extracdes LLE e SPE (método 1),
onde se nota uma maior quantidade de picos para o extrato obtido por SPE em
comparagao ao obtido por LLE. Além disso, as amostras extraidas por SPE sempre
apresentaram picos bem definidos referentes aos compostos de interesse, e naquelas
extraidas por LLE foram detectados, em alguns casos, picos interferentes com tempos
de retencao proximos aos dos compostos de interesse. Nesse caso do rio Jundiai, por
exemplo, usando SPE foi possivel determinar a cafeina, o AAS, o dibutilftalato, bisfenol
A, 17B-estradiol e 17a-EE2, enquanto que no extrato da amostra obtido por LLE
determinou-se apenas a cafeina, o AAS e o dibutilftalato. Os esterdides e o bisfenol A

nao foram detectados nos extratos obtidos por LLE.
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—SPE
——LLE
~~~~~~ Branco

u.a.

tempo (min)

Figura 25: Cromatogramas obtidos por HPLC-DAD para amostras do rio Jundiai

empregando extracado em fase sélida (SPE) e extragéo liquido-liquido (LLE).

Foram analisadas também amostras de agua mineral extraidas por SPE e LLE. A
Figura 26 mostra os cromatogramas obtidos nessas analises. E possivel observar que
mesmo em matrizes menos complexas a SPE favorece a extragdo de um numero maior
dos compostos que sao de interesse desse trabalho. Nessa amostra de agua mineral
estdo presentes compostos da classe dos ftalatos, incluindo o dibutilftalato e o

dietilftalato, que puderam ser detectados somente através a SPE.

—SPE
—ELL
-~ Branco

u.a.

tempo (min)
Figura 26: Cromatogramas obtidos por HPLC — DAD para amostras de agua mineral

empregando extracao em fase sélida (SPE) e extracao liquido-liquido (LLE).

A extracao por SPE mostrou-se mais eficiente, pois além de favorecer a detecgao
dos compostos de interesse, permitiu que outros compostos, ainda nao investigados
neste trabalho, pudessem ser detectados. Outras limitacdes verificadas envolveram a

formagdo de emulsbes (diclorometano:agua de rio) e a possivel extragado parcial de
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compostos que apresentam afinidade elevada pela fase aquosa. Nao se pode descartar
o uso da LLE, principalmente quando se trabalha com uma unica classe de compostos
que possuem pouca afinidade pela fase aquosa, porém a LLE necessita um volume
maior de solvente, além de tempo e um custo maior de analise. Com base nessas
comparagoes entre os métodos de extracdo optou-se por empregar apenas a SPE

(método 1) para extragdo e concentragdo dos compostos nas campanhas seguintes.

4.2. SEGUNDA ETAPA: VALIDAGAO DO METODO ANALITICO

As condigdes da coluna cromatografica foram avaliadas usando uma solugao
padrao sugerida pelo fabricante e manteve-se adequada ao uso durante todo o periodo
de trabalho. Parametros como tempo de retengdo dos compostos, comprimento de
onda maximo, fator de retencao, resolucdo e numeros de pratos foram verificados e

garantiram a qualidade da coluna cromatografica empregada.

4.2.1. CONFORMIDADE DO SISTEMA CROMATOGRAFICO

Foi verificada a conformidade do sistema cromatografico para o método proposto
usando HPLC-DAD/FL. Os parametros: tempo de retencéo (tr), comprimento de onda
maximo (A), fator de retencao (k’), resolugéo (R) considerando o pico de interesse e o
pico anterior mais proximo, fator alargamento (Tf) e numero de pratos (N) foram
verificados para separacgdo dos quinze compostos em uma solucdo 5,0 mg L™ usando o
detector por ultravioleta e estdo mostrados na Tabela 10. Os compostos foram
analisados nos cromatogramas obtidos em comprimento de onda igual ao A maximo

caracteristico de cada um.

A analise cromatografica foi repetida dez vezes e as variagdes nos tempos de
retencdo dos compostos nao ultrapassou 0,4 minutos e, no comprimento de onda
maximo dos compostos, quando houve variagdo, estas ndo foram maior que 2 nm, com

excecao do ibuprofeno que apresentou s= 25 nm e CV= 7,5 %. O fator de retencao foi
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adequado para todos os compostos. Houve a separagdao completa em 12 dos 15

compostos. Para o dietilftalato a separagao foi de 98 % e a resolugao esteve inferior a

1,5 apenas para o diclofenaco e ibuprofeno. Os valores do fator alargamento estiveram

entre 1,1 para o paracetamol e 2,6 para o 4-octilfenol. O numero de pratos foi bastante

elevado, no minimo 3 vezes maior que o recomendado para o caso do paracetamol,

chegando a ser igual a 203.000 para o 4-nonilfenol.

Tabela 10: Conformidade do sistema cromatografico para determinacdo dos quinze

compostos de interesse por HPLC-DAD.

Pico Composto Kk’ R Tf N

1 paracetamol 1,9 12,2 1,1 6.626

2 cafeina 2,5 50 1,4 22.629
3 AAS 4,5 14,5 1,9 15.682
4 bisfenol A 6,5 13,9 1,7 85.657
5 17B-estradiol 6,7 2,3 1,9 89.588
6 170-etinilestradiol 7,1 3,8 - 100.137
7 estrona 7,3 20 - 98.530
8 dietilftalato 7,5 1,6 1,9 95.266
9 levonorgestrel 7,6 3,1 2,1 102.027
10 diclofenaco 8,1 1,1 - 1156.721
11 ibuprofeno 8,3 0,5 - 100.306
12 progesterona 8,8 8,1 2,3 113.095
13 dibutilftalato 10,2 16,6 1,5 159.982
14 4-octilfenol 10,9 6,0 2,6 180.572
15 4-nonilfenol 11,5 5,6 2,5 203.282
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Parametros de conformidade do sistema cromatografico para a separagcao de uma
mistura 0,1 mg L' contendo bisfenol A, 17B-estradiol e 17a-EE2 por HPLC-FL,
apresentou-se ideal a analise desejada como mostrado na Tabela 11. Foram realizadas
nove corridas cromatograficas e a variagdo no tempo de retengcdo maxima foi de

0,05 min para 17a-etinilestradiol.

Tabela 11: Conformidade do sistema cromatografico para determinagcédo de bisfenol A,
17B3-estradiol e 17a-etinilestradiol por HPLC-FL.

Pico Composto Kk R Tf N

1 bisfenol A 31 2,4 1,6 4.609
2 17B-estradiol 34 1,9 1,4 5.788
3 17a-etinilestradiol 39 2,7 1,5 7.412

4.2.2. ESTABILIDADE

Os parametros como tempo de retengcado, comprimento de onda maximo, fator de
retencdo, resolucgado, fator alargamento, numero e altura dos pratos foram verificados
para as trés concentragcdes diferentes dos padroes nos diferentes momentos,
apresentando-se dentro das mesmas variagdes obtidas no teste de conformidade do
sistema cromatografico realizado anteriormente. O mesmo aconteceu com a as duas
analises do extrato da amostra do rio Capivari da primeira campanha, realizadas
imediatamente apds ter sido preparado e; (i) apés 1 més que o extrato ficou mantido
sob as condi¢des de preservacao. Além disso, nao houve variagcdes na linha de base e

na concentragao dos trés analitos detectados nessa amostra.

4.2.3. SELETIVIDADE

A comparagédo entre os trés cromatogramas referentes a uma amostra do rio
Capivari; a outra amostra do rio Capivari a qual foram adicionados os quinze compostos
em concentragdes de 1 ug L-1; e a uma mistura dos quinze compostos de concentragao
1 yug L-1 cada, foi realizada pela analise das Figuras 27 e 28 referentes a determinacgao

por DAD e FL, respectivamente.
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rio Capivari
rio Capivari + padréo 1 pug L

padrdo mix 15 compostos 1 ug L

UA

tempo (minutos)

Figura 27: Cromatogramas obtidos por HPLC-DAD para uma amostra padrdo contendo
1ug L™ de cada um dos 15 compostos, e duas amostras do rio Capivari, sendo uma
amostra natural e uma na qual foi adicionado 1 pg L™ de cada um dos 15 compostos.
1: tempo morto, 2: paracetamol, 3: cafeina, 4. AAS, 5: bisfenol A, 6: 17B-estradiol,
7: 17aEE2, 8: estrona, 9: dietilftalato 10: levonorgestrel, 11: diclofenaco, 12: ibuprofeno,

13: progesterona, 14:dibutilftalato, 15: 4-octilfenol e 16: 4-nonilfenol.

rio Capivari
rio Capivari + padréo 1 ug L

padrao mix 15 compostos 1 ug L’

tempo (minutos)

Figura 28: Cromatogramas obtidos por HPLC-FL para uma amostra padrao contendo 1
Mg L™ de cada um dos 15 compostos e duas amostras do rio Capivari, sendo uma
amostra natural e uma na qual foi adicionado 1 pg L™ de cada um dos 15 compostos.
1: bisfenol A, 2: 17p-estradiol, 3: 17a-EE2.

Nessa amostra do rio Capivari foram determinadas cafeina, dibutilftalato e
bisfenol A, onde se observa que o método cromatografico é seletivo para a maioria dos
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compostos, tanto na determinagcdo usando detector por ultravioleta como por
fluorescéncia. Porém, para esse ultimo, ndo ha picos interferentes, enquanto que os
cromatogramas obtidos por DAD em 200 nm apresentam um numero maior de picos
proximos aos compostos de interesse, o que dificulta a determinacéo. Por isso, para a
quantificacdo dos analitos foram usados os cromatogramas obtidos com absor¢ao nos
comprimentos caracteristicos de cada composto, diminuindo assim o numero de picos

interferentes das amostras.

A determinacdo empregando o detector por arranjo de diodos possibilita a
identificacdo no cromatograma do pico referente ao analito de interesse pelo espectro
de absorgado no UV caracteristico de cada composto. A comparacao dos espectros dos
picos obtidos nos cromatogramas do padrdo e da amostra tornou a analise mais
seletiva. A Figura 29 apresenta quatro espectros de absorg¢ao no UV para os compostos
cafeina e dibutilftalato presentes em uma solugéo padrdao e uma amostra do ribeirdo
Anhumas, corpo d’agua mais impactado estudado nesse trabalho. A comparagao entre
os dois espectros comprova, portanto a presenga dos analitos na matriz. A Figura 30,
mostra os espectros obtidos pelo detector DAD para os outros treze compostos

estudados presentes em uma solugdo padrdo 5 mg L.
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Figura 29: Espectros de absorgdo no UV para a cafeina e o dibutilftalato presentes em

(a) solugdo padrdo 5 mg L e (b) amostra do ribeirdo Anhumas.

71




0 ]
1 100
-50] 504
I'I'I'I'I'II C'__||||||||||||
200 300 400 500 600 700 200 300 400 500 600 700
pico 1: tempo morto pico 2: paracetamol Amax: 244 nm
100 3001
200
50—: 100 4
0__I""""'I""'""I'"'""'I""'""I""""'I""""' O_|""""'l""'""I""""'I"""'"I""""'I""""'
200 300 400 500 ©00 700 200 300 400 500 600 700
pico 4: AAS Amax: 235 e 301 nm pico 5: bisfenol A Amax: 278 nm
150 1503
100 100
504 504
C’_:|""I'"'|""I"''|'"'I""|'"'I""|""I""|""I"" O_:|'"'I""|""I""|'"'I'"'|""I""|""I""|""|""
200 300 400 500 600 700 200 300 400 500 600 700
pico 6: 17B-estradiol Ams: 280 Nm pico 7: 17a-etinilestradiol Amax: 280 nm
1505 ]
3 5001
1003 ]
503 1
O__|""I""|""I""|'"'I""|"“I""|""I""|""I"" |:‘\’_||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
200 300 400 500 600 70O 200 300 400 500 600 700
pico 8: estrona Amax: 280 nm pico 9: dietilftalato Amax: 274 nm
] 1503
50 1003
] 50
=
[P PP PP P e T e e e e e LT
200 300 400 500 600 700 200 300 400 500 600 700
pico 10: levonorgestrel Amax: 241 nm pico 11: diclofenaco Amac: 274 nm
1503 507
1004 ]
503 1
E 0+
0_:|.........|.........|.........|.........l.........l......... g[l)lcl;ll”'IgléE]IIIII,»iLl[l)I[I]IIIm5l[|)l|[|]|IIII'I‘I|[|]|[I]”|”%[|]|[|]”|””
200 300 400 500 600 700 . ' °
. . pico 13: progesterona Amax: 241 nm
pico 12: ibuprofeno Amax: 263 nm
200—; 200_5
1503 1504
1004 1004
503 503
] 05
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| | LA R A LA RN LN R R RN LN R
200 300 400 50O 800 700 200 300 400 500 800 700
pico 15: 4-octilfenol Amax: 278 nm pico 16: 4-nonilfenol Amax: 278 nm

Figura 30: Espectro de absorgéo no UV obtido pelo detector DAD para treze dos quinze

compostos analisados.




4.2.4. CURVA ANALITICA

Neste trabalho, a padronizagdo externa foi empregada para a quantificagdo dos
compostos de interesse nas amostras de agua superficial. As solugdes de trabalho
foram preparadas em metanol. Foi preparada uma solu¢do estoque 1.000 mg L' para
cada composto pela pesagem dos padrbes solidos. A partir das solugdes estoque foi
preparado uma solugdo 50 mg L” contendo os quinze compostos e uma solugéo
10 mg L™ contendo apenas bisfenol A, 17B-estradiol e 17a-etinilestradiol. As solucdes

de trabalho foram preparadas pela diluicdo direta destas solugcbes mais concentradas.

Os limites de deteccdo e de quantificacdo foram determinados pelo método
baseado nos parametros da curva analitica e estdo mostrados nas Tabelas 12 e 13

juntamente com a faixa de trabalho para cada composto

Tabela 12: Faixa de trabalho, limite de deteccao e limite de quantificagcdo dos doze

compostos determinados por HPLC-DAD.

Composto Faixa linear ® (mg L") LD" (ngL”) LQ® (ng L")
paracetamol 0,075-2,5 33 111
cafeina 0,050 -17,5 1 37
AAS 0,250 - 5,0 49 164
estrona 0,250 -2,5 16 55
dietilftalato 0,100-1,0 33 110
levonorgestrel 0,500-1,0 19 63
diclofenaco 0,050 -1,0 13 46
ibuprofeno 1,500 - 10,0 51 170
progesterona 0,100-1,0 19 65
dibutilftalato 0,750 - 10,0 28 95
4-octilfenol 0,250 - 10,0 20 69
4-nonilfenol 0,100 - 10,0 17 59

@ Empregando-se solugdes-padrdo dos compostos em metanol
® Considerando-se um fator de concentracao de 2000 vezes
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Tabela 13: Faixa linear, limite de detecg¢ao e limite de quantificacdo dos 3 compostos
determinados por HPLC-FL.

Composto Faixa linear ® (mg L") LD" (ng L") LQ" (ng L'1)
bisfenol A 0,005-1,0 38 128
17B-estradiol 0,005-1,0 45 151
17a-etinilestradiol 0,005 -1,0 16 55

@ Empregando-se solugdes-padrdo dos compostos em metanol
® Considerando-se um fator de concentracao de 2000 vezes

4.2.5. LINEARIDADE E SENSIBILIDADE

Dentro das faixas lineares descritas nas Tabelas 12 e 13 o método analitico
empregando HPLC-DAD/FL atendeu as exigéncias da ANVISA em 94 % dos casos e,
apenas trés curvas apresentaram r < 0,99, mas e em 100 % delas o coeficiente de

correlagao foi superior a 0,90 recomendado pelo INMETRO (Tabelas 14 e 15).

Tabela 14: Coeficiente de correlagao (r) obtido para os 12 compostos determinados por

HPLC-DAD em cada campanha amostral.

Compostos 1° campanha 2° campanha 3° campanha 4° campanha
paracetamol 0,997 0,994 0,998 0,996
cafeina 0,998 0,998 0,999 0,998
AAS 0,997 0,998 0,998 0,990
estrona 0,999 0,999 0,999 0,998
dietilftalato nd nd 0,999 nd
levonorgestrel nd nd 0,999 0,998
diclofenaco 0,999 0,999 0,999 0,998
ibuprofeno 0,994 0,992 0,997 0,990
progesterona 0,984 nd 0,999 0,996
dibutilftalato 0,980 0,988 0,997 0,995
4-octilfenol nd nd 0,999 0,997
4-nonilfenol nd nd 0,998 0,997

nd: ndo determinado
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Tabela 15: Coeficiente de correlagao (r) obtido para os 3 compostos determinados por

HPLC-FL em cada campanha amostral.

Compostos 1° campanha 2° campanha 3° campanha 4° campanha
bisfenol A 0,996 0,998 0,999 0,994
17B-estradiol 0,999 0,999 0,999 0,992
170-etinilestradiol 0,999 0,999 0,999 0,999

Area do pico

A sensibilidade foi expressa pela inclinagéo da curva analitica. A Figura 31 mostra
as curvas analiticas dos compostos na terceira campanha amostral. Por ela é possivel
observar as tendéncias da sensibilidade. Usando o detector DAD tem-se que o
dietilftalato € o composto que apresenta a maior sensibilidade dentre os quinze
analisados. Ja os compostos levonorgestrel, progesterona, 4-octilfenol e 4-nonilfenol

apresentaram valores de sensibilidade bem inferiores.
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Figura 31: Curvas analiticas obtidas com solu¢des-padrao para os quinze compostos

empregando o detector DAD a esquerda e, os trés compostos empregando FL.

Os compostos bisfenol A, 17B-estradiol, 17a-etinilestradiol que puderam ser
determinados tanto por DAD quanto por FL estdo presentes nos dois graficos, sendo
assim, é possivel constatar a maior sensibilidade na determinacéo usando o detector de
fluorescéncia. A Tabela 16 apresenta os coeficientes angulares obtidos nas curvas
analiticas desses compostos usando os dois detectores. Observou-se que os valores
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de sensibilidade obtidos com o FL sao 55, 56 e 57 vezes maiores que aqueles obtidos

por DAD para, respectivamente, comprovando a maior sensibilidade desta técnica.

Tabela 16: Sensibilidade das curvas analiticas dos trés compostos: bisfenol A,
17B-estradiol e 17a-etinilestradiol obtidas por DAD e FL.

Compostos Coeficiente angular (DAD) Coeficiente angular (FL)
bisfenol A 275.048 15.702.600

17p-estradiol 171.785 9.404.600
170-etinilestradiol 162.981 9.128.010

4.2.6. PRECISAO

A precisao do método cromatografico empregado nesse trabalho foi avaliada por
meio da repetibilidade intradia e interdia. A precisao intradia foi representada pela
concordancia entre os resultados de seis medidas sucessivas do método, efetuadas
pelo mesmo analista, sob as mesmas condi¢cdes de analise, no mesmo instrumento, no
mesmo local e no mesmo dia, no intervalo de tempo de horas (Figura 32-a). Ja a
precisdo interdia foi representada pela concordancia entre os resultados de dez
medidas sucessivas, efetuadas pelo mesmo analista, sob as mesmas condi¢bes, no

mesmo instrumento, em trés dias diferentes (Figura 32-b).

Os coeficientes de variagéo foram inferiores a 5 % para 12 dos quinze compostos,
apresentando-se préximos a 15 % apenas para o dibutilftalato, 4-octilfenol e
4-nonilfenol. Esses valores foram considerados suficientes para a analise em solugdes-
padrdo, pois geralmente o valor maximo de CV é definido de acordo com o
procedimento empregado, a concentragdao na amostra, o tipo de matriz e a finalidade do
método. A ANVISA nao admite valores de CV superiores a 5 % para determinacéo de
farmacos em medicamentos (ANVISA, 2003), mas para a determinagcdo destes em
amostras mais complexas como soro, sangue ou plasma é permitido CV de até 15 %
(ANVISA, 2002). Como nao ha uma legislagao especifica para a determinagdo desses
farmacos, bem como os outros compostos abordados nessa dissertacdo, em aguas

superficiais, os limites admitidos para CV pode variar quando se valida o método com
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padrdes ou avalia a precisdo através de uma replicata da mesma amostra de agua
superficial, sendo que os limites de CV devem ser menos rigorosos para esse ultimo,

por se tratar de uma matriz mais complexa.

CV < 15% (ANVISA) CV < 15% (ANVISA)

104

CV (%)

Parac Caf AAS Bisf Estr EE2 Estrona Dietil Levon Diclof Ibupr Prog Dibutil Octil Nonil

Parac Caf AAS Bisf Estr EE2 Estrona Dietil Levon Diclof Ibupr Prog Dibutil Octil Nonil

Figura 32: Repetibilidade dos resultados obtidos para uma solugao-padrdao contendo
5 mg L' de cada um dos quinze compostos expressa por meio do coeficiente de
variagdo (CV) para um numero de (a) seis repeti¢cdes realizadas no mesmo dia e, (b)

dez repeticdes realizadas em trés dias diferentes.

4.2.7. EFICIENCIA DA EXTRAGAO EM FASE SOLIDA

A eficiéncia da extracdo em fase solida foi avaliada por meio de um teste de
recuperacdo com os compostos estudados. Para o célculo da porcentagem de
recuperacao foram preparadas amostras de &agua desionisada enriquecida com
10,0 ug L' de cada um dos onze de quinze compostos estudados: paracetamol,
cafeina, AAS, diclofenaco, ibuprofeno, dibutilftalato, bisfenol A, 173-estradiol, 17a-EE2,
estrona e progesterona. Neste experimento a extragcdo em fase sélida foi feita seguida
da eluicdo dos compostos em cinco aliquotas de dois mililitros de metanol. Cada
aliquota foi analisada separadamente para se verificar o volume de solvente necessario

para eluicdo dos compostos. Foram utilizadas diferentes quantidades da amostra para
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se determinar o volume de “break-through”, ou seja, a capacidade de extragdo do

cartucho de SPE frente aos onze compostos analisados.

Na Figura 33 sdo mostrados os resultados obtidos para o teste de recuperagado em
funcdo dos volumes de amostra e das aliquotas de metanol empregadas para eluigao
dos compostos. Observa-se que algumas substancias foram totalmente eluidas com
apenas quatro mililitros de solvente, como o paracetamol, estrona e ibuprofeno e que
6 mL, ou seja, trés aliquotas de solvente, foram suficientes para remover da fase
extratora todos os analitos de interesse. Nas duas ultimas aliquotas nenhum composto
foi detectado. Sendo assim, todos os procedimentos de extracdo por SPE foram

realizados com, no minimo, 6 mL de metanol para a eluicdo dos compostos.
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paracetamol cafeina AAS bisfenol A 17B-estradiol  17a-EE2 estrona diclofenaco  ibuprofeno  progesterona dibutilftalato

Figura 33: Teste de recuperagdo para onze compostos empregando-se extragdo em
fase solida e determinagcdo cromatografica por HPLC-DAD. As letras a, b, c e d
representam volumes da amostra de 250, 500, 750 e 1000 mL.
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A recuperagcao dos compostos foi calculada por meio da somatéria das
concentracbes determinadas em cada aliquota de metanol. Observa-se que a
porcentagem de recuperagdo dos compostos variou em fungdo dos volumes de
amostra empregados. Para alguns compostos o volume de amostra foi determinante
para se atingir recuperagoes proximas a 100 %. De maneira geral, observou-se que a
recuperacao foi maior em funcdo do aumento do volume de amostra. Porém, para a
cafeina a porcentagem de recuperagéao ficou proxima a 100 % independente do volume
de amostra enquanto que a estrona ndo pode ser extraida com volumes inferiores a
750 mL para esse método proposto. No caso do dibutilftalato observaram-se os valores
mais elevados de recuperagcdo em todos os volumes de amostra, permanecendo dentro
na faixa esperada de 80 a 120 % de recuperagao (INMETRO, 2003).

A eficiéncia da extracdo em fase sélida foi considerada satisfatéria empregando-se
1 L de amostra e, considerando-se que a maioria dos compostos seriam encontrados
em concentragdes inferiores a 10 pg L' nas amostras reais e estes deveriam ser
extraidos e concentrados simultaneamente a partir de uma mesma amostra
empregando-se apenas um procedimento de extragédo e eluicéo, foi adotado o volume
de extragcado de 1 L para todas as amostras extraidas. O teste de recuperagao foi entdo
repetido para este volume de amostra de 4gua desionisada enriquecida com 1,0 ug L™
de cada um dos quinze compostos estudados para se verificar a eficiéncia de extracao
com concentragdes dos analitos mais préximas das reais. A Tabela 17 mostra as
porcentagens de recuperagdo para as duas amostras de 1 L, contendo 10,0 ug L™ e

1,0 ug L™ dos compostos analisados, respectivamente.

A partir dos dados contidos nessa Tabela nota-se que para oito dos onze
compostos analisados no primeiro teste de recuperagéo a porcentagem de recuperagao
variou entre 90 e 110 %. Este resultado é satisfatério considerando-se que estas
substancias pertencem a diferentes classes de compostos. Ja para o segundo teste,
com amostra de concentracdo dos analitos dez vezes menor, a eficiéncia da extracao
diminuiu cerca de 35 % e a porcentagem de recuperacéo variou entre 65 e 85 % para
dez dos quinze compostos analisados nesse teste. Esse comportamento foi esperado
uma vez que a eficiéncia da recuperagcao esta diretamente relacionada com a

concentracido dos analitos na amostra.
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Tabela 17: Porcentagem de recuperacdo dos compostos extraidos por SPE em duas

amostras de 1 L cada enriquecida com 10,0 ug L e 1,0 ug L™ de cada composto.

Recuperacéo (%)

Compostos
10,0 ug L 1,0pug L’

paracetamol 84 35
cafeina 102 74
AAS 108 50
bisfenol A 97 85
17B-estradiol 109 65
17a-etinilestradiol 108 74
estrona 50 72
dietilftalato - 73
levonorgestrel - 72
diclofenaco 101 65
ibuprofeno 108 68
progesterona 96 68
dibutilftalato 121 98
4-octilfenol - 58
4-nonilfenol - 57

O paracetamol apresentou baixa porcentagem de recuperagdo no segundo teste
realizado. Para a cafeina e o dibutilftalato a eficiéncia da extragdo diminuiu cerca de
25 % com a diminuicao da concentragdo dos analitos na amostra. O levonorgestrel e o
dietilftalato foram analisados apenas na amostra menos concentrada e obtiveram
porcentagem de recuperagdo em torno de 70 %. Os dois surfactantes, 4-octilfenol e
4-nonilfenol apresentaram eficiéncia intermediaria no teste de recuperacdo com a

amostra contendo 1 pg L™" dos compostos.
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Essa diferenga na eficiéncia de extracdo para os diferentes compostos se deve ao
fato de se tratar de substancias quimicas muito diferentes e que sofrem interacdes
distintas com o sorvente. A Tabela 18 mostra a classificacdo dessas substancias

analisadas considerando-se aspectos como tipo, fungao organica e classe especifica.

Tabela 18: Classificagcdo dos compostos organicos analisados considerando-se suas

funcdes e caracteristicas estruturais.

Nome Tipo Funcéo orgénica Classe’
Paracetamol Farmaco Amida Acetanilida
Cafeina Farmaco Amida Xantina

AAS Farmaco Acido carboxilico Acido hidroxibenzéico
Ibuprofeno Farmaco Acido carboxilico Fenilpropianato
Diclofenaco Farmaco Acido carboxilico Fenilacetato
17a-etinilestradiol Esteroide Diol Norpregnantrieno
17B-estradiol Esterdide Diol Estreno

Estrona Esterodide Cetona Estreno
Levonorgestrel Esterodide Cetona Norpregneno
Progesterona Esteroide Cetona Pregnenodiona
Dietilftalato Plastificante Ester Ftalato
Dibutilftalato Plastificante Ester Ftalato

Bisfenol A Plastificante Fenol Bisfenol
4-Octilfenol Surfactante Fenol Alquilfenol
4-Nonilfenol Surfactante Fenol Alquilfenol

a Classe hierarquica com relagéo ao sistema de classificacdo MeSH.(NLM, 2006).
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4.3. TERCEIRA ETAPA: CAMPANHAS AMOSTRAIS

Para a determinacdo dos quinze compostos nas matrizes aquaticas, foram
cuidadosamente empregadas trés etapas importantes que garantiram o sucesso da
analise: (1) coleta e preservagdo da amostra, (2) extragdo e concentragéo dos analitos,
(3) separacdo e determinacdo dos compostos usando HPLC-DAD/FL. As quatro
campanhas realizadas, duas no periodo de estiagem e duas no periodo de cheia dos
rios contribuiram para o estudo da influéncia da sazonalidade na concentragdo dos

compostos nos corpos d’agua.

4.3.1. FARMACOS

Foram analisados nesse trabalho, quatro farmacos: paracetamol, AAS, diclofenaco
e ibuprofeno em dez diferentes locais de coleta e em quatro campanhas amostrais.
Nesses corpos d’agua houve baixa incidéncia dos compostos dessa classe, quando
comparados aos demais compostos estudados, com excecao do ribeirdo Anhumas

onde foram detectados trés dos quatro farmacos analisados.

O ibuprofeno nao foi detectado em nenhuma amostra em concentragdes acima de
51 ng L™, a qual corresponde ao limite de deteccdo do método empregado nesse
trabalho para analise desse composto em 1 litro de amostra, o que ja era esperado por
se tratar de um farmaco pouco consumido no Brasil. Em paises como Alemanha,
Finlandia e Suica, as concentracdes detectadas nos rios estdo entre 0,6 e 37 ng L™,
inferiores ao LD estabelecido (Ternes, 2001; Weigel et al., 2002; Lindqvist et al., 2005;
Marin et al., 2005). Ja no rio Tyne na Inglaterra s&o detectados concentragdes mais

elevadas de ibuprofeno, proximas a 600 ng L™ (Roberts e Thomas, 2006).

O diclofenaco foi determinado apenas nas amostras dos ribeirbes Pinheiros e
Anhumas durante a quarta campanha amostral em concentragdes de 96 e 115 ng L
respectivamente. O LD estabelecido para esse farmaco foi de 13 ng L™" para o volume
de 1 L de amostra. Concentragdes semelhantes aquelas encontradas em rios da

Alemanha (Ternes, 1998; Ternes, 2001). Porém, na Finlandia e na Austria as
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concentracdes em rios ndo ultrapassam 35,5 ng L™ (Lindquist et al., 2005; Ahrer et al.,
2001).

Em junho de 1997, foram monitorados durante seis dias a ocorréncia de onze
farmacos, incluindo o ibuprofeno e diclofenaco, no rio Paraiba do Sul (RJ). Nesse
periodo de estiagem, foram determinadas concentragdes de diclofenaco entre
10 e 60 ng L, mas o ibuprofeno ndo foi detectado em nenhuma das amostras
analisadas em concentracdo superior ao limite de deteccdo que, para esse caso foi

estabelecido em 10 ng L™ (Ternes, 1999).

O paracetamol foi encontrado nos periodos de estiagem em amostras do ribeirdo
Anhumas em concentragdes de 13.440 e 280 ng L', nas segunda e terceira
campanhas, respectivamente. Essas sdo concentragdes similares aquelas detectadas
em estagbes de tratamento de esgoto de paises como EUA, Inglaterra e Alemanha
(Kolpin et al., 2002; Glassmeyer et al., 2005; Roberts e Thomas, 2006; Bound e
Voulvoulis, 2006; Ternes, 1998). Nas demais amostras, esse farmaco nao foi
encontrado em concentragdes maiores que o limite de deteccdo que foi estabelecido

em 33 ng L™ para o volume de 1 L de amostra.

Diferente do paracetamol, o AAS foi determinado no ribeirdo Anhumas nas quatro
campanhas amostrais. As concentragdes variaram significativamente com o aumento
no volume das chuvas. Nas duas campanhas realizadas no periodo de estiagem as
concentragbes de paracetamol no ribeirdo Anhumas foram de 20.960 e 12.212 ng L
nas segunda e terceira campanhas, respectivamente. Com o aumento do volume dos
rios essas concentracdes diminuiram para 476 e 619 ng L™, durante a primeira e quarta
campanhas, realizadas nos meses de margco de 2006 e janeiro de 2007. Além do
ribeirdo Anhumas, o AAS foi determinado na amostra do rio Jundiai durante a
campanha realizada em junho de 2006 em concentragdo igual a 567 ng L™, e no
ribeirdo Pinheiros na quarta campanha em concentragdo de 1.036 ng L. Na Alemanha
a concentracdo maxima encontrada em rios foi de 340 ng L™ de acordo com Ternes
(1998). O AAS é um composto faciimente biodegradado no meio aquatico e a presenca
dele em amostras como as do ribeirdo Anhumas, refor¢a o estagio de degradacgao que

se encontra esse corpo d’agua que é agravado pelo aporte constante de esgoto
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doméstico ao longo de seu curso. O limite de detecgao para a analise desse composto

em 1 litro de amostra foi de 49 ng L™

A presenga de farmacos em aguas naturais tem sido atribuida ao langamento de
efluentes de estagbes de tratamento de esgotos e do proprio esgoto doméstico bruto
que sao lancados diariamente e em grande volume ao longo dos cursos d'agua
(Ternes, 1998; Hirsch et al., 1999; Jones et al., 2002). O aporte de esgoto doméstico &,
praticamente, constante ao longo do ano. Porém, no periodo de menor pluviosidade as
concentracbes de compostos oriundos da atividade antrépica aumentam devido a

auséncia do efeito de diluigdo promovido pela alta pluviosidade predominante no verao.

4.3.2. CAFEINA

A cafeina é considerada uns dos principais indicadores no aporte de espécies
antropicas em sistemas aquaticos naturais (Siegener e Chen, 2002). A presenca deste
composto esta relacionada diretamente com o despejo de esgoto doméstico ndo tratado
nessas matrizes, o que indica o elevado nivel de degradacédo em que se encontram os
rios da RMC. As concentra¢des de cafeina nos dez locais de amostragem durante as
quatro campanhas estdo mostradas na Tabela 19 juntamente com a estimativa desvio

padrao (s) obtida nas replicatas feitas na quarta campanha.

A cafeina foi encontrada em todos os pontos amostrais e mostrou-se presente
tanto no periodo de maior pluviosidade, como no periodo de estiagem. As maiores
concentragbes foram verificadas nas segunda e terceira campanhas. Concentragdes
inferiores ao LD, estabelecido em 0,01 ug L™ para o volume de 1 L de amostra, foram
determinadas apenas na quarta campanha e somente nas amostras do rio Atibaia nos
pontos P7 e P8, referentes a Represa de Salto Grande e, préximo a sua foz, no rio
Piracicaba. Concentragdes bastante elevadas foram encontradas nas amostras
coletadas no Ribeirdo Anhumas. Este corpo d’agua caracteriza-se por receber elevada
quantidade de efluentes provenientes diretamente da regido mais densamente
urbanizada, respondendo pela maior carga organica pontual langada na bacia do rio

Atibaia. A Figura 34 mostra a variacdo na concentracdo de cafeina que ocorreu nas
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amostras entre a terceira e quarta campanhas, realizadas em periodos de baixa e alta

vazao dos rios, respectivamente.

Tabela 19: Concentragdo de cafeina, em ug L™, determinada nas amostras durante as

quatro campanhas de amostragem.

a a a a
Pontos de amostragem 12 campanha 2° campanha 3° campanha 4% campanha

margo/06 jun/06 ago/06 Jjan/07 (s)

P1  Rio Atibaia / Atibaia 0,2 3,3 2,1 0,4 (+/-0,2)
P2  Rio Atibaia / Sousas - 3,8 1,3 0,3 (+/-0,1)
P3  Ribeirdo Pinheiros - 9,6 3,6 0,6 (+/-0,2)
P4  Rio Atibaia / captagao 0,7 55 1,8 0,6 (+/-0,2)
P5 Ribeirdo Anhumas 3,3 127 73,9 5,8 (+/- 0,6)
P6  Rio Atibaia / Paulinia 0,3 16,9 6,9 4,8 (+/-0,8)
P7 Rio Atibaia / Represa - - 0,7 <LD?

P8  Rio Atibaia / Foz - - 2,2 <LD®

P9  Rio Capivari 0,5 16,9 7,2 1,1 (+/-0,4)
P10 Rio Jundiai 2,0 231 10,5 0,8 (+/-0,3)

2 LD: limite de detecgao para cafeina igual a 0,01 g L™, (-): ndo analisado.

Os pontos de amostragem localizados no rio Atibaia, na cidade de Atibaia (P1), e
no inicio da cidade da Campinas (P2), apresentaram baixa contaminacao por cafeina.
Porém observou-se que o ribeirdo Pinheiros (P3), que é um afluente direto do rio
Atibaia, provoca um aumento na concentragcado de cafeina neste corpo préximo ao local
de captacédo de agua da SANASA (P4), quando se compara as concentragdes obtidas
no ponto P2 localizado no rio Atibaia a montante da afluéncia do ribeirdo Pinheiros com
o ponto P4. Entretanto, apds atravessar a cidade de Campinas, observa-se um
aumento na concentragdo desta substancia no ponto de amostragem P6 localizado na
cidade de Paulinia, principalmente durante as campanhas realizadas no periodo de
estiagem. Este local localizado a jusante da cidade de Campinas e do aporte do ribeirdo
Anhumas recebe grande volume de esgoto ao atravessar o municipio campineiro. Nos
rios Jundiai e Capivari também foram observadas concentra¢des elevadas de cafeina,

e de maneira geral, maiores que aquelas encontradas ao longo de todo rio Atibaia.
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Figura 34: Mapa referente a UGRHI 5 onde estdo inseridos os rios em estudo e as
concentracdes de cafeina presentes nos dez pontos amostrais determinadas na terceira

campanha (barra vermelha) e quarta campanha (barra verde).

Em um trabalho realizado em rios da cidade de Miami, nos Estados Unidos,
Gardinali e Zhao (2002), encontraram concentracdes de cafeina entre 6 e 41 ng L.
Estes valores sdo muito inferiores aos encontrados nos rios da RMC. Esta diferenca
pode ser explicada com base na situagao dos servigos de agua e esgoto em ambos os
paises. Nos Estados Unidos, a grande maioria do esgoto doméstico produzido é
tratado, enquanto que o Brasil ainda enfrenta problemas relacionados ao langcamento
de esgotos nos sistemas aquaticos naturais. Na RMC apenas 15% do esgoto coletado
recebem tratamento (IBGE, 2002). Os niveis de concentragdo encontrados para a
cafeina nas aguas superficiais da RMC, na faixa de 0,2 a 127,1 uyg L™, sdo compativeis
aos teores determinados em amostras de esgoto na Alemanha, com valores médios de
54,7 ug L' (Weigel et al., 2004).
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4.3.3. INTERFERENTES ENDOCRINOS

Considerando-se as 34 amostras coletadas referentes aos dez locais de coleta e
as quatro campanhas amostrais, em 94 % das amostras foram determinadas
substancias quimicas consideradas interferentes enddcrinos. Este resultado € bastante
similar ao encontrado em estudos realizados pelo centro de pesquisas geoldgicas dos
Estados Unidos (USGS) que avaliaram a presenca de 95 compostos em 139 corpos de
agua encontrando tragos de substédncias emergentes em 80 % das amostras
(Kolpin et al., 2002). Mais do que isso, estes resultados mostram a relevancia dos dez
compostos classificados como interferentes enddcrinos selecionados no presente
trabalho quanto a possibilidade de serem encontrados em aguas naturais. Dentre eles,
mais do que um foi determinado em 56 % das amostras. Oito substancias quimicas
foram detectadas ao menos uma vez nas amostras. Sao elas, dibutilftalato, bisfenol A,
17B-estradiol, 17a-EE2, progesterona, levonorgestrel, 4-octilfenol e 4-nonilfenol. Destes,
os trés primeiros foram determinados em todas as campanhas realizadas, enquanto
que o 17a0-EE2 ndo foi determinado na terceira campanha e esteve presente em
apenas 5 das 34 amostras analisadas. Ja os quatro ultimos foram determinados apenas
na quarta campanha, realizada em janeiro de 2007. O dietilftalato e a estrona ndo foram
detectados nas amostras em concentragdes superiores aos seus limites de deteccao

que foram estabelecidos em 33 e 16 ng L™ para cada um, respectivamente.

Dentre os trés compostos dessa classe mais frequentemente detectados nas 34
amostras, o dibutilftalato foi encontrado em maior numero de vezes (94 %) seguido do
bisfenol A que apareceu em 56 % das amostras e do 173-estradiol que foi determinado
em 35 % das amostras. As concentragcbes dos quatro compostos mais frequentemente
determinados nas amostras, incluindo a cafeina também detectada em 94 % delas, séo
mostradas na Figura 35 onde se observa que as concentragdes dos cinco compostos
variaram em até quatro ordens de magnitude. A menor variabilidade foi verificada para
o dibutilftalato, cujas concentragdes médias e medianas foram de 9.342 e 7.414 ng L™,
respectivamente. Ao contrario do comportamento observado para o dibutilftalato, os
demais compostos mostrados nessa Figura apresentaram uma grande variabilidade

dos resultados. As concentracdes de bisfenol A variaram de 139 a 11.725 ng L™,
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enquanto que para o 17B-estradiol foram detectados valores minimos e maximos de
106 e 6.806 ng L™, respectivamente. No caso da cafeina, os niveis determinados
variaram entre 247 e 127.092 ng L. Vethaak e colaboradores (2005) realizaram um
estudo sobre a ocorréncia de interferentes enddcrinos em diversas matrizes ambientais
e verificaram que a concentragcdo de alguns interferentes enddcrinos variou em até
duas ordens de magnitude.
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Figura 35: Concentragdo dos quatro compostos determinados com mais frequéncia nos
rios estudados em todas as campanhas amostrais. A média aritmética € representada
pelo circulo. As linhas horizontais da caixa representam 25, 50 (mediana) e 75 % dos
valores; barras de erro indicam 5 e 95 %; (X) expressa 1 e 99 % e (-) corresponde aos

valores maximos e minimos, n indica o numero de determinag¢des para cada composto.

As concentragdes de dibutilftalato nos dez locais de amostragem e nas quatro
campanhas estdo mostradas na Tabela 20, onde se nota que o composto foi
encontrado em quase todos os pontos amostrais e em todas as campanhas, com
excecao das amostras referentes aos pontos P7 e P8, localizados em Americana.
A estimativa do desvio padrdao (s) das replicatas realizadas na quarta campanha

também estio indicados entre parénteses nessa tabela.
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Tabela 20: Concentracdo de dibutilftalato (ug L) encontrada durante as quatro

campanhas de amostragem.

a a a a
Pontos de amostragem 1 campanha 2° campanha 3 campanha 4% campanha

margo/06 jun/06 ago/06 Jjan/07 (s)
P1  Rio Atibaia / Atibaia 2,8 13,1 1,3 3,2 (+/- 0,6)
P2  Rio Atibaia / Sousas - 17,6 <LD*® 2,4 (+/-0,5)
P3  Ribeirdo Pinheiros - 25,9 54 3,8 (+/-0,3)
P4  Rio Atibaia / captagdo 2,6 22,3 <LD? 2,9 (+/-0,7)
P5  Ribeirdo Anhumas 10,4 33,1 7,1 4,3 (+/-0,2)
P6  Rio Atibaia / Paulinia 9,6 19,4 7,7 3,5 (+/-0,8)
P7  Rio Atibaia / Represa - - 4,0 2,0 (+/-0,3)
P8  Rio Atibaia/ Foz - - 4,9 1,8 (+/- 0,3)
P9  Rio Capivari 3,8 15,5 3,6 5,5 (+/- 0,8)
P10 Rio Jundiai 7,7 13,9 3,6 8,8 (+/-1,2)

2 LD: limite de deteccéo para dibutilftalato igual a 0,03 pug L™, (-): ndo analisado.

Maiores concentragdes do composto foram determinadas na segunda campanha
amostral, realizada durante o periodo de estiagem. Como mostrado no grafico de
precipitacdo umida diaria da Figura 7, na data que foi realizada a segunda campanha
havia um periodo de estiagem de cerca de 50 dias. Ja antes da terceira campanha,
esse periodo sem chuvas foi de apenas 10 dias, pois eventos de chuvas em alguns
dias isolados, por menor que foram, favoreceram a diminuicdo da concentracdo dos

compostos quando comparado aquelas determinadas na campanha anterior.

Além disso, ndo houve grande variagdo na concentracao do dibutilftalato entre as
amostras de uma mesma campanha. Este € um composto persistente no ambiente e
seu aporte para sistemas de agua doce pode ocorrer por meio de diversas fontes,
dentre elas o descarte de lixos e esgotos doméstico e industrial e o langamento direto

de efluentes industriais (Birkett e Lester, 2003).

Essas concentragbes de dibutilftalato sdo cerca de 10 vezes maiores do que
aquelas encontradas em rios da Africa do Sul (Fatoki e Noma, 2002) e em efluentes de

ETE da Inglaterra (Oliver et al., 2005). E, apesar de nesses locais também terem sido
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detectados concentragdes de dietilftalato proximas as do dibutilftalato, este ultimo nao
foi determinado nos rios da RMC em concentragdes superiores a 33 ng L (LD para o

volume de 1 L de amostra analisada).

As concentragbes de bisfenol A nos dez locais de amostragem e nas quatro
campanhas estdo mostradas na Tabela 21, juntamente com a estimativa desvio padrao

(s) obtida nas replicatas feitas na quarta campanha.

Observa-se que o bisfenol A foi determinado, em concentragdes mais elevadas,
apenas nas amostras referentes ao periodo de estiagem, refletindo mais uma vez a
influéncia do aporte de esgoto. Foram determinadas concentracbes extremamente
elevadas de bisfenol A nas amostras do ribeirdao Anhumas, principalmente na quarta
campanha amostral (13.016 ng L™') onde as concentracdes deste composto nas demais
amostras estiveram abaixo de 650 ng L. Verificou-se também que o rio Atibaia, na
cidade de Paulinia (P6) é diretamente influenciado pelas altas concentragdes do

ribeirdo Anhumas, além de estar a jusante de um grande pdlo industrial.

Tabela 21: Concentracdo de bisfenol A (ng L) nas amostras durante as quatro

campanhas de amostragem.

a a a a
Pontos de amostragem 1% campanha 2°campanha 3° campanha 4% campanha

margo/06 jun/06 ago/06 Jjan/07 (s)

P1 Rio Atibaia / Atibaia <LD*® <LD*® <LD*® <LD*®
P2  Rio Atibaia / Sousas - <LD? <LD? <LD?
P3  Ribeirdo Pinheiros - 11.725 6.718 204 (+/- 50)
P4  Rio Atibaia / captacdo <LD? 844 <LD? <LQ®
P5  Ribeirdo Anhumas 808 8.002 10.518 13.016 (+/-360)
P6  Rio Atibaia / Paulinia 231 1.005 1.889 632 (+/- 24)
P7 Rio Atibaia / Represa - - <LD*® <LD*®
P8  Rio Atibaia/ Foz - - <LD?® <LD®
P9  Rio Capivari 257 8.241 641 139 (+/- 73)
P10 Rio Jundiai 1.006 2.660 932 <LQ°®

2 LD: limite de detecgao para bisfenol A igual a 38 ng L, b LQ: limite de quantificagéo para o bisfenol A

igual a 128 ng LT, (-): ndo analisado.
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Nas amostras do rio Atibaia / captacdo e do rio Jundiai, foram detectadas a
presenca de bisfenol A na quarta campanha, porém estas estavam entre o limite de
quantificagdo (LQ = 128 ng L™") e limite de detecgdo do método (LD = 38 ng L™). O
bisfenol A é um composto empregado em diversas atividades industriais atuando como
constituinte de varias resinas epoxi. No ambiente, este composto apresenta uma
elevada persisténcia. Os valores determinados em rios da RMC sdo muito superiores
aos comumente descritos na literatura. Suzuki e colaboradores (2004) determinaram
concentracdes maximas de 230 ng L' no rio Tama do Japdo e Heisterkamp e
colaboradores (2004) detectaram valores ainda menores, cerca de 40 ng L™, no rio
Bilina na Alemanha. Em amostras de efluentes de estagbes de tratamento de esgoto

detectaram concentragdes entre 85 e 28.000 ng L™.

O 17B-estradiol foi detectado em 12 das 34 amostras analisadas nesse trabalho. A
Tabela 22 mostra as concentracbes desse esterdide determinadas nas amostras
durante as quatro campanhas, juntamente com a estimativa desvio padrao (s) obtida na

quarta campanha e considerando o LD de 45 ng L™ para a andlise de 1 L de amostra,.

Tabela 22: Concentracdo de 17B-estradiol (ng L") nas amostras durante as quatro

campanhas de amostragem.

a a a a
Pontos de amostragem 12 campanha 2° campanha 3° campanha 4% campanha

margo/06 Jjun/06 ago/06 Jjan/07 (s)

P1 Rio Atibaia / Atibaia <LD?® <LD? <LD? <LD?
P2  Rio Atibaia / Sousas - <LD? <LD? <LD?
P3 Ribeirdo Pinheiros - <LD® <LD*® 354 (+/- 29)
P4  Rio Atibaia / captacgéo <LD?® <LD?® <LD? 106 (+/- 6)
P5 Ribeirdo Anhumas 464 6.806 2.273 1.313 (+/- 18)
P6 Rio Atibaia / Paulinia <LD*® <LD® <LD*® 319 (+/- 43)
P7  Rio Atibaia / Represa - - <LD? <LD?
P8 Rio Atibaia / Foz - - <LD?® <LD?®

P9 Rio Capivari <LD? <LD? <LD? 252 (+/- 81)
P10 Rio Jundiai 779 4.325 1.912 456 (+/- 111)

2 LD: limite de detecg&o para 17B-estradiol igual a 45 ng L™, (-): ndo analisado.
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Esse estrogénio natural foi determinado em todas as campanhas no ribeirdo
Anhumas e no rio Jundiai. As concentragdes variaram significativamente, sendo mais
elevadas nos periodos de estiagem evidenciando a impacto de ambos os corpos de
agua em fungao da atividade antropica, em especial, do aporte de esgoto doméstico.
Além desses dois, outros quatro locais amostrados na quarta campanha apresentaram
concentragdes de 17B-estradiol entre 106 e 456 ng L™". Foram eles: o ribeirdo Pinheiros,
o rio Capivari e o rio Atibaia nos pontos P4 e P6, em Campinas e Paulinia,
respectivamente. Essas sdo concentragcdes extremamente elevadas quando comparada
aquelas encontradas em aguas superficiais de paises como EUA, Alemanha, Holanda,
Inglaterra e Franga onde sdo detectadas concentracdes maximas de 7,1 ng L™". Mesmo
nas ETE desses paises e outros como Australia, Italia, Portugal e China, as
concentragdes ndo ultrapassam 225 ng L™ no esgoto bruto (Dorabawila e Gupta, 2005;
Kolodziej et al., 2004; Kuch e Ballschmiter, 2001; Belfroid et al., 1999; Xiao et al., 2001,
Jiang et al., 2005; Cargouet et al., 2004; Braga et al., 2005; Johnson et al., 2000;
Mauricio et al., 2006; Wang et al., 2005). O mesmo acontece com a concentragéo de
estrona, outro esterdide natural analisado nesse trabalho, o qual n&o foi detectado nos

rios da RMC em concentracdes superiores ao LD estabelecido em 16 ng L.

O 17B-estradiol € um estrogénio pertencente a classe dos estrenos. Juntamente
com o estriol e 0 estreno, sdo considerados uns dos principais hormdnios produzidos no
corpo humano, exercendo papel fundamental no controle do ciclo mestrual em conjunto
com a progesterona. Sua presenca em aguas naturais € um forte indicio da

contaminacgao pelo aporte de esgoto doméstico (Desbrow, 1998).

Ja a progesterona foi detectada apenas na quarta campanha nas amostras do
ribeirdo Anhumas e rio Capivari em concentracdes de 195 e 87 ng L, respectivamente,
que sao proximas a detectada em ETE dos EUA por Wolpin e colaboradores (2002)
onde a concentragdo média foi de 110 ng L. O limite de deteccdo para esse hormdnio

foi de 19 ng L™ para analise de 1 L de amostra.

O 17a-etinilestradiol € um horménio sintético utilizado principalmente em
medicamentos anticoncepcionais. No corpo humano, apenas 15 % da substéncia é

metabolizada enquanto que o restante é eliminado pela urina. Devido a esta
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caracteristica, o 17a-EE2 também é considerado um indicador da contaminacéao fecal.
Belfroid e colaboradores (1999) encontraram concentracbes médias 17a-EE2 de
4,3 ng L em aguas superficiais de Amsterdam, na Holanda. Aqui no Brasil, nesse
trabalho realizado nos rios da RMC as concentracbes foram na faixa de 106 e
4.390 ng L. Mas ele foi encontrado em concentragdes superiores ao LD estabelecido
em 16 ng L™, em apenas cinco amostras sendo apenas uma no periodo de estiagem
(Tabela 23). Assim como o 17@-estradiol, o 170-EE2 é encontrado em aguas
superficiais de paises como Alemanha, Holanda e Franga em concentracdes entre 0,1 e
51 ng L', e em efluentes de ETE em concentragdes maximas de 17 ng L
(Kuch e Ballschmiter, 2001; Belfroid et al., 1999; Cargouet et al., 2004).

Tabela 23: Concentracdo de 17a-etinilestradiol (ng L™') nas amostras durante as quatro

campanhas de amostragem.

a a a a
Pontos de amostragem 1% campanha 2°campanha 3° campanha 4% campanha

margo/06 jun/06 ago/06 Jjan/07 (s)
P1 Rio Atibaia / Atibaia <LD? <LD? <LD? <LD?
P2  Rio Atibaia / Sousas - <LD? <LD? <LD?
P3  Ribeirdo Pinheiros - <LD? <LD? <LD?
P4  Rio Atibaia / captagéo <LD? <LD? <LD? <LD®
P5 Ribeirdo Anhumas 981 4.390 <LD*® <LD®
P6 Rio Atibaia / Paulinia <LD? <LD? <LD? <LD?
P7 Rio Atibaia / Represa - - <LD*® <LD®
P8 Rio Atibaia / Foz - - <LD? <LD?
P9  Rio Capivari 337 <LD?® <LD?® 501 (+/- 33)
P10 Rio Jundiai 725 <LD® <LD? <LD?

2| D: limite de detecgao para 17B-estradiol igual a 16 ng L™, (-): ndo analisado.

Além desses compostos, o levonorgestrel foi determinado em apenas duas
amostras da quarta campanha. No ribeirdo Pinheiros em concentragdo de 663 ng L"e
no rio Jundiai em concentragdo de 641 ng L. O limite de deteccdo do método
empregado nesse trabalho para a analise desse composto em 1 L de amostra foi de
19 ng L™". O rio Jundiai também apresentou concentracdes de 4-octilfenol e 4-nonilfenol

de 1.029 e 218 ng L, respectivamente. O 4-octilfenol é considerado como um dos
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alquilfendis mais toéxicos e a concentragdo maxima detectada em estagdes de
tratamento de esgoto dos EUA foi trés vezes menor que a encontrada no rio Jundiai,
cerca de 360 ng L™ (Glassmeyer et al., 2005). Os demais corpos d’aguas estudados
nao apresentaram concentragdes desses alquifendis acima do limite de detecgao

estabelecido em 20 e 17 ng L' para o 4-octilfenol e 4-nonilfenol, respectivamente.

4.3.4. OUTROS PARAMETROS DOS RIOS DA RMC

O Carbono Orgénico Total (TOC) foi analisado para todas as amostras durante as
quatro campanhas amostrais. A Tabela 24 mostra os valores obtidos, onde se observa
que concentracbes mais elevadas foram obtidas nas amostras do ribeirdo Anhumas
(entre 7,7 e 43,6 mg C L"), sendo que para as demais amostras as concentragdes de

TOC variaram entre 2,7 e 9,1mg C L™,

Tabela 24: Carbono Organico Total (TOC) (valores em mg C L") nas amostras

analisadas nas campanhas amostrais.

a a a a
Pontos de amostragem 12 campanha 2° campanha 3° campanha 4% campanha

margo/06 Jjun/06 ago/06 jan/07
P1  Rio Atibaia / Atibaia 5,4 2,7 3,0 57
P2  Rio Atibaia / Sousas - 49 3,4 55
P3  Ribeirdo Pinheiros - 21,3 6,6 59
P4  Rio Atibaia / captagao 4,5 57 3.1 5,6
P5  Ribeirdo Anhumas 7,7 43,6 13,8 10,2
P6  Rio Atibaia / Paulinia 6,7 3,5 3,6 6,4
P7  Rio Atibaia / Represa - - 9,1 5,8
P8 Rio Atibaia / Foz - - 41 6,5
P9  Rio Capivari 5,2 2,8 4.1 7,4
P10 Rio Jundiai 7,0 7,8 8,0 59

(-): n&o analisado.
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Durante as coletas da quarta campanha amostral, realizadas em trés dias
consecutivos e no periodo da manha, foram medidos alguns parédmetros fisico-quimicos
das amostras coletadas. As medidas foram realizadas in situ e os dados referentes a

temperatura, pH, condutividade e oxigénio dissolvido estdo apresentados na Tabela 25.

Tabela 25: Parametros fisico-quimicos das amostras medidas in situ durante as coletas

da quarta campanha amostral, realizada em janeiro de 2007.

Pontos de amostragem Temperatura pH Condutivigade 0, disso{yido
(%) (uS cm™) (mg L")
P1  Rio Atibaia / Atibaia 22,4 6,7 61 54
P2  Rio Atibaia / Sousas 24,4 7.4 79 7,0
P3  Ribeirdo Pinheiros 22,9 7,2 241 29
P4  Rio Atibaia / captacao 241 7,4 91 58
P5 Ribeirao Anhumas 23,1 7.1 133 1,9
P6  Rio Atibaia / Paulinia 23,7 75 225 5,8
P7  Rio Atibaia / Represa 25,5 7,3 126 3,1
P8  Rio Atibaia / Foz 254 7,2 125 3,0
P9  Rio Capivari 23,8 71 157 5,7
P10 Rio Jundiai 24,6 7,2 163 6,1

A Tabela 25 mostrou alguns parametros fisico-quimicos das amostras em um
periodo de alta pluviosidade, o que provoca um ambiente de cheia dos rios. De maneira
geral, nessas condicdes, a temperatura dos corpos d’agua oscilou entre 22,4 e 25,5 °C,
o pH variou entre 6,7 e 7,5. O maior valor de condutividade foi obtido para amostra do
ribeirdo Pinheiros (241 pS cm™), seguida do rio Atibaia / Paulinia (225 pS cm™).
As demais amostras apresentaram condutividade entre 61 e 163 uS cm™', sendo que os
menores valores foram detectados para as amostras do rio Atibaia localizadas a
montante da cidade de Campinas (P1, P2 e P4). O oxigénio dissolvido variou
significativamente entre as amostras desde 1,9 mg L™ para o ribeirdo Anhumas até

7,0 mg L™ de O, para o ponto amostral P2, referente ao rio Atibaia / Sousas.
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Os dados de condutividade e oxigénio dissolvido foram similares com os
registrados pela CETESB no seu Relatério de Qualidade das Aguas Interiores do
Estado de Sao Paulo de 2006.

O rio Atibaia, ao longo do seu curso, apresentou variagdo na concentracéo de
oxigénio dissolvido entre 5,4 e 7,0 mg L de O, desde a cidade de Atibaia (P1) até
Paulinia (P6). Ja na cidade de Americana foram determinados valores de
aproximadamente 3 mg L™ de O, nos dois locais de coleta. A diminuicdo na qualidade
da agua também pode ser verificada pelo aumento no valor de condutividade das

amostras localizadas a jusante da cidade de Campinas.

Com relagdo a presenca dos contaminantes emergentes estudados nesse
trabalho, observou-se uma tendéncia no aumento do numero desses compostos
presentes ao longo do rio. Nos dois primeiros pontos de coleta, na estagcado de captacao
de agua do municipio de Atibaia (SAAE) e no ponto P2 em Campinas, na divisa com o
municipio de Valinhos, foram determinados apenas cafeina e dibutilftalato. A
aproximadamente dois quildbmetros do segundo ponto tem-se o terceiro local de
amostragem ao longo do rio Atibaia (P4), na estagdo de captagédo de agua do municipio
de Campinas. Neste local foram detectados mais dois compostos, o bisfenol A e o
17B-estradiol. O ribeirao Pinheiros, tributario do rio Atibaia, localizado a jusante do P2 e
a montante deste ponto possivelmente contribui para a degradacdo da qualidade da
agua do rio Atibaia, ja que é um corpo d’agua Classe 3 (CONAMA 357/05) e recebe
grande parte da carga organica poluidora dos municipios de Valinhos e Vinhedo.
Segundo a CETESB, o ribeirdo Pinheiros também contribui para elevados valores de
fésforo e Coliformes termotolerantes presentes neste local, que na maior parte dos
meses de 2006 foram encontrados em concentragdes que ultrapassaram o limite

estabelecido para a Classe 2, segunda a Resolugdo CONAMA 357/05.

O ribeirao Pinheiros apresentou elevada condutividade e baixos valores de
oxigénio dissolvido, 241 pS cm™ e 2,9 mg L™ de O,, respectivamente. Nesse trabalho
foram encontrados cafeina, dibutilftalato e bisfenol A em todas as campanhas
amostrais, além de terem sido detectados, na quarta campanha, 17B-estradiol,

levonorgestrel, diclofenaco e AAS.
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O préximo ponto amostral do rio Atibaia, se encontra a jusante do municipio de
Campinas, sob a ponte da rodovia SP332 em Paulinia. Este local € importante, pois
avalia o impacto causado no corpo d’agua apds atravessar uma cidade como
Campinas, e, além disso, recebe o aporte do ribeirdo Anhumas altamente impactado.
Neste ponto também foram encontrados os mesmos quatro compostos presentes
proximo a captacdo da SANASA, cafeina, dibutilftalato, 17B-estradiol e bisfenol A.
Porém, este ultimo composto, que foi detectado apenas na época de estiagem no P4,
esteve presente em todas as campanhas amostrais neste ponto, assim como a cafeina

e o dibutilftalato. Apenas o 17B-estradiol foi detectado somente na ultima campanha.

Segundo a CETESB em seu Relatério de qualidade das aguas interiores no
Estado de SP de 2006, houve um melhora na qualidade da agua do rio Atibaia
destinada ao abastecimento publico, porém a média anual para esse ano foi
considerada regular no ponto de captagao de agua da SANASA. Ja no ponto a jusante
da cidade de Campinas, o indice médio foi considerado ruim. Com relagdo a
preservagao da vida aquatica esse relatorio aponta piora na qualidade da agua apoés

atravessar a cidade.

Os dois pontos estudados no municipio de Americana foram na Represa de Salto
Grande (P7), com as aguas provenientes do rio Atibaia e, proximo a sua afluéncia com
o rio Jaguari, onde juntos formam o rio Piracicaba, a jusante da represa (P8). Estes dois
pontos foram avaliados apenas nas terceira e quarta campanhas, realizadas nos
periodos de seca e cheia, respectivamente. Nessas amostras foram determinadas
concentragbes de dibutilftalato nas duas campanhas, porém, inferiores aquelas
encontradas nos trés pontos localizados em Campinas, mas ainda assim, foram
maiores que aquelas determinadas no municipio de Atibaia, no primeiro ponto amostral.
Apesar de ser um composto persistente, o periodo em que permanecem na represa,
além do efeito de diluicdo, devido ao acumulo de grande volume de agua, podem sofrer
fotodegradacao, diminuindo assim a concentragao deles no meio. Além do dibutilfalato,
a cafeina foi determinada tanto na represa como no P8, durante a campanha realizada
no periodo de seca. As concentragdes foram as menores detectadas ao longo de todo o
rio (Figura 34), o que pode ser atribuido dentre outros motivos, a facilidade de

biodegradagao deste composto.
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O ribeirao Anhumas foi o corpo d’agua mais impactado dentre os cinco analisados
nesse trabalho. Nele foram encontrados nove dos quinze compostos de interesse
sendo que, cinco deles (a cafeina, o dibutilftalato, o bisfenol A, o 17B-estradiol e o
AAS), estiveram presentes em todas as quatro campanhas amostrais. Ja o

17a-etinilestradiol e o paracetamol foram detectados em apenas duas campanhas.

O rio Capivari é classificado como Classe 4 no local de amostragem desse
trabalho que é préximo ao local onde a SANASA faz a captagdo da agua para
abastecimento dos moradores da zona oeste de Campinas, cerca de 5 % da populacao
do municipio. Neste local foram encontrados seis dos quinze compostos de interesse,
sendo que a cafeina, o dibutilftalato e o bisfenol A foram determinados nas quatro
campanhas; o 17a-etinilestradiol foi determinado nas duas campanhas realizadas no
periodo de cheia; e o 17B-estradiol e a progesterona foram detectados apenas na

ultima campanha, também no periodo de elevada vazao dos rios.

No rio Jundiai, foram encontrados nove dos quinze compostos estudados, porém,
diferente do ribeirdo Anhumas, apenas a cafeina, o dibutilftalato e o 173-estradiol foram
determinados nas quatro campanhas; o bisfenol A foi encontrado apenas nos periodos
de estiagem, e o 17a-etinilestradiol, levonorgestrel, AAS, 4-octilfenol e 4-nonilfenol
foram encontrados em apenas uma campanha amostral. Este rio recebe o esgoto
domeéstico do municipio de Indaiatuba. Nesse municipio sédo coletados 96 % do esgoto,
mas apenas 10 % sofrem algum tipo de tratamento antes de serem langados nos
corpos d’agua. Por esse motivo, em periodo de grande estiagem, a CETESB proibe a

captagao de agua para abastecimento publico neste local.
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CAPITULO 5

CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Este trabalho contribui para o entendimento de um tema pouco estudado no pais,
0 qual gerou dados que permitiram conhecer o estado de degradagédo dos principais
corpos d’agua com vistas ao abastecimento publico da RMC em relagdo a alguns

compostos considerados interferentes enddcrinos, bem como farmacos e a cafeina.

O método analitico empregando SPE e HPLC-DAD/FL se mostrou eficiente na
determinacado dos quinze compostos de interesse usando um volume de amostra de
1 litro. As concentracdes de bisfenol A, 17B-estradiol e 17a-etinilestradiol, presentes na
faixa de nanogramas por litro s6 foram possiveis de serem determinadas devido a
elevada detectabilidade e seletividade obtida com o detector por fluorescéncia. Os
parametros de validagao verificados para o procedimento proposto aumentaram a
confiabilidade dos resultados apresentados, uma vez que ainda ndo se tem um método
oficial para a determinacdo simultdnea desses compostos. Esse procedimento podera
ainda servir como base para se iniciar estudos de monitoramento desses compostos

em diversas matrizes aquaticas.

Dentre os interferentes enddécrinos, o dibutilftalato foi o composto que esteve
presente na maioria das amostras e em concentragbes bastante elevadas, seguido do

bisfenol A e dos horménios, 17p-estradiol e 17a-etinilestradiol.

Dentre os farmacos investigados, o AAS esteve presente em 6 das 34 amostras
analisadas, o paracetamol e o diclofenaco foram detectados em duas amostras e o
ibuprofeno esteve em concentragdes inferiores ao limite de deteccao estabelecido em

51 ng L™ em todas as amostras analisadas.

A cafeina foi usada como um tracador de atividade antropica, sendo encontrada
nos dez pontos de coleta em concentragbes que variaram tanto temporal como
espacialmente, sendo maiores nos periodos de estiagem e em regides com maior

densidade populacional.
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Neste contexto, podemos entender que o Brasil se encontra em um nivel inferior
com relacdo aos paises europeus e os EUA no que se refere ao controle destes
compostos. Essa dissertacdo mostrou que as concentragcées dos compostos estudados
encontrados nas aguas superficiais da RMC sao semelhantes aquelas presentes em
efluentes de ETE destes paises, reflexo da precariedade em que se encontra sistema

de saneamento basico no pais.

Os dados aqui apresentados podem servir como base norteadora para a
elaboragdo de uma legislagdo que contemple a presenga desses novos compostos no
meio aquatico, muito embora estudos adicionais ainda sejam necessarios a fim de que
se conhegam os riscos referentes a exposigcdo cronica causados por eles,

principalmente ao ser humano.

Como perspectivas a novos trabalhos, sugere-se um estudo mais abrangente da
presencga, principalmente destas substancias em outros corpos d’agua, como aguas
subterraneas, por exemplo, uma vez que muitos municipios no Estado de Sao Paulo e
outras regides do Brasil utilizam essa fonte para abastecimento publico. Também seria
interessante um estudo que avaliasse a eficiéncia das estagdes de tratamento de agua
e esgoto com relagao a remogao destes compostos, bem como o desenvolvimento ou a
aplicagdo de métodos de tratamento complementares que promovam a degradagao

completa desses contaminantes.

A avaliagdo da capacidade de biodegradagéo das substancias nas aguas naturais
brasileiras e a formacdo de derivados mais ou menos tdxicos que os compostos

originais também poderiam ser melhor avaliadas em estudos complementares.

E finalmente, devido a elevada concentracdo dos compostos estudados,
especialmente aqueles com comprovada acgao sobre o sistema enddcrino, recomenda-
se estudos nas aguas tratadas desses mananciais a fim de se monitorar os niveis de

exposi¢ao da populagao abastecida.
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