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INTRODUCAO

Abastecimento publico, industrial, agricola e geracdo de energia, sdo ativi-
dades que requerem mualtiplos usos da agua e, para que se desenvolvam de forma
segura a0s seus usudrios, ¢ fundamental que os recursos hidricos apresentem quali-
dade e quantidade adequadas (GHISELLI, 2007). Por outro lado, o resultado dessas
atividades, destacando-se a geracdo de esgoto doméstico e industrial, sdo as princi-
pais fontes de alteracdo da qualidade das aguas superficiais, devido 2 deficiéncia no
sistema de tratamento desses efluentes, principalmente em regides em desenvol-
vimento onde ndo hd 100% de coleta do esgoto e apenas uma pequena fracio do
esgoto coletado chepa a receber tratamento antes de ser lancado nos corpos hidricos
(LIBANIO, 2008).

Frente a este cenario, a preocupagdo com a caracteriza¢do das dguas destina-
das ao abastecimento publico vem crescendo nas altimas décadas, principalmente
no que diz respeito ans micropoluentes 0s quais mesmo em concentracoes de ug
e ng.L" causam efeitos adversos aos organismos a eles expostos. Esses poluentes
abrangem os disruptores enddcrinos e os poluentes organicos persistentes (POPs)
entre outros. s compostos estudados neste trabalho estio na classe dos disruptores
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enddcrinos, e sio 0s hormonios femininos naturais estrona, estradiol e progestero-
na, e 0os hormonios sintéticos etinilestradiol e norgestrel. Os estrogenos em especial
sd0 compostos potencialmente ativos no sistema biologico e estdo relacionados a
origem de diversos tipos de canceres por terem melhor conformacio com os recep-
tores {(GIROTTO, 2007; GHISELLI, 2007; BILA, 2007).

A ocorréncia de maior efeito relacionada aos disruptores endocrinos em hu-
manos durante os anos de 1940 a 1970, em que mulheres gravidas foram medicadas
com DES (dietilestilbestrol). Anos mais tarde as filhas dessas mulheres desenvolve-
ram um tipo de cancer vaginal e outros problemas no sistema reprodutivo (GHI-
SELLI, 2007).

Os disruptores endocrinos sdo substancias quimicas sintéticas ou naturais,
que possuem a capacidade de agir sobre o sistema endocrino de seres humanos e
animais através da mimetizacio de um hormonio natural, estimulando respostas
diferentes; bloqueando os receptores nas células e impedindo a producio de res-
postas corretas; estimulando a produgio de quantidades maiores que a necessaria ou
inibindo a produ¢io de hormonios naturais causando deficiéncia destes (USEPA,
1998; OTOMO, 2010).

A area estudada foi a Bacia Hidrografica do Rio Paraiba do Sul, localizada no
sudeste brasileiro compreendendo trés importantes estados de significativo destaque
economico, Sio Paulo, Rio de Janeiro e Minas Gerais. A ripida expansio urbana e
industrial na bacia resultou na degradacdo da qualidade da agua e reducdo da dispo-
nibilidade hidrica. A poluigio proveniente de esgoto domeéstico € a mais critica na
regido, os dados que representam a situacdo de saneamento bdsico sdo apresentados
na Figura 1 (GRUBEN, 2002; OTOMO, 2010).

Situacao de Saneamento

L Abasteamento  ®Eggoto Coletado MWEsggoto Tratado

9% Q094 88% 95% 93%

59%

S0 12%

SioPaulo Rio de Janeiro Minas Gerais

Figura 1. Situacao de saneamento basico na bacia Hidrografica do Rio Paraiba do Sul



Neste contexto, o presente trabalho é de grande importancia por apresentar 103
metodologia validada para determinar hormonios, considerados disruptores endo-

®

crinos, em amostras de agua bruta e tratada, a fim de realizar o diagnostico ambien-
tal, contribuindo com o plano de gestio de recursos hidricos da regido estudada,
subsidiando agdes para melhorar seu gerenciamento.

MATERIAL E METODOS

Amostragem e Procedimento

Foram coletadas amostras de agua bruta e tratada diretamente das estacées
de tratamento de agua (ETA) de 4 municipios do estado de Sdo Paulo: Sdo José dos
Campos, Taubaté, Pindamonhangaba e Guararema. A coletada e preservacio das
amostras foi realizada de acordo com as recomendacdes do Guia de coletas da CE-
TESB (1987). Em laboratorio, essas amostras foram filtradas (0,45um) e acidificadas
a pH 3. Em seguida submetidas a extracio e concentracio em fase sélida, utilizando
cartuchos SPE preenchidos com octadecil (C18). Inicialmente o cartucho foi condi-
cionado com metanol, seguido da solucdo de metanol/H*O (10:90,v/v). Percolou-se
1L de amostra acidificada sem etapa de clean up. Para remocio da dgua, o cartucho
foi seco sob vicuo, seguido de centrifucio por 30 minutos a 2.500 rpm. Para elui¢io
dos analitos utilizou 5mL de diclorometano/metanol (60:40,v/v). O extrato foi eva-
porado em fluxo suave de N2 ate 1mlL.

A analise das amostras foi realizada em cromatografo pasoso com deteccdo
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por espectrometria de massas (GC/MS) e os parametros definidos no equipamento
foram: temperatura do injetor a 265°C; temperatura da interface a 270°C; rampa de
aquecimento da coluna de 80°C a 250°C com isotermas em 215°C, 243°C e 248°C;
fluxo na coluna de 1,6 mL.min"'; inje¢do de 1uL do extrato, utilizando coluna capilar
DB-5 e aquisicio de dados no modo SIM monitorando cinco fragmentos de massa
de cada composto.

Validacao da metodologia

Para garantir a qualidade e confiabilidade nos resultados obtidos, a etapa de
validacdo da metodologia é imprescindivel no processo de desenvolvimento de um
metodo analitico. Com base no guia de orientagdo sobre validagdo de ensaios qui-
micos do INMETROQO (2007) foram avaliados os seguintes parametros: Seletividade,
Linearidade, Limite de Deteecdo, Limite de Quantificacio, Exaridio, Precisio e Ro-
bustez. Foram realizados ensaios em matriz de dgua tratada, agua bruta e somente
nos solventes.

Para a avaliacdo da seletividade, além da anilise cromatogrifica da solucdo
mix no método definido, foi utilizado o teste F-Snedecor e o teste t—Student (teste
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de homogeneidade das varidncias e de significancia da diferenca das médias) afim de
verificar o efeito das matrizes sobre o método. O parametro linearidade foi avaliado
pelas curvas analiticas, considerando-se os coeficientes de determinacio das retas
(r?), obtido pela regressio linear de cada composto em cada um dos ensaios; 2 analise
de residuos pelo teste t (Student); os grificos dos residuos e probabilidade normali-
zada. Para 0s testes estatisticos foi considerado n=7 e 95% de confianca.

A exatiddo foi avaliada pelo indice z Score, utilizando material de referéncia,
onde os valores obtidos foram comparados com os valores certificados. A precisdo
foi determinada pela repetitividade e reprodutibilidade das medicdes dos analitos
em concentracdes diferentes, dias diferentes e injecdes sucessivas (7 replicatas). Foi
analisada pelo calculo de desvio padrio de repetitividade para cada concentracio,
pelo calculo do limite de repetitividade (r) e pela estimativa do desvio padrio relativo
(DPR) ou coeficiente de variacio (CV) (RIBANI et al., 2004; OTOMO, 2010).

A robustez mede o quanto um método pode ser considerado sensivel frente
a pequenas ¢ deliberadas variacées. Neste trabalho foi aplicado o teste em que a
robustez € igual ao planejamento fatorial de 7 varidveis com 8 experimentos (plane-
jamento fraciondrio saturado) como propée procedimento INMETRO (2007). Por
melo das representacoes graficas obtdas com os calculos, € possivel avaliar a robus-
tez do método para as alteragdes nos parametros escolhidos e se os efeitos sdo ou
ndo significativos nos resultados finais. Os pardmetros selecionados para este teste
sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Pardmetros selecionados para os testes de robustez

%o Solventes pHda | T(°C) T{°C)  Fluxo total Fluxo Voltagem
Falar daeluicio | amestra  imjetor interface (nL.min) MR vt
) {mL.min!) {kV)
MNominal | 60p0p0 MWhgon 3 165 270 28 1.6 55
Variagio | 40pcu:60eon | Original | 240 250 35 2 22

RESULTADOS E DISCUSSAO

A metodologia apresentou excelente separac¢do dos compostos estudados.
Na avaliacdo estatistica da seletividade, os valores calculados nos testes F e t, fo-
ram comparados com os respectivos valores tabelados e para praticamente todos
0% COMPOStOs € concentragoes, s valores calculados se apresentaram superiores ao
tabelado, tanto nos ensaios com matriz de 4gua tratada como em dgua bruta. Esses
resultados indicam que as matrizes interferem na precisio das medidas e que os
resultados obtidos contra uma curva analitica preparada somente com os solventes
serdo diferentes se obtidos contra uma curva preparada com uma matriz igual ou



semelhante a amostra. Como 0s compostos tém comportamento diferente nas ma-
trizes, foi necessario avaliar cada pardmetro em paralelo em cada uma das matrizes.

Na avaliacdo do parametro linearidade, além do teste t foi avaliado o coefi-
ciente de determinacio (r2) obtido pela regressio linear de cada composto nos trés
ensaios. Todos os compostos estudados apresentaram boa linearidade, com coefi-
cientes de determinacdo acima de (0,990 nas faixas de trabalho consideradas, sendo
um r2 superior a 0,90 considerado satisfatorio para se utlizar a curva analitica na
quantificacdo de amostras (INMETROQO, 2007). Na andlise do grifico de residuos,
observa-se uma dispersio maior nas concentra¢des mais altas, entretanto no grafico
dos residuns versus a probabilidade normal nota-se uma distribuicio que se apro-
xima muito de uma reta, sem grandes tendéncias que depreciem o comportamento
linear e os dados estio dentro de um intervalo de confianca de £2 desvios padrio.
Na Figura 2, exemplificando, sdo apresentados os grificos de residuo e probabilida-
de normalizada para o composto estrona nas matrizes de dgua tratada e dgua bruta.
Para todos os outros compostos nos ensaios de matriz em agua bruta e agua tratada
foram obtdos grificos com distribuicio semelhante 4 da estrona.
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Figura 2. (a) e {c) Grafico de residuc; (b) e (d) probakilidade normalizada do composto estrona nas matrizes de dgua

tratada (AT) e dgua bruta (AB)

O limite de quantficacdo (LQ) foi obtido pela média das replicatas da menor
concentracdo do analito que pode ser avaliada com seguran¢a mais cinco vezes o
desvio padrio obtido dessas replicatas para essa concentracdo. O limite de detec-
cdo foi calculado pela média das replicatas da menor concentracdo mais o valor da
abscissa t{Student) para (n-1) graus de liberdade com 100% de confianca multipli-

cado pelo desvio padrio obtido dessas replicatas para essa concentracdo (OTOMO,
2010). Os valores de LQ) e LD sdo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2. Valores de Limite de deteccao e limite de quantificacdo dos compostos estudados nas matrizes de dgua tratada
e agua bruta

Matriz de agzua tratada Matriz de azua bruta

Clomposto 1 1 _ 1
LQ (pgL ) LD (pgL ) LQ (pgL ) LD (pgL )
Estrona 0,864 0,193 0,561 0,072
Estradiol 0,876 0,216 0,552 0,089
Etimlestradiol 0,865 0.219 0,567 0.047
Morgestrel 0,845 0,212 0,556 0.061
Progesterona (.696 0.124 0,525 0.065

Nos resultados de exatidio, avaliada pelo indice z-Score, onde |z| < 2 € con-
siderado satisfatorio, observou-se que todos os valores estio dentro do limite satisfa-
torio para todos 0s compostos nas diferentes matrizes na faixa de trabalho adotada.

A avaliacdo dos resultados da repetitividade teve base nos valores do limite de
repetitividade (r) obtidos para trés concentracdes, baixa, média e alta. Para a meto-
dologia proposta, observou-se que nenhum dos compostos teve diferenca entre os
valores das replicatas maior do que o valor de r obtido, além disso, o desvio padrio
relativo (DPR) para analises tracos € aceito em até 20%, e os resultados para todos
0s compostos nas diferentes matrizes ficou abaixo deste valor em todas as concen-
tracdes de trabalho, portanto considera-se boa a precisio da metodologia.

Na Figura 3, exemplificando os tipos de resultados obtidos, sdo apresentados
os grificos dos efeitos das variacdes no ensaio de robustez para a estrona e para a
progesterona, ¢ mostram 2 influéncia que cada fator tem sobre o método desenvol-

vido.
Robustez-ESTROMA Rebustez-FROGESTERCHMA
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Figura 3. Graficos para estrona (2) e Progesterona (b}, representanda teste de verificacdo de significincia dos efeitos de
cada parametro

Verifica-se que para a estrona, o fator de maior influéncia positva é a volta-
gem do detector seguido da temperatura do injetor ¢ o fator de influéncia negativa
¢ o fluxo da coluna. Esse comportamento foi observado também para estradiol e
etinilestradiol. Apenas progesterona e norgestrel, apresentaram comportamento di-
ferente, com resultados positvos para todas as variagdes, embora apresentem bons
resultados com os parametros originais.



Aplicacao da metodologia

Com a metodologia validada, foi possivel quantificar com seguranca as amos-
tras de agua bruta e dgua tratada dos municipios propostos. Durante a realizagdo
deste trabalho, foram amostrados quatro periodos: marc¢o e setembro de 2009, feve-

reiro ¢ junho de 2010 contemplando dessa forma épocas secas ¢ chuvosas.

Tabela 3. Resultados das amostras de dgua bruta e tratada referentes 2 12 e 2= coleta

Agua Tratada cm pg L + mcerteza cxpandida

Composto Pindamonhangaba Taubateé Sdo Jozeé doz Campos  Guararema
1 Eztrona =), 864 =, 864 =<, 864 =0 864
=4  Estradiol | <0.876 | <0876 | <0876 | <0876
1 Etimlestradiol nd nd nd nd
B Estrona ={),864 <{),864 ={,864 <(),864
E |  Estradiol | 089240201 = <0876 | <0.876 | <0876
=, Etinilestradiol ={),865 =(,865 =(,865 =(,865
Agua Bruta em pe L + incerteza expandida
Composto Pindamonhangaba Taubate Sdo Joze doz Campos  Guarareima
= _ ‘Estrona | nd | nd nd | nd
E Estradiol =0,552 <0,552 =(1,552 =0,552
=, | Etinilestradiol | nd [ nd ' nd | nd
g | Estrona | _nd | nd | od | nd
E Estradiol <0,552 =0,552 <(,352 =0,552
3 Etinilestradiol | ncd | nd ' nd | niel

Na Tabela 3 foram reportados apenas os resultados dos compostos que apre-
sentaram concentracio acima do LI em pelo menos uma das amostragens. Os com-
postos norgestrel e progesterona nio foram detectados em nenhuma das coletas. Na
3* e 4* coleta nio foram detectados nenhum dos compostos.

CONCLUSOES

- Conforme objetivo proposto, 2 metodologia desenvolvida demonstrou,
atraves do processo de validacdo, ser seletiva, linear, exata ¢ precisa e pode ser apli-
cada a analise proposta.

- Apesar de o teste de robustez indicar melhora na metodologia para o nor-
gestrel e progesterona com 2 variacdo proposta, uma altera¢do ndo fol necessaria
uma vez que 0§ mesmos apresentam bons resultados de validacdo com os parame-
tros originais.

- Aplicando-se a metodologia desenvolvida nas amostras da area estudada, ¢
possivel observar uma pequena contamina¢io principalmente em periodos secos (1°
e 2° coleta).
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