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Resumo

Tiburcio Rodrigues, Izabella A. P.; Massone, C. G. Desenvolvimento de Método
para Avaliagdo Ambiental de Compostos Emergentes e sua Aplicagdo em
Lagoa Costeira. Rio de Janeiro, 2024. 118p. Dissertacdo de Mestrado -
Departamento de Quimica, Pontificia Universidade Catdlica do Rio de Janeiro.

Estuarios sdo corpos de agua costeiros semi-fechados que servem como
receptores finais de matéria organica. Os ‘‘contaminantes emergentes’’
correspondem, na maioria dos casos, a contaminantes ndo regulamentados, que
podem ser candidatos a regulamentacao futura, dependendo da pesquisa sobre seus
efeitos potenciais para a saude e dados de monitoramento relativos a sua ocorréncia.
Este é o caso dos produtos farmacéuticos e de cuidados pessoais (PPCPs) que
possuem origem da contaminacdo antropogénica pela liberacdo continua em aguas
residudrias ou diretamente no meio ambiente (via excre¢do humana e animal) sendo
frequentemente persistentes e bioacumulaveis com dificil avaliagdo precisa do
impacto no meio ambiente pela infinidade de fontes de entrada no ambiente. Este
trabalho visa entdo o monitoramento de PPCPs na Lagoa de Piratininga que se
localiza a leste da Baia de Guanabara, a qual passa por um acelerado processo de
expansdo residencial e comercial. Visando a otimizacdo de tempo e custo, a
extracdo das amostras foi definida com base em testes de diferentes metodologias,
como a extracdo em fase solida (SPE), etapa necessaria para purificacdo do extrato.
A identificacdo e quantificacdo foi realizada por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas em modo de monitoramento seletivo de ions (SIM) por
aliar sensibilidade a elevada seletividade. Para analise por cromatografia gasosa
ambos os métodos, porém, necessitam de prévia derivatizagdo para formacdo de
composto volatil. Para avaliar a qualidade do método, foi confirmada a linearidade
das curvas analiticas pelo valor do coeficiente de determinacéo (R2) e pelo teste F
na analise da variancia (ANOVA) da regressao. A homocedasticidade dos dados foi
confirmada pelo teste de Breusch e Pagan. O Limite de Detecgédo (LD) variou de

0,11 a 0,52 ng g-1. A repetibilidade, expressa através do desvio padréo relativo



(DPR) apresentou valores inferiores a 30 %. A recuperacdo média dos analitos
variou de 60 % a 118 %. O método validado foi aplicado para a analise do
sedimento da Lagoa de Piratininga e obteve resultados que indicam uma presenca

significativa dos farmacos bisfenol A, B-estradiol e ibuprofeno.

Palavras-chave:

Compostos emergentes; Desenvolvimento de método; Lagoas costeiras.



Abstract

Tiburcio Rodrigues, Izabella A. P.; Massone, C. G. Method Development for
Environmental Assessment of Emerging Compounds and Its Application in
a Coastal Lagoon. Rio de Janeiro, 2024. 118p. Master dissertation — Chemistry
Department, Pontificial Catholic University of Rio de Janeiro.

Estuaries are defined as a semi-enclosed water that serve as final receptors of
organic matter. ‘‘Emerging contaminants’’ correspond, in most cases, to
unregulated contaminants, which may be candidates for future regulation
depending on research on their potential health efects and monitoring data
regarding their occurrence. This is the case of the pharmaceuticals and personal
care products (PPCPs) which the contamination origin is above all anthropogenic
and continuously released in wastewater or directly in the environment (via
human and animal excretion). They are more often persistent and bioaccumulable
and the accurate assessment of PPCPs impact on the environment is as difficult as
there is a multitude of input sources in environment. This work then aims to
monitor PPCPs in the Piratininga lagoon which is located east of the Guanabara
Bay, that is undergoing an accelerated process of residential and commercial
expansion. In order to optimize time and cost, the sample extraction was defined
based on tests of different methodologies, such as Solid Phase Extraction (SPE), a
necessary step for extract purification. Identification and quantification were
performed by gas chromatography coupled with mass spectrometry in Selected
lon Monitoring mode (SIM), combining sensitivity with high selectivity. For gas
chromatography analysis, both methods, however, require prior derivatization to
form a volatile compound. To assess the quality of the method, the linearity of the
analytical curves was confirmed by the coefficient of determination (R2) value
and by the F-test in the analysis of variance (ANOVA) of the regression. The
homoscedasticity of the data was confirmed by the Breusch-Pagan test. The Limit

of Detection (LOD) ranged from 0.11 to 0.52 ng g-1. Repeatability, expressed
9



through the relative standard deviation (RSD), showed values below 30%. The
average recovery of the analytes ranged from 59,8% to 100,7%. The validated

method was applied to analyze sediment from Piratininga Lagoon and obtained
results indicating a significant presence of the pharmaceuticals bisphenol A, -

estradiol, and ibuprofen.

Keywords:

Emerging compounds; Method development; Coastal lagoons.
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1. Introducao

O monitoramento de farmacos residuais no meio ambiente vem ganhando grande
interesse devido ao fato de muitas dessas substancias serem frequentemente
encontradas em efluentes de Estacfes de Tratamento de Esgoto (ETES) e aguas

naturais, em concentracdes na faixa de pg/L e ng/L. (Bila e Dezotti, 2003).

Apds a administracdo, uma parte significativa dos farmacos é excretada por
humanos no esgoto domestico. Estudos demostram que vérias dessas substancias
parecem ser persistentes no meio ambiente e ndo sdo completamente removidas nas
ETEs. Sendo assim, muitos farmacos residuais resistem a varios processos de

tratamento convencional de agua (Billa e Dezotti, 2003).

Os ‘‘contaminantes emergentes’” correspondem, na maioria dos casos, a
contaminantes ndo regulamentados, que podem ser candidatos a regulamentacéo
futura, dependendo da pesquisa sobre seus efeitos potenciais para a salde e dados

de monitoramento relativos a sua ocorréncia (Barceld, 2003).

Buscando compreender o impacto ambiental do consumo de farmacos, este estudo
avaliou a contaminacdo ambiental por 10 produtos de larga utilizacdo e com
diferentes propriedades, sdo eles: Napropamida, Diclofenac, Naproxen, Triclosan,

Ibuprofeno, B-estradiol, Bisfenol A, Nadolol, Etofibrato e Carbamazepina.

O local escolhido para esta analise foi a Lagoa de Piratininga. Com projeto de
revitalizacdo iniciado, a Lagoa vem passando por um acelerado processo de
expansao residencial e comercial desde a década de 70, com a inauguracao da ponte
Rio-Niterdi e a entrada de grandes agentes imobiliarios e de financiamento publico
de habitacdo e infraestrutura como implantacdo de sistemas de engenharia para
estabilizacdo hidrica e de sucessivos aterros para ganho de areas edificaveis que ja

acorriam desde os anos 1940 (Palmeira, 2012; Fontenelle e Corréa, 2014).

Este estudo faz parte do Projeto “Contaminantes Emergentes: Farmacos em
sistemas lagunares urbanos” financiado pela Fundag¢do de Amparo a Pesquisa do
Estado do Rio de Janeiro (FAPERJ) no ambito do Auxilio Béasico a Pesquisa
20



(APQ1) em ICTs Sediadas no Estado do Rio De Janeiro — 2021, sob o nimero do
processo SEI-260003/000308/2022 - Ref. Proc. E-26/210.418/2022.
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2. Objetivos

2.1 Objetivos Gerais

O objetivo geral deste trabalho consistiu em desenvolver e implementar uma
metodologia de caracterizacdo ambiental de farmacos em sedimentos lagunares,
seguido pela sua aplicagdo como tracadores de contaminagdo antropica na Lagoa

de Piratininga.

2.2 Objetivos Especificos

Como objetivos especificos destacam-se:

(i) Otimizagdo do processo de extragdo de amostras por Extracdo Assistida por

Ultrassom, com a finalidade de minimizar a manipulacdo do extrato;

(ii) Desenvolvimento de método especifico para a analise destes poluentes por

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS);

(iii) Otimizar o procedimento experimental de Extracdo em fase Sélida (SPE) para
sua aplicacdo em determinacdo de farmacos em fontes ambientais, como

sedimentos lagunares, €;

(iv) Pretende-se, a partir dos dados obtidos, realizar a avaliacdo ambiental da Lagoa
de Piratininga a fim de compreender e relacionar a sua dinamica ambiental com a

ocupacdo urbana circundante, identificando possiveis fontes de contaminacéo.

22



3. Reviséo Bibliografica e Fundamentos Teoricos

3.1 Contaminantes Emergentes

Os ‘‘contaminantes emergentes’’ correspondem, na maioria dos casos, a
contaminantes ndo regulamentados, que podem ser candidatos a regulamentacao
futura, dependendo da pesquisa sobre seus efeitos potenciais para a salde e dados
de monitoramento relativos & sua ocorréncia. Exemplos de compostos que
surgiram recentemente como particularmente relevantes sdo surfactantes,
produtos farmacéuticos e de cuidados pessoais (PPCPs) e aditivos para gasolina
(Barceld, 2003).

A caracteristica desses grupos de contaminantes é que eles ndo precisam persistir
no meio ambiente para causar efeitos negativos, uma vez que suas altas taxas de
transformacéo/ remocédo podem ser compensadas por sua introducdo continua no
meio ambiente. Para a maioria desses contaminantes emergentes, a ocorréncia,
avaliacdo de risco e dados ecotoxicoldgicos ndo estdo disponiveis, entdo é dificil
prever quais efeitos a salude eles podem ter em humanos e organismos aquéaticos
(Barceld, 2003).

3.1.1 PPCPs: Definicéo e Historico

Os PPCPs, como a maioria dos micropoluentes organicos, possuem origem da
contaminacgdo antropogénica pela liberagdo continua em &guas residuérias ou
diretamente no meio ambiente (via excre¢cdo humana e animal), por isso
chamaram a atencdo da comunidade cientifica por ndo resultarem principalmente
da fabricacdo, mas do uso continuo e difundido na prética clinica humana e
veterinaria. Sdo substancias mais frequentemente persistentes e bioacumulaveis
e a avaliacdo precisa do impacto dos PPCPs no meio ambiente € dificil, pois ha
uma infinidade de fontes de entrada no ambiente sem dados quantitativos
evidentes disponiveis sobre a distribuicdo de todas as fontes de emissdo (Perez
Solsona e Barceld, 2007; Mompelat et al, 2009).

Estudos de monitoramento no meio ambiente tém demonstrado a descarga de
produtos farmacéuticos e seus metabdlitos por meio de estagdes de tratamento de
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aguas residuais municipais (ETARs). Embora drogas inalteradas possam sofrer
transformacfes bioquimicas durante o tratamento de esgoto, alguns estudos
indicam que a auséncia de farmacos na agua tratada ndo implica necessariamente
em sua remogéo completa. Na maioria dos casos, as drogas para uso humano sao
metabolizadas no corpo em compostos mais polares que Sdo mais propensos a

passar pelo tratamento de esgoto (Perez Solsona e Barceld, 2007).

3.1.2 PPCPs: Efeitos téxicos potenciais e
guantificacao

A descarga descontrolada de compostos organicos nos meios ambientais levou a
sua acumulacdo em sedimentos e solo, tornando-os a fonte secundaria de poluicéo
com potencialmente prejudicial efeito para a salde humana e ecossistemas
(Radovi¢, et al, 2015). Porém, a caracteristica desses grupos de contaminantes € que
n&o precisam persistir no ambiente para causar efeitos negativos, uma vez que suas
altas taxas de transformacéo e remocao podem ser compensadas por sua continua

introducao no ambiente (Barcelo, 2003).

Além de serem um reservatorio de poluentes, os sedimentos sdao uma fonte de
contaminagdo quando ocorrem altera¢cdes na composicdo quimica da fase aquosa,
perturbacdes antropogénicas ou atividade bioldgica que remobilizam os poluentes.
Adicionamente, a biota aquéatica estd exposta aos poluentes acumulados nos
sedimentos e pode transferir concentracdes potencialmente téxicas através da

cadeia alimentar para os seres humanos (Radovi¢, et al, 2015).

Muitos acreditam que, entre todos 0s contaminantes emergentes, 0s antibidticos sao
de maior preocupacao; no entanto, outros compostos, especialmente os metabolitos
polares e as misturas complexas (coquetéis quimicos), apresentam grandes desafios
para os toxicologistas. A metodologia analitica para diferentes grupos de
contaminantes emergentes ainda é insuficiente e, embora existam métodos para
analisar cada um desses compostos individualmente, a questdo-chave é desenvolver
métodos de multi-residuos nos quais diferentes classes de compostos possam ser
determinadas por uma Unica analise rapida (Barcelo, 2003).
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3.1.3 PPCPs como marcadores de atividade
antrépica

Segundo Azzouz e Ballesteros, 2012, anualmente, toneladas de substancias
farmacéuticas séo utilizadas na medicina humana para diagnostico, tratamento ou
prevencdo. Por exemplo, a criagcdo de animais e peixes depende amplamente de
medicamentos, principalmente administrados como aditivos alimentares para
prevenir doencas, promover o crescimento ou combater parasitas. Medicamentos
humanos e veterinarios sdo continuamente liberados no meio ambiente
principalmente como resultado de processos de fabricagéo, descarte de produtos

n&o utilizados ou expirados e excrecdes.

3.2 Alagoade Piratininga

Estuarios sdo corpos de dgua costeiros semi-fechados que tem uma ligag&o livre
com 0 mar e nos quais a dgua do mar se dilui de forma mensuravel, com &gua
doce proveniente da drenagem terrestre (Cameron e Pritchard, 1963) e servem
como receptores finais de matéria organica natural e antropogénica derivada da

terra e transportada pelo rio e pela atmosfera (Gagosian e Peltzer, 1986).

A matéria organica presente nos corpos d’agua e nos esgotos ¢ uma caracteristica
de primordial importancia. Os principais componentes organicos Sao 0s
compostos de proteina, os carboidratos, a gordura e os 0Oleos, além da uréia,
surfactantes, fendis, pesticidas e outros em menor quantidade. Essa matéria é
entdo dividida nas seguintes fracGes: ndo biodegradavel e biodegradavel que se
apresentam em suspenséo ou dissolvidas (von Sperling, 2005).

Localizada na Regido Oceanica de Niterdi, a Lagoa de Piratininga apresenta uma
area de 3,16 km2 em dados de 2011 sendo associada ao sistema lagunar
Piratininga — Itaipu, que localiza-se na costa leste da Baia de Guanabara. Séo as
primeiras lagoas, de uma série de quinze compreendidas entre Niteroi e Cabo
Frio, situando-se a cerca de 40 Km do centro da cidade do Rio de Janeiro, e seus
principais contribuintes fluviais sdo o Rio Jacaré e o Cérrego do Arrozal, ambos

de pequeno porte e localizados em areas cobertas por florestas em bom estado de
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conservacgao. Os percursos naturais dos rios e cArregos que a integram foram
alterados e canalizados, o que contribuiu para a deterioracdo da Lagoa e sua borda
(Knoppers et al., 1991; de Aquino, 2019).

A Lagoa esta passando por um acelerado processo de expansdo residencial e
comercial desde a década de 70, com a inauguracdo da ponte Rio-Niteroi e a
entrada de grandes agentes imobiliarios e de financiamento publico de habitacdo
e infraestrutura como implantacéo de sistemas de engenharia para estabilizacdo
hidrica e de sucessivos aterros para ganho de areas edificaveis que ja acorriam
desde os anos 1940. A orla da Lagoa de Piratininga foi ocupada por uma
populagéo de baixa renda, ao longo dos anos; na maioria pescadores que tiram
da Lagoa a sua fonte de renda e por trabalhadores do setor terciario. Esses
moradores sdo carentes de espacos publicos voltados ao lazer e precisam também
melhorar as condi¢des de acesso as moradias e a propria Lagoa (Palmeira, 2012;
Fontenelle e Corréa, 2014).

Sua ligacdo com o Oceano Atlantico é feita pelo canal do Tibau, um tanel
artificial de 988 m de comprimento escavado no costdo rochoso de Piratininga
ligando esta lagoa permanentemente ao mar, e permitindo a entrada de &gua
devido ao movimento das marés. Um sistema de comportas impede o retorno da
agua pelo canal do Tibau, forcando sua saida pelo canal de Camboata na outra
extremidade, garantindo a circulacdo e a manutencdo de uma profundidade
minima adequada (Palmeira, 2012). Atualmente, depois da aberturado Canal do
Tibau, ndo se tem registro da amplitude de maré, em Piratininga e o tempo de
residéncia da agua é de aproximadamente 39 dias (3° Relatorio Parcial do
Inventario da Biota, 2019).

3.3 Metodologia Analitica para Determinacdo de Farmacos
em Sedimento

Os potenciais riscos ecoldgicos e para a saude humana associados a presenca de
produtos farmacéuticos e de cuidados pessoais, hormoénios e compostos
desreguladores enddcrinos em matrizes solidas exigem o desenvolvimento de
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métodos analiticos rapidos, sensiveis e diretos para apoiar a investigacao das suas
ocorréncias e comportamento ambiental (Xu et al., 2008).

3.3.1 Extracao Assistida por Ultrassom (USAE)

Diferentes técnicas tém sido utilizadas para extrair contaminantes de amostras
solidas, sendo a maioria dos métodos disponiveis geralmente baseada em ultrassom
(Darwano, et al., 2014).

A relevancia da extracdo assistida por ultrassom para a investigacdo de
contaminantes emergentes em matrizes soOlidas ambientais (por exemplo,
sedimentos, solo e lodo) tem ganhado atencdo, conforme revelado nos diversos
estudos baseados nessa técnica publicados nos ultimos tempos (Ohoro, et al, 2019).

A extracdo assistida por ultrassom (USAE) é uma alternativa barata, eficiente e de
facil operacdo quando comparada as técnicas classicas. Seus tempos de extracao
mais curtos (5-45 min) e menor consumo de solvente s&o as principais vantagens

associadas a essa técnica (Diaz e Pefia-Alvarez, 2017).

3.3.2 Extracdo em fase Sélida (SPE)

A limpeza da amostra antes da separacdo cromatografica se mostra essencial para
melhorar a sensibilidade e a qualidade geral da andlise de produtos farmacéuticos
(Zhou e Broodbank, 2014). Em estudos ambientais, a extracdo em fase sélida é
amplamente utilizada para extrair produtos farmacéuticos de matrizes aquosas
(Togola e Budzinski, 2007)

O experimento de Zhou e Broodbank, 2014, comparou técnicas como SPE e coluna
de silica/alumina. SPE superou as colunas de silica/alumina com recuperag¢fes mais
altas. Ainda segundo o estudo, produtos farmacéuticos poderiam ter interagido de
maneira diferente com as colunas de silica/alumina e o sorvente SPE, levando a
uma disparidade nas recuperacoes.

27



Resumindo, as descobertas apresentadas na bibliografia apoiam a conclusao de que
0 SPE é o método preferido de limpeza para multiplas classes de produtos
farmacéuticos porque produziu as melhores recuperacdes para a maioria dos

compostos.

3.3.3 Andlise por GC/MS

Embora, em combinacdo com cromatografia liquida de alta pressédo (HPLC) com
deteccdo espectrométrica leve a métodos rapidos e reprodutiveis, os métodos sdo
menos sensiveis (faixa pg/L) e, na maioria das vezes, sdo especificos para um
composto ou para varios com estruturas quimicas semelhantes (Togola e Budzinski,
2007).

A principal vantagem do GC-MS ¢ a sua alta seletividade e a capacidade de
fragmentar poluentes em matrizes complexas. Assim, isto torna a biblioteca de
espectrometria de massa muito Gtil na identificacdo destes compostos no meio
ambiente (Gumbi, 2017).

Novos detectores espectrométricos, por exemplo MS/MS com LC ou GC sdo mais
sensiveis e permitem a reducdo dos limites de deteccdo para abaixo da faixa de ng/
L. No entanto, compostos interferentes e interferéncias de matriz podem reduzir a
aplicabilidade desses métodos a amostras de agua complexas, como aguas residuais
afluentes ou efluentes. Outras desvantagens sdo que estes equipamentos sao caros

e 0s métodos podem ser complexos de desenvolver (Togola e Budzinski, 2007).

Segundo Togola e Budzinski, 2007, a aplicacdo de GC-MS pode superar esses
problemas e reduzir o custo da analise. O GC-MS permite analises rapidas e € mais
facil de desenvolver e gerenciar. Quando comparada com as diversas técnicas
cromatogréficas disponiveis, a técnica de GC-MS oferece alta seletividade com
menor custo associado, 0 que implica em uma metodologia analitica mais

reprodutivel.
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3.3.4 Derivatizacao por Sililagao

Os PPCPs frequentemente sdo submetidos a derivatizacdo antes da analise por GC-
MS devido a sua ndo detecgdo e/ou baixa volatilidade. Este procedimento é crucial
para alcancar a maxima sensibilidade dos compostos alvo. Existem diversas
metodologias de derivatizacdo, como acilacao, alquilagéo e sililagéo, que tém sido
utilizadas para melhorar a detecgdo de compostos farmacologicamente ativos por
GC-MS (Ademoyegun, 2020; Blau, K.; Halket, J. M, 1993).

Dentre as técnicas disponiveis, e com base na revisdo bibliogréafica realizada, optou-
se pela otimizacdo de metologia baseada na utilizagdo da técnica de sililagdo, que
possui vasta aplicacdo na andlise de produtos farmacéuticos. A figura 1 apresenta a
reacao de sililacdo para o composto ibuprofeno.

HoC CH, HsC CH,

silylation
—_——

CHj

Figura 1: Derivacdo do ibuprofeno pela reagéo de sililagdo (Chyc, Marek;
Sawczak, Jowita; Wiackowski, Krzysztof, 2020)

Com o objetivo de otimizar a derivatizacdo dos compostos, foram avaliadas
diferentes condi¢bes experimentais. Foram variadas a temperatura de reagéo
(Temperatura ambiente, 50 °C e 80 °C), o tempo (1 h, pernoite) e as quantidades de
reagentes (100 uL de BSTFA-TMCS e 250 pL de acetonitrila, 200 uL de BSTFA-
TMCS e 250 pL de acetonitrila, 100 uL de BSTFA-TMCS e 200 pL de
acetonitrila).
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4. Materiais e Métodos

4.1 Padrbes, Reagentes e Solventes

Para este trabalho, foi escolhida uma gama de diferentes compostos, com aplica¢des
diversas e de larga utilizacdo como forma de realizar um paralelo com a atividade
antropica. Os padrdes analiticos utilizados foram adquiridos junto a Merck Sigma-
Aldrich (napropamida, diclofenac, trifenilfosfato (PI), naproxen, triclosan,
ibuprofeno, p-estradiol, bisfenol A) e a Conquest (nadolol, -etofibrato,

carbamazepina).

O ibuprofeno surgiu como uma alternativa segura e eficaz para o tratamento de
inflamacdes e dores. Originado na década de 1960, apos a retirada do mercado do
ibufenaco devido a sua hepatotoxicidade, o ibuprofeno foi introduzido na Inglaterra
em 1967 e nos Estados Unidos em 1974. Pertencente a classe dos acidos
propibnicos, juntamente com fenoprofeno e naproxeno, o ibuprofeno demonstrou
ndo apenas um efeito anti-inflamat6rio comprovado, mas também uma tolerancia
gastrointestinal relativa em comparagdo com outros medicamentos (Kantor, 1979).
O ibuprofeno destaca-se como uma opcéo confidvel e amplamente utilizada devido
a sua eficécia, seguranca e longa historia de uso clinico. Durante a pandemia de
covid, o ibuprofeno continuou a ser empregado como analgésico e redutor de febre,
apesar da especulacéo inicial de que poderia piorar a condi¢cdo dos pacientes com
covid, demonstrando assim sua versatilidade e importancia na pratica clinica
(Tsetskhladze, 2023).

O Naproxen é um medicamento anti-inflamatoério ndo esteroide (AINE)
recomendado para uso em condi¢Oes dolorosas e inflamatdrias reumaticas e em
certas condi¢gdes ndo reumaticas (Todd, 1990). O Naproxen foi introduzido no
mercado pela Syntex em 1976 e sua patente expirou em dezembro de 1993. Em
1991, antes da expiracdo da patente, Naproxen ocupava o quarto lugar em vendas

de produtos farmacéuticos opticamente puros (Harrington e Lodewijk, 1997).

O Triclosan, originario da empresa Ciba-Geigy, na Suica, na década de 1960, € um
ingrediente amplamente utilizado em produtos para cuidados com a pele ha mais de
60 anos, oferecendo uma atividade antimicrobiana imediata e de amplo espectro em
preparacdes topicas apropriadas. Utilizado nos Estados Unidos desde a década de
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1960 em desodorantes e sabonetes desodorantes, foi introduzido na industria de
salide em 1972 como parte de esfregacos cirdrgicos e, posteriormente, em 1985, em
pastas de dentes na Europa. Atualmente, é encontrado em uma variedade de
produtos de consumo e profissionais em todo o mundo, incluindo sabonetes

liquidos, géis de banho, cremes para as méos e pastas de dentes (Jones et al, 2000).

A Napropamida pertence & familia de herbicidas amidas, sendo um dos herbicidas
pré-emergentes mais comumente usados para frutas, vegetais e culturas para
controlar ervas daninhas de folhas largas. A napropamida € polar e ligeiramente
soltvel em agua. A napropamida comercial pode penetrar facilmente nos tecidos de

organismos e na camada de solo (Qi et al, 2015).

O Bisfenol A (BPA) é um mondmero inicialmente desenvolvido como um
estrogénio sintético na década de 1890 e mostrou eficacia semelhante ao estrona na
estimulacdo do sistema reprodutivo feminino em ratos na década de 1930. Desde
entdo, o BPA tem sido amplamente utilizado em diversos produtos de consumo,
como plésticos (especificamente policarbonato), PVC, embalagens de alimentos,
selantes dentarios e recibos térmicos. A producdo de BPA tem aumentado
significativamente ao longo do tempo, com 2,8 milhdes de toneladas métricas
produzidas em 2002 e uma estimativa de 5,5 milhdes de toneladas métricas em 2011
(Rochester, 2013).

A carbamazepina é um derivado de iminostilbeno quimicamente relacionado aos
medicamentos antidepressivos triciclicos. Originalmente, foi comercializada na
Europa como um anticonvulsivante. Em 1968, a carbamazepina foi aprovada pela
Food and Drug Administration apenas para o tratamento da dor associada a
neuralgia trigeminal e neuralgia glossofaringea (Crill, 1973). Este composto é
tipicamente usado para o tratamento de disturbios epiléticos e dor neuropética. E
usado ainda como tratamento de segunda linha para transtorno bipolar e em
combinacdo com um antipsicético em alguns casos de esquizofrenia quando o

tratamento apenas com antipsicotico convencional falhou (Alrashood, 2016).

O Diclofenac é classificado como um medicamento anti-inflamatério ndo esteroidal
frequentemente prescrito para o tratamento de artrite, espondilite anquilosante e dor
muscular aguda (Tang, 2003). Este farmaco € amplamente prescrito como um anti-
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inflamatdrio ndo esteroide (AINE) em nivel global. Desde sua entrada no mercado
dos Estados Unidos na década de 1990, varias formulacdes de diclofenac foram
comercializadas ou submetidas a estudos clinicos. Em dados de 2010, o diclofenac
foi utilizado por mais de 1 bilh&o de pacientes desde sua introdugcdo comercial e era

classificado como o oitavo medicamento mais vendido do mundo (Gan, 2010).

Nadolol é um agente antiarritmico B-bloqueador sintetizado, testado e desenvolvido
nos laboratérios do Squibb Institute for Medical Research (Slusarek e Florey,
1981).

Os fibratos e a niacina tém sido utilizados com sucesso para reduzir a concentracao
plasmatica de triglicerideos. Esses dois medicamentos tém efeitos sinérgicos sobre
os triglicerideos e a lipoproteina de alta densidade (HDL), com uma acédo
consideravel na reducao do colesterol de lipoproteina de baixa densidade (LDL).
Além disso, observou-se que a combinacdo desses dois medicamentos resulta em
uma reducdo substancial nos eventos de doenca arterial coronariana. As vantagens
dessa combinacéo de medicamentos levaram ao desenvolvimento do etofibrato, no
qual o clofibrato e a niacina séo ligados covalentemente. (Sposito et al., 2001). Nos
Estados Unidos, o numero de prescricdes de fibratos aumentou de 336 prescrices
por 100.000 habitantes em janeiro de 2002 para 730 prescri¢des por 100.000

habitantes em dezembro de 2009, um aumento de 117,1% (Jackevicius etal., 2011).

Os estrogénios sdo comumente encontrados em diversos corpos d'agua e no solo,
representando um potencial risco a salde para organismos aquaticos e seres
humanos, mesmo em niveis tdo baixos quanto ng/L. A nocividade e a ampla
presenca dos estrogénios tém despertado cada vez mais atencdo para a
biodegradacdo dessas substancias em diferentes tipos de corpos d'agua,
especialmente em aguas residuais. Estrogénios naturais, como estrona (E1) e 173-
estradiol (E2), e estrogénios sintéticos, como o 17a-etinilestradiol (EE2)
proveniente de medicamentos orais, entram nos sistemas de aguas residuais

municipais por meio dos excrementos humanos e animais (Zhao et al., 2020).

A tabela 1, apresenta informagdes sobre os compostos escolhidos para a realizagdo
deste estudo, como cédigo CAS, peso molecular, férmula e estrutura quimicas,
além do uso terapéutico.
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Tabela 1 — Farmacos e demais Compostos emergentes de interesse

Peso
Composto CAS Formula Quimica Estrutura Quimica Uso Terapéutico
Molecular
OH Anti-inflamatério
15687- .
Ibuprofeno 971 206.28 C13H1802 0 nao esteroide
(AINE)
— - OH Antl-mflamator.lo
Naproxen £3.1 230.26 CH30C10HsCH(CH3)CO2H o néao esteroide
? (AINE)
Cl OH
) 3380- O C
Triclosan "o 289.54 C12H7Cl30; Anti-séptico

Cl Cl




Tabela 1 — Farmacos e demais Compostos emergentes de interesse

Peso
Composto CAS Formula Quimica Estrutura Quimica Uso Terapéutico
Molecular
_ 15299- C10H70CH(CH3)CON(CH2CHz) OO o o
Napropamida 271.35 Herbicida
99-7 2 0\{)‘\[\{\
_ 80-05- .
Bisfenol A . 228.29 (CH3)2C(CsH4OH): O O Plastificante
HO OH
_ 298- O Anticonvulsivant
Carbamazepina 16.4 236.27 C15H12N20 N
- e
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Tabela 1 — Farmacos e demais Compostos emergentes de interesse

Peso
Composto CAS Formula Quimica Estrutura Quimica Uso Terapéutico
Molecular
Cl
Anti-inflamatorio
) 15307- NH .
Diclofenac 296.15 C14H1:CI2NO2 nao esteroide
86-5 Cl OH
m (AINE)
@]
42200- h on
Nadolol 33.9 309.40 C17H27NO4 \%O”NK Beta-bloqueador
0] N‘\
_ 31637- o o Fibrato
Etofibrato 363.77 C18H1sCINOs o =
97-5 5 (colesterol)
Cl
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Tabela 1 — FArmacos e demais Compostos emergentes de interesse

Peso
Composto CAS Formula Quimica Estrutura Quimica Uso Terapéutico
Molecular
_ 50-28- _
B-Estradiol 5 272.38 C18H2402 Esteroide
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4.2 Equipamentos e Acessorios

Neste estudo, foi utilizado um cromatdgrafo a gas da marca Thermo Scientific,
modelo TraceCC, acoplado a um espectrémetro de massas 1ISQ, também da Thermo

Scientific. Este conjunto foi operado com o software XCalibur.

Para a extracdo em fase sélida, foi utilizado um dispositivo do tipo manifold com
camara de vacuo da marca Varian. Foi empregado um liofilizador modelo

ModulyoD da marca Thermo Scientific.

Para as medic¢des de massa, foram utilizadas a balanca microanalitica, modelo MX5
da marca Mettler Toledo que possui uma precisdo nominal de 1 pg além de duas
balancas analiticas: o modelo AS200S da marca OHAUS e o modelo AT 261
DeltaRange da marca Mettler Toledo.

Durante o processo de concentracdo de amostras, foram utilizados dois
evaporadores distintos: o0 modelo TurboVap® LV da marca Caliper e o0 modelo

Rotavapor® R-215 da marca Buchi.

Por fim, foi também utilizado o purificador de agua Milli-Q, modelo Integral 5, da

marca Merck Millipore.

4.3 Implementacdo da metodologia analitica

4.3.1 Preparo da curva analitica

Para a construcdo da curva analitica, inicialmente foi realizada a injecdo de cada
padrdo separadamente no modo Full Scan (FS), permitindo a analise abrangente
dos ions presentes em cada padrdo. As informacdes sobre o0s ions mais abundantes
foram obtidas por meio de revisdo da literatura juntamente com o monitoramento

das respostas espectrométricas durante a analise.

Apos a identificagdo dos ions de interesse, a otimizacdo da rampa do método SIM
(Scan lon Mode) foi conduzida para garantir a separacao eficiente dos compostos.
Essa otimizacao visou assegurar uma quantificacdo precisa dos compostos, mesmo

na auséncia de sobreposicao inicial entre os picos cromatograficos.



Depois de determinadas as condic¢des ajustadas do procedimento, uma solucdo
contendo todos os compostos de interesse, juntamente com Trifenilfosfato,
utilizado como padréo interno (P1), foi preparada. A preparacdo da curva analitica
foi realizada utilizando 14 pontos de concentracdes variando de 0,5 a 400 ng/mL.
Dada a variabilidade das caracteristicas dos analitos escolhidos, espera-se uma
ampla diferenca de resposta no espectrometro de massas. Mesmo com o suporte de
diversos estudos (Ademoyegun, Okoh, Okoh, 2020; Andersen et al., 2005; Antonic,
Heath, 2007; Diaz, Pefia-Alvarez, 2017; Pérez Solsona, Barcelo, 2007) nédo era
possivel determinar com certeza qual seria a resposta no aparelho. Desta forma,
foram selecionados 14 pontos com ampla faixa de varia¢do a fim de contemplar ao

menos 5 pontos de concentragdo para cada composto.

Um padrdo interno, se escolhido e utilizado corretamente, pode compensar diversos
erros, tanto aleatérios quanto sistematicos. Deste modo, se o0s sinais do analito e do
padrdo interno responderem proporcionalmente as flutuacdes instrumentais e
metodoldgicas aleatdrias, a proporcdo desses sinais é independente de tais
flutuacGes. Se os dois sinais forem influenciados da mesma maneira pelos efeitos
da matriz, a compensacao desses efeitos também ocorre. Nos casos em que o padréo
interno é um componente importante das amostras e dos padrBes, a compensacao
de erros que surgem na preparacdo da amostra, solucdo e limpeza também pode
ocorrer (Skoog, 2007).

4.3.2 Coleta das amostras

Quando se busca realizar analises qualitativas ou quantitativas de forma satisfatoria,
para além da selecdo apropriada da técnica analitica a ser empregada, é fundamental
que se conduza as etapas de amostragem, transporte e armazenamento da amostra
de forma precisa. Para além disso, a etapa de preparo da amostra, que geralmente é
0 ponto de partida de uma analise quimica, merece grande atencdo, de forma a
otimizar a remocdo de impurezas ou interferentes. Especialmente, a extracdo e
separagdo dos analitos de interesse representam etapas criticas na avaliacdo de
misturas em matrizes complexas, uma vez que estao suscetiveis a uma variedade de
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erros, como perdas do analito, contaminacdo ambiental e extracdo incompleta dos

analitos da amostra (Langas, 2004; Strelau, 2013).

As coletas das amostras de sedimento foram realizadas na lagoa de Piratininga,
datadas do dia 04 de marco de 2023, e foram conduzidas mediante a aplicacdo de
rigorosos protocolos cientificos. Empregando um amostrador do tipo Van Veen, as
amostras foram obtidas, e armazenadas em latas previamente descontaminadas. A
selecdo dos locais de coleta foi conduzida de forma a obter uma visdo geral da
contaminacdo por farmacos em toda a extensdo da Lagoa de Piratininga, com cada
ponto sendo registrado para assegurar a precisdo espacial das amostragens. Essa
abordagem metodoldgica estruturada é essencial para fornecer uma base soélida para
as andlises subsequentes, promovendo a confiabilidade e a validade dos dados
obtidos no contexto deste estudo cientifico. A disposicdo dos pontos de coleta é
detalhada na tabela 2, onde cada ponto é expresso em coordenada WGS84 (latitude

e longitude).

Tabela 2: Pontos de coleta (coordenadas)

Coordenadas WGS84
Pontos Latitude Longitude
P1 -22,94912 -43,09285
P2 -22,94732 -43,08978
P3 -22,94738 -43,08613
P4 -22,95029 -43,08076
P5 -22,94648 -43,08188
P6 -22,94332 -43,0815
P7 -22,94612 -43,07456
P8 -22,94982 -43,07542
P9 -22,9412 -43,07441
P10 -22,94269 -43,0694
P11 -22,94634 -43,06881
P12 -22,95056 -43,06965
P13 -22,94664 -43,06528

Como forma de facilitar a visualizacdo da distribuicdo espacial das amostras, €
apresentado na figura 2 um mapa construido no Software QGIS que utiliza

informacdes geogréficas para construir mapas georreferenciados.
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Figura 2: Mapa dos pontos de coleta na Lagoa de Piratininga.

As amostras foram mantidas refrigeradas durante toda a coleta e entdo transportadas

ao laboratorio onde foram entdo congeladas para posterior liofilizacéo.

4.3.3 Processamento, homogeneizacao e
conservacado das amostras

Apbs a liofilizacdo das amostras, estas foram submetidas a trituracdo com o auxilio
de um pildo até atingirem uma consisténcia fina e homogénea. As amostras
processadas foram entdo armazenadas fechadas em um ambiente seco e arejado,

aguardando a etapa subsequente de analise.

O procedimento analitico teve inicio com a pesagem das amostras em duas massas
distintas, 3 g e 6 g, respetivamente, com o0 objetivo de garantir a linearidade na
extracdo bem como avaliar o efeito de matriz. Em seguida, as amostras foram
submetidas a extragdo utilizando a técnica, de extracéo assistida por ultrassom. Para
essa finalidade, foram realizadas trés extracGes consecutivas, empregando 5mL de
solvente em cada extracdo. Os solventes utilizados foram metanol e diclorometano
na proporcao de 1:1 v/v (em duas extracdes), seguido pela mistura de metanol e
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acetona na proporc¢ao de 3:1 v/v (em uma extragdo). Optou-se por este procedimento
como uma combinacdo de diferentes parametros otimizados na literatura conforme
apresentado na tabela 3. Como diferentes estudos apresentavam recuperacoes ideais
para alguns farmacos, decidiu-se pela adocdo de uma abordagem integrada desses
métodos. Apos cada extracdo, os extratos foram submetidos a centrifugacéo para
separacdo do sedimento.

Os trés extratos obtidos foram combinados e filtrados utilizando algodéo
descontaminado, o qual foi previamente condicionado com metanol.
Posteriormente, o filtrado foi submetido a secagem com o auxilio de um
rotaevaporador e fluxo de nitrogénio até atingir um volume final de 3 mL. Este
processo de preparacdo do extrato visou concentrar as substancias de interesse para

as andlises subsequentes.

Para cada batelada, foi conduzida uma andlise de branco (utilizando um frasco
vazio) seguindo o mesmo procedimento aplicado as amostras. Embora alguns
estudos empreguem padrdes substitutos ou outros compostos de referéncia para
avaliar a eficiéncia de recuperacdo do metodo, ndo se mostrou adequado selecionar
apenas um composto (ou classe) para generalizar a eficiéncia para todos os analitos,
dada a diversidade da natureza dos mesmos. A abordagem mais pertinente seria a
utilizacdo de analitos fortificados com deutérios (compostos deuterados), os quais
sdo seletivos devido a apresentarem tempos de retencdo e massas (m/z) distintas em
relacdo aos compostos originais. Além disso, representam de forma mais precisa a
recuperacdo dos compostos originais ndo deuterados. No entanto, a aquisicdo de
uma grande quantidade desses padrbes de deutérios representaria grande custo,
impossibilitando a ampla replicabilidade da metodologia proposta. Portanto, optou-
se por realizar, em cada batelada, uma extracdo de amostra fortificada para

assegurar a recuperacao de todos os compostos de interesse.
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Tabela 3: Revisdo bibliografica — Solventes de Extracdo (Destacados 0s compostos de interesse)

Técnica de
Analito Amostra Extracdo Solvente extracdo Ref.
acetaminofeno, diclofenaco, ibuprofeno, ceto-
profeno, naproxeno, acido salicilico, sulfameto- do d
xazol, trimetoprim, carbamazepina, propranolol Lodo de Esgoto_, .
P S L | Composto e Sedi- | USAE / SPE | Metanol/Acetona Martin, et al., 2010
17a-etinilestradiol, 17p-estradiol, estriol, es- mentos
trona, acido clofibrico, metabdlito do clofibrato e
gemfibrozil
Ampicilina, amoxicilina, sulfametoxazol, trime-
toprim, eritromicina, azitromicina, diazepam,
_bromazepam_, I_orazepam, ca_rbar_nazepln_a_, Sedimento, Agua | Agua- SPE Metanol/Ace-
diclofenaco, dipirona, 4-formilaminoantipirina S : .
A L . Superficial, Agua | Sedimento- | tona/Acetato de Radovic, et al., 2015
(4-FAA), 4-acetilaminoantipirina (4-AAA), di- A .
: _— . R Subterranea USAE Etila
metoato, malationa, imidacloprida, acetamiprida,
carbofurano, carbarila e tebufenozida, carbenda-
zim, simazina, atrazina e propazina.
estrona, 17p-estradiol, 17a-etinilestradiol Sedimento MAE Metanol/Acetona Andersen, et al., 2005
Ibuprofeno, Naproxen, Ketoprofeno, Diclofenac Sedimento MAE/SPE Metanol Antonic, Ester, 2007




Tabela 3: Revisdo bibliogréafica — Solventes de Extracao (Destacados 0s compostos de interesse)

Analito

cetoprofeno, Naproxeno, ibuprofeno, indometa-

Solvente extracéo

Ref.

cina, acetaminofeno, 4cido salicilico, diclofenaco,
fenazona, propifenazona, oxycodona, codeina, beza-
fibrato, gemfibrozila, pravastatina, carbamazepina,
acridona, citalopram, fluoxetina, diazepam, alprazo-
lam, lorazepam, desloratadina, ranitidina, famoti-
dina, cimetidina, atenolol, sotalol, propranolol, na-
dolol, carazolol, hidroclorotiazida, furosemida, gli-
benclamida, losartan, clopidogrel, tamsulosina, sal-
butamol, varfarina, albendazol, tiabendazol, levami-
sol, dexametasona, azaperona, azaperol, eritromi-
cina, azitromicina, claritromicina, sulfametoxazol,
trimetoprima, metronidazol, dimetridazol, ronidazol,
diltiazem, xilazina e norverapamil, fluvastatina, ator-
vastatina, metoprolol, irbesartana, trazodona, valsar-
tana, olanzapina e verapamil, sertralina, paroxetina,
loratadina, torasemida, amlodipina

Ibuprofeno, 2-benzil-4-clorofenol, naproxeno, tri-

Metanol/agua

Moreno-Gonzalez, et al.,
2015

closan, cetoprofeno, diclofenaco, bisfenol A e es-
trona
Aspirina, Codeina, Diclofenaco, Ibuprofeno, Para-

Metanol/agua

Diaz, Pefia-Alvarez, 2017

cetamol, Cloranfenicol, Doxiciclina, Trimetoprim,
Cafeina, Carbamazepina, Diazepam, DEET, Tri-
closan

Técnica de
Amostra n
Extracao
Agua do
Mar, Sedi- SPE/ PLE
mento
Sedimento | USAE/SPME
Lodo de Es- MAE-SPE
goto

Metanol

Ademoyegun, Okoh, Okoh,
2020
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4.3.4 Extracdo em Fase Sélida

Com objetivo de realizar a purificacdo das amostras (Clean up), foi realizada a
Extracdo em Fase Soélida (SPE). Para isso cartuchos C18 foram rinsados com
Metanol e condicionados com uma mistura de Acetonitrila e Agua (7:3 v/v). As
amostras foram entdo adicionadas e eluidas com o mesmo solvente de

condicionamento.

Neste ponto foi adicionado o Pl antes da secura das amostras em fluxo de N2. As

amostras secas foram entdo derivatizadas e analisadas em GC-MS.

4.4 Parametros de desempenho do método

Visando avaliar a qualidade do método aplicado, realizou-se a analise de diferentes
parametros:  Seletividade, Linearidade e Faixa Linear de Trabalho,
Homocedasticidade, Limite de Deteccdo (LD), Limite de Quantificacdo (LQ),
Repetibilidade, Reprodutibilidade e Ensaio de Recuperacéo.

441 Seletividade

Segundo definicdo fornecida na Orientacdo sobre Validacdo de Métodos Analiticos
DOQ-CGCRE-008 (INMETRO, 2020), Seletividade é o grau em que o método
pode quantificar o analito na presenca de outros analitos, matrizes ou de outro
material potencialmente interferente (AOAC, 2002).

Ou seja, um método seletivo € aquele que mesmo produzindo respostas para varios
analitos, pode distinguir a resposta de um analito da de outros, de forma inequivoca,

em uma amostra complexa. (Ribani et al., 2004)

Experimentos para avaliagéo da seletividade descritos na literatura sobre validagao
de métodos analiticos envolvem ensaios com padrdes ou materiais de referéncia,
amostras com e sem o analito, além da avaliacdo da capacidade de identificacdo do

analito de interesse na presenca de interferentes. Se a seletividade néo for



assegurada, a linearidade, a tendéncia e a precisdo estardo seriamente
comprometidas (INMETRO, 2020).

4.4.2 Linearidade e Faixa Linear de Trabalho

A Linearidade de um método é definida como a sua habilidade, dentro de uma dada
faixa de trabalho, em obter resultados os quais sdo diretamente proporcionais a

concentracdo do analito na amostra (ICH, 2005).

A relacdo matematica entre o sinal e a concentracdo deve ser expressa cComo uma
equacéo de reta e, na maior parte dos casos, deve ser determinada empiricamente,
a partir de sinais medidos para massas ou concentragcdes conhecidas do analito
(Ribani et al., 2004).

Em qualquer técnica instrumental, a relacdo linear é descrita pela equacao:

y=ax+Db

Sendo a e b, coeficientes de regresséo linear.

Além dos coeficientes de regressdo a e b, também é possivel calcular, a partir dos
pontos experimentais, o coeficiente de correlacdo r. O coeficiente de correlacéo é o
parametro que permite uma estimativa da qualidade da curva obtida e apresenta
uma faixa de magnitude entre -1 <r <1, sendo que quanto mais proximo de 1 ou -
1, menor sera o erro em Yy e, portanto, melhor sera o ajuste da funcdo matematica

escolhida a curva de calibracdo. (Ribeiro et al., 2008)

O INMETRO recomenda coeficientes de correlagdo maiores que 0.9, jA a ANVISA
afirma que o critério minimo aceitavel do coeficiente de correlagédo (r) deve ser

igual a 0,99.

Com a finalidade de determinar o tamanho ou magnitude da relagcéo entre duas
variaveis, € habitual calcular o quadrado do coeficiente de correlagdo. Este
indicador, denominado por Guilford (1936) de coeficiente de determinagdo, é
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interpretado como a proporcao da variancia em uma variavel que é prevista ou

explicada pela outra (Ozer, 1985).

Todo experimento de determinacdo da faixa de trabalho € iniciado pela escolha de
uma faixa preliminar. A faixa de trabalho deve cobrir a faixa de aplicacdo para a
qual o ensaio vai ser usado e a concentracdo mais esperada da amostra deve, sempre
que possivel, se situar no centro da faixa de trabalho. A Faixa Linear de Trabalho €
definida como o intervalo compreendido entre o limite inferior e o limite superior
da faixa avaliada. Sempre que possivel, se situar no meio da faixa de trabalho
(INMETRO, 2020).

Conforme apresentado anteriormente, a curva foi construida através de injegdes de
solugdes padréo preparadas em metanol, em triplicata, na faixa de 0,5 a 400 ng/mL,
contendo o padrdo interno na concentracdo de 100 ng/mL. As injecdes foram
realizadas em ordem crescente de concentracdo, sendo que o método da
padronizacéo interna foi escolhido com a utilizac&o de Trifenilfosfato como padrao

interno.

4.4.3 Homodecasticidade

A hipdtese de homogeneidade das variancias ¢ dita Homocedasticidade. E bem
sabido que quando as suposi¢des do modelo de regresséo linear estdo corretas, 0s
minimos quadrados ordinarios (MQO) fornecem estimativas eficientes e imparciais
dos parametros. A heterocedasticidade ocorre quando a variancia dos erros varia
entre as observacbes. Se os erros forem heterocedasticos, o estimador MQO
permanece imparcial, mas torna-se ineficiente. Mais importante ainda, as
estimativas dos erros padréo sao inconsistentes. Os erros padréo estimados podem
ser muito grandes ou muito pequenos, resultando em inferéncias incorretas em

ambos 0s casos (Long e Ervin, 1998)

Dado que a heterocedasticidade é um problema comum na andlise de dados
transversais, muitos testes populares examinam se 0s residuos estimados estdo
correlacionados com algumas covaridveis ou quaisquer variaveis auxiliares que

seriam Uteis para explicar a falta de homocedasticidade, como por exemplo Breusch
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e Pagan (1979), White (1980), Cook e Weisberg (1983), Azzalini e Bowman
(1993), Diblasi e Bowman (1997), e Su e Ullah (2013) (Li e Yao, 2019).

Assim, se a hipotese de homocedasticidade for rejeitada, abordagem tradicional
para melhorar o MQO é modelar parametricamente a variancia condicional,
Var(u/x), e aplicar minimos quadrados ponderados (MQP) (Lu e Wooldridge,
2020). Este trabalho utilizou 1/x em massa para ponderar os resultados.

4.4.4 Limite de Deteccao (LD) e Limite de
Quantificacéo (LQ)

Limite de deteccdo (LD) de um procedimento analitico individual é a menor

quantidade de analito na amostra que pode ser detectada, mas ndo necessariamente

quantificada sob as condicdes estabelecidas para o ensaio (ICH, 2005; Nata, 2013).

Quando sdo realizadas medidas em amostras com baixos niveis do analito ou de
uma propriedade, como, por exemplo, analise de tragos, € importante saber qual o
menor valor de concentracdo do analito ou da propriedade que pode ser detectado
pelo método (INMETRO, 2008).

Segundo Ribani et al, 2004, o Limite de Deteccdo (LD) pode ser estimado de trés
maneiras diferentes: método visual, método relacdo sinal-ruido e pelo método

baseado em parametros da curva analitica.

O limite de quantificacdo (LQ) de um método analitico especifico representa a
quantidade minima do analito presente na amostra que pode ser determinada de
forma precisa e exata, de acordo com os critérios estabelecidos (ICH, 2005).

Na préatica, corresponde normalmente ao padrdo de calibracdo de menor
concentracdo (excluindo o branco). Esse limite, apds ter sido determinado, deve ser
testado com amostras independentes no mesmo nivel de concentracdo/propriedade
do LQ, para averiguar se a recuperacdo/tendéncia e a precisdo conseguidas sao
satisfatorias. O limite de quantificacdo é importante para métodos quantitativos
(INMETRO, 2008).
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O Limite de Quantificacdo (LQ) também pode ser estimado utilizando o método
visual, a relacdo sinal-ruido ou a relacéo entre a estimativa do desvio padréo da

resposta e a inclinagdo da curva analitica.

4.45 Repetibilidade

Nas Orientacdo Sobre Validacdo de Métodos Analiticos (INMETRO, 2020) sao
definidos os Parametros de Desempenho entre eles a Precisdo, normalmente
determinada para circunstancias especificas de medicdo e as trés maneiras mais
comuns de expressa-la sdo por meio da repetibilidade, precisao intermediaria e da
reprodutibilidade, sendo usualmente expressas pelo desvio padréo e coeficiente de

variacao.

Segundo o Vocabulario internacional de Metrologia, (INMETRO, 2008),
repetitividade (ou repetibilidade) é a precisdo de medi¢do sob um conjunto de
condicdes de repetibilidade, isto €, a condicdo de medicdo num conjunto de
condigdes, as quais compreendem o mesmo procedimento de medicdo, 0s mesmos
operadores, 0 mesmo sistema de medi¢do, as mesmas condigdes de operagéo e o
mesmo local, assim como medicdes repetidas no mesmo objeto ou em objetos

similares durante um curto periodo.

Por orientacdo do INMETRO, o coeficiente de variacdo (CV, %), também
conhecido como desvio padrdo relativo (DPR), é calculado da seguinte forma:

DP

CV = DPR = (CMD

)x100,

Onde DP é o desvio padrdo e CMD ¢ a concentracdo média determinada

Na mencionada orientagdo, o INMETRO aponta que é crucial que os laboratorios
definam padrdes de aceitabilidade para o desvio padrao relativo (DPR) obtido em
condicdes de repeticdo, idealmente em conformidade com as diretrizes normativas
estabelecidas pela legislagcdo relevante para os setores de atuagdo, como, por

exemplo, 0 meio ambiente.
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Geralmente, esses padrfes estdo vinculados aos niveis de concentracdo conforme
Tabela 4 que apresenta os critérios de aceitacdo de repetibilidade e é reproduzida
da AOAC de 2016.

Tabela 4: Critério de aceitacdo para repetibilidade (AOAC, 2016; INMETRO,
2020)

Analito % Fracdo Massica (C) Unidade DPR, %
100 1 100% 1,3
10 10-1 10% 1,9
1 10-2 1% 2,7
0,1 10-3 0,1% 3,7
0,01 10-4 100 ppm (mg/kg) 53
0,001 10-5 10 ppm (mg/kg) 7,3
0,0001 10-6 1 ppm (mg/kg) 11
0,00001 10-7 100 ppb (ug/kg) 15
0,000001 10-8 10 ppb (ug’kg) 21
0,0000001 10-9 1 ppb (ug/kg) 30

Com o intuito de avaliar a repetibilidade do procedimento proposto, foram
conduzidas maltiplas medicdes utilizando amostras preparadas com concentracdo

conhecida e idéntica ao longo de 3 consecutivos.

4.4.6 Precisao Intermediaria

Ainda segundo o Vocabulario internacional de Metrologia, (INMETRO, 2008),
precisdo intermediaria € a precisdo avaliada em condicdo de medi¢do ou conjunto
de condicdes, as quais compreendem o mesmo procedimento de medicdo, 0 mesmo
local e medicges repetidas no mesmo objeto ou em objetos similares, ao longo de
um periodo extenso de tempo, mas pode incluir outras condigdes que envolvam

mudancas.

A Orientacdo Sobre Validacdo de Métodos Analiticos revisada pelo INMETRO em
junho de 2020, destaca que, para a analise de precisdo intermediaria, o estudo deve

definir exatamente quais condic¢des serdo variadas (uma ou mais), tais como:
« diferentes analistas;

« diferentes equipamentos;
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* diferentes tempos.

Esta medida de precisdo representa a variabilidade dos resultados em um

laboratorio.

Na maioria dos casos, o valor de precisdo intermediaria é funcdo do nivel de
concentracdo do ensaio e o seu célculo é efetuado, preferencialmente, a partir dos
resultados obtidos, apds eliminacdo dos resultados discrepantes (INMETRO,
2020).

A avaliacdo da precisdo intermediaria deste sistema foi conduzida mediante a
variagdo da concentracdo da amostra, que foi alterada ao longo de dias
consecutivos. Nesse contexto, foi incumbido ao aluno de Iniciacdo Cientifica
realizar a medicdo das mesmas amostras, seguindo estritamente 0 mesmo

procedimento experimental.

4.4.7 Ensaio de Recuperacéao

Tipicamente, tais métodos de analise baseiam-se na transferéncia do analito da
matriz complexa para uma solucdo muito mais simples que é usada para apresentar
0 analito para determinagdo instrumental. No entanto, o procedimento de
transferéncia resulta na perda do analito. Muito frequentemente, em tais
procedimentos, uma proporcao substancial do analito permanece na matriz apés a
extracdo, de modo que a transferéncia é incompleta e a medicao subsequente da um
valor inferior a verdadeira concentracdo no material de teste original (Thompson et
al., 1999).

A recuperacdo do analito pode ser estimada pela analise de amostras fortificadas
com quantidades conhecidas do mesmo (spike). As amostras podem ser fortificadas
com o analito em pelo menos trés diferentes concentracfes (baixa, média e alta) da
faixa de uso do metodo (INMETRO, 2008).

A recuperacdo é calculada segundo a equagéo:

€ =G

Recuperagio(%) = ( )xlOO

3
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Onde ¢, € a concentracdo do analito na amostra fortificada, C, é a concentracéo do
analito na amostra ndo fortificada e C; é a concentracdo do analito adicionada a
amostra fortificada (INMETRO, 2008).

No desenvolvimento deste método analitico, é crucial considerar a diversidade de
analitos, cada um com suas proprias propriedades fisico-quimicas. Neste caso, seria
inviavel selecionar um ou dois padrdes sub-rogados que representassem todos 0s

compostos.

Uma alternativa seria 0 uso de compostos deuterados que, embora oferecam
vantagens em termos de marcacdo isotdpica, impossibilitam a replicabilidade do

método, objetivo deste estudo, por terem alto custo.

Diante dessa realidade, uma alternativa viavel foi a extracdo de uma solucdo
fortificada contendo todos os compostos de interesse para validar o processo de
extracdo das amostras. Essas solucGes fortificadas foram preparadas em cada lote
de amostras, juntamente com um controle em branco, como parte do protocolo
experimental. Essa abordagem permite uma avaliacdo mais abrangente da eficacia
da extracdo, garantindo resultados confiaveis e robustos, mesmo diante da
complexidade da matriz da amostra.

Como forma de definir se a recuperacdo encontrada para o estudo é adequada, €
realizada a analise em relacdo a concentracdo do Analito, conforme Tabela 5 que
apresenta os critérios de aceitacdo de recuperacao e é reproduzida da AOAC de
2016.

Tabela 5: Critério de aceitacdo para recuperacdo (AOAC, 2016; INMETRO,
2020)

Analito % Fracdo Méssica (C) Unidade Recuperacdo Média, %
100 1 100% 98 - 102
10 10-1 10% 98 - 102
1 10-2 1% 97 -103
0,1 10-3 0,1% 95 -105
0,01 10-4 100 ppm (mg/kQg) 90 - 107
0,001 10-5 10 ppm (mg/kg) 80-110
0,0001 10-6 1 ppm (mg/kg) 80-110
0,00001 10-7 100 ppb (ug/kg) 80-110
0,000001 10-8 10 ppb (ug’kg) 60 - 115
0,0000001 10-9 1 ppb (ug/kg) 40-120

51



Como as analises realizadas estdo na faixa de 10° (ng/g), resultados entre 40 e

120% de recuperacao média, estdo dentro do critério de aceitacéo.

5. Resultados e discussao
5.1 Otimizac¢ao da Derivatizagao

Os testes iniciais de tempo e temperatura de derivatizacdo ja sinalizavam grande
impacto da temperatura sem melhores eficiéncias com tempos de reagdo mais

longos ou maiores volumes de reagentes.

Os valores de area dos analitos e do padrdo interno (Pl) foram menores em
temperaturas mais baixas. 1sso indica que a variagdo dos valores de area pode ser

mascarada, tornando inviavel a utilizacdo da razdo de &rea como método de analise.

Avaliou-se a viabilidade da piridina como solvente para a derivatizacdo dos
analitos. Embora a piridina tenha demonstrado maior eficiéncia, o risco associado
a sua toxicidade (ICSC: 0323) foi considerado. Portanto, foram avaliadas as perdas
de eficiéncia decorrentes do uso de acetonitrila como alternativa. Embora a

acetonitrila ndo seja o solvente 6timo, ainda proporcionou resultados satisfatorios.

Os cromatogramas obtidos na andlise em Full Scan (FS) pela utilizacdo de
acetonitrila e piridina como solventes para a derivatizacdo sdo apresentados nas
Figuras 3 e 4, respectivamente. Nessas figuras podemos observar melhores
abundancias relativas com a utilizacdo de piridina, mas ainda se obtém boa

separacdo de picos e abundancia relativa para a acetonitrila como solvente.

Relative Abundance
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Figura 3: Cromatograma obtido em FS pela utilizagéo de acetonitrila como
solvente para derivatizacao
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Figura 4: Cromatograma obtido em FS pela utilizacdo de piridina como

solvente para derivatizacio

Considerando os resultados obtidos, as amostras foram avaliadas pela utilizacdo de
200 pL de acetonitrila e 100 uL de BSTFA-TCMS, a 80 °C por 1 h.

5.2 Otimizacdo do sistema GC-MS: parametros
cromatograficos

Para determinar os pardmetros cromatograficos Otimos para a andlise dos
compostos em estudo, uma serie de testes foi conduzida em amostras fortificadas
com tais compostos. O objetivo primordial consistiu em assegurar a obtencdo de
picos cromatograficos com caracteristicas desejaveis, incluindo clareza, boa
resolugdo e baixa interferéncia de ruido de fundo. As condigdes instrumentais

definidas e aplicadas as amostras sdo apresentadas na Tabela 6.

Tabela 6: Condicdes Instrumentais do GC-MS

Instrumentacéo Condigdes Experimentais

Split/splitless, 250 ° C,0,38 min

Injetor _ o
splitless (sem divisdo de fluxo).

He, fluxo constante,
1,0 mL/min

Gas de Arraste

50 °C, 2min
50° C/min, 80° C
8° C/min, 280° C
10° C/min, 300° C

Temperatura Programada
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Tempo Total de Corrida 35 min

Transfer Line 290° C
Volume de Injecéo 3 uL

Temperatura da Fonte 250° C

5.3 Parametro de Qualidade do Método
5.3.1 Seletividade

Apbs a obtencdo das condigcdes cromatograficas ideais, procedemos com a andlise
em full scan de cada analito de forma individualizada. Este procedimento permitiu
a identificacdo dos tempos de retencdo, bem como dos ions precursores e de
confirmacéo associados a cada composto.

Os tempos de retencdo representam a medida em que os analitos interagem com a
fase estacionaria, sendo essencial para distinguir entre diferentes componentes de
uma amostra. A seletividade adequada assegura que o0s picos de eluigéo
correspondentes a cada componente sejam distintos o suficiente para uma
identificacdo confiavel. Métodos analiticos devem ser projetados levando em conta
a especificidade requerida para a analise em questdo, garantindo que os tempos de
retencdo sejam suficientemente distintos para evitar sobreposicdo de picos e
interpretacdes equivocadas.

Os resultados de tempo de retencéo, ions precursores e ions de confirmacao obtidos
sdo apresentados na Tabela 7. Estes foram os tempos e 0s ions considerados para a

construcdo da curva analitica, bem como para a analise das amostras.

Tabela 7: Tempos de Retencéo, ions precursores e ions de confirmacao

Composto Tr fon precursor fons de confirmacéo
Diclofenac 17,83 242 179
Estradiol 22,88 416 285
Napropamida 15,85 128 102
Ibuprofeno 8,44 160 145
Bisfenol 16,84 357 191
Naproxen 14,9 185 152
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Triclosan 15,54 345 200
Carbamazepina 18,65 193 165
Nadolol 20,48 86 57
Etofibrato 21,45 236 106

532 Linearidade e Faixa Linear de Trabalho

Para avaliar a linearidade das curvas analiticas, utilizou-se 0 método de minimos
quadrados para calcular os coeficientes de regressdo (r) associados a cada curva.
Esse método permite estimar a relacdo linear entre as variaveis dependentes e
independentes, fornecendo uma medida da qualidade do ajuste da curva aos dados

experimentais.

Além disso, foi realizado o teste ANOVA (Analise de Variancia) para avaliar a
significancia estatistica das diferencas entre as médias dos grupos de dados,
proporcionando uma compreensdao mais robusta da variabilidade presente nos
resultados. Os resultados obtidos desses testes estdo separados por analitos r

apresentados nas Figuras 5 a 14 e nas Tabelas 8 a 17.
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Figura 5: Curva analitica obtida para o analito p-estradiol
Tabela 8: ANOVA Test para o analito p-estradiol
Graus de Li- | Somados Média dos
FONTE ValorF | Valor-p
berdade Quadrados Quadrados
Amostra 1 111,15 111,15 13993 <2e-16
Erro 16 0,13 0,01
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Figura 6: Curva analitica obtida para o analito Bisfenol A
Tabela 9: ANOVA Test para o analito Bisfenol A
Graus de Li- | Soma dos Média dos
FONTE ValorF | Valor-p
berdade Quadrados Quadrados
Amostra 1 1392,1 1392,1 3941 <2e-16
Erro 16 5,7 0,4
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Carbamazepinda
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Figura 7: Curva analitica obtida para o analito Carbamazepina

Tabela 10: ANOVA Test para o analito Carbamazepina

Graus de Li- | Soma dos Média dos
FONTE berdade Quadrados Quadrados ValorF | Valor-p
Amostra 1 3598 3598 10715 <2e-16
Erro 19 6 0
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Diclofenac
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Figura 8: Curva analitica obtida para o analito Diclofenac

Tabela 11: ANOVA Test para o analito Diclofenac

Graus de Li- | Soma dos Média dos
FONTE berdade Quadrados Quadrados ValorF | Valor-p
Amostra 1 178,05 178,05 8092 <2e-16
Erro 16 0,35 0,02
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Etofibrato
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Figura 9: Curva analitica obtida para o analito Etofibrato

Tabela 12: ANOVA Test para o analito Etofibrato

Graus de Li- | Soma dos Média dos
FONTE berdade Quadrados Quadrados ValorF | Valor-p
Amostra 1 13,81 13,81 4779 <2e-16
Erro 16 0,046 0,003
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Figura 10: Curva analitica obtida para o analito Ibuprofeno
Tabela 13: ANOVA Test para o analito Ibuprofeno
Graus de Li- | Somados Média dos
FONTE ValorF | Valor-p
berdade Quadrados Quadrados
Amostra 1 187,86 187,86 20540 <2e-16
Erro 16 0,15 0,01
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Nadolol
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Figura 11: Curva analitica obtida para o analito Nadolol

Tabela 14: ANOVA Test para o analito Nadolol

Graus de Li- | Soma dos Média dos
FONTE berdade Quadrados Quadrados ValorF | Valor-p
Amostra 1 9127 9127 14000 <2e-16
Erro 16 10 1
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Naproapropamida
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Figura 12: Curva analitica obtida para o analito Napropamida

Tabela 15: ANOVA Test para o analito Napropamida

00 04 08 1.2
L1 |
o
@\ o
o
o
o
Standardized residuals
10 1
L I
o
S
o
}
|

Graus de Li- | Soma dos Média dos
FONTE berdade Quadrados Quadrados ValorF | Valor-p
Amostra 1 173,80 173,80 5305 <2e-16
Erro 16 0,52 0,03
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Naproxen
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Figura 13: Curva analitica obtida para o analito Naproxen
Tabela 16: ANOVA Test para o analito Naproxen
Graus de Li- | Soma dos Média dos
FONTE ValorF | Valor-p
berdade Quadrados Quadrados
Amostra 1 265,48 265,48 4414 <2e-16
Erro 16 0,96 0,06
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Triclosan
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Figura 14: Curva analitica obtida para o analito Triclosan
Tabela 17: ANOVA Test para o analito Triclosan
Graus de Li- | Somados Média dos
FONTE ValorF | Valor-p
berdade Quadrados Quadrados
Amostra 1 2,7536 2,7536 6584 <2e-16
Erro 13 0,0054 0,0004

Com base nos critérios estabelecidos pelo INMETRO e pela ANVISA, a

linearidade das curvas dos 10 analitos estudados pode ser considerada altamente

satisfatoria. O fato de terem sido obtidos coeficientes de correlagdo (r) superiores a

0,99 para todos os analitos indica uma relacdo linear robusta entre a concentracao

65




do analito e o sinal analitico em toda a faixa de concentracdo estudada. Esses
resultados sugerem uma alta precisdo e confiabilidade do método analitico
empregado, uma vez que atende aos requisitos minimos estabelecidos pelas

agéncias reguladoras.

A obtencdo de valores de r consistentemente acima de 0,99 também reforga a
capacidade do método em quantificar com precisdo os niveis de concentragdo dos
analitos em amostras complexas, fornecendo resultados confiaveis para aplicagdes
analiticas e regulatorias. Essa alta linearidade das curvas é fundamental para

garantir a exatiddo das medidas e a interpretacdo correta dos resultados obtidos.

N&o é incomum ver um valor de F e um valor de P relatados como parte de uma
tabela ANOVA. Sendo uma ferramenta essencial que estatisticos usam para testar
cientificamente e rigorosamente se ha diferenca entre grupos, o teste F desempenha

um papel central no modelo linear geral (Ip, 2007).

A premissa central do teste F é a comparacao direta entre a variabilidade do sinal e
a do ruido. Caso a variagdo no sinal, avaliada pelo quadrado médio do efeito, seja
reduzida em relacdo a variacdo no ruido, o teste F indicaria ao pesquisador que a
divergéncia na variacdo do grupo pode ser atribuida principalmente a aleatoriedade.
Em contrapartida, se o valor do quadrado médio do sinal for substancialmente
superior a variacdo do ruido, o teste F apontaria que a diferenca € muito

provavelmente legitima (Ip, 2007).

Obter um valor p tdo baixo quanto 2,2 x 107'¢, como observado para todos o0s
analitos, € altamente significativo em andlises estatisticas. Na pratica, isso fortalece
a confianca nas conclus@es do teste de hipGtese pois os valores ideais de p sdo
menores que 0,05 (Ip, 2007). A obtencdo de valores tdo baixos do p-valor (menor
que 2,2 x 10%) indicam que ha uma variacio real nos dados que nio pode ser
atribuida ao acaso. Adicionalmente, Anova do modelo de regressdo apresentou

resultado estatisticamente significativo com valores de F significativamente grande.
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533 Homocedasticidade

Para avaliar a Homocedasticidade das curvas analiticas obtidas, foi realizado o teste
de Breusch e Pagan (BP Test) e o resultado obtido se encontra na Tabela 18, onde

os valores p obtidos acima de 0,05 se encontram em destaque.

Tabela 18: Resultado BP Test para andlise de Homocedasticidade. Valores nao
ideais em destaque

Composto BP df p-valor
Ibuprofeno 1,2946 1 0,2552
Naproxen 4,0081 1 0,04528
Triclosan 4,8886 1 0,02703
Napropamida 3,8043 1 0,05112
BisfenolA 0,83071 1 0,3621
Carbamazepina 2,6839 1 0,1014
Diclofenac 0,4972 1 0,4807
Nadolol 3,7356 1 0,05327
Etofibrato 2,5201 1 0,1124
B-Estradiol 0,87868 1 0,3486

Para avaliar quais compostos sdo homocedasticos (variancia constante dos erros) e
quais sdo heterocedasticos (variancia dos erros varia), podemos olhar para os
valores p (p-valor) associados aos testes de Breusch-Pagan (BP). Se o valor-p for
maior que um nivel de significancia pré-estabelecido (como 0,05), entdo ndo ha
evidéncia estatistica para rejeitar a hipotese nula de homocedasticidade. Caso
contrario, se o valor-p for menor que 0,05, h& evidéncia estatistica para rejeitar a

hipdtese nula, indicando heterocedasticidade.

Os compostos Naproxen e Triclosan apresentaram valores p menores que 0,05
(valor de referéncia), ou seja, no intervalo de concentragédo da faixa de trabalho, os
diversos niveis de concentragdo ndo exibem variagdo uniforme. Devido & auséncia
de homocedasticidade, ndo € apropriado adotar o modelo de Minimos Quadrados
Ordinarios (MQO) para a analise dos dados desses dois compostos, mesmo que esse

modelo seja mais simples para a obtencao de parametros de regresséo e linearidade.

Conforme apresentado anteriormente, ama vez que a homocedasticidade néo foi

confirmada, os erros padrdes dos coeficientes linear e angular calculados pelo
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Método dos Minimos Quadrados tornam-se imprecisos e, para lidar com a
heterocedasticidade no modelo de regressdo linear, € recomendado utilizar o
Modelo de Minimos Quadrados Ponderados para estimar os coeficientes de
regressdo. A ponderacdo € crucial porque a heterocedasticidade indica que
diferentes "pesos” influenciam os erros em concentragdes distintas dentro da faixa

linear do método.

Na prética, ha vérias abordagens para determinar os pesos a serem aplicados na
utilizacdo do Minimos Quadrados Ponderados, se a variancia for proporcional a
variavel independente, pode-se utilizar 1/x como peso. Tratando-se de uma
estratégia regular, foi realizada tal ponderacéao, seguida dos testes necessarios para

validar a nova hipotese.

O resultado da aplicacdo dos minimos quadrados ponderados para os analitos

Naproxen e Triclosan € apresentado nas Figuras 15 e 16 e na Tabela 19.
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Figura 15: Curva analitica ponderada obtida para o analito Naproxen
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Triclosan
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Figura 16: Curva analitica ponderada obtida para o analito Triclosan

Com o ajuste da curva foram coletados os dados para realizar nova avaliacdo de

linearidade e Homocedasticidade:

Tabela 19: ANOVA Test para os analitos Naproxen e Triclosan

Valor-p
Composto r ANOVA BP df Valor-p BP
Naproxen 0,997 <2e-16 0,070548 1 0,7905
Triclosan 0,995 <2e-16 0,14226 1 0,706
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Os valores-p ANOVA abaixo de 2,2 x 1071 para Naproxen e Triclosan indicam uma
forte relacdo entre as variaveis independentes e dependentes. Ao avaliarmos 0s
valores-p do teste de Breusch-Pagan, estes sugerem que nao ha evidéncia estatistica
para rejeitar a hipotese nula de homocedasticidade ap6s a aplicacdo do método de
minimos quadrados ponderados. Sendo assim, podemos inferir que a ponderacao

foi acertada fornecendo uma curva com bom ajuste linear e homocedastica.

534 Limite de Deteccao (LD) e Limite de
Quantificacéo (LQ)

Os limites de Deteccdo (LD) e de Quantificagdo (LQ) foram determinados por meio
da analise dos pardmetros da curva analitica, conforme descrito previamente no
procedimento. A estratégia de estimativa de LQ e LD considera a quantidade de
amostra extraida ou o extrato, porém € importante notar que esses limites podem

variar dependendo do volume injetado no espectrometro de massas.

O limite de quantificagéo representa uma avaliagdo da capacidade do equipamento
de detectar de forma precisa e confidvel, considerando o0 método empregado. Se a
concentracdo minima detectavel em um extrato de 1 mL injetado é de 0,5 ng/mL, e
este extrato € derivado de 10 g de amostra, o limite de quantificacdo é estabelecido
em 0,05 ng g/g. Suponha que o método utilize a injecdo de 1 pL, correspondendo a
1/1000 do extrato total, resultando na deteccéo e quantificacdo de 0,5 pg do analito
pelo detector de massas. Caso seja viavel aumentar o volume de injecéo para 2 L,
considerando fatores como volume do liner e temperatura, e mantendo-se a
estabilidade da matriz, a menor concentracao detectavel/quantificavel seria de 0,25
ng/mL. Isso ocorre porque a mesma quantidade de 0,5 pg alcancaria o detector.

Os limites quantitativos citados na literatura sdo frequentemente apresentados
considerando fatores como divisdo do extrato, massa da amostra, volume injetado,
entre outros parametros, englobando o processo analitico como um todo. Embora
essa seja a abordagem adequada para analises cientificas, ela demanda do leitor uma
consideracdo detalhada dos procedimentos de cada método. Uma abordagem
complementar e de grande relevancia para pesquisadores é o limite de deteccdo
instrumental em massa. Esse valor auxilia na tomada de decisdes rapidas durante o
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desenvolvimento de métodos, permitindo a determinacdo da massa a ser extraida,
0 manejo do extrato, escolha do método de injecdo (split/splitless), volume a ser
injetado, entre outros parametros. Este conceito é discutido no trabalho de Togola
e Budzinski, 2007.

Os resultados obtidos para este estudo se encontram apresentados na tabela 20.

Tabela 20: Limites de Deteccao e Limites de Quantificacdo para os farmacos

analisados
Extrato Amostra MaSAS as
Espectrometro
LQ LD LQ |LQ curva

Composto LD (ng) o) | (nolg) | (nale) | (ngla) Massa (pg)
Ibuprofeno 0,63 2,10 | 0,11 | 0,32 0,34 6
Naproxen 2,14 7,13 | 0,36 1,07 1,78 32
Triclosan 0,99 3,30 | 0,17 | 0,49 0,83 15
Napropamida 3,12 104 | 0,52 1,56 2,6 47
BisfenolA 2,97 9,90 0,5 1,49 2,48 45
Carbamazepina | 1,57 523 | 0,26 | 0,79 1,14 21
Diclofenac 2,16 7,20 | 0,36 1,08 1,8 32
Nadolol 2,5 8,33 | 0,42 1,25 2,08 38
Etofibrato 1,75 583 | 0,29 | 0,88 1,46 26
B-Estradiol 1,86 6,20 | 0,31 | 0,93 1,55 28

Os resultados obtidos para os limites de Deteccdo (LD) e de Quantificacdo (LQ),
conforme apresentados na tabela anterior, se mostraram em consonancia com as
referéncias consultadas e sdo consistentes com os dados encontrados em estudos
semelhantes e apresentados na Tabela 21. E notavel destacar que os valores obtidos

para LD e LQ se situam na faixa de ng/g.

A importancia desses valores reside no fato de que, quanto mais baixos os limites
de deteccdo e quantificacdo, maior é a sensibilidade analitica do método
empregado. Isso significa que o método é capaz de detectar e quantificar até mesmo
pequenas quantidades da substdncia em estudo, mesmo em concentragdes
extremamente reduzidas, o que é fundamental em aplicagdes onde a precisdo e a
sensibilidade sdo essenciais, como em anélises ambientais, farmacéuticas e de

seguranca alimentar (Nielsen, 2017).
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Tabela 21 — Reviséo bibliografica — Limites de Deteccdo e Limites de Quantificacédo

Instrumento
Analito Matriz Método analitico LQ LD Ref.
Acido acetilsalicilico, co-
deina, diclofenaco, ibu-
profeno, paracetamol,
cloranfenicol, doxici- Lodo de esgoto | MAE, SPE GC-MS 0,3-51ng/g| 0,1-1,7ng/g Ademoyeguzrg),zco)koh, Okoh,
clina, trimetoprim, cafe-
ina, carbamazepina, di-
azepam, DEET, triclosan
Anti-inflamatérios Sedimento MAE GC-MS 12—-15ng/g | 3,7—4,4nglg Andersen et al., 2005
AINEs Sedimento MAE, SPE GC-MSD 0’1i;/g’25 0,03 - 0,08 pg/g Antonic, Heath, 2007
: - Solo e matéria sus-
Ezgw\figgtseze Orf]:)orﬁﬁz ® | pensa em aguas re- | PLE e SPE | UPLC-MS/MS O’Gn‘ }54’2 01-231ng/L | Bake", Kas%zﬁk'Hordem’
siduais g
Cocaina, cetamina, Matéria suspensa Comtois-Marotte et al
MDMA, METH, mete- | em aguas residuais | UAE e SPE | UHPLC-HRMS | 1,0 - 347 ng/g | 0,3 - 104 ng/g N

drona

e sedimento

2017




Tabela 21 — Reviséo bibliografica — Limites de Deteccdo e Limites de Quantificacédo

Analito

Matriz

Método

Instrumento

analitico LQ LD Ref.
Ibuprofeno, 2-benzil-4-
clorofenol, naproxeno, | = geimento  |UAE,SPME|  GC-MS | 0,1 0,8 ng/g 0,04 025 nglg | Diaz, Pefia-Alvarez, 2017
triclosan, cetoprofeno,
diclofenaco, bisfenol A e
estrona
AMP, MEATDHAMDMA’ Lodo de esgoto | MAE e SPE | HPLC-MS/MS | 2,417 ng/g | 0.73-5.15 ng/g Evans et al., 2015
Matrizes sélidas
THC, canal_JldloI €cana- | como saco plas- SPME nanoLC 8 — 15 ng/mi 2-5 ng/mi Jornet-Martinez et al., 2018
binol tico, papel de es-
critério e pano
Benzoilecgonina, i
MDMA, mefedrona, me- | Lodo de esgoto | PLE e SPE LC-ESI 03-225 0,1-6,4 ng/g Mastroianni et al., 2013
: . . (QqLIT)MS/MS ng/g
tilefedrina, cocaina
20 farmacos em agua do | Agua do mar, sedi-| SPE/PLE ESI-(QqLIT) 0,04 -5,6 0.01 -3.6 na/ Moreno-Gonzélez et al.,
mar e 14 em sedimentos mento (ASE300) MS/MS ng/g ’ 0 Ng’d 2015
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Tabela 21 — Revisado bibliogréafica — Limites de Detec¢do e Limites de Quantificacéo

Instrumento

Analito Matriz Método o LQ LD Ref.
analitico
Anti-inflamatorios, anal- | Aguas residuais e SPE GC-MS 0,24-0,69 0,06 — 0,5 ng/L Pérez Solsona, Barcelo,
geésicos e reguladores de agua do mar ng/L 2007

lipidios sanguineos
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5.3.5 Repetibilidade

Para se realizar o estudo de repetibilidade do método, todos os farmacos foram

adicionados em um branco de amostra para 10 réplicas que foram submetidas a todo

0 processamento da amostra exigido pelo método. O critério de aceitacdo

estabelecido para o coeficiente de variacdo (CV), seguindo as recomendacdes do

item 4.5.5, foi alcancado para todas as amostras conforme Tabelas 22 a 31

apresentadas abaixo com a resultados de repetibilidade para cada composto. Assim

sendo, pela andlise de repetibilidade 0 método pode ser avaliado como preciso.

Tabela 22: Analise de repetibilidade — g-Estradiol

Concentracéo
(ng/mL)

Média

DP

DPR (%)

20,30

18,18

19,30

17,54

B_Estra- 18,01

diol 19,70

17,40

16,88

20,11

18,99

18,64

1,20

6,46

45,43

47,57

44,98

47,83

B_Estra- 47,68

diol 46,00

44,91

46,56

45,60

48,32

46,49

1,28

2,75

205,8

187,3

191,3

187,2

B_Estra- 170,2

diol 197,6

202,0

190,6

182,0

202,0

191,6

10,78

5,63




Tabela 23: Analise de repetibilidade — Bisfenol A

Concentragdao
(ng/mL)

Média

DP

DPR (%)

Bisfenol A

28,88

30,66

29,31

30,58

29,40

30,19

29,63

28,71

29,08

30,01

29,65

0,69

2,33

Bisfenol_A

74,90

72,38

74,08

73,97

75,24

73,72

73,58

74,50

73,72

73,14

73,92

0,83

1,13

Bisfenol_A

1475

146,9

145,9

146,1

145,7

149,1

147,0

147,2

145,6

148,4

147,0

1,17

0,80
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Tabela 24: Analise de repetibilidade — Carbamazepina

Concentragéao

(ng/mL) Média DP DPR (%)

14,34
12,77
14,49
14,19
13,11
12,82
14,49
14,20
14,00
13,04

Carbamazepinda 13,75 0,72 5,22

69,43
67,83
69,39
68,25
66,57
70,05
68,58
70,48
67,63
67,41

Carbamazepinda 68,56 1,25 1,83

134,6
135,9
1404
138,8
135,5
137,9
135,4
136,7
138,7
137,9

Carbamazepinda 137,2 1,85 1,35
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Tabela 25: Analise de repetibilidade — Diclofenac

Concentragdao

(ng/mL) Média DP DPR (%)

22,31
21,30
20,26
20,88
22,67
22,48
21,83
22,71
23,05
20,36

Diclofenac 21,79 1,02 4,69

106,6
113,6
115,2
114,3
112,7
103,9
113,1
101,9
99,2
102,9

Diclofenac 108,3 6,03 5,57

217,8
221,4
211,6
218,6
2249
225,9
225,5
222,2
222,6
213,3

Diclofenac 220,4 4,97 2,25
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Tabela 26: Analise de repetibilidade — Etofibrato

Concentragéao

(ng/mL) Média DP DPR (%)

18,10
19,60
17,92
17,22
17,24
17,93
19,04
18,55
18,89
19,05

Etofibrato 18,35 0,80 4,37

41,39
42,23
46,61
45,77
42,26
40,79
42,25
43,92
44,07
46,46

Etofibrato 43,58 2,12 4,87

171,6
178,9
180,6
168,3
187,5
186,7
174,9
161,0
189,8
180,9

Etofibrato 178,0 9,15 5,14
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Tabela 27: Analise de repetibilidade — Ibuprofeno

Concentragéao

(ng/mL) Média DP DPR (%)

2,23
1,86
2,26
2,23
2,25
2,07
2,13
1,97
2,01
1,97

Ibuprofeno 2,10 0,14 6,80

514
5,32
5,07
4,95
5,23
5,01
5,01
5,05
5,04
5,23

Ibuprofeno 511 0,12 2,35

20,5
20,2
20,7
20,5
20,2
20,4
20,5
20,6
20,3
20,6

Ibuprofeno 20,4 0,18 0,87
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Tabela 28: Analise de repetibilidade — Nadolol

Concentragdao
(ng/mL)

Média

DP

DPR (%)

Nadolol

27,07

25,35

26,45

25,24

26,08

25,55

25,47

23,84

24,99

24,91

25,50

0,89

3,50

Nadolol

121,1

118,1

130,8

129,9

133,5

128,6

130,3

122,8

125,0

122,3

126,2

5,07

4,02

Nadolol

2423

252,0

248,9

252,2

2454

258,9

246,1

258,9

247,0

252,1

250,4

5,53

2,21
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Tabela 29: Analise de repetibilidade — Napropamida

Concentragao

(ng/mL) Média DP DPR (%)

15,42
15,90
15,78
15,81
15,49
16,00
15,50
15,97
15,88
15,63

Napropamida 15,74 0,21 1,35

77,03
75,66
76,21
75,82
75,49
76,87
75,96
76,79
79,74
77,11

Napropamida 76,67 1,23 1,61

232,8
232,1
231,1
231,0
235,3
233,9
232,3
232,9
2315
235,0

Napropamida 232,8 1,52 0,65
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Tabela 30: Analise de repetibilidade — Naproxen

Concentragéao
(ng/mL)

Média

DP

DPR (%)

Naproxen

10,81

10,59

10,76

10,82

10,72

10,89

10,71

10,92

10,86

10,92

10,80

0,11

0,98

Naproxen

21,39

21,65

21,28

21,05

21,50

21,73

21,35

21,43

21,25

21,22

21,39

0,20

0,95

Naproxen

54,66

54,24

54,08

50,17

52,90

51,33

55,47

53,78

53,00

52,67

53,23

1,58

2,97
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Tabela 31: Analise de repetibilidade — Triclosan

Concentracéo
(ng/mL)
11,22
10,07
10,51
9,93
11,16
11,34
11,82
10,73
11,79
11,44
20,60
20,34
20,89
22,45
24,13
21,46
22,83
20,72
24,00
22,63
49,23
53,10
47,28
51,96
49,92
50,24
47,03
48,04
52,79
45,77

Média DP DPR (%)

Triclosan 11,00 0,67 6,06

Triclosan 22,01 1,40 6,37

Triclosan 49,54 2,53 511

5.3.6 Precisédo Intermediaria

Essa analise permite identificar qualquer tendéncia ou variacdo sistematica nos
resultados, além de fornecer informaces importantes sobre a precisdo e a
confiabilidade do método analitico utilizado. Os dados obtidos durante a analise de
precisdo intermediaria podem ser utilizados para ajustar ou otimizar o processo de

andlise, garantindo assim a qualidade e a consisténcia dos resultados.

A analise de precisao intermediaria foi conduzida de acordo com o procedimento
previamente estabelecido, resultando em dados robustos que reiteram a adequada

precisdo da metodologia proposta.
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Os resultados obtidos desta analise de encontram apresentados abaixo nas Tabelas 32 a 41.

Tabela 32: Precisiao Intermediaria p-Estradiol

_ Média DP Pi (%)
B Estradiol
20,30| 18,18| 19,30| 17,54| 18,01| 19,70| 17,40| 16,88| 20,11| 18,99 18,60 1,27 6,83
B 17,77| 18,00 18,86| 18,14| 19,06| 19,13| 17,97| 19,52| 18,83| 18,14| 18,59 0,62 3,36
Concentragao
(n 19,00| 18,31| 18,98| 18,80| 18,98| 17,88| 18,43| 1825| 18,01| 18,01| 1852 0,44 2,36
g/mL)
4543| 4757| 44,98| 47.83| 47,68| 46,00 4491| 4656| 4560| 48,32| 46,28 1,17 2,53
205,8| 187,3| 191,3| 187,2| 170,2| 197,6| 202,0| 190,6| 182,0| 202,0| 1904 10,7 5,65
Tabela 33: Precisao Intermediaria Bisfenol A
L .
Bisfenol A Media DP Pi (%)
28,88| 30,66| 29,31 30,58| 29,40| 30,19| 29,63| 28,71| 29,08 30,01| 29,60 0,72 2,43
Concentra- 29,35| 30,25| 30,32| 29,18| 28,57| 29,80| 28,45| 28,70| 30,22| 29,19| 29,43 0,75 2,56
co (ng/mL) 29,70| 30,68| 30,27| 30,69| 28,68| 29,77| 29,22| 29,61| 28,33| 29,05| 29,66 0,82 2,77
7490| 72,38| 74,08 73,97| 75,24| 73,72| 73,58| 7450| 73,72| 73,14| 74,01 0,83 1,13
1475| 146,9| 1459 146,1| 145,7| 149,1| 147,0| 147,2| 1456| 148,4| 146,8 1,11 0,76




Tabela 34: Precisdo Intermediaria Carbamazepina

- Meédia DP Pi (%0)
Carbamazepina
14,34 12,77 14,49, 14,19| 13,11| 12,82| 14,49| 14,20| 14,00| 13,04| 13,82 0,71 5,17
Concentra- 13,62| 14,30| 13,42| 13,37| 13,33| 13,21| 13,32| 14,07| 13,83| 13,91| 13,61 0,38 2,79
co (ng/mL) 13,64| 13,32| 14,01| 13,80| 13,03| 13,60, 13,14| 13,65| 13,13| 13,79| 13,48 0,34 2,51
69,43| 67,83| 69,39 68,25| 66,57| 70,05| 68,58| 70,48| 67,63| 67,41| 68,69 1,26 1,83
134,6| 1359| 140,4| 138,8| 1355| 137,9| 1354 136,7| 138,7| 137,9| 137,1 1,95 1,42
Tabela 35: Precisao Intermediaria Diclofenac
Diclofenac Média DP Pi (%)
22,31| 21,30| 20,26| 20,88| 22,67| 22,48| 21,83| 22,71| 23,05| 20,36| 21,94 0,95 4,31
Concentra- 22,47| 2259| 21,98| 21,75| 20,65| 20,86| 21,48| 22,65| 21,05| 22,52| 21,72 0,76 3,51
céo (ng/mL) 22,64| 22,24| 21,64| 2058| 21,92| 20,84| 20,67| 21,45| 21,80| 22,29| 21,53 0,72 3,32
106,6 | 113,6| 115,2| 114,3| 112,7| 103,9| 113,1| 101,9| 99,25| 102,9| 108,9 6,07 5,57
217,8| 221,4| 211,6| 218,6| 224,9| 2259| 2255| 222,2| 222,6| 213,3| 221,2 4,55 2,06
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Tabela 36: Precisao Intermediaria Etofibrato

: Média | DP | Pi (%)
Etofibrato
1810] 19.60] 17,92| 17,22] 17,24] 17,93] 19.04] 1855 18,89 19,05| 1828 | 081 | 443
c 17.42| 17,58| 17,91| 18,06| 17,64| 17,40| 16,70| 16,78| 17,82| 18,36| 17,48 | 047 | 2,70
gagrzﬁzr/‘;:?_) 17.49| 17,55| 17,67| 17,80| 16,97| 17,22| 18,33| 16,95| 18,01| 17,24| 1755 | 046 | 2,63
4139| 4223| 46,61| 4577| 42,26| 40,79| 42,25| 4392| 44,07| 46,46| 4325 | 1,98 | 457
171,6| 178,9]180,60| 168,3| 187,5| 186,7| 1749 161,0| 189,8| 180,9| 1777 | 9,64 | 543
Tabela 37: Precisdo Intermediaria Ibuprofeno
lbuprofen Média | DP | Pi(%)
223] 1.86] 226 223 225] 207] 213] 197] 201] 197| 211 | 014 | 680
c 207| 2,02 210 1,96 202 208 211| 204| 208 201| 205 | 005 | 232
Qagrzf]‘;r/‘m) 212 207| 208 205| 197| 208 207| 202| 213| 198 207 | 005 | 236
514| 532| 507| 495| 5023 501| 501| 505 504 523 509 | 012 | 2,32
205| 202| 207| 205| 202| 204| 205| 206| 20,30| 206| 204 | 018 | 0,90
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Tabela 38: Precisao Intermediaria Nadolol

Média DP Pi (%)
Nadolol

27,07| 25,35| 26,45| 25,24| 26,08| 25,55| 2547 23,84| 24,99| 24,91| 25,556 0,92 3,60

Concentra- 24,38| 24,50| 2424| 24,73| 24,54| 24,76| 26,07| 24,24| 25,73| 23,78| 24,80 0,66 2,65
co (ng/mL) 25,12| 24,96| 2427| 2454| 24,17| 24,65| 2551| 26,22| 25,74| 24,77| 25,02 0,70 2,78
121,1| 118,1| 130,8| 129,9| 133,5| 128,6| 130,3| 122,8| 125,0| 122,3| 126,7 5,17 4,08

242,3| 252,0| 248,9| 252,2| 2454| 258,9| 246,1| 258,9| 247,01 252,1| 250,2 5,83 2,33

Tabela 39: Precisdo Intermediaria Napropamida
. Média DP Pi (%)
Napropamida

1542| 1590| 15,78| 1581| 1549| 16,00] 1550| 1597| 1588| 1563| 1575 0,22 1,41

Concentra- 1544| 15,06| 15,70| 1523| 16,01| 15,12| 16,20 15,20| 15,75| 15,64| 1552 0,41 2,65

cdo (ng/mL) 16,27| 1553| 14,95| 1517| 15,29| 16,19| 15,30| 1552| 1550| 1541| 15,52 0,44 2,84

77,03| 75,66| 76,21| 7582| 7549| 76,87| 7596| 76,79| 79,74| 77,11| 76,62 1,30 1,69

232,8| 232,2| 231,1| 231,0| 235,3| 233,9| 232,3| 232,9| 2315| 2350| 232,6 1,39 0,60
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Tabela 40: Precisdo Intermediéria Naproxen

Média DP Pi (%)
Naproxen
10,81| 10,59| 10,76| 10,82| 10,72| 10,89| 10,71| 10,92| 10,86| 10,92| 10,79 0,10 0,96
Concentra- 10,47| 10,30| 10,17| 10,73| 10,77| 10,27| 10,65| 10,72| 11,15| 10,75| 10,58 0,31 2,92
cdo (ng/mL) 10,64| 11,14, 10,64| 11,02 11,00/ 11,13| 10,66| 10,61| 10,73| 10,48| 10,84 0,23 2,09
21,39| 21,65| 21,28| 21,05| 21,50| 21,73| 21,35| 21,43| 21,25| 21,22| 21,40 0,21 0,97
54,66 54,24| 54,08| 50,17| 52,90 51,33| 55,47| 53,78| 53,00 52,67| 53,29 1,67 3,13
Tabela 41: Precisdo Intermediaria Triclosan
Triciosan Média DP Pi (%)
11,22| 10,07 10,51 993| 11,16 11,34| 11,82| 10,73| 11,79| 11,44| 10,95 0,69 6,28
Concentra- 10,23| 10,15| 9,650| 10,39| 10,17| 9,920| 9,740| 10,17| 9,570| 10,50| 10,00 0,29 2,89
~ 9,890| 10,17| 10,06| 10,28| 9,920 9,720| 9,920| 10,50 10,19| 9,910| 10,07 0,24 2,36
Gao (/ML) =20 60| 20.34] 20.89| 22.45| 24.13| 21.46| 22.83| 2072| 24.00| 22.63| 2194 | 147 | 6.70
49,23| 53,10| 47,28| 51,96| 49,92| 50,24| 47,03| 48,04| 52,79| 45,77| 49,95 2,29 4,58
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5.3.7 Ensaio de Recuperacéo

Para a execucdo do experimento de determinacdo da recuperacdo dos analitos,
foram preparadas e analisadas trés amostras que foram fortificadas com os
compostos de interesse. Os dados resultantes dessas analises estdo apresentados de

forma detalhada na Tabela 42:

Tabela 42: Resultado Ensaio de Recuperacéo

Composto R1 R2 R3 Média | Desvio
Ibuprofeno 49,8 86,5 52,0 62,8 20,6
Naproxen 79,7 49,3 50,4 59,8 17,2
Triclosan 66,9 71,5 84,3 74,2 9,00
Napropamida 62,4 61,5 82,5 68,8 11,9
BisfenolA 74,6 96,4 84,0 85,0 10,9
Carbamazepina 57,5 95,0 90,2 80,9 20,4
Diclofenac 111 90,0 101 100,7 10,6
Nadolol 90,1 53,3 77,4 73,6 18,7
Etofibrato 68,1 76,8 89,5 78,1 10,8
B-Estradiol 71,0 54,7 70,6 65,4 9,30

Como mencionado anteriormente, € comum ocorrer uma transferéncia incompleta
do analito durante o processo de extracdo, resultando na retencdo do mesmo na
matriz. Como forma de estimar se a média de recuperacdo observada estd em
conformidade com os valores esperados, especialmente considerando a
complexidade da matriz sedimentar, uma pesquisa bibliografica foi realizada, as

referéncias utilizadas sdo apresentadas na Tabela 43.



Tabela 43- Revisao bibliografica — Ensaio de Recuperacgdo

Instrumento ana-

Analito Matriz Meétodo litico Recuperacao Ref.
Acido acetilsalicilico, codeina,
diclofenaco, ibuprofeno, paraceta- Ademoveaun. Okoh
mol, cloranfenicol, doxiciclina, tri- Lodo de esgoto MAE, SPE GC-MS 49,6-106% Ok)(/)hg 20’20 ’
metoprim, cafeina, carbamazepina, '
diazepam, DEET, triclosan
Anti-inflamatérios Sedimento MAE GC/MS 46-87% Andersen, 2005
AINEs Sedimento MAE, SPE GC-MSD 46-87% Antonic, Heath, 2007
. . : Solo e matéria sus-
Estimulantes, opioides e derivados | .o 40uas residu- | PLE e SPE | UPLC-MS/MS > 60% Baker, Kasprzyk-Hor-
de morfina ais dern, 2011
. . Matéria suspensa em .
Cocaina, cetamina, MDMA, =1 4 o residuais e sedi- | UAE e SPE | UHPLC-HRMS 77-89% Comtois-Marotte et al.,
METH, metedrona 2017
mento
Ibuprofeno, 2-benzil-4-clorofenal, Diaz * Pefia-Alvarez
naproxeno, triclosan, cetoprofeno, Sedimento UAE, SPME GC-MS 56-108% " ’

diclofenaco, hisfenol A e estrona

2017




Tabela 43- Revisdo bibliogréfica — Ensaio de Recuperacao

Instrumento ana-

Analito Matriz Método litico Recuperagao Ref.
AMP, METH, MDMA, MDA Lodo de esgoto MAE e SPE HPLC-MS/MS 67-84% Evans et al., 2015
Matrizes solidas como Cromatografia li- Jornet-Martinez et al
THC, canabidiol e canabinol saco pléstico, papel de SPME . gramia | 88-128% N
o quida nanomeétrica 2018
escritdrio e pano
Benzoilecgonina, MDMA, mefe- LC-ESI- 1200 -
drona, mefilefedrina, cocaina Lodo de esgoto PLE e SPE (QQLIT)MS/MS 89-130% Mastroianni et al., 2013
20 farmacos em agua do mar e 14 Agua do mar, sedi- SPE/PLE ESI-(QqLIT) 95 8 _ 240% Moreno-Gonzélez et al.,
em sedimentos mento (ASE300) MS/MS ' 0 2015
Ant|-|nflamator_lols,_analgesuios e | Aguas residuais e dgua SPE GC-MS 20-100% Pérez Solsona, Barceld,
reguladores de lipidios sanguineos do mar 2007
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5.4 Aplicacdo do Método

As amostras coletadas foram submetidas a anélise em duas massas distintas por
ponto, sendo estas de 3 g e 6 g, respectivamente. O propoésito primordial dessa
analise consistiu na identificacdo de potenciais erros sistematicos (Padronizacéo
Externa). A seguir, na Tabela 44, sdo apresentados os resultados obtidos para as
andlises das amostras com massa de 6 g. A variagdo nos resultados entre as massas
de 3 ge 6 gficou em ng/g e abaixo de 15%, deste modo, e, como forma de se utilizar
um resultado mais representativo, optou-se por utilizar os resultados obtidos para a

maior massa extraida (6 g) ao inves da média das duas medidas.



Tabela 44:

Resultados analiticos em ng/g de concentracéo de farmacos na Lagoa de Piratininga

(%) | (%) ng/g | ng/g | ng/g | ng/g | ng/g |ng/g | ng/g| ng/g | ng/g | nglg
Amostra X Y |Corg|Norg| CIN | AL | A2 | A3 | A4 | A5 | A6 | A7 | A8 | A9 | AIl0
POl | -43,09285 22,9;1912 164|021 | 933 | 533 | 200 | 1,31 | <LD | <LD [1,67 |<LQ| <LD | <LQ | 1,21
P02 | -43,08978 2219;1732 142|019 | 892 | 507 | 2,92 | 3,09 | <LD | <LD |2,46 |<LQ| <LD | <LQ | 1,83
PO3 | -43,08613 2219;1738 6,14 | 0,69 | 104 | 452 | 3,39 | 2,88 | <LD | <LD [0,91 |<LQ| <LD | <LQ | 1,13
P04 | -43,08076 22,9;_)029 648|077 | 987 | 426 | 2,83 | 1,25 | <LD | <LD |6,77|<LQ| <LD | <LQ | 1,63
P05 | -43,08188 2219;1648 663|075 | 10,3 | 508 | 4,34 | 2,10 | <LD | <LD [2,13|<LQ| <LD | <LQ | 1,13
PO6 | -43,08150 2219;1332 373|041 | 10,7 | 500 | 333 | <LQ | <LD | <LD [3,71|<LQ| <LD | <LQ | 1,75
PO7 | -43,07456 22’9;1612 3,65|047 | 9,05 | 451 | 2,83 | 1,89 | <LD | <LD |1,65|<LQ| <LD | 2,78 | 1,13
P08 | -43,07542 22’9;1982 566 | 0,62 | 10,7 | 533 | 3,10 | 2,55 | <LD | <LD [4,90 |<LQ| <LD | <LQ | 2,63
P09 | -43,07441 2219;1120 506|065 | 9,11 | 3,86 | 2,00 | <LQ | <LD | <LD | 1,04 |<LQ| <LD | <LQ | 1,13
P10 | -43,06940 22’9;1269 533(061| 103 | 510 | 2,79 | <LQ | <LD | <LD |2,66 |<LQ| <LD | <LQ | 1,77
P11 | -43,06881 22’9;1634 4,811 056 | 10,0 | 459 | 2,00 | 2,02 | <LD | <LD |3,12 |<LQ| <LD | <LQ | 1,49




Tabela 44: Resultados analiticos em ng/g de concentracdo de farmacos na Lagoa de Piratininga

(%) | (%) ng/g | ng/g | nglg | nglg | nglg |ng/g|ng/g| nglg | nglg | nglg

Amostra X Y C;r Norg| CIN | AL | A2 | A3 | A4 | A5 | A6 | A7T| A8 | A9 | A10

P12 | -43,06965 |, grosg | 463( 053 | 10,3 | 481 | 300 | 2,25 | <LD | <LD | 2,86 |<LQ| <LD | <LQ | 149

P13 | 4306528 | 5 gucaq | 417 | 046 | 107 | 447 | 293 | 316 | <LD | <LD |120|<LQ| <LD | <LQ | 116

Estatistica

Média 456|053 | 998 | 476 | 288 | 1,73 | - - |270] - - | 278 | 150

Desvio Pa- 165|018 | 066 | 044 | 065 | 115 | - - l1e7] - | - = | o043
drdo

Mediana 481|056 | 103 | 481 | 292 | 2,02 | - - [246| - - | <L | 1,49

Minimo 1,42 019 | 892 | 3,86 | 2,00 | <LQ | - - loo1| - - | <LQ | 1,13

Méximo 6630765 107 | 533 | 434 | 316 | - - 677! - - | 278 | 263

Al: BISFENOL-A; A2: B_ESTRADIOL; A3: CARBAMAZEPINA; A4: DICLOFENAC; A5: ETOFIBRATO; A6: IBUPROFENO; A7: NADOLOL,; A8:

NAPROPAMIDA; A9: NAPROXEN; A10: TRICLOSAN
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Com o intuito de alcancar uma compreensdo mais precisa da distribuicéo espacial
dos contaminantes emergentes estudados, foram elaborados mapas utilizando o

software QGIS que sédo apresentados individualmente nas Figuras 17 a 21.
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Figura 17: Mapa de distribuicdo da contaminacéo por Bisfenol A na Lagoa de
Piratininga.

Beta Estradiol (ng/g)

) <Q-15
5 i @® 15-3
o
P09 : : £ @ 3-45
® e B
P gl Ko v, @
PO5 P07 P11
P13
po2 _roz @ - o o
* @
PO1 L b
: P04
L a ° ® of 12 o
A == 0~ 500 1.000m.
e R
-43°6'0" -43°448" -43°3'36" q

Figura 18: Mapa de distribuicdo da contaminacio por B-Estradiol na Lagoa

de Piratininga.
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Figura 19: Mapa de distribuicdo da contaminacdo por Carbamazepina na

Lagoa de Piratininga.
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Figura 20: Mapa de distribuicdo da contaminacéo por Ibuprofeno na Lagoa
de Piratininga.
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Triclosan (ng/q)
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Figura 21: Mapa de distribui¢éo da contaminagéo por Triclosan na Lagoa de

Piratininga.

A aplicacdo do método de andlise no sedimento da Lagoa de Piratininga revelou
uma presenca significativa de bisfenol A em todos os pontos de coleta. Além disso,
observou-se uma distribui¢do consideravel de B-estradiol e ibuprofeno, com pontos
especificos de maior concentragdo (B-estradiol em P3, P5, P6 e P8, ibuprofeno em
P4 e P8). No entanto, para os demais farmacos estudados, ndo foram observadas

concentracgdes significativas.

Ao investigar possiveis fontes de contaminacdo por bisfenol A, beta estradiol e
ibuprofeno, foram identificadas diversas fontes potenciais, incluindo escoamento
urbano e descarte inadequado de residuo urbano. Estes compostos sdo
frequentemente encontrados em produtos de uso comum, como plasticos, produtos
farmacéuticos e produtos de cuidados pessoais, e podem entrar no ambiente através
de vaérias vias, como descarte inadequado de residuos e vazamentos (Lee e Peart,
2000; Avar et al., 2016; Jan-Roblero e Cruz-Maya, 2023).

A relacgéo entre o peso do carbono orgénico total e o nitrogénio total (razdo C/N) é
frequentemente utilizada como indicador da fonte de matéria organica em
sedimentos aquaticos (Sampei, Matsumoto, 2001). Durante o processo de coleta,

foi observada uma diferenca visual na granulometria e composi¢do dos sedimentos
99



entre os pontos de amostragem. Para compreender melhor essa variacao, realizou-
se uma analise de carbono e nitrogénio organico, bem como a relagéo entre eles.
Embora ndo tenham sido observadas grandes discrepancias na razao C/N entre 0s
pontos, essa andlise foi fundamental para entender o acumulo de alguns
contaminantes em regides com maior concentracdo de matéria organica, como nos
pontos P3, P4, P5 e P8.

A andlise da relacdo C/N revelou um perfil linear, indicando uma relacéo
consistente entre o carbono e o nitrogénio organico nos sedimentos. Pontos com
maior concentracdo de matéria organica apresentaram também maior concentracao
dos farmacos estudados, sugerindo uma possivel associagdo entre a presenca desses
compostos e a matéria organica presente no sedimento. Este achado destaca a
importancia da matéria organica como um potencial sorvente e transporte de

contaminantes no ambiente aquético.

As analises de carbono organico, de nitrogénio organico e de sua razdo sdo

apresentadas abaixo nas figuras 22 a 25.
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Figura 22: Mapa de distribuicao do percentual de Carbono Organico na Lagoa

de Piratininga.
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Figura 23: Mapa de distribuicdo do percentual de Nitrogénio Organico na
Lagoa de Piratininga.
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Figura 24: Razdo C/N
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Figura 25: Mapa de distribuicdo razdo C/N na Lagoa de Piratininga.

Tomando como base a Razdo C/N, que apresentou perfil linear, os dados de C

organico, N orgénico e de contaminacdo por cada analito encontrados nos

sedimentos da lagoa de Piratininga foram utilizados em uma analise de correlacéo.
Né&o foi possivel observar uma correlacdo clara entre nenhum dos compostos
estudados, a maior correlacdo, de apenas 0.67, foi observada entre Triclosan e
Ibuprofeno. Porém, corroborando o perfil linear que ja havia sido observado no

gréfico para a razdo C/N, a analise de correlacdo entre C organico e N organico

-22°56'24"

-22°57'36"

indicou uma correlacdo de 0,9. Esses resultados podem ser observados na Matriz

de correlagéo apresentada na Figura 26.
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Figura 26: Matriz de correlacdo dos dados de sedimentos da Lagoa de

Piratininga

Ainda buscando compreender de forma mais profunda e analitica a distribuicdo dos
farmacos estudados na Lagoa de Piratininga, foi realizada a normalizacdo dos dados
(Z-score) pela média e desvio padréo, e depois foi calculada a distancia euclidiana
e para agrupamento (cluster) as estacdes pelo método de Ward (Figura 26). A
analise de agrupamento é um procedimento estatistico multivariado que organiza
os dados em grupos com caracteristicas homogéneas (Aldenderfer e Blashifield,
1984).

Com base nessas analises, foi realizada a divisdo em 3 grupos:

Uma area com 0s pontos de coleta mais proximos a ligacdo da Lagoa de Piratininga
com o mar pelo Canal do Tibau (P01 e P02). Uma area com grande concentracéo
de matéria organica e com proximidade a uma regido de maior densidade
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populacional, composta por pontos que circundam a ligagdo com a Lagoa de Itaipu
pelo canal do camboata onde se observou maior concentragdo dos farmacos
estudados (P03, P05, P07, P09, P11, P12 e P13). E ultimo grupo, embora se
apresente de forma dispersa, € composto por pontos que tem proximidade com
regibes de menor densidade populacional onde se observa também menor
percentual de matéria organica (P04, P06, P07, P08 e P10).

Distancia
N
|

Figura 27: Resultado da andlise de cluster (Agrupamento)
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Figura 28: Grupos em func¢édo das variaveis de entrada

Como forma de facilitar a visualizacao da distribuicdo desses grupos, foi elaborado
um mapa com a identificagéo espacial dos grupos identificados. Como se pode
observar na Figura 29, o resultado obtido indica um gradiente de concentracéo entre
0 ponto de possivel descarga de matéria organica pelo Canal do Camboata e a
ligacdo com o mar pelo Canal do Tibau. Esse resultado ajuda a reforcar a
importancia do Canal do Tibau como forma mitigar a contaminacdo observada na

Lagoa de Piratinigna.
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Figura 29: Mapa de distribui¢ado dos Grupos na analise Cluster

Os resultados indicam ainda a presenca de concentracdes quantificaveis de bisfenol
A, p-estradiol e ibuprofeno nos sedimentos, necessitando de uma analise

comparativa para uma avaliacdo mais precisa da contaminacao.

No estudo de Martin et al., 2020, em Sevilha, embora ndo tenha sido identificada a
presenca de B-estradiol no sedimento, foram detectadas concentragfes de até 203
ng/g no lodo. Adicionalmente, de Oliveira Santos et al., 2022, encontraram até 18,1
ng/g de B-estradiol em Jurujuba. Os resultados deste estudo, com concentragdes
variando de 2 a 4,34 ng/g, sugerem a necessidade de considerar a presenca de -
estradiol em outras areas para uma avaliacdo mais abrangente da contaminagéo na

Lagoa de Piratininga.

Quanto ao bisfenol A, as concentracOes encontradas na Lagoa de Piratininga (3,86
a 5,33 ng/g) sdo comparaveis as observadas por Oliveira Santos et al., 2022 (1,4 a
20,3 ng/g), indicando uma presenca alinhada com o que tem sido observado em
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estudos realizados no Rio de Janeiro. Este resultado reforca a importancia de

estudos mais amplos para uma compreensdo mais detalhada da contaminagéo.

Em relag&o ao ibuprofeno, Martin et al., 2010, encontraram concentra¢des de 1,3 a
5 ng/g, enquanto Silva et al., 2011, registraram variacfes de 1,76 a 20,6 ng/g. As
concentragdes deste estudo (0,91 a 6,77 ng/g) estdo dentro da faixa observada em
estudos anteriores, indicando uma contaminagdo consistente com as tendéncias

identificadas em pesquisas similares.
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0. Conclusao

O presente estudo possibilitou o desenvolvimento de uma metodologia robusta para
a quantificacdo de farmacos em amostras de sedimento ambiental. Ap6s uma
meticulosa otimizacao do processo de derivatizacdo, determinamos que a utilizagao
de 200pL de acetonitrila e 100uL de BSTFA-TCMS a 80°C por 1 hora
proporcionou as melhores condigbes para a preparacdo das amostras.
Adicionalmente, a otimizacdo do sistema GC-MS permitiu uma eficaz separacao
dos picos dos 10 compostos de interesse, garantindo, assim, uma analise precisa e
confidvel. A avaliacdo dos parametros de qualidade do método revelou uma
excelente seletividade, com tempos de retencdo claramente definidos para cada
composto, além de uma linearidade satisfatoria em todas as 10 curvas analiticas.
Destacamos ainda a aplicacdo bem-sucedida da estratégia de minimos quadrados
ponderados com peso 1/x para 0S compostos naproxeno e triclosan, resultando em

curvas com bom ajuste linear e homocedasticas.

Os limites de detecgéo (entre 0.11 e 0.52 ng/g) e de quantificacdo (entre 0.34 e 2.6
ng/g) obtidos demonstraram uma sensibilidade analitica notavel, enquanto as
recuperacgdes dos compostos (59.8 - 101%) foram consistentes com as referéncias
consultadas. O desenvolvimento e otimizacdo da metodologia apresentada
revelaram-se Uteis na avaliacdo ambiental dos farmacos estudados, permitindo uma

resposta clara sobre a contaminagé@o por PPCPs na Lagoa de Piratininga.

Em concluséo, os resultados desta pesquisa indicam uma presenca significativa de
bisfenol A, g estradiol e ibuprofeno no sedimento da Lagoa de Piratininga,
sugerindo uma potencial contaminacdo por esses compostos. A observacdo de
diferencas na granulometria e composicao dos sedimentos entre os pontos de coleta,
juntamente com a andlise da relacdo C/N, destacou a importancia da matéria
organica na sor¢éo e transporte de contaminantes. Pontos com maior concentracdo
de matéria orgénica apresentaram também maior concentragdo dos farmacos

estudados, indicando uma possivel associacao entre esses dois fatores.
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Também foi possivel relacionar 3 areas da Lagoa (proxima ao Mar, proxima ao
bairro de Piratininga e proxima ao canal do Camboatd) com diferentes dindmicas

ambientais e consequentemente diferentes distribuicdes de contaminantes.

Esses resultados ressaltam a necessidade de monitoramento continuo e medidas de
gestdo ambiental para mitigar os impactos da contaminagdo por substancias
quimicas no ecossistema aquéatico. Evidenciam também a importancia de estudos
adicionais para compreender melhor os processos de transporte e destino desses
contaminantes no ambiente aquatico, visando proteger a salde humana e a

biodiversidade.

Embora os resultados para os trés analitos mais detalhados neste estudo estejam
alinhados com a literatura existente, a contaminacdo por essas substancias deve ser
objeto de estudos mais amplos e aprofundados. A harmonizacéo dos dados com a
bibliografia atual € um passo importante, porém, para assegurar uma base solida
para o desenvolvimento de legislacdo especifica e eficaz no controle ambiental
desses contaminantes, é essencial ampliar a investigacdo. A realizacdo de estudos
mais robustos ndo apenas reforca a confiabilidade dos dados, mas também
possibilita uma compreensao mais completa dos riscos associados a presenca dessas
substancias no ambiente aquéatico. Portanto, € crucial investir em pesquisas
adicionais que possam fornecer informacdes mais abrangentes e detalhadas,
contribuindo assim para a protecdo e preservacdo dos ecossistemas aquaticos e da

salde publica.
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