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Resumo

Este trabalho teve como objetivos desenvolver uma estratégia para priorizacao
de mananciais, utilizados na producéo de agua para consumo humano e realizar um
diagndstico inicial quanto a presenca de contaminantes em 4gua para consumo
humano do Distrito Federal. Na primeira etapa do trabalho empregou-se a cafeina,
uma substancia indicadora de atividade antrOpica, como parametro para priorizar
ambientes impactados por micropoluentes emergentes. Foi desenvolvido e validado
método para quantificacdo de cafeina em &gua para consumo humano por LC-
MS/MS. O método apresentou-se seletivo e linear (R%>0,99), os limites de deteccgéo e
quantificacdo foram de 0,12 e 0,33 ng L, respectivamente, e as recuperacées
utilizando cartucho SPE Cis foram, em média, de 91 + 7%. Ensaios de preservacao
de amostras indicaram a possibilidade de envio de amostras a pH 2 e temperatura
ambiente para analise em um laboratério central em até 3 dias. O método foi aplicado
em cinco amostras de agua para consumo humano no DF e as concentracdes
variaram de 10 + 1 a 17,3 + 0,8 ng L*. Considerando que altas concentracdes de
cafeina podem indicar a presenca de outros contaminantes, o método foi considerado
satisfatorio, sendo proposto um kit voltado a coleta de dgua para consumo humano
de diferentes regides do pais. Na segunda parte do trabalho foi desenvolvido e
validado método para quantificacdo de 35 analitos, incluindo farmacos, metabdlitos,
produtos de higiene pessoal, dentre outros. O método, baseado na quantificacao por
adicdo de padrdo, mostrou-se preciso e exato para a maior parte dos analitos e foi
aplicado em sete amostras de agua para consumo humano do DF. Dos 35 analitos
avaliados, 20 foram detectados em ao menos uma amostra enquanto que cafeina,
DEET e bisfenol A (BPA) apresentaram frequéncia de deteccdo de 100%. As
concentragdes variaram entre 1,20 e 21,98 ng L, sendo o nivel mais baixo
encontrado para estrona (E1) e o nivel mais alto para o DEET. Foi realizado uma
avaliacdo de risco ambiental e para a saude humana através do célculo de quociente
de risco (QR). 17a etinilestradiol (EE2), 17B-estradiol (E2) e E1, apresentaram QRamb
superiores a 1,0, indicando risco. Estriol, BPA, atrazina e gemfibrozil apresentaram
QRamb superiores a 0,1 indicando a necessidade de mais estudos. Para a saude
humana, EE2 e E2 apresentaram QRnum Superiores a 1, indicando risco. Espera-se
que os dados obtidos neste trabalho, possam servir de base para a realizacdo de

pesquisas futuras de abrangéncia nacional.



Abstract

The objective of this work was to develop a strategy for the prioritization of water
sources used in the production of water for human consumption and to carry out an
initial diagnosis of the presence of contaminants in drinking water in the Federal
District. In the first stage of the work, caffeine, an indicator of anthropic activity, was
used as a parameter to prioritize environments impacted by emerging micropollutants.
A method was developed and validated for the quantification of caffeine in drinking
water by LC-MS/MS. The method was selective and linear (R>> 0.99), the limits of
detection and quantification were 0,12 and 0,33 ng L, respectively, and recoveries
using C18 SPE cartridge were on an average of 91 £ 7%. Specimen preservation tests
indicated the possibility of sending samples at pH 2 and at ambient temperature for
analysis in a central laboratory within 3 days. This method was applied in five samples
of drinking water in the FD and the concentrations ranged from 10 + 1 to 17,3 £ 0,8
ng L. Considering that high concentrations of caffeine may indicate the presence of
other contaminants, the method was considered satisfactory, therefore, a kit is being
proposed for the collection of drinking water samples from different regions of the
country. In the second part of the work, another method was developed and validated
for the quantification of 35 analytes, including drugs, metabolites, personal care
products, among others. This method, based on standard addition quantification, was
accurate for most of the analytes and was applied to seven samples of drinking water
from the FD. Of the 35 analyzed analytes, 20 were detected in at least one sample
while caffeine, DEET and bisphenol A (BPA) have evidenced a detection frequency of
100%. Concentrations ranged from 1,20 to 21,98 ng L%, the lowest level found for
estrone (E1) and the highest level for DEET. An environmental and human health risk
assessment was performed by calculating the risk quotient (RQ). 17a ethinylestradiol
(EE2), 17B-estradiol (E2) and E1, had RQamb higher than 1,0, indicating risk. Estriol,
BPA, atrazine and gemfibrozil presented RQamb higher than 0,1 indicating the need for
further studies. For human health, EE2 and E2 presented QRhum greater than 1,
indicating risk. It is hoped that the data obtained in this work could serve as a basis for

conducting future surveys of national scope.
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INTRODUCAO E OBJETIVOS

Na ultima década, inimeros trabalhos tém evidenciado a presenca de poluentes
guimicos como farmacos e produtos de higiene pessoal (PHP) em aguas residuarias,
subterréaneas, superficiais e voltadas ao abastecimento publico. Tais substancias séo
utilizadas, produzidas e/ou consumidas em ambientes urbanos como reflexo das
atividades e do estilo de vida adotado pelas sociedades humanas. Presentes no
ambiente sob niveis traco, compartilham as mesmas origens, geralmente associadas
ao descarte de esgotos em corpos aquaticos receptores, notadamente em ambientes
urbanos. Por estas caracteristicas, e por serem objeto de interesse relativamente
recente nos meios académicos e regulatérios, sdo considerados como micropoluentes
emergentes.

As legislacdes ambientais e da dgua para consumo humano vigentes no Brasil,
bem como na vasta maioria dos paises do mundo, ainda ndo contemplam padrbes
para micropoluentes emergentes. Embora algumas classes ja tenham sido
investigadas no Brasil nos Ultimos anos, os estudos ainda s&o incipientes
evidenciando que existe uma caréncia de dados quimicos (monitoramento
sistematico) que possam subsidiar futuras regulacdes baseando-se na avaliacdo de
risco toxicolégico. Neste sentido, a deteccdo de micropoluentes emergentes em
matrizes ambientais e na agua para consumo humano reveste-se de grande
importancia, pois representa uma ferramenta acessoria, e por muitas vezes essencial,
ao estabelecimento do verdadeiro cenario de contaminacédo do ambiente e dos riscos
para o ecossistema aquatico e para saude humana.

Diante desse cenério, o presente trabalho tem como objetivo o desenvolvimento
de métodos para determinacdo de micropoluentes emergentes, principalmente
farmacos, em amostras de agua para consumo humano. Além de desenvolver uma
ferramenta empirica que possa ser Util a priorizagcdo de mananciais em situacao critica
de contaminacdo e dimensionar possiveis riscos em termos de usos da agua para
protecdo da vida aquatica e para consumo humano.

Como objetivos especificos, o trabalho propde:

a) Desenvolver métodos de extracdo e concentracdo das substancias de

interesse em amostras de agua para consumo humano.
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b) Desenvolver métodos para a identificagdo e quantificacdo de
micropoluentes emergentes por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas;

c) Realizar um diagnéstico preliminar quanto a presenca de farmacos na
agua para consumo humano do Distrito Federal

d) Realizar avaliagédo de risco ambiental e a saude humana.

Este trabalho foi desenvolvido como forma de atender parte das demandas
cientificas do projeto de pesquisa intitulado “Diagndstico nacional quanto a presenca
de farmacos na 4gua de abastecimento publico: monitoramento, deteccao in-situ e
avaliagao ecotoxicoldgica”, financiado pela Fundacao Nacional de Saude, FUNASA.

Neste sentido, o primeiro capitulo desta tese traz uma revisao bibliografica onde
sdo discutidos temas como escassez e reuso de agua, presenca de micropoluentes
emergentes em aguas e seus efeitos ao ambiente e a satde humana.

No segundo capitulo é apresentado o desenvolvimento e aplicacdo de método
analitico voltado a quantificacdo de cafeina em amostras de agua para consumo
humano como estratégia empirica para priorizacdo de mananciais a serem
monitorados quanto a presenca de micropoluentes emergentes.

O terceiro capitulo apresenta o desenvolvimento e aplicacdo de método analitico
multirresiduo para determinacao de 39 micropoluentes emergentes em amostras de

agua para consumo humano.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 ESCASSEZ E REUSO DE AGUA

Muitas partes do mundo enfrentam escassez de agua. A baixa disponibilidade
de agua coloca restricdes significativas ao desenvolvimento social e econémico de
paises e deteriora a qualidade de vida. Este problema é especialmente preocupante
em paises cuja economia é fundamentada no setor primario, ou seja, ha producéo
agricola. A agricultura representa mais de 80% do consumo total de agua no mundo,
sendo que a escassez de agua exerce efeito direto sobre a quantidade e a qualidade
de produtos agricolas e, portanto, sobre a economia de varios paises. Por outro lado,
em regides densamente povoadas o consumo de agua para fins domésticos aumenta
devido ao crescimento da populacdo que demanda agua de qualidade (Rijsberman,
2006).

As cidades, por sua natureza, concentram espacialmente as demandas de
muitos habitantes em uma pequena area, o0 que, por si s6, aumenta o estresse nos
suprimentos finitos de agua doce disponiveis nas proximidades. A Organizacao das
Nacoes Unidas (UN-DESA, 2012) estima que, entre 2011 e 2050, a populagéao
mundial passara de 7 bilhdes para 9,3 bilhdes de habitantes, sendo que nas cidades
aumentara de 3,6 para 6,3 bilhdes. Isto significa que o crescimento da populacdo
mundial sera absorvido pelas cidades e acompanhado de um forte crescimento nas
demandas de agua urbana, especialmente na Africa Oriental e Ocidental, na América
Latina e na Asia. Estima-se assim que os sistemas de distribuicdo de agua no

conseguirdo acompanhar essa rapida urbanizacgéao.

1.1.1 Situagéo Hidrica no Brasil

No Brasil, 0s principais usos da dgua séo para irrigacdo, abastecimento humano
e animal, industrial, geracédo de energia, mineracao, aquicultura, navegacao, turismo
e lazer. O conhecimento acerca desses usos vem sendo constantemente ampliado
através de levantamentos diretos e estudos setoriais. A compatibilizagdo dos usos
multiplos da agua deve levar em conta as peculiaridades e as diferentes necessidades

de cada uso (BRASIL, 2017). Por exemplo, a qualidade das aguas néo € relevante
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para a navegacao, mas essencial para o abastecimento humano, para o lazer em
balnearios, dentre outros usos.

A demanda por diferentes usos de agua no Brasil é crescente, com aumento
estimado de aproximadamente 80% no total de agua retirado nas ultimas duas
décadas. A previsdo é de que, até 2030, esta retirada aumente mais 30% (BRASIL,
2017).

O histdrico da evolucdo dos usos da agua esta diretamente relacionado ao
desenvolvimento econdémico e ao processo de urbanizacdo do pais. Na década de
1940, o uso preponderante da agua em todos os estados brasileiros era o
abastecimento humano (rural e urbano). A partir desse periodo, o processo de
industrializacdo brasileira ocasionou um aumento do uso industrial até meados dos
anos 1980, com posterior estagnacdo e retomada da expansdo nos anos 2000.
(BRASIL, 2017) Observou-se uma leve reducéo do crescimento a partir de 2012, fato
este relacionado a crise hidrica verificada em diversas regiées do pais, assim como a
desaceleracao do crescimento econdémico brasileiro. A partir desse ano, observou-se
também um aumento do uso da agua para geracdo termoelétrica, em funcdo da
necessidade de ativacdo de fontes de energias complementares, ocasionada pela
reducdo no volume de agua disponivel no pais para geracao hidroelétrica. Atualmente,
o principal uso de agua no pais, em termos de quantidade utilizada, € a irrigacédo, que
corresponde 67,2% do total de 4gua consumida no pais (BRASIL, 2017).

O Brasil reconhecidamente possui suprimentos de aguas em abundancia.
Episédios de secas e escassez foram historicamente confinados apenas a partes da
regido nordeste do pais. Desde 2012, no entanto, a crise de 4gua também atingiu
diferentes regides do pais (Marengo et al., 2015). No Nordeste, muitos rios estdo em
condicBes criticas devido a baixa precipitacdo e a alta evaporacdo. No Sudeste, ha
alta demanda de agua nas areas metropolitanas, bem como graves cenarios de
poluicdo. No sul do pais, ha estresse hidrico devido a forte demanda de irrigacéo do
arroz, e no Distrito Federal, ha uma combinacao de falta de chuva por longos periodos
do ano e alta demanda (Melo, 2016).

A crise da agua € o resultado de uma combinacéo de causas locais, regionais e
globais que levaram a mudancas no ciclo da agua, nas chuvas e nas vazdes dos rios.
O intenso bombeamento de aguas subterraneas para diversos fins, especialmente

para irrigacao tem levado a diminuicdo do nivel freatico em aquiferos, bem como a
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reducdo do volume de &gua superficial nos rios, tornando-os intermitentes ou
efémeros (de Moura, 2015). Outro motivo € o desmatamento e a substituicdo da
vegetacdo natural por extensas plantagcdes comerciais de arvores ou por pastagens
artificiais para gado. Isso afetou o ciclo da agua e também reduziu o armazenamento
natural de agua no solo, que é importante para alimentar os rios (Cohen et al., 2007).

Outras causas incluem ocupacéo ilegal de terras, a urbanizagao nao controlada,
a ocupacao e o desenvolvimento em areas de recarga de aquiferos e o despejo de
residuos e esgotos em rios. Além disso, a perda de agua no uso e nos sistemas de
abastecimento reduzem substancialmente a quantidade de agua tratada disponivel
(Alegre et al., 2005).

Existem causas globais que também influenciaram a crise da agua no Brasil em
certos periodos. Por exemplo, o El Nifio, o0 aquecimento do Oceano Pacifico, teve
consequéncias adversas, como maiores secas no nordeste e inundac¢des no sul do
Brasil (Marengo, 2008). A mudanca climéatica também tem efeitos locais, ja que dados
de longa data mostram que, historicamente, a tomada de decisbes acerca dos
investimentos em infraestrutura de &gua tornou-se pouco confiavel, devido
principalmente a diminui¢éo da precipitacdo em relagdo a média histérica (Grimm et
al., 1998).

No Brasil, a floresta amaz6nica é a controladora do regime climético das regides
mais densamente povoadas, pois € 0 ponto de partida do deslocamento de massas
Umidas para a regido centro/sul do pais. Com evaporacdo e ventos soprando do
Atlantico para o oeste, ha a formacao dos chamados “rios voadores” (Figura 1) que
transportam umidade pelos ventos. Sua passagem para o leste, no entanto, é
bloqueada pelos Andes e, consequentemente, eles se voltam para o sul e, finalmente,
precipitam na forma de chuva no centro do Brasil e no sudeste (Nobre, 2014). Diante
deste cenario, o desmatamento na Amazoénia para fins agropecuarios enfraqueceu os
rios voadores e também reduziu substancialmente o volume de chuvas (Nobre, 2014).

De 2013 a 2016, 48 milhdes de pessoas foram afetadas por secas e estiagens
no Brasil, 6 vezes mais que por cheias. Foram quantificados 4.824 eventos de seca
associados a danos humanos, quase 3 vezes mais que os de cheias (1.738) (Brasil,
2016). O ano de 2016 foi o mais critico quanto aos impactos da seca sobre a
populacdo. Na avaliagdo mensal, o més de outubro, seguido de abril e maio, foram os

meses que apresentaram maiores registros de seca. Um total de 83% das pessoas
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afetadas por secas de 2013 a 2016 vivem na Regido Nordeste. Ceara, Minas Gerais
e Bahia totalizaram 61% dos registros do pais. No Acre foi registrada a maior média
de pessoas afetadas pelo evento de seca (58 mil) (CGEE, 2016).

Nuvens avangam Calor equatorial
trocando umid ade EVApOra OCEAND
com a floresta

Outro efeito do
desmatamento é
a quebra dos rios
voadores, que
sao originados

pela concentragdo

chuvas formam S

cabeceira do agua sobre a
Amazonas Amazonia e o seu fluxo

em diregao ao sul da
regiao, trazendo chuva
passando pelo Centro-
S Oeste, Paraguai, 550 Paulo,
0 rastr: da umidade chegando até a Argentina.

vem irrigar o Sul
e Sudeste

Chiegando nos Andes,

Figura 1. Mapa descritvo das direcdbes dos rios voadores. (Adaptado de
www.riosvoadores.com.br)

1.1.2 Situagéo Hidrica no DF

No Distrito Federal (DF), a combinacdo de chuvas abaixo da média, altas
temperaturas, captacbes clandestinas, ocupacdo desordenada, aumento da
populacdo — recentemente, na ordem de 60 mil por ano em média — e auséncia de
obras estruturantes por mais de 16 anos, impactaram diretamente o abastecimento
de a&gua em Brasilia em 2017, principalmente para a populacdo abastecida pelos
reservatorios do Descoberto e Santa Maria, que juntos fornecem 89,3% da agua
tratada no Distrito Federal, representando 81,7% da populacdo atendida pela
Companhia de Saneamento Ambiental do Distrito Federal (Caesb) (Benfica et al.,
2017; BRASIL, 2017).
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Dentre as acdes emergenciais adotadas pelo Governo do DF para enfrentar a
crise, (por meio da Agéncia Reguladora de Aguas, Energia e Saneamento Basico -
ADASA) foram suspensas as permissdes para perfuracdo de pocos artesianos e
cisternas, captacao de agua por caminhdes-pipa e, apos reducao da pressao na rede
de distribuicao, foi implantado racionamento de agua em sistema de rodizio. Também
foi adotada uma tarifa de contingéncia a partir de dezembro de 2016, e elaborado um
plano emergencial de captacédo de agua do Lago Paranoa, incluindo a construcéo de
uma estacao de tratamento de agua (ETA) emergencial e a interligacdo dos sistemas
Santa Maria-Torto e Descoberto para reforcar o abastecimento nas regides atendidas
pelo Descoberto. O inicio da operacéo desta nova ETA ocorreu em outubro de 2017
(BRASIL, 2017). Outras medidas consistem na implementac¢do de novos subsistemas
de abastecimento, que consistem no subsistema produtor de agua do Bananal
(Ribeirdo Bananal) e subsistema produtor de agua do Corumba (Rio Corumb4).

O DF encontra-se em situacdo de escassez em funcdo da alta demanda
acompanhada de uma baixa disponibilidade hidrica. Neste sentido ha uma
necessidade crescente de gerenciar recursos hidricos de forma sustentavel, sendo

que o reuso torna-se cada vez mais importante.

1.1.3 Reutilizagdo de agua para fins potaveis

O reuso indireto de agua inclui a descarga de agua reciclada altamente tratada
em um corpo aguatico receptor, como um rio, riacho, reservatério ou aquifero, antes
do tratamento para a producdo de agua para consumo humano. O tempo de
residéncia pode variar de semanas a anos, permitindo processos naturais de
recuperacdo do corpo aquatico, como por exemplo a autodepuracdo. Outro fator
importante é a diluicdo ao longo do corpo aquatico, que reduz a concentracdo de
eventuais contaminantes introduzidos através da agua reciclada. Diferentemente, o
reuso direto da agua consiste na introducdo de agua reciclada derivada de esgoto
altamente tratado em um sistema de reciclagem sem passar por um corpo
intermediario de recepcdo de agua. Este tipo de uso € comum em industrias e na
agricultura. (AUSTRALIA, 2008)

A reutilizacdo de agua para fins potaveis, que consiste no reuso indireto de agua,

se desenvolveu, em grande parte, como resultado dos avangos em tecnologia de
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tratamento que permitem a producdo de 4gua reciclada de alta qualidade, com custos
cada vez mais razodveis. Neste cenario, as aguas residuarias sdo tratadas e os
efluentes finais descartados nas fontes de aguas subterraneas ou superficiais com a
intencdo de aumentar a quantidade de agua disponivel para o abastecimento.
Recentemente, esse procedimento passou a ser utilizado no DF, com a utilizacao do
Lago Paranod, que recebe efluentes de duas estacbes de tratamento de esgotos
(ETE), como manancial para fins de abastecimento publico. Entretanto, no Brasil, o
reuso de agua, direto ou indireto, ainda n&do possui legislacédo especifica.

A agua recuperada é usada para cobrir as necessidades dos fluxos de 4gua doce
nos ecossistemas, bem como para a recarga de aquiferos e para o aprimoramento do
abastecimento de 4gua urbana. Tal estratégia também foi seguida, por exemplo, para
a restauracao ecoldgica do ecossistema Everglades na Flérida (Canals et al., 2009).
Cidades com recursos hidricos limitados, como Dalas, Tampa, San Diego, Las Vegas
e Washington nos EUA, Londres na Inglaterra, Berlin na Alemanha, Barcelona na
Espanha, Windhoek na Namibia, além de regides em paises como Cingapura,
Australia e Bélgica, ja implementaram a reutilizacdo de aguas residuarias para fins
potaveis como uma opc¢do viavel ao gerenciamento sustentavel. Trata-se de uma
alternativa de abastecimento que nao depende diretamente da precipitacéo, sendo
possivel obter agua reciclada de alta qualidade que atendem padrdes e diretrizes que
definem a potabilidade da dgua (AUSTRALIA, 2008; Sato et al., 2013; WaterReuse
Research Foundation, 2015).

Outros paises sob escassez de agua, como Chipre, Jordania e Israel, reutilizam
100%, 95% e 80% de suas aguas residuérias, respectivamente. Em lIsrael o
abastecimento de agua é aumentado em 18% utilizando as aguas residuarias tratadas
como alternativa (MED-EUWI, 2007).

Apesar das vantagens em se utilizar aguas residuarias como fonte de recarga
em sistemas de abastecimento publico, considerando as caracteristicas do reuso
indireto de agua, é necesséaria uma abordagem cautelosa para gerenciar possiveis
riscos ao ambiente e a salide humana, uma vez que 0s perigos quimicos e biolégicos
de aguas residuarias sdo muito superiores aos encontrados em aguas livres de
atividade antropica.

Neste sentido, para garantir o langamento de efluentes de aguas residuarias em

7

mananciais é preciso que indicadores fisicos, quimicos, bacterianos, virais e
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patogénicos sejam devidamente monitorados. Embora existam no Brasil padrdes para
o lancamento de efluentes em corpos aquéticos receptores (CONAMA, 2011), é
importante mencionar que aguas residuarias também trazem consigo substancias nao
legisladas que devem ser investigadas de forma que ndo existam riscos tanto a biota
aquética quanto a saude humana. Este aspecto € essencial para se garantir usos

sustentiveis da 4gua em cendérios de crise hidrica.

1.2 MICROPOLUENTES DE INTERESSE EMERGENTE

O termo micropoluentes se refere a substancias organicas ou minerais cujo teor
toxico, propriedades persistentes e bioacumulativas podem ter um efeito negativo
sobre o ambiente e/ou organismos. A maioria dos contaminantes que sao
recalcitrantes na natureza sao compostos xenobiéticos. Estes compostos ndo sao
comumente produzidos na natureza. No entanto, infelizmente, eles fazem parte da
vida humana na sociedade moderna. Diferentes industrias desenvolvem e produzem
varios compostos que devem melhorar a vida humana. No entanto, a maioria deles é
altamente toxica ao meio ambiente se ndo for gerenciada adequadamente (Macedonio
and Drioli, 2017). Comumente o termo microcontaminantes também é utilizado para
se referir a estas substancias (Aquino et al., 2013), no entanto este termo refere-se a
existéncia de agentes ambientais nocivos cujas identidades, ocorréncias, perigos e
efeitos ndo sdo suficientemente compreendidos (Halden, 2015). Neste trabalho os
dois termos sao utilizados para se referir as mesmas substancias.

Em geral, ha grande preocupac¢édo com relacdo a micropoluentes de interesse
recente em ambientes aquaticos, especialmente aqueles associados as atividades
antropicas, pois estes sdo continuamente eliminados pela sociedade atingindo
diferentes fontes de agua. Atualmente, grande parte das operagbes envolvidas
durante o tratamento de esgotos, ndo € completamente efetiva na eliminacdo de
varias substancias. Além disso, em locais onde o tratamento é incipiente, realidade
comum de muitos paises e cidades brasileiras, ha o descarte direto de esgotos em
corpos aquaticos. Assim, tanto os efluentes de ETE quanto o esgoto bruto tornam-se
portas de entrada para muitos micropoluentes emergentes no ambiente.

No mundo, segundo a OMS (WHO, 2014), 2,4 bilhdes de pessoas nao tem

acesso ao saneamento basico. No Brasil, um estudo recente mostrou que somente

10
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48,7% dos municipios contam com ao menos um sistema de tratamento de esgoto,
totalizando 38,7% da populacdo do pais (BRASIL, 2016). Outra rota de contaminagao
importante remete ao lixiviado de aterros sanitarios que atingem aguas subterraneas.
Quando os residuos sdo dispostos em aterros sobre areas com solo permeavel
(cascalho, areia ou rochas fissuradas) a migracdo do lixiviado pode provocar a
contaminacdo de areas muito maiores do que aquelas em que os residuos estdo
dispostos (Nakamura et al., 2014). Na Figura 2, é apresentado um diagrama
representativo das fontes de microcontaminantes ambientais e suas rotas de

transporte no ambiente.
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Figura 2. Rotas de aporte e exposi¢cao ambiental de micropoluentes de interesse emergente
(adaptado de Raghav, 2013)

1.2.1 Farmacos em aguas naturais

Farmacos tém sido detectados em aguas superficiais e subterraneas,
especialmente em paises desenvolvidos, desde a década de 90. Sdo geralmente
medicamentos para uso humano e veterinario, bem como seus metabaolitos.

Devido a aspectos como volume de prescri¢céo, toxicidade e evidéncias quanto
a presenca no ambiente, anti-inflamatdrios ndo esteroidais (AINE), antibioticos,
betabloqueadores, antiepilépticos, agentes hipolipemiantes, antidepressivos,
horménios e anti-histaminicos sao os grupos farmacéuticos mais estudados (Heberer,
2002).

11
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Mesmo que uma série de pesquisas tenha sido focada na ocorréncia, destino e
efeitos de produtos farmacéuticos no ambiente, existem dados sobre a ocorréncia de
mais de 600 substancias farmacéuticas presentes no meio ambiente em todo o
mundo, além de poucas informacdes sobre seus efeitos (Kuster and Adler, 2014). Ha
ainda menos informacbes sobre a ocorréncia e o destino dos produtos de
transformacao/degradacgéo (ativos ou nao). Investigagdes qualitativas e quantitativas
de produtos farmacéuticos em matrizes ambientais sdo sempre bons pontos de
partida para o estabelecimento de novas regula¢cdes para fins de avaliacdo do risco
ambiental de produtos farmacéuticos. (Khetan and Collins, 2007)

Os AINE sao a classe mais utilizada de medicamentos para o tratamento de dor
aguda e inflamacéo (Bessone, 2010). Eles sdo administrados por via oral e topica e
estéo disponiveis sob prescricdo médica e como medicamentos de venda livre (sem
receita médica). O alto consumo e o0 modo de administracdo dos AINE resultam em
concentracOes elevadas em efluente das ETE (Miege et al., 2009). Dentre os AINEs
mais estudados durante os tratamentos de aguas residuarias estdo o ibuprofeno, o
diclofenaco, o naproxeno, o cetoprofeno e o acido mefenamico (Migowska et al.,
2012). Os AINEs detectados sob concentracdes mais elevadas no afluente de ETE
sdo o ibuprofeno, o naproxeno e o cetoprofeno (na faixa de alguns pg L). Embora
estas concentragcbes sejam relativamente baixas, estdo longe de serem
insignificantes. Heberer (2002) identificou o diclofenaco como um dos produtos
farmacéuticos mais importantes no ciclo da agua, jA que foi encontrado em
concentragdes de 3,0 e 2,5 ug L no afluente e no efluente, respectivamente, de uma
ETE municipal de Berlim.

Os betablogueadores séo outra classe importante de medicamentos prescritos,
pois sdo muito eficazes no tratamento de doencas cardiovasculares. Assim como 0S
AINE, os betabloqueadores nédo sdo altamente persistentes, mas estao presentes no
ambiente devido ao alto volume de producao e uso. Estas substancias séo geralmente
encontradas em fase aquosa devido a sua baixa afinidade por meios sorventes e a
elevada biodegradabilidade. Atenolol, metoprolol e propranolol tem sido
frequentemente identificados em aguas residuarias, sendo a primeira substancia
frequentemente detectada sob concentragées mais altas atingindo até 1 pug L (Kuster
et al., 2009).
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Farmacos reguladores lipidicos, como estatinas e fibratos, também s&o
utilizados no tratamento e prevencdo de doencas cardiovasculares. Dentre 0s
farmacos reguladores lipidicos, em geral, o acido clofibrico € um dos mais
frequentemente detectados no ambiente e também uma das substancias mais
persistentes no ambiente, persisténcia estimada em 21 anos (Khetan and Collins,
2007). Foi detectado em concentracdes da faixa de ng L tanto em &guas residuarias
quanto em efluentes de ETE. Muitos analogos do clofibrato, como o gemfibrozil,
bezafibrato e fenofibrato, foram detectados em afluentes de ETE em concentracfes
na faixa de pg L* (Jelic et al., 2011).

Os farmacos antibioticos sédo destinados ao tratamento de doencas e infec¢des
causadas por bactérias. Estdo entre os medicamentos mais frequentemente prescritos
para humanos e animais na medicina moderna. Betalactamas, macrdlidos,
sulfonamidas, fluoroquinolonas e tetraciclinas sdo os grupos de antibiéticos mais
utilizados na medicina humana e veterinéria. O alto consumo global de até 200.000
toneladas por ano e alta porcentagem de antibiéticos que podem ser excretados sem
sofrer metabolismo (até 90%) resultam em uma presenca generalizada no ambiente
(Kummerer, 2001). As formas farmacéuticas ndo metabolizadas de antibioticos
concentrados em lodo de esgoto bruto podem promover o desenvolvimento da
resisténcia bacteriana. As bactérias em lodo sdo mais resistentes do que bactérias
provenientes de outros lugares. O sulfametoxazol é uma das sulfonamidas mais
detectadas sob concentracdes na faixa de pg Lt em amostras de efluentes de ETE
(Américo et al., 2013).

Embora o antiepiléptico carbamazepina seja um dos produtos farmacéuticos
mais estudados e detectados no ambiente, ndo ha muita informacdo sobre a
ocorréncia e o destino de outros medicamentos do mesma classe em ETE. A
carbamazepina € um dos farmacos mais amplamente receitados e muito importante
para o tratamento da epilepsia e de algumas doencas psiquiatricas, como por
exemplo, transtornos bipolares (Cunningham et al., 2010). A carbamazepina é quase
completamente transformada pelo metabolismo com menos de 5% de excretada na
forma inalterada. Ainda assim, os conjugados glucuronideos da carbamazepina
podem presumivelmente ser clivados durante o tratamento de aguas residuarias, de

modo que suas concentragbes ambientais aumentam (Guasch et al.,, 2012). A
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carbamazepina e seus metabolitos também tem sido detectadas em aguas residuarias

e em biossolidos (Miao et al., 2005).

Na Tabela 1 € apresentado um resumo dos farmacos encontrados em aguas

naturais ao redor do mundo.

Tabela 1. Ocorréncia de alguns farmacos em aguas naturais superficiais, subterraneas e
efluentes de ETE. Adaptado de Sui et al. (2015), Verlicchi et al. (2012) e (Lorz et al., 2014)

Substancia Nimero de Frequérlcia de Concentracéo Pais
Amostras Deteccao (%) (ng L)

Antibioticos

Sulfametazol 16 12-19* <LOD-17 Suica
121 29 9-46 Espanha
32 80-100* <LOD-65 Espanha
27 4-42 <LOD-0,8 China
28 24 28,7-124,5 China
20 60 0,1-113 Estados Unidos
60 100 26-727 Brasil

Sulfametazina 121 46 <LOD-83,9 Espanha
32 23-100* <LOD-29,2 Espanha
27 8—63* <LOD-1,2 China

Ofloxacina 32 100 10,2-367 Espanha
27 10-68* <LOD-7,6 China
28 9 <LOD-44,2 China

Norfloxacina 16 6-19* <LOD-2 Suica
32 69-100* <LOD-462 Espanha
27 64—79* <LOD-47,1 China

Azitromicina 44 5 <LOD-68 Sérvia
16 12 <LOD-10 Suica
32 80-100* <LOD-1620 Espanha
27 100 0,2-0,7 China

Trimethoprim 16 6 <LOD-0,4 Suica
121 19 <LOD-3 Espanha
32 20-100* <LOD-9,41 Espanha
27 4-68* <LOD-5,2 China
28 4 <LOD-10,5 China
20 5 <LOD-0,7 Estados Unidos
60 3-13 <LOQ Brasil

Anti-inflamatérios

Ibuprofeno 6 17 92 Sérvia
32 46-92* <LOD-988 Espanha
51 2 <LOD-104 Alemanha
28 11 <LOD-57,9 China
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Substancia Numero de Frequérlcia de Concentracéao Pais
Amostras Deteccéo (%) (ng LY
NA NA 10 Canada
32 14 <LOD-65 Jordéania
60 23-90* 3-496 Brasil
Naproxeno 6 17 27,6 Sérvia
16 6-12* <LOD-12 Suica
121 NA 145 Espanha
32 8-40* <LOD-5,59 Espanha
28 3 <LOD-86,9 China
30 80 <LOQ Brasil
Diclofenaco 16 6-12* <LOD-3 Suica
121 NA 15-55 Espanha
32 40-100* <LOD-380 Espanha
51 2 <LOD-129 Alemanha
138 4 <LOD-17 Cingapura
- - 8500 Paquistdo
- - 1100 - 15600 Africa
60 7-100* <LOQ-2520 Brasil
Acido Salicilico 6 83 <LOD-2,5 Sérvia
121 41 <LOD-9,3 Espanha
32 100 26,6—620 Espanha
28 98 <LOD-2015 China
138 58 <LOD-1994 Cingapura
Reguladores
Lipidicos
Bezafibrato 121 45 <LOD-4,22 Espanha
32 54-100* <LOD-25,8 Espanha
51 8 <LOD-19 Alemanha
60 90-100* <LOQ Brasil
Gemfibrozil 121 NA 15,5b Espanha
32 62-100* <LOD-751 Espanha
51 2 <LOD-23 Alemanha
20 5 <LOD-1,2 Estados Unidos
138 4 <LOD-17 Cingapura
60 47-100* 8-761 Brasil
Acido Clofibrico 32 31 <LOD-7,57 Espanha
51 4 <LOD-1350 Alemanha
28 3 <LOD-73,9 China
138 9 <LOD-18 Cingapura
Drogas
Psiquiatricas
Carbamazepina 6 17 3,4 Sérvia
44 23 <LOD-41 Sérvia
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Substancia Numero de Frequéncia de Concentracéao Pais
Amostras Deteccéo (%) (ng L)

121 48 <LOD-62,4 Espanha
32 92-100* 136 Espanha
51 33 <LOD-35 Alemanha
20 25 <LOD-72 Estados Unidos
138 67 <LOD-9,3 Cingapura
32 13 <LOD-100 Jordan
60 43-100* 17-11300 Brasil

Diazepam 121 36 <LOD-8,28 Espanha
32 23-100* 35,1b Espanha

Primidona 16 6-19* <LOD-11 Suica
121 41 <LOD-27,62 Espanha
36 NA <LOD-140 Alemanha

Estimulante

Cafeina 121 40 <LOD-55,5 Espanha
148 80-83* <LOD-16249 Cingapura
148 100 1,9-3481 Cingapura
103 100 200-16900 Brasil
60 100 60-18000 Brasil

Beta-

Bloqueadores

Propranolol 6 67 <LOD-4,5 Sérvia
32 23 <LOD-9,38 Espanha

Metoprolol 16 6-12* <LOD-9 Suica
60 13-100* <LOQ Brasil
32 100 95,3-355 Espanha

* Mais de uma &rea de estudo ou campanhas em diferentes periodos, por isso as frequéncias de detecgdo sdo
mostradas por intervalo

NA: Nao avaliado

LOD: Limite de Deteccéo

LOQ: Limite de Quantificacdo

Na Tabela 1 observa-se que varios farmacos tém sido investigados como
micropoluentes de aguas. Os principais grupos sao representados por antibioticos,
analgésicos e antipiréticos, antidepressivos e tranquilizantes, antiinflamatorios e
antirreumaticos, produtos esteroides e hormdnios relacionados, anestésicos,
betabloqueadores, antiepilépticos, antineoplasicos, reguladores lipidicos no sangue,
e produtos de contraste de raios-X.

A presenca de farmacos em aguas naturais urbanas esta associada ao constante

crescimento do ja elevado consumo de medicamentos. Cerca de 4000 farmacos séo
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fabricados e consumidos anualmente em quantidades elevadas, sendo que no Brasil
houve aumento cumulativo de 82,2% nas vendas de medicamentos entre 2007 e 2011
(Kihara et al., 2013). Somente no ano de 2017 houve um crescimento de 11,73% em
relacdo ao ano de 2016 (SINDUSFARMA, 2018).

Além do descarte e da excrecdo de farmacos pelos habitantes de regifes
urbanas, a producdo farmacéutica também pode ser uma fonte significativa de
residuos. Considerando que a remocao em ETE € problematica, espera-se um grande
aporte de farmacos em corpos aquaticos, o que pode representar até cerca de 60 a
80% da carga total de poluicdo nos paises em desenvolvimento (Schwarzenbach et
al., 2010). Somando-se a isso, a expectativa de aporte de farmacos em aguas naturais
via descarte de esgoto sem tratamento no Brasil deve ser considerada como uma
fonte majoritaria.

Os niveis de concentracdo de farmacos em aguas naturais estdo na faixa de
nanograma por litro (ng L). No entanto, para algumas substancias sédo reportadas
concentracfes consideravelmente mais altas, na faixa de microgramas por litro
(ug L1). Como as concentracdes de farmacos em aguas naturais sdo baixas para
apresentar quaisquer efeitos toxicos agudos observaveis, 0os seus impactos a longo
prazo para a vida de organismos, incluindo os seres humanos, estdo aos pouco sendo
conhecidos. Evidéncias laboratoriais sugerem que alguns farmacos apresentam
efeitos crénicos sobre a reproducao, desenvolvimento e comportamento de espécies
aguaticas, entre outros efeitos (Fong, 1998). Efeitos de farmacos na agua potavel
utilizada por seres humanos, embora ndo seja visto como provavel (Webb et al., 2003),

nao podem ser descartados.

1.2.2 Farmacos na agua para consumo humano

No que diz respeito a 4gua tratada, os resultados quanto a presenga de farmacos
sdo menos abundantes em comparacéo aos disponiveis para aguas naturais. Um dos
estudos mais completos sobre a presenca de contaminantes emergentes em agua
para consumo humano foi realizada por Benotti e colaboradores (2009), que avaliaram
19 fontes de distribuicAo de &agua potavel nos Estados Unidos. Dentre as 11
substancias com maior frequéncia de deteccdo os farmacos naproxeno,

carbamazepina, atenolol, sulfametazol, gemfibrozil apresentaram concentracbes
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inferiores a 10 ng L, sendo o valor mais elevado (40 ng L) encontrado para o
meprobamato.

Outros estudos também reportaram a presenca de varios farmacos na agua para
consumo humano em concentragdes que variaram de nanogramas a microgramas por
litro em varios paises da Europa, incluindo Alemanha, Paises Baixos e Italia. Na
Alemanha foram encontrados o analgésico fenazona e o antipirético propilfenazona
na agua tratada de Berlim, sendo a maior concentracéo (400 ng L) reportada para a
primeira substancia (Huerta-fontela et al., 2010; Reddersen et al., 2002).

No Brasil, Sodré e colaboradores (2010b) mostraram a presenca de alguns
micropoluentes emergentes na agua para consumo humano distribuida para a cidade
de Campinas no estado de S&o Paulo e reportaram a presenca de cafeina em niveis
de concentracgédo de até 220 ng L. Canela e colaboradores (2014) publicaram um livro
sobre a presenca cafeina em agua de abastecimento publico de 22 capitais brasileiras
e evidenciaram niveis variando entre de 3,5 e 2800 ng L. Mais recentemente,
Machado e colaboradores (2016), investigaram a presenca de varios contaminantes
emergentes na agua bruta e na dgua para consumo humano de diversas regides do
Brasil, mas detectaram apenas quatro substancias na agua para consumo humano.
Além da cafeina, os autores reportaram a presenca do herbicida atrazina, do PHP
triclosan e da fenolftaleina.

Embora a ideia de ingerir farmacos via consumo da &gua tratada seja
compreensivelmente preocupante para o grande publico, € importante que dois
aspectos sejam considerados quando se discute as implicacdes de farmacos na agua
para consumo humano:

a) as concentracdes encontradas sao bastante baixas se comparadas com
as doses terapéuticas e;

b) as informacdes toxicologicas sobre os farmacos sdo mais abundantes
quando comparadas a outros contaminantes ambientais de interesse
recente.

A presenca de contaminantes emergentes na agua para consumo humano
permite inferir que os niveis de concentracdo em mananciais sédo elevados e que 0s
meétodos utilizados durante tratamento da agua ndo sdo completamente eficazes. Com
efeito, é possivel que ndo apenas farmacos estejam presentes na adgua para consumo

humano, mas também seus respectivos produtos de degradacdo e metabdlitos. Dai
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surge a necessidade de se desenvolver métodos analiticos para acessar a presenca

destes contaminantes em amostras de aguas.

1.3 DETERMINACAO DE FARMACOS EM MATRIZES DE AGUA

Devido ao grande consumo de diferentes tipos de farmacos, ha uma expectativa
de encontra-los em diferentes tipos de amostras agquosas em ambientes urbanos.
Além disso, nestas amostras, havera a presenca de outras substancias derivadas, tais
como metabdlitos e produtos de degradacédo, aumentando a possibilidade de serem
encontradas misturas complexas, ja nestas matrizes nunca se encontrara um analito
de forma isolada. Por conseguinte, existe a necessidade de se investigar
concomitantemente uma vasta gama de farmacos e seus respectivos derivados que
contaminam em diferentes matrizes ambientais.

Tendo-se em conta todos 0s recursos, despesas e tempo envolvidos nesta
tarefa, os métodos analiticos devem ser capazes de determinar, idealmente, os niveis
de concentracdo para a maior quantidade possivel de substancias. Tais métodos sédo
conhecidos como métodos multicomponentes ou multirresiduos (Fatta et al., 2007).

Métodos analiticos multirresiduos constituem um pré-requisito essencial para
fornecer dados confidveis sobre a ocorréncia, particdo, remocdo e destino de
farmacos no ambiente, reduzindo os custos de monitoramento e, simultaneamente,
permitindo aumentar a frequéncia de analise. Nestes métodos, € preciso considerar
todas as diferentes etapas da sequéncia analitica. Ou seja, ndo basta apenas
assegurar 0 acesso a sistemas de separacao e deteccdo adequados, mas também
gue haja um preparo adequado das amostras, incluindo etapas de conservacao de
amostras e extracdo de analitos, processos estes que se tornam criticos quando
aplicados a matrizes complexas, tais como de aguas naturais.

Duas etapas criticas que regem a determinacdo de baixas concentragcbes de
farmacos em amostras ambientais, remetem aos processos de extracao e as técnicas

instrumentais utilizadas para separacao analitica, deteccao e quantificacéo.
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1.3.1 Métodos de Extracéo

O obijetivo principal dos métodos de extracdo é obter ao final do processo um
extrato enriquecido com os analitos alvo e livre de outros componentes interferentes
da matriz. Para obter extratos sob estas condi¢des, algumas etapas devem ser
realizadas:

a) extracdo de pequenas quantidades dos analitos alvo da matriz da
amostra, o que geralmente implica em mudancas de fase

b) concentracédo dos analitos em uma fase aceptora;

c) Remocao de interferentes co-extraidos, concentradas simultaneamente,

que comprometem a eficiéncia do método.

Os métodos baseados em adsorcdo sdo os mais amplamente utilizados na
extracdo e concentracdo de analitos em amostras ambientais, sendo a extracdo em
fase sdlida (SPE, do inglés Solid Phase Extraction) a mais utilizada neste processo.
Neste tipo de extracao, a amostra liquida € percolada em um material adsorvente que
pOSSui grupos quimicos capazes de reter o analito de interesse. Posteriormente, o
analito é retirado do material adsorvente com a utilizacdo de um solvente, em um
processo conhecido como eluicdo. A Figura 3 mostra as etapas tipicas envolvidas
durante a extracdo SPE (Fritz, 2000).

A extracdo SPE é tipicamente realizada manualmente, empregando-se
cartuchos comercialmente disponiveis, embora existam algumas desvantagens com
relacdo a esta abordagem. Notadamente, a extracdo SPE consome tempo, é cara e
trabalhosa, o que pode atrapalhar a produtividade. Além disso, a recuperacdo do
analito ao fim de todo o processo pode variar de lote para lote, causando problemas
de reprodutibilidade. Portanto, todo esforco voltado para a melhoria desta etapa
analitica pode resultar em aumento significativo do rendimento e da qualidade dos

resultados obtidos (Fritz, 2000).
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Figura 3. Etapas no processo de extracdo em fase soélida. (adaptado de Canela et al., 2014)

1.3.2 Separacao cromatografica e técnica de deteccéo

ApoOs a extracdo dos analitos da amostra e da geracdo de um extrato, a etapa
subsequente é tipicamente realizada utilizando cromatografia gasosa (GC, do inglés
Gas Cromatography) ou cromatografia liquida (LC, do inglés Liquid Cromatography)
combinada com espectrometria de massas (MS, do inglés Mass Spectrometry), a fim
de realizar a separacao dos analitos e efetuar a quantificacéo.

A utilizag&o de técnicas hifenadas avancadas como GC-MS, GC-MS/MS, LC-MS
e LC-MS/MS para analise ambiental tem permitido a determinacdo de uma ampla

gama de substancias, incluindo farmacos. Atualmente, cada vez mais métodos sao
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descritos na literatura utilizando LC-MS ou LC-MS/MS ao invés de equipamentos
baseados em cromatografia gasosa por conta de etapas adicionais de derivatizagao
gue sao trabalhosas e que podem levar a erros, embora sejam essenciais para
aumentar a volatilidade dos analitos (Zrnci¢ et al., 2013). Além disso, algumas
substancias muito polares néo sofrem derivatizagcdo completa, o que afeta diretamente
a sensibilidade deste tipo de método, sendo preferivel a utilizagdo de LC-MS/MS para
analise de varios micropoluentes emergentes.

A Figura 4 mostra uma comparacdo da capacidade de deteccdo entre as

diferentes técnicas de cromatografia acopladas a espectrometria de massas.

GC-MS5 ou GC-MS/MS
Com derivatizagio

GC-MS ou GC-MS/MS Aspirina

Sem derivatizagdo Etefibrato
Aspirina Cetoprofeno
Codeina Flurbiprofeno
Ciclofosfamida Madolol
Galaxolida Acido Tolfendnico
Pentoxifilina

Tonalida

Triclosan .
Carbamazepina

Diazepam
Ibuprofenc
Paracetamol
Fenazona

Benzafibrato
Clofibrato
Diclofenaco
Fenofibrato
Fenoprofeno
Gemfibrozil
Metoprolol
Naproxeno
Acido Mefendmico
Propanolol
Salbutamol
Sulfametazol

LC-MS5 ou LC-MS/MS
Asgpirina

17a-Etinil Eztradiol
17B-Estradiol
Aceti-sulfametazol

Amoxicilina
Atenolol Eztrona ]
Aminopirina Hidroclorotiazida Sinvastatina Sulfsnjn.%_tq2|nﬂ
Acido amidotrizdico Metronidazol Sotatol Sulfapiridina
Eritromicina Anidra Ofloxacin Omeprazol Sulfasalazina
Betaxolol Enalapril Oxacilina Tamoxifeno
Bisoprolol Furazolidona Penicilina G Timicosin
Ciprofloxacin Cetorolac Penicilina V Tiosina
Dapsona ; i i Trimetroprima

P Eritromicina Pindolol imetroprin
Diazepan Furosemida Ranitidina Wirginiamicina
Dicloxacilina lomepral Sulfacetamida

Worfloxacine Sulfadiazina

Figura 4. Resumo das aplicacbes dos métodos analiticos para determinacéo de farmacos.
(adaptado de WHO, 2012)
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A técnica de LC-MS/MS é a mais utilizada em andlise de farmacos, devido a sua
elevada sensibilidade e a sua capacidade de confirmar a identidade das substancias
de interesse, quando comparada com as técnicas de LC convencionais que utilizam
detectores de arranjo de diodos (DAD-UV) ou de fluorescéncia. O uso de
espectrometria de massas in tandem (MS/MS) permite o0 monitoramento de ions
moleculares especificos e, portanto, e deteccdo de substancias que possuem a
mesma massa molecular, mas que formam fragmentos moleculares (ions produtos)
especificos diferentes, garantindo boa seletividade analitica e permitindo a
determinacao de diferentes substancias mesmo que ocorra co-eluicdo cromatografica.
Desta maneira a técnica de analise por MS/MS permite aumentar a sensibilidade
analitica e a seletividade durante a analise de matrizes complexas, tais como aguas
residudrias, naturais e tratadas (Wille et al., 2012).

Nos ultimos anos, 0s avangos em métodos analiticos contribuiram para a
deteccdo de inumeros farmacos em diferentes matrizes ambientais. Estima-se que
este numero continue a crescer a medida que mais produtos farmacéuticos forem

aprovados para uso e 0s avan¢os em métodos analiticos continuem.

1.3.3 Espectrbmetros de massa utilizados na determinacdo de contaminantes

emergentes

Espectrdmetros com analisadores do tipo triplo-quadrupolo (QQQ) sdo os mais
utilizados em espectrometria de massas para determinacfes quantitativas de
substancias quimicas de baixa massa molecular, como os farmacos. Os triplo-
quadrupolos séo constituidos por quadrupolos em sequéncia, sendo que no centro
esta localizada uma célula de colisdao (Q2). Os outros dois quadrupolos agem como
filtros de massa, selecionando ions da amostra de interesse. O modo de aquisigdo
mais comum em espectrobmetros do tipo QqQ € denominado monitoramento de
reacOes multiplas (MRM, do inglés Multiple Reaction Monitoring).

Em métodos MRM, o primeiro quadrupolo (Q1), é responsavel por selecionar um
ion precursor, caracteristico da substancia de interesse. Esses ions podem ser
produtos da protonacéo, da desprotonacao ou da formacao de adutos entre o analito

e demais ions presentes durante a medida, tais como sodio ou potassio.
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Em seguida, os ions selecionados em Q1 s&o transferidos a célula de colisdo
(Q2) onde serao fragmentados por meio de colisbes com um gas inerte, geralmente
N2, sob a aplicacdo de diferentes potenciais. Alguns ions gerados na célula de coliséo
serdo entdo filtrados no terceiro quadrupolo (Q3). Estes ions, denominados ions
produtos, sdo caracteristicos de uma determinada substancia e, portanto, possuem
relagéo direta com o ion precursor.

As transicdes de precursor para produto sdo Unicas para cada substancia e
utilizadas para fins de quantificacdo e identificacdo. Equipamentos do tipo QqQ
tornam-se mais vantajosos frente aos quadrupolos simples por fornecerem mais
informacdes sobre o analito, além de permitir a utilizagdo do modo MRM.

Outra abordagem empregada para aumentar a seletividade e evitar resultados
falsos positivos consiste no uso de espectrometros de massas do tipo tempo de voo
(Time of Flight — TOF-MS). Ao comparar a capacidade de detec¢cdo de um TOF-MS e
de um triplo-quadrupolo para a determinacdo de varios farmacos em &guas
residudrias, Benotti e colaboradores (2009) concluiram que a sensibilidade global do
LC-MS(TOF), operado no modo de massa com alta precisdo, frequentemente se
aproximou daquela obtida pelo triplo quadrupolo operado em modo de monitoramento
de reacdes multiplas (MRM). Algumas desvantagens envolvidas no uso LC-MS(TOF)
para medi¢cBes quantitativas diz respeito a menor faixa linear de trabalho e a menor
velocidade de aquisicdo quando comparado com equipamentos QqQ (Hernandez et
al., 2014).

Instrumentos hibridos com analisadores de quadrupolo e tempo de voo LC-
MS/MS(Q-TOF) também estdo sendo utilizados para determinacédo de farmacos em
amostras de aguas naturais. Este tipo de equipamento oferece as vantagens dos dois
tipos de MS, uma vez que o TOF aumenta a resolucdo dos ions gerados, permitindo
obter massas precisas de ions produtos. Equipamentos do tipo Q-TOF-MS mimetizam
o monitoramento MRM utilizado nos detectores do tipo QgQ, embora ocorra uma
ligeira perda de sensibilidade se comparado ao QgQ (Hernandez et al., 2014).

Stolker e colaboradores (2004) compararam o desempenho de um triplo-
quadrupolo e um Q-TOF-MS na determinacdo de alguns farmacos em aguas
superficiais, subterraneas e para consumo humano e verificaram que ambos

espectrdmetros apresentaram resultados satisfatérios.
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1.3.4 Efeitos de matriz em LC-MS/MS

Na maioria dos trabalhos envolvendo LC-MS/MS, a interface entre as duas
técnicas € comumente feita por meio da ionizacédo por eletrospray (ESI, do inglés
eletrospray ionization), uma vez que ela é bastante eficaz para substancias polares e
nao polares e para as substancias com baixa estabilidade térmica (Cahill et al., 2011).
Tem sido comumente aplicada como uma ferramenta seletiva e sensivel para a
deteccado de farmacos e PHP em matrizes biolégicas e ambientais devido a natureza
polar, termolabil e ndo volatil desses contaminantes (Zwiener and Frimmel, 2004).
Aproximadamente 95% dos trabalhos de LC-MS usa ESI ou ioniza¢do quimica a
pressao atmosférica (APCI) como fonte de ionizacdo, no entanto, a ESI é mais
comumente usada na deteccao de farmacos e PHP em matrizes ambientais.

A utilizacdo da ionizacdo ESI, no entanto, pode ser problematica para amostras
contendo varios interferentes ou matrizes muito complexas (Petrovi¢ et al., 2005).
Desta maneira, a extracdo SPE deve ser, sempre que possivel, otimizada para isolar
os analitos de interesse e eliminar os efeitos de matriz.

Os efeitos de matriz sdo definidos como uma alteracdo no sinal de analito
causada por algo na amostra diferente do analito. Durante o desenvolvimento do
método, a identificacdo e a correcdo de possiveis efeitos de matriz devem ser
realizadas para obter medicdes precisas. Se os efeitos da matriz ndo forem
abordados, pode ocorrer superestimacdo ou subestimacdo da concentracao
ambiental real fazendo que a acuracia do método seja impactada (Harris, 2007).

Os efeitos de matriz sdo observados quando a intensidade do sinal de um analito
detectado em uma amostra de campo € diferente da intensidade do sinal detectada
em uma solucdo solvente. Estudos demonstram que o0 aumento na quantidade de
matriz presente (geralmente, material organico) resulta em supressdo ou
aprimoramento de sinal, com maior supressao de ions ocorrendo em amostras de
efluentes de aguas residuarias (Hirsch et al., 1998; Vanderford et al., 2003; Vieno et
al., 2006). No entanto, o impacto que a matriz exerce na determinacdo de uma
substancia dependerd das caracteristicas do analito, bem como a composi¢do da
matriz.

Desde que os efeitos da matriz foram observados em ESI nos anos 1990, varios

mecanismos foram propostos para explicar estes efeitos. Estes incluem componentes
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da matriz que impedem o analito de obter carga, competindo com os analitos para
ganhar carga, interferindo na capacidade do analito de permanecer carregado na fase
gasosa, aumentando a tensdo superficial da gota ou aumentando a resisténcia
elétrica. Embora os mecanismos exatos causadores do efeito de matriz ainda n&o
sejam totalmente conhecidos, € comum assumir que 0s compostos coeluidos
competem com os analitos e a ionizagéo seré favorecida para as moléculas que sédo
mais ionizaveis e estdo em maiores concentracdes na amostra. Este efeito interfere
na quantificacdo dos analitos, que deixa de ser confidvel pela alteracdo causada na
precisdo, exatiddo e detectabilidade do método. (Oshita and Jardim, 2015; Zhou et al.,
2017).

As possiveis solucdes para contornar os efeitos de matriz remetem a melhorias
na etapa de extracdo e limpeza de extratos, a diminuicdo do volume de injecao
fazendo com que uma menor quantidade de matriz entre no sistema cromatografico,
ao uso de extratos diluidos, a alteracdo de parametros operacionais da fonte de ESI
e ao uso de estratégias de quantificacdo envolvendo adicdo de padréo, uso de padréo
interno, padrdo sub-rogado, entre outros.

A abordagem de adicdo padrdo tem sido pouco utilizada para quantificar
farmacos em diferentes matrizes (Cimetiere et al., 2013; Garcia-Rodriguez et al.,
2014), pois tende a ser extremamente trabalhosa e consumir tempo ja que diferentes
curvas analiticas devem construidas para cada amostra investigada. A padronizacéo
interna € uma abordagem comum para quantificar farmacos e outras substancias
organicas em matrizes ambientais e 4gua para consumo humano e, ao mesmo tempo,
abordar possiveis efeitos de matriz. Os melhores padrbes internos em analise por
espectrometria de massas consistem em substancias marcadas isotopicamente, ou
seja, marcados com C-13 ou com deutérios. Esses padrées tém propriedades de
evaporacao semelhantes aos analitos e sdo submetidos ao mesmo grau de supresséo
ou aprimoramento do sinal na matriz, assim como o analito de interesse.

Recentemente, o uso de padrées marcados isotopicamente tem sido utilizado
para a quantificacdo de produtos farmacéuticos selecionados em amostras de agua
tratada, superficiais e residuais (Huerta-fontela et al., 2010; Kim et al., 2007; Riva et
al., 2018; Vanderford et al., 2003). No entanto, uma desvantagem deste método
remete ao alto custo dos padrbes marcados isotopicamente. De forma geral, as

maiores dificuldades encontradas no desenvolvimento dos métodos analiticos
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multirresiduos remetem a disponibilidade de padrBes analiticos e materiais de
referéncia certificados. Padrfes analiticos de metabdlitos e produtos de degradacéo
normalmente ndo estdo disponiveis ou requerem uma sintese especifica que

apresenta elevado custo (Van de Steene et al., 2006).

1.4 PRIORIZAGCAO DE FARMACOS E AVALIACAO DE RISCO

Uma vez que a presenca de contaminantes de interesse emergente ja é
conhecida, torna-se importante dimensionar suas concentracbfes em termos dos
potenciais riscos ao ambiente e a saude humana. Neste sentido, os efeitos
relacionados a exposicdo de baixas concentragcdes em um longo periodo de tempo
devem ser compreendidos. Pesquisas preliminares indicam que varios farmacos e
PHP possuem capacidade de impactar negativamente o0s sistemas ecoldgicos
aguaticos. Além disso, no contexto da reutilizacdo de agua para fins de abastecimento
publico, questdes envolvidas com a andlise do risco também se aplicam a saude
humana.

Embora seja preocupante um cenario no qual populacdes vulneraveis de vida
aguatica sejam dizimadas, outros impactos ndo-letais e mais sutis, tais como
alteracdes nos sistemas reprodutivos de organismos aquaticos, sao extremamente
importantes durante avaliacdes de riscos (Bolong et al., 2009; Niemuth et al., 2015;
Pal et al., 2010; Yan et al, 2012). Em amostras ambientais, a atividade
estrogénica/androgénica tem sido um dos efeitos de interesse recente mais
comumente investigado. Um estudo controlado em um lago experimental no Canada
indicou que concentracdes do estrogeno 17 a-etinilestradiol similares as encontradas
nas proximidades de lancamentos de efluentes (5-6 ng L), pode alterar a distribuicdo
de género do peixe vairdo, levando ao colapso da populacdo (Kidd et al., 2007).
Aherne e colaboradores (1989) levantaram questbes semelhantes sobre saude
humana. Como a exposicdo a interferentes endodcrinos pode alterar o sistema
reprodutivo de organismos, esperam-se impactos ecologicos generalizados.

A feminizacdo de peixes, por exemplo, tem sido associada a presenca de
dezenas de produtos quimicos que sdo comumente encontrados em efluentes de

aguas residuarias em nivel traco. Pomati e colaboradores (2008) relataram impactos
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inibitérios de concentracdes em nivel trago de 11 produtos farmacéuticos em células
humanas, E. coli e zebrafish.

Em termos de saude humana, informacfes epidemioldgicas sobre os impactos
de concentracdes ambientalmente relevantes de interferentes enddcrinos, tipicamente
associados a farmacos e PHP, sdo poucas e estdo em desenvolvimento. Neste
sentido, é necessaria uma abordagem sistematica que leve em consideragdo estas
preocupacdes no contexto do descarte de aguas residuarias em mananciais utilizados
para fins de abastecimento.

Em paises como EUA, Canad4, Austrdlia, ja existem critérios de qualidade para
alguns micropoluentes emergentes na agua com vistas a potabilidade. Para geracao
de valores maximos permitidos, o Brasil adota as recomendacdes da OMS para a
potabilidade, entretanto, em muitos casos ndo ha informacbes acerca de diversas
substancias de interesse recente utilizadas rotineiramente (Umbuzeiro, 2012).

Dadas essas preocupacdes e o conhecimento ainda incipiente acerca da
exposicao a longo prazo de micropoluentes emergentes para a saude humana, o
monitoramento das concentracfes destas substancias concomitantemente a
investigacOes toxicoldgicas associada, em todos os tipos de agua, € uma questdo
importante.

Nas secOes subsequentes sdo descritos alguns métodos utilizados para a
avaliacao de risco ambiental e para a salde humana em vista dos dados toxicologicos

e da ocorréncia de alguns micropoluentes emergentes.

1.4.1 Avaliacéo de risco ambiental

Programas de monitoramento e gestdo ambiental de contaminantes emergentes
sdo um grande desafio. Existem milhares de substancias a serem consideradas e os
dados disponiveis sobre sua utilizacdo, ocorréncia, destino, transporte e toxicidade
sdo, em muitos casos, escassos. No caso de farmacos, os dados toxicoldgicos séo
mais acessiveis, uma vez que para entrar no mercado um novo farmaco precisa
passar por testes rigorosos de toxicidade. Nesse sentido, é possivel lancar mao
destes dados toxicologicos para priorizagdo de substancias ou classes de substancias

mais importantes.
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Sui e colaboradores (2012) apresentam um modelo para identificagcdo de
farmacos prioritarios em ambientes aquéticos da China. Neste modelo, utilizaram trés
critérios para céalculo de um score de prioridade, sendo eles: o consumo do farmaco
no pais, a remocao nas ETE e a bioacumulagdo. De acordo com os scores obtidos,
as substancias foram classificadas em quatro grupos de prioridade, sendo que as
substancias que apresentaram alta prioridade (Grupo ) foram: eritromicina,
diclofenaco e ibuprofeno. As duas Uultimas substancias estdo entre as mais
consumidas no Brasil. Outros 14 farmacos, incluindo sulfametoxazol, acido
mefenamico, etc., tiveram prioridade moderada e classificados no Grupo Il. Esses
dezessete produtos farmacéuticos dos Grupos | e Il foram destacados como farmacos
prioritarios pelos autores.

Existem varias outras formas de priorizacdo de contaminantes para avaliacdo de
risco ambiental, sendo que a estratégia mais largamente utilizada remete a
comparacdo de concentracfes ambientais previstas (PEC, do inglés, predicted
enviromental concentration) e concentracdes ambientais medidas (MEC, do inglés,
measured enviromental concentration) com valores de concentracéo prevista que nao
causam efeito (PNEC, do inglés, predicted no-effect concentration).

A primeira etapa da avaliagdo de risco, na maioria dos métodos, consiste no
mesmo principio geral, ou seja, no uso de dados derivados de testes de toxicidade
agudos ou a curto prazo (EC/LCso) e de valores associados a testes de toxicidade
cronica, a longos prazos, tais como NOAEL (concentracdo onde ndo se observa
efeitos adversos, do inglés no observed adverse effect level) ou LOAEL (menor
concentracdo onde se observa efeitos adversos, do inglés lowest observed adverse
effect level). Estes dados toxicolégicos sao submetidos a aplicacdo de um fator de
seguranca, ou seja, um denominador cuja grandeza depende da qualidade do dado
toxicoldgico utilizado, para o calculo dos valores PNEC.

A utilizacéo de fatores de seguranca (também chamados fatores de avaliagéo,
do inglés assessment factors) permite a extrapolacdo dos dados obtidos nos testes
de toxicidade realizados em laboratério para efeitos previstos sobre ecossistemas. Ao
estabelecer estes fatores de avaliacdo, uma série de incertezas devem ser
consideradas que sao inerentes a tentativa de extrapolacdo a partir de dados
laboratoriais para uma Unica espécie aos ecossistemas com multiplas espécies. Estes

podem ser resumidos da seguinte forma: variagdo intra e interlaboratoérios; variacao
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intra e interespécies; extrapolagcdo do impacto no ecossistema a partir dos dados
laboratoriais; extrapolagdo da toxicidade aguda e crénica (Hommen et al., 2010).
Todas estas incertezas irdo definir a grandeza dos fatores de avaliacdo, que podem
variar de 1 a 10000.

A razdo PEC ou MEC sobre PNEC fornece, portanto, uma estimativa do risco
associado a uma determinada substancia. Quando esta razdo apresenta valores
menores que um ndo ha uma preocupacao imediata, enquanto que valores maiores
gue um indicam risco em potencial tornando a substancia investigada candidata a ser
monitorada dentro de um sistema de priorizacdo de contaminantes ambientais.

Os valores de PEC para uma determinada substéncia quimica sao estimados e
dependem de varios fatores, tais como: consumo por ano (kg anot), porcentagem de
remocao em estacdes de tratamento, nimero de habitantes da regido onde se realiza
0 estudo, volume per capita por dia (matriz aquosa), degradagédo da substancia
quimica.

Os valores de PEC séo calculados quando ndo ha dados de MEC. O célculo do
valor de PEC (g LY) em um ambiente aquético pode ser calculado de varias formas.

A equacdao geral e simplificada é expressa por (Kimmerer, 2008):

A x (100 —R)
PEC =
365 X P X V x D x 100 (1)

onde, A é a quantidade utilizada por ano (kg ano™), R é a remocdo em porcentagem,
P é o nimero de habitantes (milhdes) da regido, V (m?) é o volume de &gua residual

per capita por dia e D fator de diluicéo.

A principal desvantagem de utilizar a razdo (PEC ou MEC)/PNEC como
parametro de avaliacéo de risco, remete ao fato de que, para realizar os célculos de
estimativa de risco, € necessario um banco de dados com informacdes robustas e de
gualidade acerca de todos os fatores citados anteriormente. A outra grande dificuldade
remete aos diferentes valores de PNEC relatados para uma Unico substancia quimica
na literatura (You et al., 2015). Na Figura 5, é apresentado um diagrama genérico das

etapas de criacao de listas de priorizacdo de contaminantes emergentes.
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Figura 5. Diagrama de priorizacéo de contaminantes (adaptado de Raghav et al, 2013)

A priorizacéo e a regulagdo de contaminantes € uma tarefa sem fim, uma vez
que héa progresso cientifico continuo nas mais diversas areas envolvidas na avaliacédo
de riscos, e este, por sua vez, levanta continuamente novos questionamentos.
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1.4.2 Avaliacéo de Risco a Saude Humana

Em se tratando da avaliagdo de risco para a saude humana, a abordagem mais
convencional remete a utilizacdo de valores de IDA (ingestédo diaria aceitavel), que é
definida como a quantidade maxima de um produto quimico que pode ser ingerido
diariamente ao longo da vida, sem risco consideravel para a saude. Este valor &
baseado na maior ingestdo que ndo da origem a efeitos adversos observaveis.

Usualmente, para se obter o IDA, divide-se valores numéricos de NOAEL ou
LOAEL por fatores de incerteza que podem variar de 10 a 10000. Esses valores sao
definidos caso a caso e requerem julgamentos cientificos. Isso se deve ao fato de que
um produto quimico pode provocar mais de um efeito toxico (end-point) em um mesmo
organismo teste, resultando em diferentes valores de NOAEL correspondentes a
diferentes efeitos (Kumar et al., 2010).

Geralmente, a identificacdo das propriedades toxicolégicas de um determinado
produto farmacéutico durante a avalicao quantitativa do risco, pode incluir anélises de
todos os possiveis parametros de saude. No entanto, devido a restricdes de tempo e
recursos, uma andlise aprofundada raramente é realizada para cada end-point. Para
determinados produtos farmacéuticos, os end-points podem ser definidos a partir de
diferentes tipos de experimentos, sendo que incertezas na escolha de end-points
implicam em estimativas diversas nos valores de IDA. Assim, a geracéo de diferentes
IDA pode ser problematico, notadamente quando estes valores sdo usados na tomada
de decisbes de gerenciamento de risco.

Teoricamente, 0 end-point critico usado na avaliagcdo dose-resposta deve ser o
efeito que exibe o NOAEL mais baixo. No entanto, existem diferencas significativas
entre os valores de IDA do mesmo medicamento, calculadas por diferentes estudos.
Por exemplo, para antibiéticos como doxiciclina, tetraciclina e oxitetraciclina, Webb e
colaboradores (2003) calcularam o valor de IDA de 3 ug kgt d, enquanto que Schwab
e colaboradores (2005) reportaram 30 ug kgt d*. O principal motivo destas
discrepancias se deveu ao fato de que os primeiros autores utilizaram doses
terapéuticas como ponto de partida, enquanto que Schwab e colaboradores (2005)
utilizaram valores derivados da resisténcia antimicrobiana da microflora intestinal
humana. Essas observacdes ilustram a importancia da sele¢do adequada do end-

point para um determinado receptor.
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Ha na literatura uma quantidade limitada de informacdes acerca dos riscos a
saude humana associados a produtos farmacéuticos na dgua para consumo humano.
No entanto, se surgirem novas circunstancias, diferentes opgdes de end-points podem
levar a resultados distintos de caracterizacdo de risco e, até mesmo, a decisdes
variadas por diferentes grupos de gerenciamento de risco. Sob este ponto de vista,
torna-se necessario investir em esforgcos para padronizar ou dar referéncia autorizada
sobre a escolha geral de end-points de produtos farmacéuticos na agua em relacao
aos estudos de avaliacdo de risco, ou mesmo fomentar a criacdo de valores de
referéncia de IDA (Kumar et al., 2010).

No caso especifico da agua para abastecimento publico um valor méaximo
permitido (VMP) para uma substancia implica no nivel maximo de um contaminante
presente na agua destinada a consumo humano gque nao provoque efeitos adversos
(Umbuzeiro et al., 2010). A derivacdo dos valores VMP dependem do dado
toxicolégico e de variaveis médias relacionadas as condi¢des de exposicao, tais como
0 peso corporeo, o consumo de agua, a porcentagem de ingresso da substancia via
agua, fatores de incerteza aplicados, entre outros. Neste sentido, também é
necessario considerar a viabilidade técnica e econbmica de se quantificar a
substancia, bem como de remové-la aos niveis desejados.

O valor obtido de VMP e as consequéncias de sua aplicacdo devem ser
analisadas pelos gestores publicos, sendo que estes valores podem ser alterados
considerando o custo beneficio sob o ponto de vista estratégico de cada pais ou
estado (Umbuzeiro et al., 2010). O VMP deve ser definido para substancias quimicas
que podem causar efeitos adversos apés longos periodos de exposicdo (efeitos
cronicos) ou aqueles que possam causar, sob determinadas condi¢cfes, efeitos apos
uma unica exposicao (efeitos agudos). Os critérios de qualidade de agua (VMP) de
um agente quimico sédo geralmente calculados multiplicando-se o valor de IDA pelo
peso corporeo considerado e pela fragdo ou porcentagem de IDA associada a agua,

divididos pelo consumo de agua diario adotado (Umbuzeiro et al., 2010).

IDA X P x F
VMP = ———— )
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onde IDA é a ingestdo diaria aceitavel, em mg kg? d?*, F é o fator de alocacéo
considerando a porcentagem do contaminante ingerido através do consumo de agua,
P é o peso corporal e C € o consumo diario de agua. Os valores padrao para F (20%),
P (60 kg) e C (2 L) sdo usados considerando o consumo de agua para um adulto de
acordo com o guia para a qualidade da 4gua potavel da OMS. (WHO, 2011)

Por exemplo, para uma determinada substancia X, que apresenta uma IDA de
0,1 mg Kg, o VMP para consumo humano calculado seria de 0,6 mg L. Isso significa
gue uma pessoa pode beber agua contendo 0,3 mg L da substancia X, por toda a
vida, sem sofrer efeito adverso.

Os riscos para a saude humana sdo normalmente avaliados através da razéo
entre as concentracdes de substancias quimicas alvo na agua potavel com os valores

de VMP calculados usando a equacao 2.
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2 CAFEINA NA AGUA TRATADA: ESTRATEGIA PARA PRIORIZACAO DE
MANANCIAIS

2.1 INTRODUCAO

Neste capitulo, conforme objetivos do Projeto de Pesquisa financiado pela
FUNASA, amostras de agua para consumo humano seriam investigadas quanto a
presenca de cafeina, a fim de priorizar mananciais impactados pelo aporte de residuos
de origem antrépica. Porém, devido aos vérios episddios que dificultaram a
dispensacdo de recursos por parte das fundagbes de fomento (FUNASA) e de
execucao financeira (UnB e FINATEC), ndo foi possivel obter amostras de todo o
Brasil para a priorizacdo de mananciais. Desta forma, optou-se por desenvolver
método analitico para determinacdo de cafeina e aplica-lo em amostras de 4gua para
consumo humano coletadas no DF, estabelecendo uma ferramenta analitica para
priorizacdo de mananciais para monitoramento.

A cafeina € um estimulante que esta presente em diversos produtos utilizados
diariamente, tais como farmacos, refrigerantes, chas, bebidas a base de café, bebidas
energéticas e produtos de higiene pessoal. A cafeina € encontrada no ambiente em
concentracfes muito baixas. Embora o consumo diario de cafeina seja elevado (uma
xicara de café pode conter até 840 mg L (Camargo et al., 1998), a maior parte da
substancia é metabolizada pelo organismo humano e somente de 3% da molécula
inalterada € excretada através da urina (Thorn et al.,, 2012). Entretanto uma
quantidade consideravel de cafeina € introduzida em corpos aquaticos,
principalmente, através do esgoto, 0 que remete a sua contaminacdo antropica
(Goncalves et al., 2017).

Assim como outros farmacos, a cafeina ocorre em aguas naturais por meio de
mecanismos de descarte e excre¢ao que culminam com seu aparecimento na rede de
esgotamento sanitario. Em aguas superficiais continentais, os niveis de cafeina
variam em funcdo de aspectos como sazonalidade, proximidade de fontes de aporte,
condi¢des hidrologicas e padrdo de consumo. Concentragbes mais elevadas de
cafeina tém sido encontradas em aguas superficiais brasileiras em comparacado com
estudos realizados em outros paises. Sodré e colaboradores (2010b) evidenciaram o
papel do esgoto bruto como principal fonte de cafeina para aguas superficiais

brasileiras utilizadas como mananciais para producéo de agua para consumo humano.
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Além da cafeina, outros micropoluentes emergentes tém surgido em sistemas de
esgotamento sanitario, porém muitos deles apresentam padrées de uso, consumo ou
producdo menores em comparacao ao da cafeina.

O uso da cafeina como indicadora é apropriado por ser persistente ao longo da
coluna d’agua, possuir razoavel solubilidade (11 g L?), apresentar baixo coeficiente
de particdo octanol-agua (log Kow = 0,01) (Gardinali et al., 2002), e possuir pouca
associacdo com sedimentos e volatilidade desprezivel (Weinberg et al., 2001).

Por todos estes motivos, a cafeina tem sido utilizada como indicadora de
atividade antropica, sendo também possivel inferir que a presenca de cafeina em
aguas superficiais pode ser um indicativo da presenca de muitos outros contaminantes
de origem antrdpica.

No Brasil, alguns trabalhos tem utilizado a presenca de cafeina, como balizador
da presenca de outros contaminantes em matrizes aquaticas, e também como
indicadora de atividade estrogénica (Ferreira et al., 2005; Montagner et al., 2014,
Sodré et al., 2007). Embora a cafeina tenha sido detectada em aguas naturais ha mais
de 30 anos, apenas em 1996, seu uso como um marcador quimico de contaminacéao
antropica foi proposto de maneira mais consistente (Ogunseitan, 1996). Desde entéo,
muitos outros estudos vem construindo evidéncias para o uso desta substancia como
indicadora de atividades antropicas ou como marcadora de contaminacao fecal, ou
seja, proveniente do esgoto sanitario (Gongalves et al., 2017; Hillebrand et al., 2012;
Linden et al., 2015; C C Montagner et al., 2014; Sodré et al., 2010b)

Assim, a determinacdo de cafeina em aguas de abastecimento publico se
reveste de importancia impar, pois também pode ser usada como indicadora de
qualidade, em especial no tocante a possivel atividade estrogénica presente nas
amostras (Montagner et al., 2014). O fato da concentracdo de cafeina poder ser
correlacionada com o potencial estrogénico das amostras de aguas superficiais
promove a analise exploratdria um carater mais dinamico, uma vez que bioensaios
contemplam todos os possiveis contaminantes presentes na amostra analisada, nao

apenas os selecionados para serem quimicamente quantificados.
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2.2 OBJETIVOS

O objetivo desta parte do trabalho foi desenvolver uma rotina analitica adequada
a investigacado dos niveis de cafeina em amostras de agua para consumo humano
como forma de priorizar mananciais de agua brasileiros candidatos a monitoramento
intensivo. Ao propor um diagnéstico inicial baseado somente na detec¢do de cafeina
em amostras de Aagua tratada, espera-se planejar de maneira mais efetiva o
estabelecimento de redes de monitoramento.
Os objetivos especificos foram:
a) Desenvolver método de extracdo em fase sélida da cafeina empregando
cartuchos C18;
b) Investigar condi¢cdes de preservacdo de amostras de agua para consumo
humano visando seu transporte a partir de diferentes localidades;
c) Desenvolver e aplicar método analitico baseado em LC-MS/MS(Q-TOF)

para a quantificacdo de cafeina em agua para consumo humano.

2.3 PARTE EXPERIMENTAL

2.3.1 Instrumentagdo, Materiais, Reagentes e Padr6es Analiticos

Todos os solventes e reagentes utilizados neste trabalho foram de pureza
analitica ou superior. Acetona e metanol (MeOH), grau HPLC, foram adquiridos da
Tedia (USA). A 4gua utilizada foi purificada em sistema Milli-Q da Millipore, modelo
Reference A+. Acido formico (50%) foi adquirido da Sigma-Aldrich (EUA). Padrées
analiticos de cafeina (CAF) (99%), atenolol (ATN) (99%), nortriptilina (NOR) (99%),
dapsona (DAP) (99%), bupropiona (BUP) (99%), venlafaxina (VEN) (99%),
amitriptilina (AMT) (99%), carbamazepina (CMZ) (99%), teobromina (TBM) (99%) 17a-
etinilestradiol (99%), estrona (99%) e 17B-estradiol (99%) foram adquiridos de Sigma—
Aldrich. Na Figura 6 sdo apresentadas as estruturas das moléculas utilizadas neste
trabalho e na Tabela 2 sdo mostradas algumas de suas propriedades fisico-quimicas.

Outras substancias foram também investigadas como forma de verificar a
aplicabilidade da ferramenta para outros farmacos de interesse, embora todos

experimentos tenham sido otimizados buscando a melhor resposta para a cafeina.
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Cartuchos extratores Envy-18, de 6 mL e com 500 mg de fase extratora, foram
adquiridos da Supelco (EUA). Os analitos de interesse foram extraidos utilizando
sistema de extracdo em fase soélida, desenvolvido no préprio laboratério. Um manifold
de 12 portas (Visipred DL, Supelco) foi utilizado para a eluicdo dos analitos dos
cartuchos. A secagem dos extratos foi realizada em evaporador paralelo Syncore®
Analyst (Buchi) acoplado a bomba de vacuo com controlador.

A separacao cromatografica foi realizada em sistema de UHPLC Eksigent Ultra-
LC 100 XL, constituido por dois médulos de bomba, amostrador automatico e forno
de coluna, empregando coluna de fase reversa modelo Eclipse Plus® C18, 2,1x50mm,
1,8 um da Agilent (USA).

A deteccdo e a gquantificacdo dos analitos de interesse foram realizadas no
espectrometro de massas LC-MS/MS(Q-TOF), modelo TripleToF5600+ (Sciex,
Toronto, CA), conectado a gerador de géas nitrogénio (Peak Genius 3031) e bomba de
vacuo mecanica (Sogevac SV65 Bl FC), com fonte de ionizagdo Dual-Spray, atuando
no modo de ionizacdo por ESI e acoplado ao sistema de cromatografia liquida. O
espectrometro de massas também € equipado com programa de aquisicdo e
tratamento de dados Analyst® versdo 1.6.1, Peak View® versao 2.1 e Multiguant®

versao 3.0.2.
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Figura 6. Estrutura molecular das substancias avaliadas neste trabalho.

Tabela 2. Propriedades fisico-quimicas das substancias avaliadas. (Drug Bank)

Analito Log Kow pKa Solubilidade em H,O
(g 100mL™1)
ESI (+)
CAF -0,07 14 1,1
ATN 0,16 9,6 0,043
NOR 1,7 10,47 8,74 x 10°
DAP 0,97 2,41 0,028
BUP 3,6 7,9 0,007
VEN 0,43 9,40 0,023
AMT 4,94 9,76 0,00045
CMZ 2,45 13,9 0,0152
TEO -0,78 9,9 0,9
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2.3.2 Limpeza de Vidrarias

Considerando-se os baixos niveis de concentracdo dos analitos investigados,

bem como a necessidade de se evitar interferéncias causadas pela contaminacéo de

vidrarias, foram estabelecidos diferentes procedimentos para limpeza dos materiais

empregados durante a rotina analitica.

A limpeza inicial de todas as vidrarias e dos demais materiais baseou-se na

lavagem com agua, esponja e detergente neutro para remover possiveis sujeiras

grosseiras. A seguir o procedimento foi finalizado utilizando métodos dependentes do

tipo de vidraria:

Método por calcinacdo: utilizado para limpeza de vidrarias nao
volumétricas, onde os materiais foram lavados com etanol comercial e
agua destilada, secados a temperatura ambiente e tampados com papel
aluminio. Em seguida, foram calcinados em forno mufla por 3 horas a
350°C.

Método por solvente: utilizado para limpeza de vidrarias volumétricas
onde as vidrarias foram primeiramente lavadas com etanol comercial e
agua destilada, seguida de pequenas aliqguotas de acetona e do

cobrimento de orificios com papel aluminio.

2.3.3 Desenvolvimento do Método Analitico

O desenvolvimento do método analitico seguiu as seguintes etapas, em ordem

cronoldgica:

1

Escolha dos ion precursor e produto para permitir a quantificacdo e
identificacdo dos analitos de interesse por MS/MS(Q-TOF);
Desenvolvimento do método cromatografico para separacao de analitos
e interferentes;

Otimizagdo de parametros da fonte de ionizacdo por eletronebulizagéo
(ESI);

Otimizacédo de método de extracdo em fase sélida (SPE);

Validagdo do método analitico visando a determinacéo de cafeina;

Aplicacdo em amostras de agua para consumo humano;
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2.3.3.1 Escolha de ion precursor e ions produtos

Considerando que a quantificacdo em equipamentos MS/MS baseiam-se no
monitoramento de transi¢cdes especificas entre um ion precursor e um ion produto,
neste trabalho buscou-se como ion precursor a molécula protonada de cada analito,
ou seja [M+H]* para ser avaliada no modo positivo de ionizacao (ESI+), e a molécula
desprotonada, ou seja [M-H] para ser avaliada no modo negativo de ionizacao (ESI-
). Ap6s a identificacao dos ions precursores, foram realizados experimentos voltados
a fragmentacdo seletiva destes ions na célula de colisdo (Q2) como forma de
selecionar adequadamente ions produtos para cada analito. Estes novos ions foram
formados por meio de colisbes sob atmosfera de N2 e potencial aplicado. Embora
diversos ions produtos sejam formados a partir da fragmentacéo dos ions precursores,
apenas alguns foram escolhidos para a identificagdo de cada analito. Vale ressaltar,
entretanto, que o espectrometro de massas utilizado neste trabalho mimetiza o modo
de quantificacdo por MRM, uma vez que o terceiro quadrupolo, consiste de um
analisador do tipo TOF, o que aumenta a resolucdo dos ions produtos, mas reduz a
sensibilidade.

Para selecdo dos ions, foram preparadas solu¢des-estoque individuais contendo
20 mg L? de cada padrdo analitico em metanol. Em seguida, foram preparadas
solucdes individuais de trabalho contendo 1,0 mg L de cada farmaco, também em
metanol.

Para a escolha do ion precursor foi realizada a inje¢cdo automéatica de 2 yL das
solucdes individuais de cada padrédo (1 mg L?), por meio do sistema cromatografico
sem utilizacdo de coluna, em fluxo de 0,3 mL min?, utilizando uma mistura de
agua:metanol (85:15) com 0,1% acido férmico como fase mével. O espectrobmetro de
massas foi utilizado no modo TOF MS de alta resolugdo. Os parametros da fonte, que
serdo discutidos na sec¢éo 2.3.3.3, foram escolhidos de acordo com os valores default
do equipamento, isto €, fonte de ionizacdo na temperatura de 450 °C, GS1 (40 psi),
GS2 (30 psi), Curtain Gas (20 psi) e potencial de orificio (80 V). A voltagem na
interface entre o espectrometro e a fonte de ionizacao foi fixada em 5500 V para modo
positivo e 4500 V para modo negativo. A Tabela 3 mostra os ions precursores

selecionados para cada analito em ambas as polaridades da fonte ESI.
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Tabela 3. Massas exatas e ions precursores selecionados

Analito Massa exata (g mol?) Massa [M+H]*

ESI (+)

Cafeina 194,08038 195,0883
Atenolol 266,16306 267,1726
Nortriptilina 263,16745 264,1744
Dapsona 248,06195 249,0697
Bupropiona 239,10769 240,1158
Venlafaxina 277,20418 278,2108
Amitriptilina 277,18305 278,1917
Carbamazepina 236,09496 237,1035
Teobromina 180,06473 181,0725

A escolha dos ions produtos e a otimizacdo de parametros dependentes de cada
substéancia foi realizada utilizando as mesmas condi¢cdes cromatogréaficas e de fonte
de ionizacdo anteriormente citadas na escolha dos ions precursores. O espectrémetro
de massas foi utilizado de modo a identificar o perfil de fragmentacdo de cada analito
e o fragmento mais abundante. Para isso, os parametros de deteccao e dependentes
de cada analito foram otimizados para obter a maxima eficiéncia de transmissao de
sinal no modo de operagdo mimetizado de MRM.

O potencial de orificio (DP, do inglés Declustering Potential) € a diferenca de
potencial em volts (V) aplicada entre o orificio (orifice plate) e a superficie do cone
(QJET). Esse potencial direciona (ou focaliza) os ions precursores previamente
formados na fonte de ions (sob pressao atmosférica) para o quadrupolo de focalizacéo
(Q0) que encontra-se sob vacuo. O potencial ideal deve minimizar a camada de
solvatacdo dos ions, que resulta na diminui¢do da linha de base ou em ruido, assim
como, proporcionar uma eficiéncia de sinal de alta transmissdo sem resultar na
fragmentacao dos ions.

A energia de colisdo (CE, do inglés Collision Energy) é a energia, em elétron-
volts, (eV) na qual o ion precursor sofrera fragmentacgéo ao entrar na célula de coliséo
(Q2).

Na Figura 7 sdo apresentados os locais no equipamento onde esses parametros

sao aplicados e alguns componentes do equipamento:
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Figura 7. TripleTOF. a) Esquema do interior de um LC-MS/MS(Q-TOF), modelo
TripleToF5600+ (Sciex). b) Fotografia real do sistema de quadrupolos e deteccado. (Adaptado)

2.3.3.2 Método Cromatogréfico

A separacdo completa de todos os analitos alvos ndo € essencial para métodos
analiticos baseados em MS/MS, uma vez que as transicdes MRM sado especificas
para cada analito. Assim, métodos analiticos multirresiduos utilizam preferencialmente
colunas mais curtas para separacdes cromatograficas como forma de diminuir o
tempo de andlise. Na separacao cromatografica, fases méveis com acetonitrila, MeOH
ou mistura de ambos 0s solventes sao utilizadas para diminuir o tempo de retencéo e
melhorar a resolucéo dos analitos alvos. Sacher e colaboradores (2001) recomendam
também a utilizacdo de acidos e tampdo como modificadores de fases moveis para
obter retencao eficiente do analito na coluna e melhorar a ionizag&o da substancia na
fonte ESI. Os modificadores mais utilizados sao os acidos férmico e acético e tampdes
de acetato de aménio e formiato de amonio.

Para otimizacdo da separacdo cromatografica foram preparadas solucdes
contendo todos os analitos de interesse na concentracdo de 1000 ng Lt. Em seguida
foi avaliada a separacdo cromatografica dos analitos, porém somente daqueles
ionizados em modo positivo (ESI +) jA que testes preliminares para moléculas

avaliadas no modo negativo culminaram com resultados pouco satisfatérios em
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termos de sensibilidade. Para a separagdo cromatogréfica foram utilizados os

seguintes parametros iniciais:

Fase estacionaria: Coluna Zorbax Eclipse Plus - C18 (2,1x50 mm 1,8um).
Fase movel A (FM A): 4gua + 0,1% acido férmico

Fase movel B (FM B): Metanol + 0,1% acido férmico

Vazéo: 0,3 mL min

Volume de injecao: 2,0 uL

Tempo de corrida: 6 min

Detector: MS/MS(Q-TOF)

Temperatura do forno de coluna: 35 °C

Os ajustes no método cromatografico foram feitos de forma univariada, e de

forma néo sistemética, onde foram testados diferentes gradientes de eluicdo. Desta

maneira, o gradiente que se mostrou mais adequado para a separa¢do cromatografica

dos analitos esta apresentado na Tabela 4.

Tabela 4. Gradiente de eluicdo utilizado na separacéo cromatografica

Tempo (min) Fluxo (mL min-1) FM A (%) FM B (%)
0 0,30 80 20
0,5 0,30 80 20
1,0 0,30 50 50
4,0 0,30 50 50
4,1 0,30 80 20
6,0 0,30 80 20

2.3.3.3 Otimizagédo dos Parametros da Fonte

Os parametros dependentes da fonte de ionizacéo, foram otimizados de maneira

empirica e multivariada tendo-se em vista a melhor resposta obtida para a cafeina.

Sao eles:

CUR (Curtain Gas): Controla o fluxo de gas da interface curtain gas,
localizada entre o curtain plate e orifice plate. Este fluxo de gas impede

gue gotas de solvente entrem no caminho dos ions.
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e GS1 (Gas 1): Este parametro controla o fluxo de N2 e ajuda a formar um

aerossol da amostra.

e GS2 (Gas 2): Controla o fluxo do gas auxiliar no eletronebulizador que é

utilizado para evaporar as gotas pulverizadas. O GS2 otimizado em

conjunto com a temperatura (TEM) permite que o solvente proveniente da

coluna cromatogréfica seja quase que completamente vaporizado.

e IS (lon Spray Voltage): Controla a voltagem aplicada na agulha da fonte

de ionizacdo. Este parametro depende da polaridade e pode afetar a

estabilidade do spray e a sensibilidade.

A otimizacdo dos parametros acima foi feita por meio de trés planejamentos

fatoriais de modo que fosse possivel trabalhar com uma ampla faixa de valores para
cada um dos parametros (Tabelas 5, 6 e 7). Planejamentos fatoriais completos 2° e 24

foram construidos utilizando-se dois niveis, nivel alto (+) e nivel baixo (-), e os

resultados foram calculados a partir da area referente ao pico cromatogréafico da

cafeina para cada experimento montado.

Os planejamentos fatoriais sequenciais foram montados de acordo com o0s

resultados obtidos pelo planejamento fatorial anterior. Nestes casos, uma solucao

1000 ng L* de cafeina foi preparada a partir da solugdo estoque utilizando agua

ultrapura como solvente.

Tabela 5. Planejamento Fatorial 1 — Otimizacdo dos parametros de fonte

Fator —_— +
1-GS1 10 15
2-GS2 10 15
3—-Cur 10 15
4 — Temperatura 100 °C 300 °C
5 - Voltagem 4500 V 5500 V
Tabela 6. Planejamento Fatorial 2 — Otimizacdo dos parametros de fonte
Fator — +
1-GS1 15 40
2-GS2 15 25
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3—Cur 15 25
4 — Temperatura 300 °C 500 °C

Tabela 7. Planejamento Fatorial 3 — Otimizacdo dos parametros de fonte

Fator —_— +
1-GS1 40 50
2-GS2 25 50
3—Cur 25 40
4 — Temperatura 500 °C 550 °C

2.3.3.4 Método de Extracdo em Fase Sélida (SPE)

Como o objetivo do trabalho foi quantificar cafeina em amostras de agua para
consumo humano, onde as concentra¢des variam na faixa de ng L1, foram preparadas
solugdes em Agua ultrapura durante a otimizacdo da extracdo. Os outros farmacos,
além da cafeina, também foram investigados como forma de obter resultados
preliminares acerca de suas recuperacdes na fase solida utilizada. Vale reafirmar,
entretanto, que todos os experimentos foram realizados buscando-se a melhor
resposta para a cafeina. Além disso, o critério para a escolha do cartucho nesta parte
do trabalho levou em consideracdo o seu baixo custo e os bons resultados para a
recuperacédo de cafeina descritos na literatura (Araudjo, 2014).

Amostras de 100 mL de agua ultrapura enriquecidas com cafeina e com o0s
demais farmacos foram submetidas a extracdo em fase sélida empregando cartuchos
Envy-18 contendo 500 mg de fase sélida. O pH das amostras foi ajustado para 2,0
com HCI diluido. Os cartuchos foram condicionados com 5 mL de acetonitrila, 5 mL
de metanol e 5 mL de H20 ultrapura. A amostra foi entdo passada pelo cartucho sub
baixa vazédo (< 3 mL min) com o auxilio de um sistema construido no laboratério
(Figura 8) que permite o controle manual e individual da vazéo de cada cartucho.
Nesta etapa, tomou-se o cuidado de manter um fluxo continuo dos solventes utilizados
no condicionamento do cartucho e da amostra de forma que os cartuchos néao

secassem.
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Figura 8. Fotografia do sistema de extragédo labmade aplicado neste trabalho.

ApoOs a passagem da amostra, os cartuchos foram centrifugados a 5000 rpm por
5 minutos para eliminar qualquer liquido residual. Os cartuchos foram fixados em
manifold de 12 portas a vacuo para permitir a eluicdo controlada dos analitos. Para a
eluicao foram empregadas duas aliquotas de 4,0 mL de metanol.

Posteriormente, o extrato resultante foi reduzido ao volume de 1,0 mL em um
evaporador paralelo Syncore® Analyst. Cabe ressaltar que foi necesséario o
aprimoramento do gradiente de vacuo para a evaporagado dos extratos até o volume
desejado neste equipamento (Tabela 8), de forma que o extrato ndo fosse levado a

completa secura.

Tabela 8. Gradiente de vacuo utilizado na concentracdo dos extratos em equipamento
Syncore Analyst

Tempo (min) Véacuo (mbar)
0,0-1,0 600
1,0-2,0 300
2,0-3,0 250
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3,0-30,0 200
30,0-60,0 160
60,0-90,0 140
90,0-120,0 120
120,0-150,0 100
150,0-180,0 80

180,0-240,0 60

Para se avaliar possiveis perdas no processo de concentracdo de amostras por
evaporacgédo paralela, Foi preparada uma solucéo contendo 125 ng L de todos os
analitos em metanol. Aliquotas de 8,0 mL dessa solucdo foram submetidas a dois
métodos de concentracdo: um empregando evaporacao paralela e outro utilizando a
secagem do extrato com fluxo de nitrogénio em um concentrador TE-019 (Tecnal).
Neste segundo procedimento, o frasco contendo o solvente foi mantido sob
temperatura constante de 40 °C durante a secagem completa. Em seguida, o material
resultante foi redissolvido com 1,0 mL de metanol. Ambos os extratos finais foram

submetidos a analise quantitativa, em triplicata.

2.3.3.5 Preservacao de amostras e otimizacdo do pH de extracdo

Considerando que a priorizacdo de mananciais envolve a etapa de recebimento
de amostras de agua para consumo humano de diferentes localidades, é preciso
garantir que a perda de analitos de interesse durante o transporte das amostras até o
laboratério seja minima. Neste sentido foram selecionadas algumas condi¢cdes que
pudessem permitir a operacionalizacdo deste procedimento. Sob esta perspectiva,
selecionou-se um frasco de coleta de 150 mL de plastico ambar (do tipo PET), de
modo que houvesse menor risco de quebra durante o transporte e menor peso, ja que
este aspecto interfere no custo do envio dos materiais de uma cidade para outra.

Para as outras variaveis, ou seja, pH e tempo de conservacdo da amostra, foi
realizado um planejamento fatorial 22, utilizando dois niveis, nivel alto (+) e nivel baixo
(-) conforme informagdes da Tabela 9. Cabe mencionar que a Unica condi¢cdo de
preservagao usada neste trabalho foi o pH, uma vez que bons resultados foram
obtidos em trabalhos anteriores do grupo para a determinacdo de drogas de abuso
em amostras de esgoto bruto, portanto, mais complexas e com potencial elevado de

atividade microbiana (Sodré et al., 2018)
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Tabela 9. Otimizacdo do método de SPE

Fator — +
Ajuste de pH da amostra 2 10
Tempo de Conservacao da Amostra (dias) 1 3

Para os ensaios de preservacao, foram preparados amostras de agua ultrapura
contendo 10 ng L de todos os analitos de interesse. O ajuste de pH que foi feito com
HCI diluido e solugédo de NaOH sob concentracdo de 0,1 mol Lt. Apés o ajuste, as
amostras foram mantidas a temperatura ambiente durante até trés dias como forma
de mimetizar as condicdes de transporte. Posteriormente, foi realizada a extracéo e a

guantificacdo dos analitos, em triplicata.

2.4 VALIDACAO DO METODO

2.4.1 Curva analitica e linearidade

A linearidade consiste na resposta obtida em funcdo da concentracdo do analito
a qual deve ser estudada em um intervalo de concentracdo apropriado. Envolve a
construcdo de curvas analiticas na faixa de concentracédo entre 50% e 150% do valor
que se espera encontrar. Os graficos de curvas analiticas sdo apresentados com
dados estatisticos adequados, envolvendo a equac¢éo da funcdo (normalmente uma
reta) a andlise de regresséo e os parametros de correlacéo e determinacéo.

Equacao da reta € descrita como:

y=ax+b 3)

onde, y é a variavel dependente, x a variavel independente, a representa o coeficiente
linear e b o coeficiente angular da reta.

Para se avaliar a faixa de trabalho do método, solugdes multicomponentes foram
preparadas por diluicdo das solucGes estoque (20 mg L) dos respectivos analitos de
interesse, em concentraces de 50; 100; 250; 500; 1000; 2000; 5000 e 10000 ng L,

em mistura de agua:metanol (50:50) com acido férmico 0,1%.
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2.4.2 Limites de Deteccédo e Quantificacédo

O limite de detecc¢do (LOD) corresponde a menor quantidade de um analito que
pode ser detectada, porém, ndo necessariamente quantificada como um valor exato.

Pode ser calculado pela seguinte equacao:

S
LOD = 33 X (4)
onde, b é o coeficiente angular da reta, e s é a estimativa do desvio padréo do branco
(10 medidas).

O limite de quantificacdo (LOQ) corresponde a menor quantidade de um analito
que pode ser quantifica com exatiddo e com fidelidade determinada. Pode ser
calculado pela seguinte equagao:

S
LOQ = 10 x 4 (5)
onde, b é o coeficiente angular da reta, e s é a estimativa do desvio padrao do branco
(10 medidas).

2.4.3 Seletividade

A seletividade do método pode ser definida como a capacidade do mesmo em
determinar o analito de maneira inequivoca na presenca de outras substancias
capazes de interferirem na determinacao.

A técnica de LC-MS/MS é especifica pelo fato do espectrémetro de massas ser
calibrado para cada analito e utilizado no modo de varredura de ions precursores e
produtos selecionados. Desta forma a seletividade é garantida devido a busca de

transicdes MRM especificas e pelos diferentes tempos de retencdo para cada analito.

2.4.4 Ensaios de Recuperacéo

A recuperacao € uma medida de eficiéncia do processo de isolamento do analito
de interesse da matriz na qual se encontra presente. Neste teste, sdo adicionadas

solugbes padréo dos analitos de interesse em concentragdo conhecida a uma matriz
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isenta do analito. Em seguida, efetua-se o procedimento de extragao e quantificagao.
A recuperacao pode ser calculada através da seguinte equacao:

. valor obtido
Recuperagio (%) = valor adicionado x 100 (6)

Solucbes de cafeina em agua ultrapura foram preparada sob trés niveis de
concentracdo (5, 20 e 50 ng L%) partindo-se da diluicdo da solucdo estoque
(20 mg LY. As solucdes foram submetidas ao procedimento de extracdo em triplicata

e posterior quantificagcao.

2.4.5 Precisao

A precisdo é a expressdo da concordancia entre varios resultados analiticos
obtidos para uma mesma amostra. Pode ser calculada pelo valor do coeficiente de
variacao (CV), através da seguinte equacao:

cV = % X 100 7)
onde, S € o desvio padrdo dos resultados obtidos e x,, a média dos resultados obtidos.

Normalmente, métodos que quantificam substancias em macro quantidades
requerem um CV de 1 a 2%. Uma maneira simples de melhorar a precisdo é aumentar
0 numero de replicatas. A precisdo em validacdo de métodos € investigada sob trés
niveis diferentes: repetitividade; precisado intermediaria; reprodutibilidade (Ribani et al.,
2004).

De acordo com a ANVISA (2017) a repetitividade (precisdo intraday) deve ser
verificada a partir de um minimo de nove determinagfes cobrindo o limite especificado
do procedimento (ex.: trés niveis e trés replicatas cada nivel), enquanto que a preciséo
intermediaria (precisao interday) indica o efeito das varia¢cdes dentro do laboratério
devido a eventos como diferentes dias ou diferentes analistas ou diferentes
equipamentos ou uma combinacdo destes fatores. A reprodutibilidade (precisédo

interlaboratorial) ndo foi realizada neste trabalho.
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2.4.6 Exatidao

Exatid&do expressa a concordancia entre o valor verdadeiro e o valor aceito como
verdadeiro. A exatiddo, quando aplicada a uma série de resultados de ensaio, implica
numa combinacdo de componentes de erros aleatorios e sistematicos (INMETRO,
2007) desta forma, a exatiddo estéa associada a valores de precisdo. Foi determinada
através de ensaio de recuperacao do analito quando aplicado o método em amostras

de agua com concentracdo conhecida dos analitos de interesse.

2.5 APLICACAO DO METODO EM AMOSTRAS DE AGUA TRATADA

Apés a validacdo do método, o mesmo foi aplicado a amostras de agua para
consumo humano. Para isso foi necessério estabelecer pontos de amostragem, além

de protocolos de coleta e manuseio das amostras.

2.5.1 Coleta e Manuseio das amostras

Amostras de dgua para consumo humano foram coletadas em torneiras ligadas
a rede de abastecimento publico do DF em frasco de plastico ambar (do tipo PET) de
150 mL. O protocolo de coleta e manuseio das amostras envolveu as seguintes
etapas:

e Lavar as maos e secé-las;

e Utilizar luvas de procedimento;

e Limpeza da torneira;

e Abrir a torneira, deixando a 4gua escoar por cerca de 10 minutos ou o
tempo suficiente para eliminar a agua estagnada na tubulacéo;

e Ajustar a abertura da torneira em fluxo baixo de agua e coletar o volume
necessario para encher o frasco, deixando espaco para adi¢cdo de 1 mL
da solugao de HCI;

e Adicionar 1 mL de HCI 1,0 mol L%, fechar o frasco e agitar.

e Encaminhar as amostras ao Laboratorio no menor tempo possivel.

Antes e durante o procedimento de coleta € necessario tomar os seguintes

cuidados: ndo tocar na parte interna da tampa; ndo colocar a tampa no ch&o ou sobre

53



Capitulo 2. Cafeina na agua tratada: estratégia para priorizagdo de mananciais

outra superficie; ndo falar, tossir ou espirrar proximo ao frasco de coleta; ndo consumir
produtos que possuam cafeina antes do procedimento de coleta.

As recomendacfes acima foram idealizadas de modo a permitir que qualquer
pessoa pudesse coletar amostras e envia-las, por Sedex, ao laboratorio responsavel

pelas analises.

2.5.2 Pontos de Amostragem de agua para consumo humano no DF

A escolha dos pontos amostrais de agua para consumo humano foi realizada de
forma avaliar diferentes sistemas de producdo de a4gua que abastecem o Distrito
Federal. O DF possui seis sistemas de produ¢cao, mostrados na Figura 9, incluindo o
sistema do Lago Paranoa, ndo mostrado na Figura, porém ja operante em carater

emergencial.
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LEGENDA

Lago
Descoberte

» 8 Areas atendidas pela CAESB
il L) § M sistema Torto / Santa Maria
- I sistema Rio Descoberto
M sistema Sobradinho / Planaltina
H Sistema Brazlandia
B Sistema S&o Sebastido

® Elevatoria de Agua Bruta

Bl Reservatério

@ Estagéo de Tratamento de Agua
4 Captagéo

Linhas de Adugédo

~ Sistema Torto / Santa Maria
~~Sistema Rio Descoberto
~Sistema Sobradinho / Planaltina
" Sistema Brazlandia

~~ Sistema S@o Sebaslido

Figura 9. Sistemas de abastecimento de dgua no DF (adaptado de CAESB, 2011). Pontos amostrais marcados com X.
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Cinco amostras de diferentes regibes administrativas (Tabela 10),
representativas dos cinco sistemas de producdo mostrados na Figura 9, foram
obtidas.

Tabela 10. Pontos amostrais e sistemas produtivos representados.

Regido do DF Sistema

Park Way Rio Descoberto
Brazlandia Brazlandia

Lago Sul Torto/Santa Maria
Sobradinho Sobradinho-Planaltina
Sao Sebastido Sao Sebastido

As amostras foram coletadas em regides de livre acesso, em torneiras publicas,
localizadas em prédios publicos ou em torneiras localizadas fora de condominios
residenciais. Ressalta-se que as amostras provenientes destes pontos nao estiveram
em contato com a caixa d’agua ou com nenhum outro tipo de reservatério de agua,
garantindo que a amostra coletada tenha procedéncia direta do sistema de
abastecimento. Apds a coleta, as amostras foram submetidas a extracdo e posterior

quantificacdo de cafeina.

2.6 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.6.1 Escolha dos ions precursor e produto

Os parametros DP e CE foram otimizados de forma univariada utilizando o
software Analyst 1.6, que permite a construgdo de rampas com diferentes valores para
ambos os parametros e facilita a identificacdo dos valores 6timos para cada analito.
Na Figura 10 é apresentado o espectro de fragmentacdo de massa para cafeina sob

diferentes valores de CE.
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Figura 10. Espectros de massa mostrando diferentes perfis de fragmentacédo da cafeina sob
guatro niveis de energia de coliséo.

O ion produto foi escolhido de acordo com a intensidade de sinal do principal
fragmento. No caso da cafeina, como pode ser observado na Figura 10, o ion produto
mais abundante corresponde ao que possui relagdo massa/carga de 138,0666 Da,
obtido com energia de colisdo de 20 V, desta forma este ion produto foi escolhido para
a quantificacao de cafeina. O segundo ion produto mais abundante foi escolhido para
confirmacédo do analito.

Vale ressaltar que a transicéo entre os ions precursor-produto (195,1 — 138,1)
tem sido utilizada em diferentes trabalhos para a quantificacdo de cafeina
empregando varias diferentes configuracbes MS/MS, de alta e baixa resolucao
(Ferreira et al., 2005; Froehner et al., 2010; Jardim et al., 2012; Sodré et al., 2007).

Na Tabela 11 sdo mostrados os parametros analito-dependentes 6timos de cada
analito (DP e CE) além das respectivas reagbes precursor—produto utilizadas para

guantificacdo e confirmacao.
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Tabela 11. Valores 6timos dos parametros DP e CE para cada analito e respectivos ions

produtos utilizados para quantificacdo e identificacao.

) . Abundéncia
Analito Massa [M+H]* DP (V) CE (V) Transic&o (m/z)! )
Relativa (%)?
AMT 278,1917 20 30 278,2—233,1335 100
278,2—191,0858 48
ATN 267,1726 20 30 267,2—145,0655 100
267,2—190,0871 14
BUP 240,1158 20 17 240,1—184,0528 100
240,1—166,0422 14
CAF 195,0883 20 20 195,1—138,0666 100
195,1—110,0718 5
CMz 237,1035 20 25 237,1—194,0973 100
237,1—192,0817 40
DAP 249,0697 10 20 249,1-156,0117 100
249,1—108,0452 29
NOR 264,1744 20 25 264,2—233,1335 100
264,2—191,0858 32
TEO 181,0725 10 25 181,1—138,0664 100
181,1—110,0730 5
VEN 278,2108 20 20 278,2—260,2015 100
278,2—215,1431 45

1 A primeira transicdo corresponde ao fon produto utilizado para quantificacdo, enquanto que a segunda transicio
corresponde ao ion produto utilizado para confirmacéo.

2 Obtida a partir do modo “Enhanced lon” para a primeira transig&o.

Para os analitos avaliados no modo ESI(+), ions produto similares sédo
reportados por Ferrer e colaboradores (2013) e Radjenovic e colaboradores (2007)
para quantificacéo e identificacdo dos farmacos ATN, BUP, CAF, CMZ e VEN. Herrin
e colaboradores (2005), utilizaram os mesmo ions produtos para AMT, BUP, CAF,
CMZ e NOR enquanto Bonde e colaboradores (2013) reportaram 0s mesmo ions
produtos para DAP e Mueller e colaboradores (2005), os mesmos ions produtos para
AMT, ATN, CAF, CMZ, NOR, TEO e VEM.

2.6.2 Método Cromatogréfico

Definido os parametros de aquisicdo no espectrometro de massas, foi possivel
efetuar a separacdo cromatografica. Na Figura 11, sdo apresentados cromatogramas
para cada transicdo de quantificacdo avaliada. Ressalta-se que o equipamento, por

possuir alta resolucéo e por permitir a aquisicdo em modo MRM, oferece respostas
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distintas mesmo para substancias que apresentam ions produtos com razéo
massa/carga semelhantes. Neste caso, sdo diferenciados devido a especificidade da
transicdo precursor—produto. O mesmo raciocinio pode ser aplicado para ions
precursores com razdo massa/carga semelhantes, uma vez que a transicédo
precursor/produto é especifica para cada analito, desta maneira a especificidade e a
seletividade do método séo garantidas.

O tempo de duracéo total do método cromatografico foi de 6 minutos, incluindo
o periodo necessario para a eluicdo dos nove farmacos, para o recondicionamento da
coluna cromatografica e para levar a fase mével as condi¢fes iniciais para cada
corrida cromatografica. A separacao foi considerada satisfatéria, porém seu sucesso
foi notadamente influenciado pelo modo de aquisicdo dos dados no sistema de
espectrometria de massas, conforme observado no caso dos farmacos NOR e CAR,
que apresentaram tempo de retencdo praticamente iguais, ou seja, de 2,81 e 2,89

min, respectivamente.
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Figura 11. Cromatograma dos analitos avaliados e seus respectivos tempos de retencao (min)
e transi¢des para quantificacdo massa/carga. Concentracdo dos analitos 10 pg L.
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Na Figura 11, observa-se que os analitos com menores tempos de retencao
apresentaram maior alargamento dos picos, provavelmente devido ao gradiente de
eluicdo que no inicio da analise apresentava proporcédo agua:metanol de 85:15 (v/v).
Porém, se uma porcdo maior de fase organica fosse empregada no inicio do gradiente
de eluicédo, a separacédo dos analitos poderia ser comprometida, tal qual observado
em testes preliminares (ndo mostrados). Além disso, outros interferentes da matriz
também poderiam prejudicar a exatiddo do método. Desta maneira, optou-se pelo
gradiente que promoveu melhor eficiéncia de separacdo em detrimento aquele que
apresentou maior da qualidade de picos.

Mesmo que a transicdo MRM seja especifica para cada analito, uma separacéo
cromatografica adequada é desejavel para facilitar a identificacdo e a quantificacao
dos analitos-alvo. Deve-se considerar que metabdlitos e/ou produtos de degradacao
de uma determinada substancia podem compartilhar os mesmos ions precursores ou

produtos, dificultando a identificacdo correta.

2.6.3 Otimizagéo dos Parametros da Fonte de lonizag&o

Os resultados do planejamento fatorial foram obtidos com base nas areas do
pico cromatografico atribuido a cafeina. A partir destes valores foi possivel calcular os
efeitos de cada pardmetro avaliado. Na Tabela 12 é apresentado um resumo dos
efeitos principais calculados em cada planejamento.

Tabela 12. Efeitos principais calculados de acordo com as areas relativas encontradas para

cafeina.
Planejamento Fatorial 1 Planejamento Fatorial 2 Planejamento Fatorial 3
Média (area) 12681,15 Média (area) 23682,83 Média (area) 30727,28
Efeitos Principais Efeitos Principais Efeitos Principais
GS1 955,4 GS1 2569,52 GS1 2515,12
GS2 435,7708 GS2 2510,93 GS2 1957,29
CUR 602,8042 CUR 1923,23 CUR 5121,21
TEM 6783,679 TEM 1117,45 TEM 352,08
Voltagem (IS) 36,35
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Os efeitos principais séo calculados a partir da diferenca média observada na
reposta (area do pico cromatogréafico atribuido a cafeina) quando se muda o nivel do
fator de controle investigado. Valores positivos dos efeitos indicam um aumento na
reposta obtida quando o fator de controle esta ajustado no nivel alto (+). Enquanto
que valores negativos indicam que a resposta obtida serd maior quando o fator de
controle estiver ajustado no nivel baixo (-). A partir desta analise é definida a melhor
condicao do parametro avaliado.

Os resultados do primeiro planejamento fatorial permitem inferir que a mudanca
dos niveis de IS, ou seja, da voltagem aplicada na agulha da fonte de ionizacao, teve
pequena influéncia no sinal obtido para a cafeina, de forma que a utilizacdo do valor
de voltagem de 5500 V (nivel alto) foi mantido nos demais planejamentos fatoriais.
Todos os outros fatores de controle investigados apresentaram aumento na area do
pico de cafeina.

No planejamento fatorial 2 foi determinado que os valores de GS1, GS2, CUR e
TEM seriam os valores atribuidos ao nivel alto (+), uma vez que os resultados mostram
um aumento significativo na area do pico de cafeina, evidenciado pelos resultados
dos efeitos principais.

Por fim, os resultados obtidos no planejamento fatorial 3, mostram que os valores
Otimos para os fatores de controle GS1, GS2, CUR e TEM, séo referentes ao nivel
alto deste planejamento.

Os valores apresentados na Tabela 13 foram utilizados em todos os testes

posteriores.

Tabela 13. Valores otimizados para os parametros de fonte de ionizacéo para a cafeina

Parametro CUR (psi) GS1 (psi) GS2 (psi) IS (V) TEM (°C)
Valor 40 50 50 5500 550

2.6.4 Avaliacdo dos processos de concentracao

Para a avaliacdo da recuperagdo empregando-se diferentes métodos de
concentracdo da amostra, foram preparadas curvas analiticas para cada analito. Na
Tabela 14 sdo apresentados os parametros da reta, a faixa de concentracao utilizada,
os valores de R?, e as recuperacfes para cafeina e para as demais substancias

investigadas empregando-se os diferentes métodos de concentracao.
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Tabela 14. Recuperacdo de cafeina em solventes submetidos a diferentes métodos de
concentracdo de amostra (n = 3, 95% de confianca)

Analito Faixa de Equacédo da Reta R? Recuperacdo Recuperacéao
Trabalho Método 1* Método 2**
(ng L™ (%) (%)
Amitriptilina 50-2000 y = 39179x + 1402,6 0,9992 99,6 +2,8 105,0+6,0
Atenolol 50-5000 y =12027x — 877,88 0,9993 101,8+3,4 103,7+7,6
Bupropiona 50-2000 y =142517x + 6191,7 0,9974 105,2+5,8 102,8+2,8
Cafeina 50-10000 y =31642x + 2347,1 0,9997 104,0+£1,5 101,8+4,2
Carbamazepina 50-2000 y = 143399x + 8316,3  0,9992 104,2+4,9 102,0+£5,8
Dapsona 50-5000 y =58916x — 1751,4 0,9983 100,7 £0,3 103,6 £3,1
Nortriptilina 50-5000 y = 35401x + 3432,8 0,9983 104,7 +5,3 98,3 + 15,6
Teobromina 250-10000 y =4408,06 + 463,84  0,9972 94,0+ 1,7 97,8+8,0
Venlafaxina 50-2000 y = 61594x — 349,85 0,9998 104,7 £ 4,4 101,8+7,5

* Método de concentragdo utilizando evaporador paralelo Syncore Analyst (Buchi)

** Método de concentragdo utilizando fluxo de N2 até a secura do extrato em equipamento Tecnal (T19).

Os resultados da Tabela 14 mostram que ndo h& perdas de analitos
empregando-se ambos os processos de concentragdo da amostra. Porém, resultados
mais precisos foram, para todos os analitos, obtidos empregando-se o sistema de

evaporacao paralela, sendo este 0 método adotado no restante do trabalho.

2.6.5 Preservacao de amostras e pH de extracdo

Para a avaliagdo da preservacdo e do pH de extracdo das amostras, foram
preparadas curvas analiticas multicomponentes a partir das solucdes-estoque
individuais dos farmacos. Na Tabela 15 séo apresentados os valores de recuperacao

para os analitos empregando-se diferentes tempos de preservacao e niveis de pH.
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Tabela 15. Resultados obtidos para ensaios de recuperacdo em amostras de agua ajustadas

a pH 2,0 e 10,0 e em diferentes dias

Analito pH 2,0 pH 10,0
Recuperacgéo Recuperacéo Recuperacgéo Recuperacgéo
Dia 1 (%) Dia 3 (%) Dia 1 (%) Dia 3 (%)

AMT ND ND 91,6 £2,7 87,7+8,1
ATN 72+3 75,4+45 98,6 12,0 78,2+ 3,8
BUP 47,0+6,0 43,7 + 3,6 59,4+35 40,0 + 16,8
CAF 95,8+28 96,0+0,8 92,1+45 448 + 41,3
CMZ 25,9+9,0 29,8+85 41,7+ 4,6 30,0+11,2
DAP 56,9+ 7,7 56,4 +£ 11,3 55,3+54 56,9 + 8,6
NOR 20,3+17,4 19,2+ 9,6 81,7+9,6 799+75
TEO 825+15 83,4+53 58,6 + 2,0 275+39
VEN 78,6 +£15 76,1+ 2,6 103,3+4,1 90,2+2,6

ND = N&ao Detectado

Para analises empregando cartuchos contendo C18, o ajuste do pH é, muitas
vezes, requisito necessario para se obter boas recuperacdes (Ferrer et al., 2013). Por
outro lado, fases sélidas balanceadas contendo grupos lipofilicos e hidrofilicos, tais
como Oasis HLB (Waters) e Strata-X (Phenomenex), sdo os mais utilizados para a
extracdo de farmacos em andlises de agua, uma vez que permitem a extracdo de
substéancias acidas, neutras e basicas em pH neutro (Cardoso et al., 2011). Apesar de
serem mais utilizados, o custo de cartuchos balanceados é maior que cartuchos C18,
0 gque pode inviabilizar analises de rotina.

Neste trabalho, cartuchos C18 foram escolhidos tendo-se em vista que o objetivo
foi garantir um bom método para a determinacdo de somente um analito, a cafeina.
Além disso, considerando o recebimento de varias amostras de dgua para consumo
humano, o custo total das andlises sera bastante reduzido ao se escolher fases sélidas
constituidas de C18.

A retencao de analitos organicos a partir de amostras aquosas em cartuchos de
SPE de fase reversa é principalmente devida a interacdes hidrofébicas. A
hidrofobicidade de cada substancia investigada pode ser estimada pelo seu
coeficiente de particdo octanol/agua (log Kow). As substancias ionizaveis sé podem ser
retidas em cartuchos C18 na sua forma neutra, o que implica em um ajuste do pH da

amostra, de forma que o pKa das substancias de interesse possuem forte influéncia
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na recuperacgao obtida (Pavlovi¢ et al., 2010). A utilizacdo de cartuchos SPE Cis, em
geral, é adequada para substancias com log Kow superior a 2,5 (Pichon, 1998).

Entretanto, os resultados obtidos apresentados na Tabela 15, indicam algumas
discrepancias em relacdo ao esperado quanto as recuperacdes obtidas para alguns
compostos. A CAF, cujo valores de log Kow € pKa sao -0,07 e 14,0 (Tabela 2),
respectivamente, seriam esperadas recuperagfes baixas uma vez que a cafeina tanto
em pH 2 ou 10 estaria em sua forma ionizada, e recuperacfes altas ndo seriam
esperadas. Isto pode ser explicado por diferentes mecanismos de interacéo do analito
com a fase estacionaria, que vao além de interacfes do tipo Van der Waals.

Algumas outras substéncias, como a AMT, que apresenta valores de log Kow €
pKa de 4,94 e 9,76, respectivamente, ou seja, caracteristicas mais hidrofébicas,
apresentou boas recuperacdes em pH 10, devido as interacdes hidrofobicas com a
fase estacionaria, enquanto que em pH 2, onde estd em sua maior parte ionizada, nao
houve recuperacéao.

Para silicas quimicamente ligadas utilizadas em extracdo em fase reversa, o
mecanismo primario de retencao envolve interacdes nao-polares. No entanto, devido
ao esqueleto da particula de silica, algumas interacdes secundarias polares com
silandis (Si-OH) residuais podem ocorrer. O grupo silanol na superficie da silica
também pode ser acido, e pode existir como um grupo de Si-O- acima de pH 4. Como
resultado, o esqueleto de silica também pode ter interacdes secundarias de troca
cationica, atraindo analitos de interesse com caracteristicas basicas (Telepchak et al.,
2004).

Na Tabela 15 é possivel observar que alguns farmacos apresentaram boas
recuperacbes em pH mais elevado, enquanto outros em pH mais baixo. Intervalos
aceitaveis de recuperacdo em analises multirresiduos geralmente ficam entre 70 e
120%, com precisao de até + 20%. Porém, dependendo da complexidade analitica e
da amostra, valores entre 50 e 120%, com precisdo de até + 15%, sdo aceitaveis
(Ribani et al., 2004). Os resultados obtidos mostram que, para a CAF, o pH 2,0 foi
melhor tanto para a preservagdo quanto para a extragdo, pois foram observadas
recuperacoes satisfatérias (acima de 90%) nos diferentes dias investigados. Ao
contrario, em pH 10, houve boa recuperacdo de CAF (92,1 £ 4,5 %) apenas no
primeiro dia de preservacgdo, jA que apoés trés dias houve reducédo significativa da

recuperacéo e da precisao (44,8 £ 41,3 %). Comportamento similar foi observado para
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0s outros farmacos, exceto para AMT, NOT e DAP, que apresentaram recuperagdes
semelhantes em ambos os dias com pH elevado.

A reducao na recuperacao de alguns analitos em pH 10 pode estar associada a
mecanismos de hidrélise alcalina, uma vez que este tipo hidrélise ocorre
principalmente em substancias que possuem grupos amida, imida e éster (Baertschi
et al., 2011), casos da CAF, ATN, TEO e CMZ, que possuem grupo amida.

Os resultados de recuperacdo da AMT e NOR apresentaram-se similares aos
reportados por Freitas e colaboradores (2009) que também utilizaram cartuchos Cis
sob pH elevado da amostra. Os farmacos ATN, VEN, TEO e CAF apresentaram
valores de recuperacdo acima de 70%, para extracdo e conservagcdo com pH 2,0,
enguanto que o restante dos farmacos apresentou recuperacdes abaixo de 60% neste
mesmo pH.

Os resultados obtidos sugerem que o cartucho Cis pode ser utilizado andlise de
amostras em pH 2,0 quanto aos farmacos ATN, VEN, TEO e CAF, mesmo apos trés
dias a temperatura ambiente. Por outro lado, apesar de serem observadas
recuperacoes satisfatérias em pH 10,0 para DAP, NOR e AMT, este método de
preservacao deve ser preterido, pois ndo foi adequado para a cafeina. Em resumo,
determinou-se que as amostras ao serem coletadas devem ter seu pH ajustado para
proximo de 2,0 e enviadas em até trés dias para analise no Laboratério Central

responsavel pela extracdo e quantificacdo dos analitos.

2.6.6 Validacdo do Método Analitico

Tendo-se em vista o objetivo principal do trabalho, a validacdo do método foi
realizada somente para a cafeina. Consistiu na obtencéo de informacdes sobre curvas
analiticas, precisdo e exatiddo (ensaios de recuperacdo), limites de deteccdo e

quantificacéo.

2.6.6.1 Linearidade e Limites de Deteccado e Quantificacdo

Para se avaliar a linearidade foi construida uma curva analitica na faixa de 50 a
10000 ng L't empregando-se oito pontos. Os dados foram ajustados pelo modelo de
regressao linear simples enquanto que a analise de variancia do modelo (Tabela 16)

permitiu a obtencéo de parametros Uteis ao calculo dos valores de limite de deteccao
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e quantificacdo do. Nas Tabelas 16 e 17 sao apresentados os valores obtidos para

avaliacdo da linearidade da curva analitica.

Tabela 16. Analise de variancia de modelo linear - ANOVA.

Fonte de Variagao Soma Quadratica Graus de Liberdade Média Quadratica
Regresséo 6818825096,43 1 6818825096,43
Residuos 7053442,79 22 320611,04
Falta de Ajuste 2932230,70 6 488705,12
Erro Puro 4121212,09 16 257575,76
Total 6825878539,22 23 296777327,79
R? 0,999
R2méaximo 0,999
F(regresséao)) 21268,217
F (falta de ajuste) 1,897
F (tabelado) 3,26

Tabela 17. Linearidade, Limite de Deteccao e Quantificagédo Instrumental

Analito Faixa de Equacédo da Reta R? LOD LOQ
Trabalho (ng LY (ng LY
(ng L)
Cafeina 50 - 10000 y = 28542,5x + 3390,1 0,999 11,8 32,7

O modelo de regressao linear simples se mostrou adequado, pois apresentou
coeficiente de determinacéo acima de 0,999 para a faixa avaliada. Vale ressaltar que
o valor esta de acordo com os estabelecidos pelas normas da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (0,99) e do Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e
Tecnologia (0,90) (Anvisa, 2017; Inmetro, 2011). A significancia do modelo de
regressao linear calculada a partir do teste F, mostra que a regressao linear simples

€ adequada, com um nivel de 95% de confianca.

2.6.6.2 Parametros de Mérito Analitico do Método Completo

A preciséo e exatiddo do méetodo foram avaliadas simultaneamente por meio de
ensaios de recuperacédo analitica da cafeina. Os niveis de concentracéo utilizados nos
ensaios de recuperagdo estdo dentro da faixa em que se espera encontrar cafeina em

amostras de agua para consumo humano no Brasil (Canela et al., 2014).
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A repetitividade e a precisdo intermediaria foram avaliadas através dos
coeficientes de variacdo dos resultados obtidos para amostras preparadas em dias
diferentes sob as mesmas condicbes de amostra, analista, instrumentacdo e
laboratorio. Nas Tabelas 18, 19 e 20 séao apresentados os valores de recuperacao e

os coeficientes de variacdo para os trés niveis avaliados em diferentes dias.

Tabela 18. Precisao (Repetividade) e Exatiddo (Recuperacéo): coeficientes de variagéo para
os trés niveis de concentracdo de cafeina, dia 1.

Nivel de Recuperagéo Coeficiente de  Média por Niveis  Coeficiente de
Concentracéo Média por Nivel Variacéo de Concentragéao Variacéo (%)
(hg L) (%) (precisao (%)
instrumental
n=3) (%)
0,005 92,1 2,9 92 4
0,005 94,0 1,1
0,005 90,3 2,0
0,020 93,0 0,7 94 2
0,020 93,9 14
0,020 94,7 1,2
0,050 89,4 0,3 89,2 0,7
0,050 91,4 0,3
0,050 86,7 0,4
Média Total 91,7 4,2

Tabela 19. Preciséo (Repetividade) e Exatiddo (Recuperacao): coeficientes de variagdo para

os trés niveis de concentracdo de cafeina, dia 2

Nivel de Recuperagéo Coeficiente de  Média por Niveis Coeficiente de
Concentracgéo Média por Nivel Variacéo de Concentracéo Variacdo (%)
(ng L) (%) (preciséo (%)
instrumental
n=3) (%)
0,005 92,7 2,1 91,6 3,0
0,005 88,9 1,8
0,005 93,2 1,2
0,020 91,6 1,6 91,0 2,1
0,020 87,8 1,1
0,020 93,7 0,8
0,050 93,7 2,1 91,4 3,9
0,050 90,6 1,4
0,050 89,1 3,0
Média Total 91,3 54
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Tabela 20. Precisdo Intermediaria para Cafeina

Precisé@o (Repetitividade) R:/ICéU dﬁzrgzio Coeﬂuent?(ycél )e Variagao
Dia 1 91,7 4,6
Dia 2 91,3 5,9
Média 91,5 6,8

Os resultados obtidos para os ensaios de recuperagdo mostram valores de
recuperagdo entre 86 e 95% com um coeficiente de variagdo geral de 6,8%,
evidenciando boas preciséo e exatiddo para o método completo. E possivel notar que
0s percentuais de recuperacdo foram proximos entre os dias analise, sendo que
valores de CV menores que 7% indicam pequenas dispersdes dos resultados,
evidenciando uma significativa preciséo intermediaria. Diante destes resultados, é
possivel afirmar que o método analitico pode ser empregado com seguranca. Os
resultados obtidos encontram-se proximos aos reportados em diferentes trabalhos
(Araujo, 2014; Mumin et al., 2006), que obtiveram percentuais de recuperacéo entre
87% e 97%, empregando cartuchos SPE Cis para extracdo de cafeina sem ajuste de
pH.

Com os valores de recuperacéo para cafeina definidos, foi possivel calcular o
Limite de Deteccdo e Limite de Quantificacdo do método completo. Estes valores

estdo apresentados na Tabela 21.

Tabela 21. Limite de Deteccao e Quantificacdo do Método Completo

Analito LOD (ng L) LOQ (ng L™
Cafeina 0,12 0,33

Os valores obtidos para os limites de detec¢do do método completo séo cerca
de 100 vezes inferiores aos limites de deteccdo e quantificagdo do instrumento, pois
a amostra é reduzida de um volume de 100 mL para 1 mL. Os valores obtidos se
mostram adequados para a utilizacdo do método em matrizes reais, uma vez que se
esperam concentracbes 50 vezes mais elevadas. Esses valores de LOD e LOQ
também sdo compativeis com as concentracées de CAF encontradas em aguas para

consumo humano no Brasil (Machado et al., 2016; Sodré et al., 2017).
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2.6.7 Analise de amostras de agua para consumo humano do DF

Apos a validagcdo do método analitico foram investigadas amostras de agua
tratada coletadas no DF. A Figura 12 traz as concentracdes de cafeina determinadas
nas amostras. Foram coletadas no mesmo dia trés amostras em cada ponto amostral,
sendo que as os valores sdo mostrados acompanhados de seus respectivos intervalos
de confianga a 95%.

Os resultados obtidos apresentaram-se valores proximos aos ja reportados por
(Machado et al., 2016; Sodré et al., 2017) em aguas para consumo humano no DF.
Nestes trabalhos as concentragdes de cafeina variaram na faixa de 2,0 a 38,0 ng L.
Desta forma é possivel afirmar que o método desenvolvido se mostrou adequado para
a quantificacdo de cafeina em amostras de agua para consumo humano, podendo ser
utiizado em atendimento as demandas do projeto de pesquisa financiado pela
FUNASA.
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Areas atendidas pela CAESB

M sistema Torto / Santa Maria

I sistema Rio Descoberto

M sistema Scbradinho / Planaltina
M Sistema Brazlandia

M Sistema Sio Sebastido

® Elevatéria de Agua Bruta

IRl Resarvatério

@ Estagdo de Tralamento de Agua
/ Captagio

Linhas de Adugao

~ Sistema Torto / Santa Maria

~ Sistema Rio Descoberto
~Sistema Sobradinho / Planaltina
.~ Sistema Brazlandia

~ Sistema S@o Sebaslido

Figura 12. Sistemas de abastecimento de agua no DF (adaptado de CAESB, 2011). Pontos amostrais marcados com X e respectivas
concentracdes determinadas para Cafeina (n=3).
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2.7 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Neste capitulo foi apresentado o desenvolvimento de método analitico para
determinacao de cafeina em amostras de agua para consumo humano com vistas ao
estabelecimento de ferramenta empirica para priorizacdo de mananciais. Deste modo,
ao receber amostras de diferentes cidades, preservadas em pH 2, & temperatura
ambiente e em até trés dias, é possivel medir os niveis de cafeina com precisao e
exatiddo satisfatorias, ordenar amostras em termos das concentracdes obtidas e,
finalmente, priorizar locais (sistemas de captacdo/mananciais) a serem investigados
de maneira mais detalhada.

A determinacdo da cafeina nas amostras foi realizada com espectrémetro de
massas MS/MS (Q-TOF) apés otimizacdo de parametros instrumentais,
desenvolvimento de métodos de cromatograficos e de extracdo em fase sélida. A
validacdo do método analitico apresentou resultados satisfatorios, uma vez que
observou-se exatiddo elevada, com percentuais de recuperacao entre 86% e 95%, e
valores de CV abaixo de 7%, indicando elevada precisdo dos dados gerados. Os
limites de deteccao e quantificacdo do método, de 0,12 e 0,33 ng L™ respectivamente,
foram adequados, pois encontram-se abaixo das concentracdes de cafeina esperadas
na agua para consumo humano.

A determinacdo de cafeina em amostras de agua para consumo humano
coletadas no DF ofereceu resultados compativeis aos apresentados por outros
autores, de modo que o método desenvolvido se mostrou adequado para ser utilizado
em investigacdes subsequentes.

A principal perspectiva para a continuidade do trabalho envolve a obtencéo e
analise de amostras de agua para consumo humano oriundas de diferentes regifes
do Brasil. Conforme os resultados apresentados para preservacdo da amostra e
extracdo dos analitos, € possivel estabelecer uma rotina prética que envolve a
preparacdo de kits individuais contendo dois frascos PET vazios de cor ambar de
150 mL e bocal de 28mm, com tampas, dois frascos do tipo eppendorf contendo 1,0
mL de solugcédo de HCI para ajuste de pH e formulario contendo o procedimento de
coleta e campos a serem preenchidos para identificacdo das amostras (Figura 13).
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Figura 13. Kit para coleta de amostras. a) caixa de isopor 3 litros; b) frasco eppendorf; ¢) frasco

PET ambar 150 mL com tampa.

Estes kits permitirdo que as instituicdes colaboradoras possam realizar a coleta
de amostras de agua para consumo humano. Os kits deverdo ser enviados via correio
em caixas de isopor de 3 litros e dimensdes 22,7x13,7x18,6 cm. Ap0s a coleta, as
amostras devem ser enviadas imediatamente para o laboratério AQQUA da UnB,
onde a determinacéo e quantificacdo de cafeina deve ser realizada. O intervalo entre
a coleta e o processo de extracdo em fase solida ndo deve exceder o prazo de trés

dias, conforme fluxograma apresentado na Figura 14.

] Envio da Analise da
Recebimento Amostra amostra
do Kit - Dia 1 - Dia4
+ Dia1 + Hora: 14:00 « Hora: 12:00
* Hora: 10:00 + Tempo apds a « Tempo ap6s a
coleta: 2 hrs coleta: 72 hrs
Coleta da Recebimento
Amostra da amostra no
« Dia1 AQQUA - UnB
» Hora: 12:00 * Dia4
+» Hora: 10:00
+ Tempo apos a
coleta: 70 hrs

Figura 14. Fluxograma para recebimento, coleta, envio, e analise de amostras de agua para
consumo humano, considerando servico SEDEX dos Correios.
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CAPITULO 3
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3 MICROPOLUENTES EMERGENTES NAS AGUAS PARA CONSUMO HUMANO
DO DF

3.1 INTRODUCAO

Neste capitulo, conforme objetivos do Projeto de Pesquisa financiado pelo
FUNASA, amostras de agua para consumo humano seriam investigadas quanto a
presenca de farmacos. Os locais de coleta das amostras seriam priorizados em fungéo
dos resultados obtidos no capitulo anterior, voltado a selecdo de mananciais
impactados pelo aporte de residuos de origem antropica. Porém, devido aos Vvarios
episodios que dificultaram a dispensacéo de recursos por parte das fundacfes de
fomento (FUNASA) e de execucdao financeira (UnB e FINATEC), néo foi possivel obter
amostras para priorizacdo de mananciais. Com efeito, também n&o foi possivel
selecionar as regibes a serem incluidas na segunda etapa do projeto, na qual
amostras de agua para consumo humano seriam investigadas empregando-se
métodos multirresiduos. Desta forma, optou-se por desenvolver os métodos
multirresiduos, aplica-los em amostras de agua para consumo humano coletadas no

DF e disponibiliza-los para futuros estudos.

3.1.1 Justificativa

No Brasil, segundo levantamento feito por Montagner e colaboradores (2017), a
avaliacdo de micropoluentes emergentes em aguas para consumo humano foi
relatada em apenas dezesseis trabalhos até 2017. Dentre estes, dez s&o provenientes
do estado de S&o Paulo, 2 do Rio Grande do Sul, 1 do Parand, 1 do Rio de Janeiro e
1 do Maranh&o. Somente um estudo, conduzido por Machado e colaboradores (2016),
se propods a realizar uma avaliagdo nacional que culminou com a investigacéo de 100
amostras provenientes de 21 capitais estaduais e do Distrito Federal. Neste trabalho,
os autores puderam detectar no DF somente duas substancias: a cafeina, encontrada
na faixa de 10 ng L%, e a atrazina, com concentra¢ées abaixo de 5 ng L.

Embora j& existam informacdes preliminares sobre os niveis de micropoluentes
emergentes em aguas de abastecimento do Brasil, informagdes limitadas estéo
disponiveis com respeito a presenca de farmacos de diferentes classes terapéuticas.

Desta maneira se faz necesséario uma avaliagcdo mais profunda acerca da presenca
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destas substancias nas 4guas para consumo humano do Brasil e, notadamente do
DF, uma vez que os resultados obtidos na capital brasileira podem oferecer cenarios
distintos e Unicos em relacéo as outras regifes do Brasil, ja que os indices de coleta
e tratamento de esgotos no DF sédo bastante elevados mas, concomitantemente, a
regido enfrenta uma situagéo critica em termos de demanda e disponibilidade hidrica
a ponto ter iniciado a captacéo de dguas provenientes do Lago Paranoa, em setembro
de 2017, para atender a demanda por agua tratada.

Como muitos produtos farmacéuticos e seus metabdlitos encontram seu
caminho para o ambiente através do descarte de esgoto bruto e tratado, de origem
doméstica e hospitalar, a maioria das informacfes disponiveis sobre ocorréncia e
destino de farmacos no ambiente estdo relacionadas a presenca de ETE e de aguas
superficiais receptoras. Diante deste cenario, pouco se sabe sobre sua presenca em
agua para consumo humano. Isso também pode ser atribuido ndo apenas aos
desempenhos limitados das tecnologias analiticas voltadas a detec¢éo de uma gama
diversificada substancias quimicas sob nivel traco, mas também aos altos custos das
técnicas analiticas capazes de realizar tais andlises. A auséncia de critérios e padrbes
de qualidade especificos para a grande maioria dos micropoluentes emergentes
também é outro motivo para a escassez de informacéo.

Naturalmente, a ocorréncia de produtos farmacéuticos na agua para consumo
humano, seus metabolitos e produtos de transformacdo dependera da taxa de
producdo, da dosagem e da frequéncia de administracdo e uso, do metabolismo e da
persisténcia ambiental, bem como da eficiéncia de remocédo em ETE e ETA. Muitas
substancias frequentemente detectadas em amostras de aguas superficiais e
subterrdneas ndo sao encontradas em amostras de agua para consumo humano,
indicando que, eventualmente, as ETA conseguem atingir um bom nivel de tratamento
reduzindo a concentracdo de algumas substancias para niveis inferiores aos limites
de deteccdo dos meétodos utilizados. Também, ha de se considerar, em um pior
cenario, que ocorre a transformacdo das substancias originais em substancias
secundarias que ndo sao incluidas nas metodologias utilizadas.

Portanto, a determinacdo de produtos de transformacao e metabdlitos também
€ muito importante para entender o destino dos produtos farmacéuticos durante o
tratamento, bem como o0s possiveis problemas de salde humana associados a

exposicdo cronica a essas substancias através do consumo da &gua tratada.
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3.1.2 Produtos farmacéuticos e de higiene pessoal investigados neste trabalho

A partir dos anos 2000 muitos trabalhos foram publicados acerca da presenca
de micropoluentes emergentes em aguas, especialmente residuais e superficiais.
Relatos sobre a presenca na agua para consumo humano ainda sdo menos
frequentes o que dificulta uma selecdo adequada dos principios ativos, tendo-se como
parametro aqueles mais frequentemente encontrados em outros estudos ao redor do
mundo. Desta maneira, como forma de selecionar adequadamente o grupo de
substancias a serem investigadas, foram buscadas informacdes acerca de sua
producdo e uso no Brasil. Entretanto, apés inUmeros contatos infrutiferos com a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), a estratégia para a selecédo das
substancias a serem investigadas sofreu nova mudanca.

Os micropoluentes emergentes selecionados neste trabalho foram selecionados
em funcado de suas prevaléncias em estudos realizados ao redor do mundo, tanto na
agua para consumo humano, quanto nas demais amostras de aguas encontradas em
meios urbanos (superficiais e residuais). Outro aspecto importante para a escolha das
substancias foi a disponibilidade e o custo dos padrées analiticos no Brasil. Este
aspecto foi notadamente importante, tendo-se em vista as dificuldades de
disponibilizagédo e dispensagédo dos recursos financeiros inerentes ao projeto de
pesquisa. Na Tabela 22 s&o apresentadas as classes e substancias avaliadas neste
trabalho. Cabe mencionar também foram incluidos no estudo, além de farmacos, os
produtos de higiene pessoal triclosan e DEET, além dos micropoluentes BPA e

atrazina, frequentemente estudados em inimeros trabalhos.
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Tabela 22. Substancias investigadas neste trabalho e suas classes

Substancias CAS Substancias CAS
Analgésicos Reguladores Lipidicos
Acetaminofeno 103-90-2 AC|dp . CIOf'br.'CO 882-09-7
(metabolito clofibrato)
Bezafibrato 41859-67-0
Antidepressivo Gemfibrozil 25812-30-0
Amitriptilina 50-48-6
Bupropiona 31677-93-7 | Hormonios
Nortriptilina 72-69-5 Estrona 53-16-7
Venlafaxina 93413-69-5 Estriol 50-27-1
B-estradiol 50-28-2
Antibidticos 17a-etinilestradiol 57-63-6
Amoxicilina 61336-70-7 Norgestrel 6533-00-2
Cefalexina 15686-71-2
. , Antiinflamatérios néo
Ciprofloxacina 85721-33-1 esteroidais
Eritromicina 114-07-8 Acido mefenamico 61-68-7
Dapsona 80-08-0 Diclofenaco 15307-86-5
Sulfametoxazol 723-46-6 Ibuprofeno 15687-27-1
Naproxeno 22204-53-1
Herbicida
Atrazina 1912-24-9 | Psicoestimulantes
Cafeina 58-08-2
L Paraxantina
Anti-epilético (metabdlito da cafeina) 611-59-6
: Teobromina
Carbamazepina 298-46-4 (metabdlito da cafeina) 83-67-0
1-metilxantina
(metabdlito da cafeina) 6136-37-4
- 3-metilxantina
Plastificante (metabéllto da Cafeina) 1076-22-8
isfenol 7-metilxantina
Bistenol A 80-05-7 | (metablito da cafeina) 552-62-5
Nicotina 54-11-5
Cotinina
Betabloqueadores (metabdlito da nicotina) 486-656-6
Trans-3-OH-cotinina
Atenolol 29122-68-7 (metabdlito da nicotina) 34834-67-8
. Produtos de Higiene
Diurético Pessoal
. o DEET
Hidroclorotiazida 58-93-5 (repelente de insetos) 134-62-3
Triclosan (bactericida) 3380-34-5
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3.1.3 Objetivos

Tendo em vista que as investigacbes sobre a presenca de contaminantes
emergentes podem fornecer informacdes adicionais sobre o0 uso seguro da agua para
consumo humano, neste capitulo o objetivo foi avaliar a presenca e quantificar e
micropoluentes emergentes na dgua para consumo humano no Distrito Federal. Neste
sentido, os seguintes objetivos especificos foram selecionados.

a) Desenvolvimento e validacdo de método analitico multicomponente para
qguantificacdo de farmacos na agua para consumo humanao.

b) Aplicacdo das metodologias em amostras coletadas no Distrito Federal

c) Investigacdo de riscos ambientais e para salude humana em vista dos

resultados obtidos.

3.2 PARTE EXPERIMENTAL

3.2.1 Instrumentacdo, Materiais, Reagentes e Padrdes Analiticos

Todos os solventes e reagentes utilizados neste trabalho foram de pureza
analitica ou superior. Acetona, acetonitrila, isopropanol e metanol, todos com grau
HPLC, foram adquiridos da Tedia (USA). Padrdes analiticos de acetaminofeno (ACT),
nicotina (NIC), 7-metilxantina (7-MX), 3-metilxantina (3-MX), 1-metilxantina (1-MX),
cotinina (COT), teobromina (TEO), paraxantina (PXT), DEET, trans-3 hidroxi-cotinina
(OH-COT), cafeina (CAF), ibuprofeno (IBU), atrazina (ATZ), naproxeno (NPX),
carbamazepina (CMZ), bupropiona (BUP), acido mefenamico (MEF), dapsona (DAP),
gemfibrozil (GFB), sulfametoxazol (SMX), nortriptiina (NOR), atenolol (ATN),
amitriptilina (AMT), venlafaxina (VEN), diclofenaco sodico (DFN), hidroclorotiazida
(HCT), norgestrel (NGT), ciprofloxacina (CPX), cefalexina (CFX), bezafibrato (BZF),
amoxicilina (AMX), eritromicina (ETM), acido clofibrico (CFB), bisfenol A (BPA),
estrona (E1), 17B-estradiol (E2), triclosan (TCS), 17a-etinilestradiol (EE2) e estriol (E3)
foram adquiridos de Sigma—Aldrich com purezas superiores a 98%. A agua utilizada
foi purificada pela estacédo Milli-Q da Millipore, modelo Reference A+. O &cido férmico
(50%) e o hidréxido de aménio (25%) foram adquirido da Sigma-Aldrich (EUA), na
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Figura 15 sdo apresentadas as estruturas das moléculas selecionadas neste trabalho
e na Tabela 23 sdo apresentadas algumas de suas propriedades fisico-quimicas.

Cartuchos extratores OASIS HLB, com 6 mL e 500 mg de fase extratora, foram
adquiridos da Waters (EUA). As substancias de interesse foram extraidas utilizando
sistema de extracdo em fase sélida desenvolvido em laboratério, um manifold de 12
portas (Visipred DL, Supelco) e um evaporador paralelo Syncore® Analyst (Buchi)
acoplado a bomba de vacuo de controlador.

A separacao cromatografica foi realizada em sistema de UHPLC Eksigent Ultra-
LC 100 XL, constituido por dois médulos de bomba, amostrador automatico e forno
de coluna, empregando coluna de fase reversa modelo Eclipse Plus® C18,
2,1x50 mm, 1,8 um da Agilent (USA) para substancias ionizadas em modo positivo e
coluna de fase reversa Eclipse Plus Externd C18, 4.6x50mm, 2.1 um da Agilent (USA)
para substancias ionizadas no modo negativo.

A deteccdo e a quantificacdo dos analitos de interesse foram realizadas no
espectrometro de massas TripleToF5600+ (Sciex, Toronto, CA), conectado a gerador
de gas nitrogénio (Peak Genius 3031) e bomba de vacuo mecanica (Sogevac SV65
Bl FC), com fonte de ionizacdo Dual-Spray, atuando no modo de ionizacdo por
eletronebulizacéo (ESI) (positivo e negativo) e acoplado ao sistema de cromatografia
liguida. O espectrdbmetro de massas também € equipado com o0s programas de
aguisicao e tratamento de dados Analyst® versédo 1.7.1, Peak View® versdo 2.1 e

Multiquant® verséo 3.0.2.
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Figura 15. Estrutura molecular das substéancias avaliadas neste trabalho.
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Tabela 23. Propriedades fisico-quimicas das substancias investigadas neste trabalho. (Drug

Bank; Pubchem)

Analito
1-MX
3-MX
7-MX
ACT
AMT
AMX
ATN
ATZ
BPA
BUP
BZF
CAF
CFB
CFX
CMZz
COoT
CPX
DAP
DEET
DFN
El
E2
E3
EE2
ETM
GFB
HCT
IBU
MEF
NGT
NIC
NOR
NPX
OH-COT
PXT
SMX
TCS
TEO
VEN

Log Kow

-0,46
-0,46
-0,59
0,51
4,94
0,75
0,16
2,61
3,32
3,6
3,97
-0,07
3,99
0,55
2,45
0,39
-0,57
0,97
2,02
4,98
4,03
3,57
2,54
3,67
2,37
3,61
-0,16
3,5
4,58
3,25
0,87
1,7
3,29
-0,32
-0,63
0,79
5,53
-0,78
0,43

pKa
7.9
7,9
9,31
9,46
9,76
3,23
9,6
1,60
9,6
7.9
3,83
14
3,18
3,45
13,9
4,79
5,76
2,41

4,0
10,33
10,33
10,33
10,2
12,44
4,42
9,09
4,85
3,89
17,91
8,86
10,47
4,19
13,1
10,76
6,16
7,68
9,9
9,4

Solubilidade em H,0 (g 100mL™)

1,17
1,27
0,7
0,4
0,00045
0,01
0,043
0,00347
0,03
0,007
0,00016
11
0,0029
0,0297
0,0152
11,7
0,135
0,028
0,0912
0,0004
0,0004
0,00213
0,012
0,00113
0,046
0,00278
0,24
0,0069
0,0014
0,00058
0,93
8,74 x 10°
0,0052
4,77
0,91
0,0459
0,0006
0,9
0,023
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3.2.2 Limpeza de Vidrarias

A limpeza de todas as vidrarias e demais materiais foi realizada conforme

descrito no capitulo 2, na se¢éo 2.3.2.

3.2.3 Desenvolvimento Método Analitico

O desenvolvimento do método analitico seguiu as seguintes etapas, em ordem
cronolégica:

1 Escolha do ion precursor e dos ions produtos para quantificacdo e
identificacdo dos analitos de interesse por espectrometria de massas;
Desenvolvimento do método cromatogréafico;

Otimizacéo dos parametros da fonte de ionizacao por eletronebulizacéo;
Otimizacdo do método de extracdo em fase sélida (SPE);

Validacédo parcial do método analitico;

o O b~ WD

Aplicagdo em amostras de agua para consumo humano;

3.2.3.1 Escolha dos ions precursor e produto

A identificacdo dos ions precursores e produtos foi realizada conforme descrito
no capitulo 2. Convém mencionar novamente que o espectrdbmetro de massas
utilizado neste trabalho mimetiza o modo de aquisicio MRM o0 que aumenta a
resolucao dos ions precursores e produtos. A Tabela 24 mostra 0s ions precursores
selecionados para as substancias determinadas em ambos os modos de ionizacéo.

Para a identificacdo dos ions precursores e ions produtos foram preparadas
solucdes estoques individuais na concentragdo de 20 mg L dos padrdes analiticos
disponiveis. A partir das solucbes estoque foram preparadas solu¢cbes de trabalho
concentracdo 100 pg L de cada substancia investigada.

No modo de ionizacao positivo a escolha dos ions produtos e a otimizacao dos
parametros dependentes dos analitos foram realizadas utilizando injecdo automatica
de 2 pL das solucdes individuais de cada padrdo (100 pg L1), por meio do
cromatografo, sem utilizacdo de coluna, em fluxo de 0,3 mL min?, utilizando uma
mistura de agua:metanol 85:15 (v/v) como fase movel contendo 0,1% de acido

férmico.
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Tabela 24. Massas exatas e ions precursores avaliados

Analito Massa exata (g mol?) Massa /Carga

ESI (+)

1-MX 166,04908 167,0573
3-MX 166,04908 167,0573
7-MX 166,04908 167,0573
AMT 277,18305 278,1917
AMX 365,10455 398,1384
ATN 266,16306 267,1725
ATZ 215,09378 216,1027
BUP 239,10769 240,1156
BZF 361,10809 362,1155
CAF 194,08038 195,0886
CFX 347,09396 348,1032
CMZ 236,09496 237,1034
CoT 176,09496 177,1022
CPX 331,13322 332,1418
DAP 248,06195 249,0698
DEET 191,13101 192,1394
DFN 295,01668 296,0243
ETM 733,46124 734,4699
MEF 241,11028 242,1182
NGT 312,20893 313,2185
NIC 162,11570 163,1235
NOR 263,16740 264,1751
OH-COT 192,08988 193,0978
PXT 180,06473 181,0734
SMX 253,05211 254,0609
TEO 180,06473 181,0747
VEN 277,20418 278,2107
ESI ()

ACT 151,06332 150,0656
BPA 228,11504 227,1106
CFB 214,03967 213,0591
El 270,16199 269,1567
E2 272,17764 271,1577
E3 288,17254 287,1703
EE2 296,17764 295,1756
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Analito Massa exata (g mol) Massa /Carga
GFB 250,15689 249,1519
HCT 296,96447 295,9533
IBU 206,13068 205,1272
NPX 230,09429 229,0917
TCS 287,95117 286,9402

Massa/carga [M+H]* para ESI(+) e [M-H] para ESI(-)

No modo de ionizacdo negativo a escolha dos ions produtos para cada ion
precursor e a otimizacao dos parametros de deteccao dependentes dos analitos foram
realizadas utilizando a injecdo automatica de 8 pL das soluc¢fes individuais de cada
padréo (100 pg L1), por meio do cromatografo sem utilizacédo de coluna, no fluxo de
0,3 mL min-, utilizando como fase mével uma mistura de agua:acetonitrila (85:15),
com 0,1% de hidréxido de aménio como modificador, no espectrémetro de massas.

Os parametros, declustering potential (DP) e collision energy (CE), referentes a
deteccdo e dependente de cada analito avaliado foram otimizados para obter a
maxima eficiéncia de transmisséo de sinal no modo de operacédo mimetizado de MRM.

Esta otimizacéo foi feita conforme descrito no capitulo 2.

3.2.3.2 Método Cromatografico

O método cromatografico baseou-se nos parametros obtidos nos experimentos
realizados no capitulo 2 deste trabalho. A partir desses parametros, foram realizados
ajustes de modo a atender as demandas desta parte do trabalho.

A maioria das analises feitas por LC-MS/MS com ESI é realizada em fase
reversa com fases estacionarias nao polares de silica ligadas a grupos C18 ou C8.
Como fase movel tem se utilizado a combinacdo de agua e um solvente orgéanico
visando uma boa separacdo cromatografica e sensibilidade da ESI. Os solventes
organicos mais utilizados sdo metanol e acetonitrila. Embora uma clara concluséo
sobre qual fornece melhor desempenho na analise ndo pode ser feita, 0 metanol tem
sido preferido como modificador na maioria dos métodos por LC-MS/MS. O metanol
oferece uma melhor eficiéncia na ionizacdo do que a acetonitrila e da melhor forma
de pico para o0s substancias basicas, que incluem a maioria dos compostos

farmaceuticamente ativos (Kostiainen and Kauppila, 2009).
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Em geral, uma melhor eficiéncia na ESI € alcancada quando o analito ja esta
ionizado em uma fase liquida usando fase movel acida para analitos basicos, como
aminas, e condicOes basicas para analitos acidos, como acidos carboxilicos e fendis
(Kostiainen and Kauppila, 2009). Neste sentido, tem-se utilizado comumente acido
formico como modificador &cido e hidroxido de aménio como modificador basico.

Para realizar a separacdo cromatogréafica foram preparadas solugdes contendo
todos os analitos de interesse na concentracéo de 10 ug L?, e entdo foi avaliada a
separacao cromatografica dos analitos. Os ajustes no método cromatografico foram
feitos de forma univariada, onde foram testadas diferentes combinagdes de solventes
e gradientes de eluig¢ao.

Para ambos os modos de ionizacdo, metanol e acetonitrila foram testados como
fase movel orgéanica. Testes preliminares (ndo mostrados) revelaram que o metanol
com 0,1% de acido férmico foi mais adequado para os analitos determinados no modo
positivo, enquanto que para 0 modo negativo o0 solvente mais adequado foi a
acetonitrila com 0,1% de hidroxido de amoénio.

Para a separacao cromatografica dos analitos ionizados em modo positivo foram
utilizados os seguintes parametros:

e Fase estacionaria: Coluna Zorbax Eclipse Plus - C18 (2,1x50 mm 1,8um).
e Fase moével A (FM A): agua + 0,1% acido férmico

e Fase moével B (FM B): Metanol + 0,1% acido férmico

e Vazdo: 0,7 mL mint

e Volume de injecdo: 2,0 uL

e Tempo de corrida: 13 min

e Detector: MS/MS(Q-TOF)

e Temperatura do forno de coluna: 35°C

O gradiente que se mostrou mais adequado para a separacdo cromatografica
esta detalhado na Tabela 25.
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Tabela 25. Gradiente de eluicdo utilizado na separac¢do cromatografica utilizada para analitos

no modo de ionizag&o positivo

Tempo (min) Fluxo (mL min-t) FM A (%) FM B (%)
0.00 0,70 99 1

2.00 0,70 99 1

9,00 0,70 30 70

9,05 0,70 5 95

10.00 0,70 5 95

10.05 0,70 99 1

13.00 0,70 99 1

No modo negativo, optou-se utilizar uma coluna diferente pelo fato do

modificador

adicionado a fase movel (NH4OH) aumentar significativamente o pH para

valores além do limite recomendados por muitos fabricantes de colunas. Desta

maneira, optou-se por utilizar uma coluna cromatografica com alta eficiéncia e com

faixa de trabalho expandida, ou seja, entre pH entre 2 e 11.

Para a separacdo cromatografica dos analitos ionizados em modo negativo

foram utilizados os seguintes parametros:

Fase estacionéaria: Coluna Zorbax Extend C18 (4.6x50 mm 1,8um).
Fase movel A (FM A): 4gua + 0,1% amoénia

Fase mével B (FM B): Metanol + 0,1% amonia

Vazdo: 0,3 mL min-t

Volume de injecao: 8,0 uL

Tempo de corrida: 15 min

Detector: MS/MS(Q-TOF)

Temperatura do forno de coluna: 35°C

O gradiente mais adequado para a separacdo cromatografica dos analitos alvo

em modo negativo esta apresentado na Tabela 26.

Tabela 26. Gradiente de eluicéo utilizado na separacao cromatografica utilizada para analitos

no modo de ionizac&o negativo

Tempo (min) Fluxo (mL min-1) FM A (%) FM B (%)
0.00 0,30 99 1

15 0,30 99 1

9,00 0,30 30 70

9,05 0,30 5 95

10.00 0,30 5 95

10.05 0,30 99 1

15.00 0,30 99 1
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3.2.3.3 Otimizagao dos Parametros de Fonte

Os parametros dependentes da fonte de ionizagéo, Curtain Gas, Gas 1, Gas 2,
Temperature e lon Spray Voltage, foram otimizados no capitulo 2. Portanto, nesta
parte do trabalho, optou-se por realizar pequenos ajustes nos valores obtidos
anteriormente de modo a permitir respostas adequadas para 0 niamero maior de

analitos.

3.2.3.4 Otimizacao do Método de Extracdo em Fase Solida (SPE);

Nesta segunda parte do trabalho optou-se por utilizar uma fase sdlida
balanceada contendo grupos hidrofilicos e lipofilicos, devido as caracteristicas
distintas das substancias investigadas. A escolha do cartucho Oasis HLB com 6 mL e
500 mg de fase sélida (Waters) se deveu ao fato deste ser o mais frequentemente
utilizado para determinacdo de micropoluentes emergentes (Ferrer and Thurman,
2013). Paratodas as substancias investigadas, a extracao em fase solida foi otimizada
utilizando um planejamento fatorial com quatro fatores considerados essenciais em
extracdes por SPE: solvente de condicionamento, pH da amostra, solvente de elui¢cao
e lavagem do cartucho apds percolacao da amostra.

Devido ao elevado custo dos cartuchos utilizados nesta parte do trabalho, optou-
se por realizar um planejamento fatorial fracionado 241 com ponto central, totalizando
11 experimentos. Neste tipo de experimento séo realizados 8 experimentos distintos
e 3 experimentos iguais (Ponto Central), sendo os resultados obtidos analisados
estatisticamente. No planejamento fatorial fracionado utiliza-se um subconjunto de um
experimento fatorial completo, de forma que alguns dos efeitos principais e interacées
de 2 fatores sao confundidos e ndo podem ser separados dos efeitos de outras
interacbes de ordem superior. Normalmente, assume-se que os efeitos de ordem
superior sao insignificantes a fim de obter informacdes sobre os efeitos principais com

menos ensaios (Tedfilo et. al., 2006).

Para se avaliar o efeito solvente de condicionamento (Fator C1), foram utilizadas
trés combinacdes de volumes de solventes:

e 6 mL de acetonitrila e 6 mL de metanol (Nivel Baixo, -1);

88



Capitulo 3. Micropoluentes Emergentes na Agua para Consumo Humano do DF

e 12 mL de metanol (Nivel Alto, +1);

e 3 mL de acetonitrila e 9 mL de metanol (Ponto Central, 0);

Para se avaliar a influéncia do pH da amostra (Fator C2) foram considerados trés
valores de pH:

e pH 2 (Nivel Baixo, -1).

e pH 10 (Nivel Alto, +1).

e pH 6 (Ponto Central, 0).

Para se avaliar a influéncia do solvente do eluicdo (Fator C3) foram utilizadas
combinacgdes de volumes de trés solventes:
¢ 3 mL metanol, 3 mL de acetonitrila e 3 mL de acetona (Nivel Baixo, -1);
e 9 mL de metanol (Nivel Alto, +1);.
e 6 mL de metanol, 1,5 mL de acetonitrila e 1,5 mL de acetona (Ponto Central,
0).

Para avaliar a influéncia do processo de lavagem do cartucho apos a percolacao
da amostra (Fator C4) foram utilizadas trés combinacdes:

e Sem clean-up do cartucho (Nivel Baixo, -1);

e 5% de metanol em H20 ultrapura(Nivel Alto, +1);

e 2,5% de metanol em H20 ultrapura (Ponto Central, 0).

Na Tabela 27 é apresentada a matriz de construcdo dos experimentos e na
Tabela 28 sdo apresentadas as condi¢cdes utilizadas para cada fator nos 11

experimentos construidos a partir da matriz inicial.
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Tabela 27. Matriz utilizada para construcdo do planejamento fatorial para otimizacdo da

processo de extracao

Experimento Fator C1 Fator C, Fator Cs Fator C4
1 -1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1 1
3 -1 1 -1 1
4 1 1 -1 -1
5 -1 -1 1 1
6 1 -1 1 -1
7 -1 1 1 -1
8 1 1 1 1
pcl 0 0 0 0
pc2 0 0 0 0
pc3 0 0 0 0
Tabela 28. Planejamento fatorial para otimizacao do processo de extracdo
Solvente de pH Solvente de eluicéo Clean-up do
condicionamento  amostra cartucho
1 6mL ACN + 6 mL 2 3 mL MeOH + 3 mL ACN + sem clean up
MeOH 3mL Acetona
2 12 mL MeOH 2 3 mL MeOH + 3 mL ACN + 5% MeOH em Agua
3mL Acetona (3mL)
3 6mL ACN + 6 mL 10 3 mL MeOH + 3 mL ACN + 5% MeOH em Agua
MeOH 3mL Acetona (3mL)
4 12 mL MeOH 10 3 mL MeOH + 3 mL ACN + sem clean up
3mL Acetona
5 6mL ACN + 6 mL 2 9 mL MeOH 5% MeOH em Agua
MeOH (3mL)
6 12 mL MeOH 2 9 mL MeOH sem clean up
7 6mL ACN + 6 mL 10 9 mL MeOH sem clean up
MeOH
8 12 mL MeOH 10 9 mL MeOH 5% MeOH em Agua
(3mL)
9 3mL ACN + 9mL 6 6mL MeOH + 1.5mL ACN + 2.5% MeOH em
MeOH 1.5mL Acetona agual (3mL)
10 3mL ACN + 9mL 6 6mL MeOH + 1.5mL ACN + 2.5% MeOH em
MeOH 1.5mL Acetona agual (3mL)
11 3mL ACN + 9mL 6 6mL MeOH + 1.5mL ACN + 2.5% MeOH em
MeOH 1.5mL Acetona agual (3mL)
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Para cada experimento foram coletados 2 L de amostra de 4gua para consumo
humano que foram posteriormente separados em duas aliquotas de 1 L. Em uma das
aliquotas foi adicionado volume adequado de uma solucdo estoque contendo todos
os analitos de interesse para obter uma solucao enriquecida com concentracéo de 20
ng L de cada analito. A outra aliquota foi submetida ao processo de extracéo sem a
adicao dos padroes.

Desta forma, as recuperacdes para cada experimento foram calculadas
subtraindo-se os valores obtidos das concentracbes de cada analito nas duas
solucgdes e dividindo pela concentracdo nominal adicionada a uma delas, conforme a

equacao a seguir:

[ ]analito amostra enriquecida ~ [ ]analito amostra

Recuperacido (%): %X 100% (8)

[ ]adicionada do analito

O ajuste do pH (2, 6 e 10) das amostras foi feito utilizando solu¢gbes de HCI
diluido a 0,1 mol L* e uma solucdo de NaOH concentracédo 0,1 mol L. Logo apés ao
ajuste de pH as amostras eram submetidas ao processo de extracao.

Os analitos de interesse foram extraidos em sistema de extracdo em fase sélida,
desenvolvido por Sodré e colaboradores (2010a), apresentado na Figura 16. A vazao
da passagem da amostra foi controlado manualmente com o auxilio de uma bomba

peristaltica de forma que a extracdo ocorresse de forma lenta (10 mL min-t).
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Figura 16. Fotografia do sistema de extragao labmade aplicado neste trabalho.

Antes da passagem da amostra pelos cartuchos, estes foram condicionados
conforme as condi¢des de cada experimento apresentadas na Tabela 28. Em seguida,
a amostra foi entdo percolada. Nesta etapa tomou-se o cuidado de manter um fluxo
continuo dos solventes e da amostra de forma que o cartucho ndo secasse. Apos a
passagem da amostra, os cartuchos foram centrifugados a 5000 rpm por 5 minutos
para eliminar qualquer liquido residual.

Um manifold de 12 portas (Visiprep DL, Supelco), foi utilizado para a eluigdo dos
analitos dos cartuchos. A eluigéo foi feita conforme as condi¢des apresentadas na
Tabela 28. Posteriormente, o extrato resultante foi reduzido ao volume de 1,0 mL ou
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inferior utilizando o evaporador paralelo Syncore® Analyst acoplado a bomba de
vacuo com controle automatico e circulador de agua com controle de temperatura
(5°C). O tubo utilizado possui um volume residual pré-definido, de 1 mL, o extrato
resultante apos a evaporacdo é coletado em um apéndice refrigerado por 4gua no
fundo do tubo de amostra. Em caso nos quais o volume final foi inferior a 1 mL, o
extrato resultante foi avolumado para 1,0 mL no proprio tubo com agua ultrapura. Para
a reducdo de volume utilizando o equipamento Syncore® Analyst foi utilizado o
mesmo gradiente de vacuo apresentado no capitulo 2 na Tabela 8.

3.2.3.5 Quantificagdo dos Analitos por Adicdo de Padrao

Como forma de suprimir o efeito de matriz, a determinacdo dos analitos foi
realizada por adi¢do de padréo. Neste método, quantidades conhecidas do analito séo
adicionadas a aliquotas distintas da amostra ou do extrato final. Deste modo, apés a
reducdo do volume dos extratos para 1,0 mL, o mesmo foi separado em cinco
aliguotas de 200 pL com auxilio de uma seringa gastight. Em seguida, nestas
aliquotas foram adicionados volumes conhecidos de uma solu¢ao estoque contendo
todos os analitos de interesse a fim de obter extratos enriquecidos com concentracdes
de 0; 1,0; 10; 20 e 50 ug L. Posteriormente a concentracdo da amostra foi calculada

utilizando o método de adicédo de padréao (AP) conforme a equacao 9:

Concentragdo do analito na solugao inicial sinal da amostra

(9)

Concentracao do analito com AP ~ sinal da amostra com AP
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Considerando que uma adi¢cédo padrdo em que uma amostra com concentracéo
inicial desconhecida de analito [X]; da uma intensidade de sinal I,. Entdo, uma
concentracdo conhecida do padréo, S, é adicionada a uma aliquota da amostra e um
sinal I,., s € observado para esta segunda solucdo. A adicdo de padrdao a amostra cuja
concentracdo € desconhecida altera a concentracdo do analito original devido a
diluicdo, assim a concentragao diluida de analito & representada por [X];, onde "f"
significa "final" apos a diluicdo. A concentracéo de padrao adicionada na solucao final
é entao [S]f ,(Harris and Lucy, 2015)

A partir desse principio chegamos na equacao:

[XI: L
[S1p + [X]f  Liss
Sabendo-se que a concentragéo de [X];, nada mais € do que o fator de diluicdo

(10)

devido ao volume adicionado da solugao do padrao e que [S]; corresponde ao volume

adicionado da solucdo padrdo com concentracdo, temos entdo as seguintes

equacoes:

(11)

(12)

onde V, é o volume inicial da amostra, V; € o volume adicionado do padrdo com
concentracgdo inicial [S]; e V € o volume final da solugdo apds a adi¢cdo de padréo.
Rearrajando os termos e substituindo na equacao (10), obtém-se a equacao 13 (Harris
and Lucy, 2015):

|4 Ix (Vs)

Is,x| — )=k + —[S}i| =
S+X(VO> X [X]l[ :Il VO (13)

‘ —v ' _

FixoY Fixo X

O grafico tipico construido a partir da equacédo 13 é apresentado na Figura 17.
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loux* VIV

y:

Concentracao
da amostra '\ Leitura da
41 [ amostra em
_ adigdo de A
© Padréo
S G T A 7 T T T T 0 L g
-3 -2 -1 0 1 2 3 4 5 6 7
x =[S} V./V,

Figura 17. Expresséo gréafica de uma curva analitica por adicdo de padréo. (Adaptado de Harris
and Lucy, 2015)

Com a equacéo 13 e utilizando o grafico apresentado na Figura 17 é possivel
calcular a concentracéo inicial do analito na amostra. Essa concentragdo corresponde

ao intercepto no eixo X, que € calculado como sendo o modulo da seguinte equacao:

[X]i =— (14)

onde b, é o coeficiente linear da curva e m € o coeficiente angular da reta obtida. A

incerteza (u, ) da medida pode ser calculada através da seguinte equacao:

=2
Sy 1
u, = — -

N y
m| N n ng(xi_)—c)z

(15)
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onde m € o coeficiente angular, s, € o desvio padrdo de y, n € o nimero de medidas,

x; € o valor individual para cada ponto da curva, X é o valor médio de x e y € o valor
meédio dos valores de'y.

Para cada extrato e cada analito investigado sao construidos graficos idénticos
ao apresentado na Figura 17. A partir dos parametros da regressao foram entéo
calculadas a concentragao e a incerteza utilizando as equagdes 14 e 15.

3.3 VALIDACAO DO METODO ANALITICO

A validacdo do método analitico envolveu os mesmos procedimentos descritos

no capitulo 2 deste trabalho.

3.3.1 Curva analitica e linearidade

As solucbes multicomponentes foram preparadas por diluicdo das solucbes
estoque dos respectivos analitos de interesse, em concentracdes de 0, 1, 10, 20 e 50
ug L1, diretamente no extrato da amostra. Como a quantificagdo das amostras foi
realizada utilizando o método de adicao de padrdo, para cada amostra se obteve uma

equacdao da reta.

3.3.2 Limite de Deteccao e Limite de Quantificacao

O limite de detecc¢do (LOD) corresponde a menor quantidade de um analito que
pode ser detectada, porém, ndo necessariamente quantificada como um valor exato.

E pode ser calculado pela seguinte equacao (Ribani et al., 2004):

S
LOD = 33 x (16)
onde, b é o coeficiente angular da reta, e s 0 desvio padrédo residual da linha de
regressao.
O limite de quantificacdo (LOQ) corresponde a menor quantidade de um analito
gue pode ser quantifica com exatiddo e com fidelidade determinada. E pode ser

calculado pela seguinte equacao (Ribani et al., 2004):
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S
LOQ = 10 x (17)
onde, b € o coeficiente angular da reta, e s € 0 desvio padrao residual da linha de
regressao.
No método por adigdo de padréo, para cada amostra € construida uma curva de
calibragdo. Os valores de LOD e LOQ sao calculados a partir destas curvas, e

portanto, para cada amostra se obteve um valor de LOD e LOQ diferentes.

3.3.3 Seletividade

A seletividade do método foi realizada conforme descrito no capitulo 2.

3.3.4 Ensaios de Recuperacédo

Os ensaios de recuperacao foram realizados apos a otimizacdo do método de
extracdo. A otimizacéo foi realizada por meio do planejamento fatorial apresentado na
sec¢do 3.2.3.4 deste capitulo.

Uma solugéo estoque contendo todos os analitos de interesse na concentracéo
de 1000 ng L™ foi preparada, partindo-se da diluicdo da solucdo estoque (20 mg L™2).
Em seguida, foi coletada uma amostra de agua para consumo humano em torneira
ligada a rede de abastecimento publico localizada no 1° Batalhdo de Transito da
Policia Militar, proximo a Companhia de Saneamento Ambiental do Distrito Federal
(CAESB) e ao Estadio Mané Garrincha. Porcdes de 1 L desta amostra, em triplicata,
foram enriquecidas com 10 ng L das substancias investigadas a partir da solucéo
estoque. As amostras foram submetidas a extracdo em fase sélida, previamente
otimizada, e analisadas. O calculo da recuperacao foi realizado conforme a equacéo
8.
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3.3.5 Precisao e Exatidao

A precisdo e exatidao foram avaliadas conforme descrito no capitulo 2 deste
trabalho. Com a excecédo de que somente um nivel de concentragdo, 10 ng L}, foi

avaliado.

3.4 DETERMINACAO DE MICROPOLUENTES EMERGENTES NA AGUA PARA
CONSUMO HUMANO DO DF

3.4.1 Procedimento de Coleta e Manuseio das amostras

O procedimento de coleta das amostras envolveu os seguintes materiais: garrafa
de vidro &mbar com tampa rosqueavel de 4 L e luvas de procedimento nitrilicas. Foi
realizado conforme apresentado no capitulo 2, secéo 2.5.1.

3.4.2 Pontos de Amostragem

Inicialmente, foram selecionadas diferentes estacfes de tratamento de agua da
CAESB de modo que fosse possivel obter amostras de 4gua para consumo humano
recém produzidas nas respectivas ETA. Porém, apds fornecer os materiais e 0s
protocolos necessarios a amostragem, ndo houve por parte da CAESB celeridade em
providenciar a coleta e a liberacdo das amostras. Desta maneira, optou-se por realizar
amostragens independentes de forma a ndo comprometer o cronograma proposto.
Apenas poucas amostras foram, de fato, obtidas por intermédio da CAESB enquanto
que a maioria foi coletada em pontos ligados a rede de abastecimento publico.

Com excecdo das amostras obtidas na ETA Lago Norte, que se encontra
operacional desde meados de 2017 em carater emergencial captando 4guas do Lago
Paranoa, os demais pontos de coleta foram definidos pela sua proximidade com
outras ETA ou reservatorios de armazenamento e distribuicdo de agua gerenciadas
pela CAESB. Assim, foram selecionados seis pontos amostrais que consistiram de
torneiras publicas localizadas em diferentes regiées administrativas que representam

diferentes sistema de producéo de agua, além de o ponto amostral localizado na ETA
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emergencial do Lago Norte. Foram realizadas duas campanhas de coleta, a primeira
em setembro de 2017 e a segunda em janeiro de 2018.

Na Figura 18 sédo apresentadas as regides de coleta das amostras no DF,
enquanto que na Tabela 29 sdo apresentadas algumas caracteristicas dos pontos

amostrais.
ﬂ p Planaltina
‘ Sdbradinho

R - R
k.. + E ><
razlandia Santa Maria
. \ﬂ%

ETA LAGO

Res do

Descoberto i
Lago Paranoa
®
Ceilandia 8
Rgey Y Q

S

Sebastiao

e 01 5k "
Gama /’ L_m AL
. © Distrito Federal

Figura 18. Regifes onde foram coletadas amostras de 4gua para consumo humano. Pontos

amostrais marcados com X.
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Tabela 29. Pontos amostrais e sistemas produtivos representados.

Regido do DF Local de Coleta ETA mais Proxima Manancial utilizado

S — —
1 Bata,lh.ao d.? Transito ETA BSB Torto/Santa Maria
da Policia Militar

Brasilia (Asa Norte)

Capéo da Onca e

AL . o A4
Brazlandia Posto de Saude N° 1 ETA Brazlandia Barrocso
Jardim Botanico ESCP "’?‘ Classe Jardim ETA Lago Sul Cabeca de Veado
Botanico
o ~ =
Sobradinho 13.). Batalhdo Policia ETA Sobradinho CO”tage“? e
Militar Paranoazinho
o ~ .
Sao Sebastido ﬁ/lli”tg?talhao Policia UTS-Séao Sebastido Pocos
Ceilandia Lirr:g'nal Rodoviario M ETA Descoberto Rio Descoberto
ETA Lago Norte ETA Lago Norte ETA Lago Norte Lago Paranoa

Com excecédo das amostras da ETA-Lago Norte, os pontos amostrais foram
estabelecidos em regides de livre acesso, em torneiras publicas, localizadas em
prédios publicos. Ressalta-se que as amostras provenientes destes pontos nao
estiveram em contato com caixas d’agua ou com nenhum outro tipo de reservatorio
de agua, garantindo que a amostra tivesse procedéncia direta com a rede de
abastecimento. ApoOs a coleta, as amostras foram submetidas a extracdo e analise

empregando-se os métodos analiticos previamente desenvolvidos e validados.

3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.5.1 Escolha do ion precursor e ions produtos para quantificacdo e identificacdo dos

analitos alvo

Os parametros DP e CE foram otimizados de forma univariada utilizando o
software Analyst 1.7, que permite a construcao de rampas com diferentes valores para
ambos os parametros e facilita a identificacdo dos valores 6timos para cada analito.
Na Tabela 30 sdo mostrados os parametros analito-dependentes 6timos de cada
analito (DP e CE) além das respectivas reagbes precursor—produto utilizadas para

guantificacdo e confirmagao.
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Tabela 30. Valores 6timos dos parametros DP e CE para cada analito e respectivos ions

produtos utilizados para quantificacéo e identificacao

Analito Massa [M+H]*  DP (V) CE (V) Transicdo (m/z)* Abundancia
Relativa (%)
ESI (+)
1-MX 167,0573 80 24 116677’ }1:18120, 60431867 120
100
3-MX 167,0573 90 24 116677’ ,11:1926‘Tbo556195 5
100
7-MX 167,0573 90 24 116677’ ,11:1926‘Tbo556195 5
100
AMT 278,1917 20 30 gg:g:igiéggg 48
100
AMX 38,1384 80 12 305, 10160.08% 35
ATN 267,1725 20 30 gg;:g:igg:gg?i Loy
ATZ 261027 20 30 216,1-174,0552 5
100
BUP 240,1156 20 17 gjgﬁ:igg:gigg 14
100
BZF 362,1155 100 20 ggg:i:g%g%#g‘; 42
CAF 195,0886 20 25 Too1130.0958 10
CFX 348,1032 90 21 gjgﬁjﬁizggg 15070
100
cMZ 237,1034 20 25 gg;ﬁ:gg:ggﬁ 40
cor 1771022 80 3 3771800508 o
100
CPX 332,1418 80 27 gggi:gégigﬁ 41
100
DAP 249,0698 10 20 gjg:i:igg:giéz 29
DEET 192,1394 20 30 o 16 o5, o
100
DFN 206,0243 80 25 e ooaTa onng 33
ETM 734,4701 40 27 ;gjijgggggi; 11080
100
MEF 242,1182 80 20 gjgﬁ:%g:éggé 14
NGT 32185 120 23 315,2-2451912 o
NIC 163,1235 80 25 163,1-130,0658 16030
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Analito Massa [M+H]* DP (V) CE (V) Transigao (m/z)* Abundancia
Relativa (%)
163,1~132,0814
100
NOR 264,1751 20 25 Sed oaon oos 32
100
OH-COT 193,078 80 25 1008 b 13
100
PXT 181,0734 15 27 o 1maa o600 2
100
six 25009 9 2 o0 Tcote: 6
100
TEO 181,0747 10 25 181 1130.099 5
100
VEN 278,2107 20 20 bRy 45
Analito Massa[M-H]- DP (V) CE (V) Transicao (m/z)! Qg:ﬂgir}&;
ESI()
100
ACT 150,0674 110 10 o0 11080093 13
100
o mam o w
CFB 213,0591 70 18 Prrilivrfre )
100
E1 269,1539 -140 50 o o 145,0000 20
100
E2 271,1577 -150 60 giﬁ:iig:gigg 71
100
E3 287,1657 -110 45 gg;ﬁ:ﬂé:ggiz 70
100
EE2 295,1701 175 55 P08 21450500 43
100
GFB 249,1497 80 20 595 2017 0883 2
100
HCT 295,0532 150 25 ggg:g:ggi:gggg 45
100
o mwm w0 Mpimbe B
100
NPX 229,0017 -40 -40 P50 1192 9700 7
TCS 286,9436 -120 10 280,97,280,9430 5

286,9—241,2167

1 A primeira transicdo corresponde ao ion produto utilizado para quantificacdo, enquanto que a segunda transicédo

corresponde ao ion produto utilizado para confirmacéo.

2 Calculada no modo “Enhanced lon” para a primeira transigao.
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3.5.2 Método Cromatografico

Definido os parametros de aquisicdo no espectrometro de massas, foi possivel
efetuar a separacdo cromatografica. Nas Figuras 19 e 20, sdo apresentados o0s
cromatogramas para cada transicdo de quantificacdo avaliada. Ressalta-se que o
equipamento, por possuir alta resolucao e por permitir a aquisicdo em modo MRM,
oferece respostas distintas mesmo para substancias que apresentam ions produtos
com razdo massa/carga semelhantes. Neste caso, sdo diferenciados devido a
especificidade da transicdo precursor—produto. O mesmo raciocinio pode ser
aplicado para ions precursores com razao massa/carga semelhantes, uma vez que a
transicdo precursor/produto é especifica para cada analito, desta maneira a
especificidade e a seletividade do método sdo garantidas.

O tempo de duracéo total do método cromatografico foi de 13 minutos, para as
substancias determinadas em modo de ionizacdo positivo e 16 minutos para as
substancias determinadas em modo negativo. Estes tempos incluem o periodo
necessario para a eluicdo de todos os analitos, para o recondicionamento da coluna
cromatografica e para levar a fase movel as condi¢des iniciais para cada corrida
cromatografica.

Para ambos os métodos cromatograficos a separacdo foi considerada
satisfatoria, porém seu sucesso foi notadamente influenciado pelo modo de aquisicao
dos dados no sistema de espectrometria de massas, conforme observado no caso de
diversos analitos que apresentaram tempo de retencéo praticamente iguais, conforme

observado nas Figuras 19 e 20.
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Figura 19. Cromatogramas individuais de analitos investigados no modo positivo.
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Figura 19. Cromatogramas individuais de analitos investigados no modo positivo (cont.)
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3.5.3 Otimizacao dos Parametros de Fonte de lonizacao

Os resultados obtidos no planejamento fatorial realizado no Capitulo 2 para
otimizacdo dos parametros de fonte de ionizacdo, serviram como base para a
definicdo dos parametros utilizados nessa fase do trabalho, desta maneira alguns
ajustes foram feitos de forma a obter os melhores resultados em relag&o ao sinal dos
analitos.

Os valores 6timos obtidos para Curtain Gas, Gas 1, Gas 2, Temperature e lon
Spray Voltage em cada modo de ionizacdo séo apresentados nas Tabelas 31 e 32.

Tabela 31. Valores otimizados para os parametros de fonte de ionizagdo no modo positivo

Parametro CUR (psi) GS1 (psi) GS2 (psi) IS (V) TEM (°C)
Valor 50 60 60 5500 650

Tabela 32. Valores otimizados para os parametros de fonte de ionizagdo no modo negativo

Parametro CUR (psi) GS1 (psi) GS2 (psi) IS (V) TEM (°C)
Valor 50 60 60 4500 650

3.5.4 Otimizacao do método de extracdo em fase solida

O cartucho Oasis HLB apresenta a capacidade de reter compostos lipofilicos e
hidrofilicos simultaneamente. E constituido de um polimero lipofilico, de
divinilbenzeno, e um polimero hidrofilico, de n-vinilpirrolidina. O mondémero lipofilico
promove um mecanismo tipo fase reversa para a retencao dos analitos por meio de
interacdes hidrofébicas, enquanto que o polimero hidrofilico tras propriedades
umectantes a fase extratora proporcionando a retencdo de compostos polares por
interacOes fortes como as ligacdes de hidrogénio.

Os resultados obtidos para as recuperagbes de todos os analitos estédo
mostrados no Anexo I. Como forma de explicar os resultados obtidos, optou-se por
apresentar e discutir nesta se¢cdo apenas um resultado tipico obtido, neste caso, para
o farmaco naproxeno (NPX). Convém mencionar que a mesma sistematica
empregada para selecionar as condicdes ideais para a extracdo do NPX, foi também

empregada para a selecéo das condi¢cdes mais adequadas para os demais analitos.
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Os fatores investigados em planejamento fatorial 24 foram discutidos na secéo
3.2.3.4 e sao novamente colocados nesta secdo para facilitar a compreensao dos
resultados:

e C1 - Solvente de condicionamento do cartucho
e C2 - pH da amostra
e C3 - Solvente de eluicao

e C4 - limpeza do cartucho

Na Figura 21 sdo apresentadas as recuperacfes obtidas para o NPX conforme
planejamento fatorial proposto. Na Figura em questéo, o grafico com as recuperacdes
esta acompanhado de um grafico de probabilidade normal construido a partir dos
dados das recuperacdes. Os graficos de probabilidade normal mostram os efeitos
provocados por cada um dos fatores avaliados e suas combinac¢des binarias, de forma
gue quanto mais distante do ponto central do gréafico (0,0), maior o efeito causado pelo

fator ou pela combinacéo de fatores.

Recuperagdes - Naproxeno Gréfico de Probabilidade Normal
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Figura 21. Recuperacdes obtidas para NPX em cada experimento do planejamento fatorial e
o grafico de probabilidade normal mostrando os efeitos principais e secundarios de cada fator

avaliado.

Na Figura 21, observa-se no gréafico de probabilidade normal que o efeito do fator
C2 (pH da amostra), ou seja, foi significativo e, portanto, influenciou significativamente
a eficiéncia da extracdo. Os experimentos 1, 2, 5 e 6 foram conduzidos sob pH da
amostra ajustado para 2,0 e apresentaram recuperacdes consideradas satisfatorias,

entre 80 e 95%. J& nos experimentos 3, 4, 7 e 8, conduzidos com pH da amostra
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ajustado para 10,0, as recuperacdes foram inferiores a 30%. Os experimentos 9, 10 e
11 foram conduzidos em pH da amostra ajustado para 6,0 e também apresentaram
recuperacoes inferiores a 30%, ou seja, insatisfatorias. No caso do NPX fica evidente
qgue o pH adequado para garantir uma boa recuperacao deve ser de 2,0. Os outros
fatores ndo foram significativos para a recuperacéo. Este resultado foi similar ao
observado por Vanderford e colaboradores (2003) que relataram recuperacdes de
91% para o NPX em amostras de agua ajustada para pH 2,0 empregando também
cartuchos Oasis HLB (Waters).

Conforme mencionado anteriormente, este mesmo tipo de andlise foi realizado
para todos os outros 34 analitos de forma que pudessem ser definidos os fatores que
mais influenciavam o processo de extracdo. De um modo geral, observou-se que 0S
efeitos C1 (solvente de condicionamento) e C3 (solventes de eluicdo) néo
influenciaram significativamente o processo de extracado para 90% dos analitos. A
resposta, em termos de recuperagao, para os demais 10% dos analitos foi mais
elevada para os, niveis mais altos de C1 e C3, ou seja, 12 mL de metanol para
condicionamento dos cartuchos e 9 mL de metanol para eluicdo dos analitos.

Os efeitos produzidos pelo fator C4 (limpeza do cartucho), foram relevantes para
45% dos analitos, porém sempre indicando perdas na recuperacdo destes analitos
quando o processo de limpeza era realizado. As perdas de analito apds a lavagem
chegaram a 20%, como no caso da CMZ.

O fator que influenciou mais significativamente os resultados foi o C2 (pH da
amostra antes da extracao). Para 95% dos analitos houve diferencgas significativas nas
recuperacbes em funcdo do pH da amostra. Essas variacbes foram bastante
significativas, como no caso do GFB cuja recuperacdo em pH 10 foi préxima a 100%,
enguanto que em pH 2,0 ficaram préximas de 1%.

Considerando todos os resultados obtidos para cada analito e por se tratar de
um meétodo multicomponente, optou-se por dividir os analitos em trés grupos, em
funcéo das diferentes faixas de pH investigadas. Assim, para cada amostra devem ser
coletados ao menos 3 L de modo que trés por¢des de 1 L possam ser submetidas aos
procedimentos de extracdo, nos trés niveis de pH investigados. Esta decisao
aumentou drasticamente o custo da analise, pois para cada amostra torna-se
necessario a utilizacdo de trés cartuchos de extracdo, um para cada valor de pH da

amostra.
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Em funcdo dos resultados obtidos, optou-se pelo uso um Unico solvente
(metanol) nos processos de condicionamento e eluicdo, com vistas a facilitar o
procedimento manual nestas etapas. Considerando-se que a lavagem apresentou
efeitos negativos nas recuperacfes do analitos, optou-se por nao efetuar este
procedimento. Assim, ao final, as condi¢gdes fixadas para a extracdo das amostras em
seus diferentes niveis de pH foram:

e Condicionamento: 12 mL de metanol
e Eluicdo: 9 mL de metanol

e Sem limpeza do cartucho.

Na Tabela 33 sdo apresentados trés grupos de analitos que podem ser extraidos
de acordo com o pH. Cabe mencionar que alguns analitos apresentaram
recuperacdes superiores a 70%, portanto aceitavel, em diferentes valores de pH.
Nestes casos, eles sédo apresentados com uma marcagao de asterisco (*), indicando
que, alternativamente, podem ser determinados sob outros niveis de pH da amostra.

As substancias definidas para serem extraidas em pH 2,0, em geral apresentam
valores de log kow, inferiores a 2,5 (Tabela 23), apresentando baixa hidrofobicidade,
além disso apresentam valores de pKa superiores a 5. Essas substancias em pH 2,0
apresentam-se em sua maior parte ionizadas, favorecendo a interagdo com a parte
hidrofilica da fase estacionaria. As substancias definidas para serem extraidas em pH
10,0 em geral apresentam valores de log Kow maiores que 2,5 e pKa maiores em torno
de 10, indicando relevada hidrofobicidade, e portanto interagindo com a parte lipofilica
da fase estacionaria. Evidentemente 0s mecanismos de interagdo entre as
substancias investigadas e a fase estacionaria sdo diversas, e nao foi possivel
estabelecer uma relacdo direta entre valores de pKa e log Kow com 0s pH 6timos para

a extracao de cada substancia.
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Tabela 33. Valores de pH de amostra empregados para garantir elevada recuperacdo

empregando-se extracdo SPE (Oasis HLB)

pH pH 2.0 pH 6.0 pH 10.0
ATZ MEF AMT
BUP CFX ATN
CAF NOR BZF
CcMmZ SMX DAP
CPX TEO NGT
coT COT* DEET*
DEET DEET* CAF*
DFN OH-COT* DFN*
ESI(+) ETM CAF*
NIC ATZ*
PXT CMmZ*
OH-COT ATN*
VEN AMT*
NGT*
CPX*
ETM*
VEN*
pH 2.0 pH 6.0 pH 10.0
ACT HCT EE2
CFB IBU E3
ESI () NPX TCS El
BPA CFB* E2
BPA* GFB

3.5.5 Validacdo do Método Analitico

Tendo-se em vista o objetivo desta parte do trabalho, a validacdo do método foi
realizada para os 35 analitos investigados. Consistiu na obtencdo de informacdes
sobre curvas analiticas, precisdo e exatiddo (ensaios de recuperacédo), limites de

deteccéo e quantificagéo.
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3.5.5.1 Linearidade e Limites de Deteccdo e Quantificacdo do instrumento

No método por adigdo de padrdo, uma curva de calibragdo é construida para
cada extrato da amostra. Por este método ndo é possivel obter somente uma curva
analitica e um Unico valor para R?, LOD e LOQ.

Desta forma, a linearidade foi avaliada em funcéo do coeficiente de determinacao
(R?) de cada curva de calibracdo construida para cada extrato da amostra. As
concentracdes finais dos analitos apds adi¢cao no extrato de cada amostra eram de 0,
1,10,20e 50 pg L.

N&o ha LOD e LOQ unicos obtidos por adicdo de padrédo para um determinado
analito, mesmo em uma Unica matriz, eles dependem da concentracdo do analito na
amostra. Desta maneira os limites de detecgcdo e quantificacdo serdo apresentados
conforme a faixa obtida para cada analito.

De acordo com valores apresentados na Tabela 34, o modelo de regressao linear
simples se mostrou adequado, pois apresentou coeficiente de determinacao acima de
0,999. Vale ressaltar que este valor esta de acordo com os estabelecido pelas normas
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (0,99) e do Instituto Nacional de
Metrologia, Qualidade e Tecnologia (0,90) (Anvisa, 2017; Inmetro, 2011).
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Tabela 34. Linearidade, Limite de Deteccdo e Quantificacao Instrumental

Analito R? LOD LOQ
(ug L) (ug L)
ACT 0,99 1,61-2,20 4,89 - 6,67
AMT 0,99 0,16 - 0,70 0,48 - 2,12
ATN 0,99 0,76 - 1,31 2,31-3,98
ATZ 0,99 0,66 - 1,28 2,01 - 3,87
BPA 0,99 0,48 - 0,90 1,44 - 2,73
BUP 0,99 0,10 - 0,20 0,30 - 0,60
BZF 0,99 0,84 -1,81 2,54 - 5,49
CAF 0,99 0,73-1,05 2,20 - 3,20
CFB 0,99 0,25-0,35 0,76 - 1,06
CFX 0,99 1,09 - 1,88 3,30- 5,69
CMZz 0,99 0,90-1,75 2,73-5,31
COoT 0,99 1,04 -2,01 3,14 - 6,08
CPX 0,99 1,03-1,75 3,11-531
DAP 0,99 0,34-0,44 1,02-1,34
DEET 0,99 0,78 -2,31 2,31-5,93
DEN 0,99 1,33-2,35 4,02-7,11
El 0,99 0,33-0,52 0,98 - 1,58
E2 0,99 0,51-0,92 1,55-2,80
E3 0,99 0,63 -1,00 1,89 - 3,03
EE2 0,99 1,16 - 1,48 3,52 -4,49
ETM 0,99 0,75-1,34 2,27 - 4,05
GFB 0,99 0,06 - 0,13 0,19- 0,40
HCT 0,99 0,71-1,39 2,16 - 4,21
IBU 0,99 1,30 - 2,68 3,94 -8,11
MEF 0,99 0,16 - 0,29 0,49-0,88
NGT 0,99 2,43-4,72 7,35 - 14,32
NIC 0,99 0,29 - 0,49 0,87 - 1,47
NOR 0,99 0,20 - 0,37 0,61-1,11
NPX 0,99 0,18 - 0,26 0,53-0,79
OH-COT 0,99 1,64 - 2,88 4,96 - 8,72
PXT 0,99 0,66 - 0,96 2,01-2,92
SMX 0,99 0,35-0,70 1,06 - 2,11
TCS 0,99 0,64 -1,14 1,93 - 3,46
TEO 0,99 2,46 - 3,10 7,46 - 9,40
VEN 0,99 0,19-0,36 0,57-1,08
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3.5.5.2 Parametros de mérito analitico do método completo

A preciséo e exatiddo do método foram avaliadas simultaneamente por meio de
ensaios de recuperacao analitica dos 35 analitos avaliados. Optou-se por realizar a
validacgéo utilizando um Unico nivel de concentracdo (10 ng L™2).

O nivel de concentracéo utilizado nos ensaios de recuperacdo esta dentro da
faixa em que se espera encontrar as substancias alvo em amostras de agua para
consumo humanao.

Uma amostra de 2 L de agua para consumo humano coletada em torneira ligada
a rede de abastecimento publico localizada no 1° Batalhdo de Transito da Policia
Militar, préximo a Companhia de Saneamento Ambiental do Distrito Federal (CAESB)
e ao Estadio Mané Garrincha, foi separada em duas por¢des de 1 L. A primeira por¢cao
foi enriquecida com 10 ng L das substancias investigadas e foram submetidas ao
processo de extracdo. A segunda porcdo foi submetida a extracdo, porém sem
enriguecimento. Os valores obtidos para a concentracdo dos analitos na amostra
enriquecida foram subtraidos dos valores obtidos na amostra sem enriquecimento. A
partir deste resultado foi calculado o valor da recuperacédo no processo de extracao
para cada analito. As amostras foram analisadas em triplicata, e os resultados sao
apresentados na Tabela 35.

Os resultados obtidos para os ensaios de recuperagcdo mostram valores de
recuperacao entre 64,8 e 101,2% com um coeficiente de variacdo maximo em 10%,
mostrando uma boa precisao e exatidao. A substancia com menor recuperacéao foi o
ACT (64,8%), enquanto que a VEN a substéncia com maior recuperagéo (101,2%).

Os intervalos aceitaveis de recuperacdo para andlise de residuos geralmente
estdo entre 70 e 120%, com precisdao de até + 20%. Porém, dependendo da
complexidade analitica e da amostra, este valor pode ser de 50 a 120%, com preciséo
de até + 15%. (Ribani et al., 2004). Diante destes resultados, é possivel dizer que o
meétodo analitico pode ser empregado com seguranca.

Com os valores de recuperacédo definidos, foi possivel calcular o Limite de
Deteccdo e Limite de Quantificagdo do método completo. Estes valores estédo

apresentados na Tabela 36.
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Tabela 35. Precisdo (Repetividade) e Exatiddo (Recuperacao): coeficientes de variacédo

Analito R1 R2 R3 Média de Recuperacao v (%)
(%) (%) (%) (%)
ACT 64,3 69,8 60,2 64,8 4,8
AMT 74,6 71,9 78,7 75,1 34
ATN 95,2 93 86,7 91,6 4,4
ATZ 92,1 98,4 86,3 92,3 6,1
BPA 110,3 96,3 90,3 99,0 10
BUP 98,4 90,5 82,3 90,4 8,1
BZF 102,1 90,8 95 96,0 5,7
CAF 99,4 92,2 88,4 93,0 5,6
CFB 91,4 83,6 94,3 89,8 5,5
CFX 87,9 79,6 84,5 84,0 4,2
CMZ 81,4 84,5 93,6 86,5 6,3
CoT 105,4 92,5 103,5 100,5 7,0
CPX 88,1 85,4 78,9 84,1 4,7
DAP 88 90,4 97,2 91,9 4,8
DEET 99,3 92,5 86,5 92,8 6,4
DFEN 81,4 84,5 76,2 80,7 4,2
El 71,3 77,4 67,2 72,0 51
E2 81,2 74,3 90,3 81,9 8,0
E3 82,4 80,9 73,7 79,0 4,7
EE2 65,5 70,4 75,2 70,4 4,9
ETM 86,5 96,2 80,1 87,6 8,1
GFB 100,7 91,3 108,3 100,1 8,5
HCT 72,5 78,5 65,7 72,2 6,4
IBU 101,5 91,4 105,4 99,4 7,2
MEF 82,1 75,5 86,2 81,3 54
NGT 70,1 77,4 81,4 76,3 5,7
NIC 90,3 84,1 91,5 88,6 4,0
NOR 60,5 76,7 65,5 67,6 8,3
NPX 91,3 89,4 95 91,9 2,8
OH-COT 76,5 84,1 73,5 78,0 5,5
PXT 90,5 95,4 86,4 91,0 4.5
SMX 81,9 78,7 90,3 83,6 6,0
TCS 84,3 90,1 92,6 89,0 4,3
TEO 74,4 87,6 77,7 79,9 6,9
VEN 105,4 95,3 102,9 101,2 5,3
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Tabela 36. Limite de Detecgéo e Quantificagdo do Método Completo

Analito LOD LOQ
(ng L) (ng L)

ACT 1,61-2,20 4,89 - 6,67
AMT 0,16 - 0,70 0,48 -2,12
ATN 0,76 - 1,31 2,31-3,98
ATZ 0,66 - 1,28 2,01 - 3,87
BPA 0,48 - 0,90 1,44 - 2,73
BUP 0,10 - 0,20 0,30 - 0,60
BZF 0,84-1,81 2,54-549
CAF 0,73-1,05 2,20 - 3,20
CFB 0,25-0,35 0,76 - 1,06
CFX 1,09 - 1,88 3,30 - 5,69
CMz 0,90-1,75 2,73-5.31
COT 1,04 -2,01 3,14 - 6,08
CPX 1,03-1,75 3,11-5.31
DAP 0,34-0,44 1,02-1,34
DEET 0,78 -2,31 2,31-5,93
DFN 1,33-2,35 4,02-7,11
El 0,33-0,52 0,98 - 1,58
E2 0,51-0,92 1,55 -2,80
E3 0,63 -1,00 1,89 - 3,03
EE2 1,16 - 1,48 3,52-4,49
ETM 0,75-1,34 2,27 - 4,05
GFB 0,06 - 0,13 0,19 - 0,40
HCT 0,71-1,39 2,16 -4,21
IBU 1,30 - 2,68 3,94-8,11
MEF 0,16 - 0,29 0,49 - 0,88
NGT 2,43-4,72 7,35-14,32
NIC 0,29 - 0,49 0,87 - 1,47
NOR 0,20 - 0,37 0,61-1,11
NPX 0,18 - 0,26 0,53-0,79
OH-COT 1,64 - 2,88 4,96 - 8,72
PXT 0,66 - 0,96 2,01-2,92
SMX 0,35-0,70 1,06 - 2,11
TCS 0,64-1,14 1,93 - 3,46
TEO 2,46 - 3,10 7,46 - 9,40
VEN 0,19 - 0,36 0,57 - 1,08
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Os valores obtidos para os limites de detec¢cdo do método completo sédo cerca
de 1000 vezes inferiores aos limites de deteccao e quantificacdo do instrumento, pois
a amostra é reduzida de um volume de 1000 mL para 1 mL. Os limites se mostraram
adequados para analise de amostras de agua para consumo humano, uma vez que
para varios analitos sdo esperadas concentracGes na faixa de ng L. Ou seja, os
valores de LOD e LOQ sdo compativeis com as concentragcbes dos analitos
comumente encontrados nestas amostras segundo a literatura (Ferrer and Thurman,
2013).

3.5.6 Analise de amostras de agua para consumo humano

Apés a validacdo do método analitico para quantificacdo de 35 analitos, 0 mesmo
foi aplicado para analise de amostras para consumo humano coletadas no DF. Foram
realizadas duas campanhas amostrais. A primeira campanha foi realizada no més de
setembro de 2017, no fim do periodo de estiagem, enquanto que a segunda ocorreu
no més de janeiro de 2018, durante o periodo chuvoso. Na Figura 22 é apresentada
a distribuicdo mensal das chuvas no DF em 2017/2018 e a indicacdo dos meses de
coleta das amostras.
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Figura 22. Chuva acumulada (mensal) no Distrito Federal entre janeiro de 2017 e fevereiro de
2018 e a indicacao dos meses de coleta das amostras.
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Considerando que, para cada amostra coletada nos sete pontos amostrais foram
utilizados trés cartuchos (para a extracado em diferentes pH), um total de 42 cartuchos
foram consumidos nas duas amostras. Ao optar pela quantificacdo por adicdo de
padrdo, onde cada um dos 42 extratos foi dividido em cinco aliquotas para fins de
construcdo das curvas analiticas, um total de 210 sub-extratos foram analisados
individualmente nas duas polaridades da fonte de ionizagdo por eletronebulizac&o
(positiva e negativa), totalizando 420 corridas cromatograficas sem contar as injecoes
cromatografica das solucdes controle (brancos) e de calibracdo. Ao final das analises,
foram gerados mais de 7000 cromatogramas em cerca de 120 horas de operacédo do
sistema LC-MS/MS(Q-TOF). A Figura 23 mostra uma curva analitica de adicdo de

padrao tipica (neste caso para o DEET) obtida durante a analise das amostras.
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Figura 23. Curva analitica com adi¢cdo de padréo para quantificagdo de DEET. Amostra da
ETA Lago Norte.

Neste trabalho as recuperagbes mostradas na Tabela 35 foram utilizadas para
corrigir as concentracdes determinadas nas amostras, mostradas nas Tabelas 37 e
38.
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Tabela 37. Resultados obtidos na primeira campanha de coleta (setembro de 2017). Dados em (ng L)

Analito Ceilandia Asa Norte Brazlandia ETA Lago Norte Sobradinho B‘]Oa,:radniiTo S&8o Sebastido
ACT N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
AMT N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
ATN 3,32+ 0,06 2,47 +£0,23 N.D. 3,07 £ 0,08 N.D. N.D. N.D.
ATZ 4,43 + 0,05 <LOQ <LOQ 41+0,1 N.D. N.D. <LOQ
BPA 2,7+0,1 3,76 = 0,07 3,38 £ 0,06 6,19 £ 0,12 2,48 £ 0,06 22+0,1 2,35+0,19
BUP N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
BZF N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
CAF 5,40 £ 0,04 4,62 + 0,07 5,09 £ 0,09 5,64 £0,12 <LOQ 75+0,2 2,95+0,07
CFB N.D. N.D. N.D. 3,81 +0,20 N.D. N.D. 4,23 + 0,07
CFX N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
CMZ 5,85+0,12 <LOQ 5,18 £ 0,14 5,06 £ 0,10 N.D. N.D. 2,25+0,05
COT N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
CPX <LOQ N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
DAP N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
DEET 8,08 = 0,06 2,58 +£0,03 2,75 £ 0,02 21,98 +0,14 <LOQ 44+0,1 3,27 £ 0,04
DFN N.D. N.D. N.D. 6,03 £ 0,07 N.D. N.D. N.D.

El <LOQ <LOQ 1,20 £ 0,09 535+0,14 N.D. N.D. N.D.
E2 N.D. N.D. N.D. 3,71 £ 0,08 N.D. N.D. N.D.
E3 N.D. N.D. <LOQ 5,63+ 0,15 N.D. N.D. N.D.

119



Capitulo 3. Micropoluentes Emergentes na Agua para Consumo Humano do DF

Analito Ceilandia Asa Norte Brazlandia ETA Lago Norte Sobradinho B\Z)a':ré\iiirzo S&o Sebastido
EE2 N.D. N.D. N.D. 4,47 + 0,07 N.D. N.D. N.D.
ETM N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
GFB N.D. N.D. N.D. 4,47 +0,11 N.D. N.D. N.D.
HCT N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
IBU 4,61 + 0,05 N.D. N.D. 48+0,1 N.D. N.D. N.D.
MEF 8,03 £ 0,08 1,64 + 0,06 5,93+0,11 534+0,11 4,68 + 0,15 N.D. N.D.
NGT N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
NIC 7,33+£0,15 2,59+0,05 N.D. 3,06 £0,12 N.D. N.D. 1,38+ 0,38
NOR N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
NPX N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

OH-COT N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
PXT 2,48 £ 0,06 3,68 + 0,05 21+0,1 5,0+£0,2 N.D. 3,26 £ 0,12 <LOQ
SMX 2,48 £0,11 2,75+£0,12 N.D. 40+0,1 N.D. N.D. N.D.
TCS 2,09 + 0,07 N.D. N.D. 2,63 +0,09 N.D. <LOQ <LOQ
TEO N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
VEN N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

N.D.- Nao Detectado; LOQ, Limite de Quantificacéo.
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Tabela 38. Resultados obtidos na segunda campanha de coleta (Janeiro de 2018). Dados em (ng L™?)

Analito Ceilandia Asa Norte Brazlandia ETA Lago Norte Sobradinho B‘]Oa,:radniiTo Sao Sebastido
ACT N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
AMT N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
ATN 21+0,1 <LOQ N.D. 4,06 +0,12 N.D. N.D. N.D.
ATZ 6,21 £ 0,23 3,45 £ 0,06 4,13+0,11 7,72 £ 0,30 <LOQ <LOQ <LOQ
BPA 2,15+ 0,09 3,1+0,1 <LOQ 5,45+ 0,17 <LOQ <LOQ <LOQ
BUP N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
BZF N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
CAF 6,6+0,1 5,31+ 0,04 2,76 £ 0,08 7,82 £0,12 <LOQ 22+0,1 2,62+0,11
CFB 2,34+£0,11, N.D. N.D. 24+0,1 N.D. N.D. N.D.
CFX N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
CMZ 45+0,5 <LOQ <LOQ 6,41 +0,14 N.D. N.D. <LOQ
CoT N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
CPX N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
DAP N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
DEET 6,4+0,1 3,2+0,1 1,23 £ 0,07 18,49 £ 0,17 <LOQ 2,17 £ 0,03 <LOQ
DFN N.D. N.D. N.D. 4,21 +0,12 N.D. N.D. N.D.

E1l N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
E2 N.D. N.D. N.D. N,D N.D. N.D. N.D.
E3 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
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Analito Ceilandia Asa Norte Brazlandia ETA Lago Norte Sobradinho B\Z)a':ré\iiirzo Sao Sebastido
EE2 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
ETM N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
GFB N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
HCT N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
IBU <LOQ N.D. N.D. 4,02+0,12 N.D. N.D. N.D.
MEF 42+0,1 <LOQ 2,12 + 0,09 8,26 £ 0,15 N.D. N.D. N.D.
NGT N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
NIC 5,93+0,12 1,1+0,1 N.D. 40+ 0,1 N.D. N.D. <LOQ
NOR N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
NPX N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

OH-COT N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
PXT 21+ 0,1 <LOQ N.D. 3,2+ 0,2 N.D. <LOQ N,D
SMX 3,2%£0,2 <LOQ N.D. 5,02+0,14 N.D. N.D. N.D.
TCS N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
TEO N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
VEN N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

N.D.- Nao Detectado; LOQ, Limite de Quantificacéo.
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Em todas as amostras investigadas neste trabalho foi detectado, ao menos um
micropoluente emergente. Na amostra proveniente de sobradinho, obtida na segunda
campanha amostral, foram detectados 4 analitos, porém nenhum com concentracao
acima do limite de quantificacdo. Dos 35 analitos avaliados, 20 foram detectados em
pelo menos uma amostra, evidenciando que 57% dos micropoluentes emergentes
foram detectados neste trabalho. A Figura 24 mostra a frequéncia de deteccdo dos

micropoluentes emergentes investigados neste trabalho.
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Figura 24. Frequéncia de detecgdo dos micropoluentes emergentes investigados neste
trabalho (n=14).

Nota-se pela Figura 24 que a CAF, BPA e o DEET foram detectados em todas
as 14 amostras. A ATZ foi detectada em 86%, seguida da CMZ e PXT (71%), do MEF
(64%), da NIC (57%), do ATN e do SMX (43%). Farmacos vendidos sem receita
médica e que apresentam niveis elevados de concentracdo em aguas superficiais
brasileiras (Sodré, 2018), tais como IBU e DFN, apresentaram baixas frequéncias de
deteccgdo, ou seja, de 29 e 14%, respectivamente. ACT e NPX, também amplamente
consumidos e vendidos sem receita médica, ndo foram detectados em nenhuma
amostra.
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O CFB e o TCS foram detectados em quatro amostras (29%), enquanto que a
CPX e 0 GFB em apenas uma amostra. Dentre os hormaonios investigados, a E1 foi o
micropoluente mais frequente, em 36% das amostras, seguido do E3 e do E2, ambos
encontrados em 14% das amostras e do EE2 (7%).

Assim como o ACT e o NPX, outras 13 substancias ndo foram detectadas nas
amostras, a saber, AMT, BZF, BUP, CFX, COT, DAP, ETM, HCT, NGT, NOR, TEO,
OH-COT e VEN.

Dentre os micropoluentes que apresentaram valores numericos positivos, ou
seja, acima de LOQ, foi possivel observar concentracdes variando entre 1,20 e 21,98
ng L, sendo a menor concentracdo encontrada para E1 e o nivel mais elevado
reportado para o DEET.

Dentre as substancias investigados, a CAF apresentou concentracdes na faixa
entre 2,2 a 7,82 ng L. Por ser amplamente usada no dia-dia, ndo apenas em
farmacos, mas também em bebidas e outros bens de consumo, € uma boa indicadora
de atividade antrépica ja que apresentou resultados consistentes nas amostras,
variando em uma faixa bastante restrita de concentracdo, mesmo sendo quantificada
em todas as amostras investigadas. Os resultados encontrados sao similares aos
reportados em estudos anteriores com aguas para consumo humano do DF (Machado
et al., 2016; Sodré et al., 2017). Nestes trabalhos as concentracdes de CAF variaram
na faixa entre 3,0 e 38,0 ng L1 com concentracdo média de 13,25 ng L* e
concentracdo mediana de 11 ng L. Conforme esperado, as concentracdes de CAF
nas amostras sdo inferiores a média brasileira de 146 ng L* considerando os
resultados compilados por Canela e colaboradores (2014) em amostras de 22 captais
brasileiras.

As concentracBes de CAF mostradas no Capitulo 2 desta Tese, obtidas em
amostradas coletadas no ano de 2016, apresentaram um valor meédio de
13 £ 2 ng L, ou seja, proximo aos valores obtidos em 2017 e 2018 e dentro da faixa
de concentracdo reportada nos demais trabalhos disponiveis na literatura.

As concentracfes de CAF obtidas neste trabalho também s&o compativeis com
as observadas em outros trabalhos reportados na literatura. Stackelberg e
colaboradores (2007) encontraram concentragdes na faixa de 15 ng L, no estado de
Nova Jersey nos EUA, enquanto que Leung e colaboradores (2013), reportaram um

valor médio de 24,4 ng L para a CAF em amostras de dgua para consumo humano
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coletadas em 13 cidades na China. Valores tdo baixos quanto os reportados neste
trabalho foram reportados por Gaffney e colaboradores (2015) em Lisboa, Portugal
(4,02 ng L) e Riva e colaboradores (2018) em Mildo (3,60 ng L1), na Italia.

A PXT, principal metabodlito da CAF, foi encontrada sob concentracdes que
variaram entre 2,1 e 5,0 ng L*. No corpo humano cerca de 10% da CAF é excretada
sem sofrer metabolizacdo sendo que os dentre os 90% metabolizados, 84% consiste
de PXT, 12% de TEO e 4% de teofilina (Thorn et al., 2012). Estas substancias tambéem
podem sofrer novas desmetilagdes resultando nos metabdlitos e formar 1-MX, 3-MX
e 7-MX, além de acidos metildricos. Sendo a PXT o metabdlito mais abundante da
CAF, é esperado que se observe a presenca dessa substancia em ambientes
aguaticos e, por consequéncia, na agua para consumo humano. No melhor de nosso
conhecimento, os dados mostrados nesta Tese sdo 0s primeiros envolvendo a
presenca de PXT em &guas para consumo humano. Embora Riva e colaboradores
(2018) tenham investigado sua presenca na agua para consumo humano na cidade
de Mildo na lItalia, ndo foram reportados valores positivos. Castiglioni e colaboradores
(2018) reportaram valores de concentracfes de PXT em aguas superficiais na faixa
de 105 a 367 ng L.

A CMZ é uma substancia quimicamente estavel, que costuma resistir aos
processos de tratamento utilizados tanto em ETE quanto em ETA, servindo também
como um indicadora de atividade antropica (Clara et al., 2004). As concentracdes
encontradas nas amostras variaram de 2,25 a 6,41 ng L* e sdo compativeis com os
resultados reportados por Stackelberg e colaboradores (2007) que reportaram
concentragdes médias de 29 ng L no estado de Nova Jersey nos EUA. Benotti e
colaboradores (2009b), reportaram concentracdes médias de 6 ng L também nos
EUA, Gaffney e colaboradores (2015) reportaram concentracfes médias de
1,90 ng L' em Lisboa, Portugal, Simazaki e colaboradores (2015) reportaram
concentragcbes médias de 16 ng L' no Japdo, e Riva e colaboradores (2018)
reportaram concentracdes médias de 7,61 ng L na cidade de Mildo na Italia.

No grupo dos anti-inflamatoérios nao esteroidais (AINE), foram detectados trés
substancias dentre os AINE mais utilizados no mundo: MEF, IBU e DFN (Vergili,
2013).

O MEF é um farmaco usado para tratar dores, porém também prescrito como

uma droga antipirética. Neste trabalho, as concentragfes variaram de 1,64 a 8,26 ng
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L-1. Novamente, no melhor de nosso conhecimento, os dados aqui mostrados séo os
primeiros envolvendo esta substancia em aguas para consumo humano. Entretanto,
ha trabalhos na literatura que mostram a presenca de MEF em aguas superficiais sob
concentragdes na faixa de ng L (Peng et al., 2017).

As concentragdes de IBU variaram de 4,02 a 4,8 ng L'! enquanto que DFN foi
detectado nas duas amostras coletadas na ETA Lago Norte nas concentrages de
4,21 e 6,03 ng L. Os resultados obtidos neste trabalho foram similares ao reportado
por Simazaki e colaboradores (2015) que encontraram concentracdes médias de 6 e
16 ng L? de IBU e DFN, respectivamente, em amostras de agua para consumo
humano no Japao. Gaffney e colaboradores (2015) reportaram concentracoes de 21
ng L para IBU e 11 ng L para DFN em agua para consumo humano de Lisboa,
Portugal.

O ATN foi encontrado na faixa de 2,1 a 4,06 ng L. Os resultados obtidos neste
trabalho séo similares com resultados reportados por Benotti e colaboradores (2009b),
que reportaram concentracdes médias de 1,2 ng L' em amostras de agua para
consumo humano nos EUA. Huerta-fontela e colaboradores (2010) reportaram
concentragdes médias de 10 ng L* na Espanha, Vulliet e colaboradores (2011),
reportaram valores que variaram de 0,5 a 2,0 ng L?! na Franca, Gaffney e
colaboradores (2015) reportaram valores médios de 0,21 ng L* em Lisboa, Portugal
e Troger e colaboradores (2018), reportaram concentracdes médias de 0,20 ng L't em
agua para consumo humano da Suécia.

Dentre os cinco antibidticos investigados apenas SMX foi encontrado em niveis
de concentracdo acima de LOQ, na faixa de 1,02 a 5,02 ng L**. E um dos farmacos
mais investigados na agua para consumo humano ao redor do mundo. Leung e
colaboradores (2013), reportaram valores médios de 10 ng L' em amostras de agua
para consumo humano de 13 cidades na China. Vulliet e colaboradores (2011)
reportaram valores médios de 0,8 ng L™* na Franca. E Gaffney e colaboradores (2015)
reportaram valores maximos de 1,6 ng Lt em aguas para consumo humano de Lisboa,
Portugal.

Quatro hormoénios foram quantificados neste trabalho, todos durante a primeira
campanha amostral e a maioria proveniente da amostra coletada na ETA emergencial

do Lago Norte, que iniciou em outubro de 2017 a captacao de 4guas do Lago Paranoa.
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O EE2 foi quantificado somente na ETA Lago Norte, na concentracdo de
4,47 ng L1. O E3 foi detectado em duas amostras, ETA Lago Norte e Brazlandia,
sendo quantificado somente na primeira, onde a concentracdo determinada foi de
5,63 ng Lt. O E2 foi quantificado na amostra da ETA Lago Norte na concentragéo de
3,71 ng L. A E1 foi detectada em quatro amostras (Ceilandia, Asa Norte, Brazlandia
e ETA Lago Norte), mas quantificada somente em duas, a amostra de Brazlandia que
apresentou concentragdo de 1,2 ng L' e a amostra da ETA Lago Norte que
apresentou concentracgédo de 5,35 ng L.

As concentracdes observadas na primeira campanha para este conjunto de
hormonios variaram de 1,2 a 5,63 ng L™1. Concentracdes maximas de 0,01 ng L para
0 E2 e 1,7 ng L para E1 em agua para consumo humano foram reportadas por Fan
e colaboradores (2013) em trabalho realizado nas 31 maiores cidades da China. Neste
mesmo trabalho o E2 foi detectado em 31 amostras e a E1 detectada em 53 amostras
de um total de 62 (Fan et al., 2013).

Dentre os reguladores lipidicos, foram detectados e quantificados o CFB e o
GFB. O CFB foi encontrado em concentracdes que variaram de 2,34 a 4,23 ng L.
Riva e colaboradores (2018), reportam concentracdes médias de 1,05 ng L' de CFB
em agua para consumo humano na cidade de Mildo na Italia. Heberer e colaboradores
(1997) reportaram concentracdo de 270 ng L para CFB em &gua para consumo
humano em Berlin, na Alemanha.

O GFB foi detectado na amostra da ETA Lago Norte na primeira campanha de
coleta, apresentando concentracdo de 4,47 ng L1. Gaffney e colaboradores (2015)
reportaram valores de 18 ng L para esta substancia em amostras de agua para
consumo humano de Lisboa, Portugal.

Em relacdo aos contaminantes emergentes de outras classes, quatro analitos
foram detectados e quantificados nas amostras avaliadas, sendo eles, o DEET, o
BPA, a ATZ e o TCS. O DEET, muito utilizado em repelentes de inseto, apresentou
as maiores concentragdes nas amostras analisadas, variando de 1,22 a 21,98 ng L.
Isso pode ser explicado aos surtos de dengue e febre amarela provocados pelo
mosquito Aedes aegypt. Devido a isso, uma hipétese possivel € que tenha ocorrido
um maior consumo deste tipo de produto, aumentando as concentragdes no esgoto,
em corpos aquaticos e, possivelmente, na agua para consumo humano, visto que

Sodré e colaboradores (2017) ndo reportaram a presenca deste micropoluente em
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amostras analisadas no ano de 2012. Lee e colaboradores (2004) reportaram
concentracdes de 61 ng Lt em dgua para consumo humano no estado de Minessota
nos EUA. Stackelberg e colaboradores (2007) reportaram frequéncia de deteccéo de
100% em 12 amostras analisadas no estado de Nova Jersey nos EUA, com
concentracdo maxima obtida de 9,7 ng L. Benotti e colaboradores (2009b), também
nos EUA, reportaram a presenca de DEET em agua para consumo humano na
concentracdo média de 63 ng L.

Embora as campanhas para reducéo do uso de BPA tenham ganhado forca nos
altimos anos, o0 que levou a proibicdo pela Anvisa do uso dessa substancia em
mamadeiras no Brasil, muitos produtos ainda a contém, o que pode explicar a alta
frequéncia de deteccéo (100%) dessa substancia nas aguas para consumo humano
do DF. As concentracGes determinadas variaram de 1,32 a 6,19 ng L%, sendo que a
concentragdo mais alta foi encontrada na amostra da ETA Lago Norte.

Stackelberg e colaboradores (2007) reportaram concentracdes médias de 26 ng
Lt em agua para consumo humano no estado de Nova Jersey nos EUA. Benotti e
colaboradores (2009b) reportaram concentracdes médias de 25 ng Lt também nos
EUA. Riva e colaboradores (2018) reportaram concentracdes médias de 23,10 ng L™
na cidade de Milao na Italia, sendo que em uma das amostras a concentracao de BPA
encontrada foi de 683 ng L.

A ATZ é utilizada como herbicida seletivo pré e pds-emergéncia para o controle
de ervas daninhas em aspargos, milho, sorgo, cana-de-acglcar e abacaxi. Também é
utilizado na silvicultura e no controle de ervas néo seletivas em areas néo cultivadas.
Sabe-se que no DF ha grande producao agricola nas regides administrativas. Na parte
central, muito arborizada, ha também a utilizacdo desse herbicida, o que pode explicar
a alta frequéncia (84%) dessa substancia. As concentracfes encontradas de ATZ
variaram de 3,45 a 7,72 ng L. Os resultados apresentados neste trabalho, sdo
compativeis com os encontrados por Machado e colaboradores (2016) que reportaram
frequéncia de detecgéo de 75% da ATZ em amostras de aguas para consumo humano
de 22 capitais brasileiras. Nas amostras do DF, foram reportadas concentracdes entre
3 e 5 ng L2 Sodré e colaboradores (2017) reportaram concentracdes entre 2 e
3,3 ng L'* em amostras de agua para consumo no DF. Em outro estudo no Brasil,

Montagner e colaboradores (2014) reportaram frequéncia de detecc¢édo de 50% de ATZ
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em 18 amostras de 4gua para consumo humano no Estado de S&o Paulo, e
concentracdo média de 26 ng L.

Em relacdo ao TCS, este bactericida foi detectado em quatro amostras, sendo
gue somente em duas delas foi possivel quantifica-lo com o método utilizado neste
trabalho. As concentracdes variaram de 2,06 a 2,61 ng L. Esta substancia é de
grande interesse por ser um interferente enddcrino (Olaniyan et al., 2016). Na
literatura, segundo review publicado por Olaniyan e colaboradores (2016), o TCS ja
foi encontrado em concentracdes que variaram de 6 a 60 ng L't em amostras de agua
para consumo humano.

Na Tabela 39 estdo sumarizadas as informacdes acerca da ocorréncia das

substancias quantificadas neste trabalho e em diferentes paises.

Tabela 39. Ocorréncia de micropoluentes emergentes em agua para consumo humano em

diferentes paises.

Concentracéo

Substancia 1 Pais Referéncia
(ng L)
Psicoestimulantes
Cafeina 2,2-7,8 Brasil Este trabalho
3-38 Brasil Machado et al., 2016; Sodré et
al., 2017
15 EUA Stackelberg et al., 2007
24,4 China Leung et al., 2013
4,02 Portugal Gaffney et., 2015
3,60 Italia Riva et al., 2018
Paranxantina 2,1-5,0 Brasil Este trabalho
n.d. Italia Riva et al., 2018
Anti-epilético
Carbamazepina 2,25-6,41 Brasil Este Trabalho
29 EUA Stackelberg et al., 2007
6 EUA Benotti et al., 2009b
1,90 Portugal Gaffney et., 2015
16 Japéo Simazaki et al., 2015
7,61 Italia Riva et al., 2018
Anti-inflamatérios
Acido Mefenamico 1,64-8,26 Brasil Este Trabalho
Ibuprofeno 4,02-4,8 Brasil Este Trabalho
6 Japéo Simazaki et al., 2015
21 Portugal Gaffney et al., 2015

129



Capitulo 3. Micropoluentes Emergentes na Agua para Consumo Humano do DF

Substancia Concentfflgao Pais Referéncia
(ng L)
Diclofenaco Sédico 4,21-6,03 Este Trabalho
16 Simazaki et al., 2015
11 Portugal Gaffney et al., 2015
Betabloqueadores
Atenolol 2,1-4,06 Brasil Este trabalho
1,2 EUA Benotti et al., 2009b
10 Espanha Huerta-fontela et al., 2010
0,5-2,0 Franca Vulliet et al., 2011
0,21 Portugal Gaffney et al., 2015
0,20 Suécia Troger et al., 2018
Antibioticos
Sulfametoxazol 1,02-5,02 Brasil Este Trabalho
10 China Leung et al., 2013
0,8 Franca Vulliet et al., 2011
1,6 Portugal Gaffney et al., 2015
Hormonios
17a-etinilestradiol 4,47 Brasil Este trabalho
Estriol 5,63 Brasil Este trabalho
17B-estradiol 3,71 Brasil Este trabalho
0,01 China Fan et al., 2013
Estrona 1,2-5,35 Brasil Este trabalho
1,7 China Fan et al., 2013
Reguladores Lipidicos
Acido Clofibrico 2,34-4,23 Brasil Este trabalho
1,05 Italia Riva et al., 2018
270 Alemanha Heberer et al., 1997
Gemfibrozil 4. 47 Brasil Este trabalho
18 Portugal Gaffney et al., 2015
Produtos de Higiene
Pessoal
DEET 1,22-21,98 Brasil Este trabalho
61 EUA Lee et al., 2004
9,7 EUA Stackelberg et al., 2007
63 EUA Benotti et al., 2009b
Triclosan 2,06-2,61 Brasil Este trabalho
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Substancia Concentfflgao Pais Referéncia
(ng L)
6-60 Varios Paises Olaniyan et al., 2016
Plastificante
Bisfenol A 1,32-6,19 Brasil Este trabalho
26 EUA Stackelberg et al., 2007
25 EUA Benotti et al., 2009b
23,10 Italia Riva et al., 2018
Herbicida
Atrazina 3,45-7,72 Brasil Este trabalho
3-5 Brasil Machado et al., 2016
2-3,3 Brasil Sodré et al., 2017
26 Brasil Montagner et al., 2014

Nota-se, pelos dados das Tabelas 37 e 38 que a amostra obtida da ETA Lago
Norte apresentou a maior quantidade de diferentes analitos, totalizando 18 dos 35
micropoluentes emergentes avaliados. Este resultado era esperado uma vez que a
ETA Lago Norte retira 4gua para tratamento do Lago Paranoa. O Lago Paranoa por
sua vez, recebe os efluentes de duas ETE localizadas na parte norte e sul, além de
receber as cargas de aguas pluviais, e outras possiveis fontes pontuais de
recebimento de contaminantes, como por exemplo fossas sépticas ilegais que
desaguam no Lago.

E importante mencionar que, o ponto de retirada de agua do lago para a ETA
Lago Norte esta localizado no braco do Torto, regido do lago que recebe as aguas do
Ribeirdo do Torto. Essa regido do lago é distante do local de aporte de efluentes das
ETE Norte e Sul. O local, segundo a Caesb, foi escolhido pela boa qualidade da 4gua,
que ja havia sido testada nos estudos para implementacdo do sistema definitivo de
captacdo no Lago Paranoa (Caesb, 2009), no entanto a presenca de micropoluentes
emergentes nas amostras da ETA Lago Norte, pode ser um indicativo de outras fontes
de contaminacao que podem estar presentes nesse braco do lago.

Na amostra coletada em Ceilandia, foram encontradas 13 substancias, enquanto
gue na amostra coletada na Asa Norte, foram encontradas 10. Nas amostras
coletadas em Brazlandia e Sdo Sebastido foram encontradas 8 substancias e nas

amostras coletadas no Lago Sul e em Sobradinho foram encontradas 4 substancias.
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A amostra coletada em Ceilandia referente a ETA do Descoberto foi a segunda
gue mais apresentou substancias diferentes, apresentando a ocorréncia de 13 dos
substancias avaliadas. Segundo Cavalcanti (2017) o Lago Descoberto sofre de alguns
problemas, tais como:

e Adensamento populacional na bacia, considerando o crescimento de
condominios e das cidades de Brazlandia, Incra 8, Ceilandia, Aguas
Lindas de Goiés, e Ouro Verde;

e Invasfes de terra em area de preservacdo permanente (APP), onde h&a
vegetacdo com potencial para permitir a transferéncia de contaminantes
para o lencol freatico

e Agricultura em grande escala com uso de agroquimicos cujos efluentes
podem causar contaminacéao, principalmente em um cenario de deplecéo
do reservatério, onde a capacidade de diluicdo € reduzida;

Devido aos problemas descritos, o Lago Descoberto, que € o mais utilizado para
fornecimento de agua tratada no DF esté sujeito a grande contaminacéo, refletida nos
resultados apresentados.

A amostra coletada na Asa Norte referente a ETA Brasilia, que recebe agua de
trés mananciais, sendo eles: Reservatorio Santa Maria, ribeirdo Bananal e ribeirdo do
Torto, sofrem dos mesmos problemas descritos para o Lago Descoberto. Embora
esteja em uma reserva de protecdo ambiental, a proximidade com a cidade Estrutural
e o depdsito de lixo ali presente pode permitir a contaminacdo destes corpos aquatico.
E importante mencionar que na 12 campanha de coleta, realizada em setembro de
2017, a ETA Brasilia captava agua dos Reservatorios Santa Maria e do ribeirdo do
torto, enquanto que na 22 campanha de coleta, realizada em janeiro de 2018, a ETA
captava agua dos ribeirbes do Torto e Bananal.

As amostras referentes as outras ETA apresentaram menos contaminantes,
possivelmente pelo fato das respectivas fontes de captacdo de agua serem
constituidas de pocos subterraneos, onde a pressao antropogénica é baixa resultando
em menor contaminacao.

Com relacéo a variacao das concentracdes das substancias investigadas devido
a sazonalidade, ndo foi possivel estabelecer padrbes e perceber diferencas
significativas entre as campanhas. De forma que n&o é possivel avaliar variacdes

sazonais com este universo de amostra, necessitando, portanto, uma quantidade
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maior de campanhas e dados para uma avaliacdo estatistica completa, incluindo
outros aspectos que pode influenciar nos resultados obtidos, como por exemplo, uma

avaliacdo acerca da eficiéncia do tratamento de agua.

3.5.7 Avaliacao de Risco

Para a avaliagdo de risco foram considerados apenas o0s resultados
considerados positivos, ou seja, aqueles reportados acima dos valores de LOQ. A

Figura 25 mostra a frequéncia de quantificacdo dos micropoluentes investigados neste
trabalho.
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Figura 25. Frequéncia de quantificacdo dos analitos investigados neste trabalho.

Foram quantificados 19 analitos, em um total de 94 resultados positivos. A
analise do Quociente de Risco baseou-se na classificacdo proposta por Komori e
colaboradores (2013), onde os valores inferiores a 0,1 indicam auséncia de risco,
enquanto que os indices entre 0,1 e 1 sdo classificados como "necessidades de mais
estudos". Quocientes de risco com valores maiores ou iguais a 1 sdo aqueles que
apresentam risco.
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O quociente de risco ambiental (QR...,) pode ser calculado utilizando a equacéo

18.
QR =gz (19)
O quociente de risco humano (QRy,») pode ser calculado utilizando a equacéo
19.
ORnim = i (19)

onde CM é concentracdo medida do analito em agua para consumo humano,

conforme dados apresentados nas Tabelas 37 e 38.

3.5.7.1 Avaliacado de risco ambiental

A avaliagdo de risco ambiental foi feita calculando-se o Quociente de Risco
ambiental (QR,,,p) cOmM base na razdo PEC/PNEC. Para obter o valor de PEC, foram
utilizados os dados obtidos para as concentracdes das substancias nas amostras de
agua para consumo humano. Considerou-se um fator de remocédo de 0% destas
substancias nas ETA, desta maneira a concentragao obtida para a substancia na agua
para consumo humano, foi considerada a concentragdo ambiental prevista (PEC) no
manancial, ou seja, a concentracdo minima encontrada no corpo aquatico.

O QRymp foi calculado considerando o valor de PNEC mais restritivo encontrado
na literatura para cada contaminante investigado (Tabela 40).

Para a avaliacdo do risco ambiental, todos os analitos quantificados foram

avaliados, os resultados estdo compilados na Figura 26.

Tabela 40. Valores de PNEC utilizados para o calculo de risco ambiental

Analito PNEC Referéncia PNEC
(ng L)

ATN 77000 (Minguez et al., 2016)
ATZ 44 (Zheng et al., 2017)
BPA 60 (You et al., 2015)
CAF 720 (Gheorghe et al., 2016)
CFB 4200 (Tauxe-Wuersch et al., 2005)
CMZ 400 (Gheorghe et al., 2016)

134



Capitulo 3.

Micropoluentes Emergentes na Agua para Consumo Humano do DF

) PNEC o
Analito Referéncia PNEC
(ng L™)
DEET 5200 (You et al., 2015)
DEN 50 (Bouissou-Schurtz et al., 2014)
E1l 18 (Lin et al., 2008)
E2 0,87 (Vestel et al., 2016)
E3 0,8 (Lin et al., 2008)
EE2 0,035 (Vestel et al., 2016)
GFB 7000 (Minguez et al., 2016)
IBU 10 (Bouissou-Schurtz et al., 2014)
MEE 430 (Tauxe-Wuersch et al., 2005)
NIC 2400 (Valcércel et al., 2011)
PXT 100000 (Valcarcel et al., 2011)
SMX 200 (Vestel et al., 2016)
TCS 100 (You et al., 2015)
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Figura 26. Avaliagdo de risco ambiental segundo dados obtidos de QR ,,,;, para cada analito

guantificado.

Observa-se na Figura 26 que dentre os 94 valores reportados acima de LOQ

para todas as substancias investigadas, 84 apresentam QR,,, menor que 0,1,
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indicando auséncia de risco. Seis apresentam QR,,, entre 0,1 e 1, indicando a
necessidade de mais estudos, e quatro apresentaram risco, que requerem uma
avaliacao detalhada (QR 4> 1,0).

Todas as quatro ocorréncias com QRg,,, maiores que 1, se referem aos
hormoénios. Esses dados s&o especialmente preocupantes, pois 0 potencial
estrogénico destas substancias é consideravel, sendo fundamental uma analise mais
detalhada acerca da presenca destes micropoluentes (Kolpin et al., 2002). Sodré
(2018) apresenta uma compilacédo de resultados gerados no Brasil entre 1999 a 2017
sobre a presenca de micropoluentes emergentes em aguas superficiais, notadamente
produtos farmacéuticos e de higiene pessoal. Neste trabalho, Sodré (2018) apresenta
uma avaliacdo de risco ambiental no qual mostra que hormonios e antibioticos devem
ser priorizados para garantir o uso de agua para protecdo da vida aquatica. A maioria
dos QR,,, calculados para os horménios EE2, E2 e E3 sdo da ordem de 1000 a
10000.

As seis ocorréncias que apresentaram a necessidade de mais estudos referem-
se a quatro analitos (E3, BPA, ATZ e GFB). E3 e BPA possuem acao estrogénica
(Bittner et al., 2014). A ATZ pode ser degradar e formar metabdlitos que sdo toxicos e
persistentes no ambiente, o0s principais metabdlitos sdo a hidroxiatrazina e
dietilatrazina (Acero et al., 2000). Em ambientes aquéticos, a exposi¢cdo a ATZ pode
provocar a diminuicdo na quantidade de oxigénio dissolvido, devido a diminuicdo da
producado primaria (Graymore et al., 2001). Em um estudo de toxicidade do GFB em
ambientes aquaticos Zurita e colaboradores 2007 exploraram a resposta obtida para
diferentes espécies aquaticas, Vibrio fischeri (bactéria), Chlorella vulgaris (alga),
Daphnia magna (crustaceo) e Poeciliopsis lucida (peixe), e concluiram que o GFB foi
prejudicial, pois inibiu a proliferacdo da alga C. Vulgaris e diminuiu a bioluminescéncia
da bactéria Vibrio Fischeri, dentre outros efeitos.

3.5.7.2 Avaliacdo de risco a saude humana

O risco a saude humano foi avaliado calculando-se o Quociente de Risco
(QRpum) comparando as concentragdes obtidas das substéncias quimicas alvo na
agua potavel com um critério de qualidade da agua (VMP) calculado usando a

equacao:
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IDA X P X F
VMP = C (20)

onde IDA é a ingestdo diaria aceitavel, em mg kg?, F é o fator de alocacéo
considerando a porcentagem do contaminante ingerido através do consumo de agua,
P é o peso corporal e C € o consumo diario de agua. Os valores padrao para F (20%),
P (60 kg) e C (2 L) foram usados considerando o consumo de agua para um adulto de
acordo com as diretrizes para a qualidade da agua potavel. (WHO, 2011)

Os valores de QRy,., foram calculados utilizando os menores valores de VMP
propostos na literatura, caso o VMP nao estivesse disponivel, os mesmos foram
calculados a partir do menor valor de NOAEL encontrado na literatura, e calculando-

se o valor de IDA, usando a equacao:

NOAEL

IDA =
FI

(21)

onde FI corresponde ao fator de incerteza referente ao dado toxicolégico.

Das substancias quantificadas somente duas (DEET e MEF) ndo apresentaram,
no melhor de nosso conhecimento, valores de VMP descritos na literatura. Assim, para
o calculo de VMP destas substancias foram utilizados o menores valores de NOAEL
encontrados na literatura. O valor do fator de incerteza utilizado foi de 1000.

Os valores utilizados de VMP e NOAEL e respectivas referéncias estéo
apresentadas na Tabela 41.

Para a avaliacdo do risco a saude humana, todos os analitos quantificados foram
avaliados, os resultados estdo compilados na Figura 27.
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Tabela 41. Valores de VMP e NOAEL utilizados para o célculo de risco a saude humana

VMP Referéncia VMP, IDA
Analito Dados de NOAEL e FI?
(ng L) ou NOAEL

ATN 11000 i (Gaffney et al., 2015)
ATZ 3000 - (MDH, 2018)
BPA 2x10° i (MDH, 2018)
CAF 350 (Riva et al., 2018)
CFB 1,25x106 i (Riva et al., 2018)
CMZ 1520 (Gaffney et al., 2015)
DEET 1,5x108 NOAE,:L, i fgorgg ko (US EPA, 2004)
DEN 6700 (Gaffney et al., 2015)

El 350 (US EPA, 2016)

E2 0,9 (US EPA, 2016)

E3 350 (US EPA, 2016)
EE2 0,2 - (MDH, 2018)
GFB 5400 (Gaffney et al., 2015)
IBU 4,5x106 (Gaffney et al., 2015)
MEF 1,5x106 NOAE:_::150810g kg* (Pfizer, 2007)
NIC 2800 (Riva et al., 2018)
PXT* 350* -

SMX 1x106 (MDH, 2018)
TCS 5,0x10° (MDH, 2018)

2Dados utilizados no célculo de VMP, caso valores de VMP néo estivessem disponiveis.
*Metabolito CAF

Nao foram encontrados valores de IDA ou dados toxicolégicos para a PXT. Para
se realizar o célculo de QR;,,, para esta substancia, utilizou-se o valor de VMP da
CAF, visto que a PXT é o principal metabdlito. Este tipo de consideracédo pode ser
feita com ressalvas, uma vez que a toxicidade dos metabdlitos pode ser superior a

substancia base.
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Figura 27. Avaliacdo de risco a saude humana conforme resultados obtidos de QRp,,., para

cada analito investigado

De acordo com os dados obtidos na Figura 27, do total de 94 ocorréncias, 92
apresentaram auséncia de risco (QRpym < 0,1) e duas apresentaram risco
(QRpum > 1,0).

Para analise do risco a saude humana quanto a presenca do E2 e do EE2, Gnicos
analitos que apresentaram QRj,., acima de 1, foram avaliados outros valores de VMP
disponiveis na literatura para fins de comparacéo, uma vez que estes critérios podem
ser calculados a partir de diferentes dados toxicoldgicos e valores de IDA.

Segundo o Conselho de Protecdo ao Meio Ambiente da Australia, o VMP para o
E2 e para o EE2 sdo de 175 e 1,5 ng L™, respectivamente (Australia, 2008). Caldwell
e colaboradores (2010) reportam valores de IDA para E2 e EE2 de 0,02 e 0,007 ug
pessoa? dial, de onde podemos calcular os valores de VMP, 2 e 0,7 ng L. Floter e
colaboradores (2016) reportam valores de IDA de 0,05 ug kg? d* para o E2, o que
permite calcular um VMP de 300 ng L1. Lampard e colaboradores (2010) reportam
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valores de IDA para o EE2 de 0,003 ug pessoa dia?, obtendo-se um valor de VMP
de 0,3 ng L.

Compilando as avaliacbes de risco usando diferentes valores calculados e
obtidos para estas duas substancias € possivel proceder uma avaliacdo mais

detalhada do risco, conforme mostra a Figura 28.
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Figura 28. Avaliacdo de risco a saude humana para E2 e EE2 comparando-se diferentes

valores de VMP propostos para estas substancias.

De acordo com os resultados apresentados na Figura 28, observa-se que o EE2
apresentou risco a saude humana em qualquer critério de qualidade disponivel,
enguanto que a avaliacéo do risco do E2 depende do valor de referéncia utilizado.

Ambos os analitos foram quantificados na amostra da ETA Lago Norte, o que
indica a necessidade de uma avaliacdo aprofundada nas aguas do Lago Paranod e
na agua tratada a partir deste corpo aquatico. Silva (2015) reportou concentracdes de
591 ng L' de EE2 na saida dos efluentes das ETE localizadas no Lago Paranoa.
Evidentemente, os locais onde os efluentes das ETE sé&o introduzidos nas aguas do

Lago Paranoé& deverao ter concentracfes mais elevadas dessa substancia do que em
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outras areas mais distantes, onde a diluicéo e processos de autodepuracao reduziriam
os niveis de concentracdo. Uma hipotese para a ocorréncia dessas substancias em
agua para consumo humano, visto que a ETA Lago Norte retira agua do Lago Paranoa
em uma regido distante da introducdo dos efluentes das ETE, seria uma possivel
contaminacgao causada por uma fonte pontual perto da captacgao.

A maioria dos analitos avaliados apresentou concentragdes muito abaixo das
doses utilizadas para fins terapéuticos. Por exemplo, com uma dose terapéutica Unica
minima de CMZ de 100 mg, uma pessoa precisaria beber cerca de 16000 mil litros de
agua que contém a concentracdo maxima reportada de CMZ neste trabalho, ou seja,
6,41 ng L, para ingerir a dose terapéutica. Por outro lado, a dose terapéutica néo
deve ser o Unico critério para avaliacao de risco.

Até o momento, com 0s conhecimentos atuais, ndo ha evidéncias de que a
exposicdo a baixas concentracdes de produtos farmacéuticos, através da agua
tratada, prejudique a saude humana. No entanto, a maioria dos dados provém dos
estudos de toxicidade aguda para substancias farmacéuticas individuais e pouco se
sabe sobre potenciais efeitos na saude associados a ingestéo crbénica de longo prazo
de baixas concentracGes através da agua tratada (Schriks et al., 2010). Além disso,
estudos de avaliagdo de risco sobre o impacto a salde humana de produtos
farmacéuticos geralmente tém adultos saudaveis como populacdo alvo, mas néo
levam em consideracdo populacdes mais sensiveis, como criancas, mulheres
gravidas e feto, e pessoas alérgicas (Barcel6, 2012).

Embora o risco para a saude decorrente da exposicdo a produtos farmacéuticos
na agua para consumo humano pareca ser pequeno, € necessaria uma avaliacdo
mais aprofundada para compreender adequadamente esta questdo. Além disso, em
aguas urbanas existem outras substancias organicas em niveis traco, dentre os quais
uma variedade de subprodutos, que ocorrem concomitantemente. Assim, avaliar 0s
efeitos de uma mistura de produtos farmacéuticos, seus metabolitos e/ou produtos de
transformacdo presentes em &gua torna-se uma tarefa importante, mesmo que
desafiadora. Uma forma para avaliar o risco acumulado decorrente da presenca de
todos os analitos quantificados em amostras de agua para consumo humano é utilizar
a abordagem proposta por Riva et al., que consiste no somatério dos QR;,,,, para

calcular o indice de Risco (IR). (Riva et al., 2018)
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IR é calculado a partir dos QR,, individuais de todas as substancias
quantificadas em uma amostra, se o resultado for inferior a 1, o risco para a saude
humana resultante da co-exposicdo aos contaminantes emergentes nos niveis
medidos é considerado insignificante. Se o resultado for superior a 1, ndo significa um

risco imediato para a saude humana, mas indica uma avaliacdo de risco mais

detalhada para refinar o indice.
n
IR = QRyum, (22)
i=1

O célculo do IR nédo leva em consideracdo efeitos sinérgicos e antagdnicos
relacionados a presenca das diversas substancias em uma amostra, por iSSo esse
indice é considerado uma ferramenta para diagndstico inicial, ndo sendo
recomendado utiliza-lo para fins regulatorios. Os resultados calculados para o indice

de risco de cada amostra estéo apresentados na Figura 29.
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Figura 29. indice de Risco para cada amostra analisada neste trabalho

De acordo com os resultados apresentados na Figura 29, somente a amostra da

primeira campanha referente a ETA Lago Norte apresentou indice de risco superior a
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1, indicando a necessidade de pesquisas adicionais. Este resultado se deve
principalmente aos QRj,., dos hormdnios EE2 e E2 encontrados nessa amostra que
foram superiores a 1 conforme apresentado na Figura 27. E importante mencionar que

na 12 campanha de coleta ETA Lago Norte, estava em fase de pré-operacao.

3.6 CONCLUSOES

Neste capitulo foi apresentado o desenvolvimento de um método analitico
voltado a investigar a presenca de 35 micropoluentes emergentes na agua para
consumo humano do DF empregando extracdo em fase sélida seguida de analises
por LC-MS/MS(Q-TOF). A maioria dos analitos investigados pertencem a classe dos
farmacos ja que estas substancias apresentam caracteristicas que as tornam
prioritarias no que diz respeito a avalicdo de risco a saude humana, uma vez que sao
produzidas e consumidas em grandes quantidades e notadamente concebidas para
provocar efeitos diversos em organismos Vivos.

O desenvolvimento do método envolveu a otimizacdo da etapa de extracdo em
fase sélida, por meio de um planejamento fatorial fracionado 24!. A partir deste
planejamento, foram selecionadas as condi¢des 6timas para extracdo de cada analito
investigado, ajustando o pH da amostra em trés diferentes niveis. Apés a selecdo das
condicbes Otimas de extracdo, foram realizados novos ensaios de recuperacao.
Dentre os 35 micropoluentes investigados, 14 apresentaram recuperacdes na faixa
entre 90 e 101%, 11 na faixa entre 80 e 89%, oito na faixa entre 70 e 79% e dois entre
65 e 69%. Todos os coeficientes de variacao foram inferiores a 10%, sendo que o CV
médio, considerando todos os resultados, foi de 5,8%.

O método foi aplicado em amostras de agua para consumo humano no DF,
sendo que 20 micropoluentes emergentes foram detectados. As concentracdes
reportadas acima de LOQ variaram entre 1,20 e 21,98 ng L, sendo o nivel mais baixo
encontrado para E1 e o mais elevado para o DEET.

Na amostra da estacao de tratamento de agua emergencial do Lago Norte (ETA-
Lago Norte), que passou a captar agua do Lago Paranoa em outubro de 2017, foram
encontradas 18 substancias.

Com os resultados obtidos foram realizadas avalia¢cdes de risco ambiental e para

saude humana. A avaliacdo do risco ambiental baseou-se na relagdo PEC/PNEC
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considerando que os niveis encontrados na 4gua para consumo humano sao iguais
ao encontrados no manancial respectivo (PEC). Dentre os 19 analitos quantificados
neste trabalho, cinco apresentaram a necessidade de mais estudos e trés
apresentaram risco a vida aquatica. A avaliacdo de risco a saude humana baseou-se
na relagdo da concentracdo do analito na amostra de agua para consumo humano em
comparacao a critérios de qualidade da 4gua propostos na literatura. Dos 19 analitos,
dois apresentaram risco elevado.

Tanto na avaliacdo de risco ambiental quanto na de risco a saude humana, os
hormdnios foram aqueles que apresentaram maiores riscos, especialmente o EE2 e o
E2. Tendo-se em vista estes resultados se faz necesséario a realizacdo de mais
campanhas amostrais para se obter uma maior quantidade de dados, para se ter uma
resposta mais definitiva em relacdo a presenca e quantidades das substancias
avaliadas.

De acordo com as demandas cientificas proposto no projeto da FUNASA, do
gual este trabalho faz parte, foram atendidas satisfatoriamente as necessidades de se
estabelecer um método para quantificacdo de micropoluentes emergentes (35
substancias), aplicando-o em amostras de agua para consumo humano no DF, e
propor uma estratégia para avaliacdo dos riscos ambientais e a sallde humana quanto
a presenca destas substancias.

Finalmente, os resultados obtidos neste trabalho apresentam um diagndstico
preliminar quanto a presenca de micropoluentes emergentes em agua para consumo
humano fornecida a populacdo do DF. Espera-se que estes resultados possam
subsidiar discussdes no sentindo de estabelecer uma legislagcéo regulatéria, visando
a implementacdo de sistemas de monitoramento, que permita definir critérios de

qualidade da agua tanto para a protecdo da vida aquatica quanto da saude humana.
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CONSIDERACOES FINAIS

A ocorréncia de micropoluentes ambientais em aguas superficiais e para
consumo humano, desencadeou uma apreciacdo da vulnerabilidade do ciclo da agua
sob estresse pelo uso excessivo de &gua e uma populagdo crescente e
demograficamente envelhecida, que esta se tornando cada vez mais dependente de
produtos farmacéuticos e produtos de higiene pessoal.

O interesse pelo topico de micropoluentes emergentes e seus efeitos no meio
ambiente e a salde humana, certamente deverd aumentar a conscientizacdo do
publico quanto a interconexao entre as escolhas de estilo de vida e a saude ambiental
e humana. Assim, a busca de conhecimento sobre o impacto de micropoluentes
emergentes na agua para consumo humano ira continuar.

Dentro desta perspectiva, as demandas cientificas propostas no projeto da
FUNASA, foram atendidas satisfatoriamente. Foi desenvolvido uma estratégia para
priorizacdo de mananciais e 0 estabelecimento de um método multirresiduos (35
substancias) para determinacdo de micropoluentes emergentes em agua para
consumo humanao.

Espera-se que os dados obtidos neste trabalho, possam servir de base para a
realizacdo de pesquisas futuras, e também possam colaborar com a construcédo de
um banco de dados acerca da ocorréncia de inUmeros micropoluentes de interesse
recente na agua para consumo humano do Brasil e do mundo.

Tendo em vista a crise hidrica presente em muitas regiées do Brasil, e também
no DF, espera-se também, que em um futuro préximo, o Brasil também tenha que
investir na reutilizacdo de agua, para combater a escassez. Assim, é fundamental criar
programas de monitoramento da qualidade da agua e legislacdes restritivas quanto a
presenca destes micropoluentes, além é claro, da necessidade de se investir em
técnicas avancadas de tratamento de esgoto e de agua. Por outro lado, também é
necessario investimento na conscientizacdo do publico frente a estes problemas, o

que podera levar a uma mudanca de habitos e um estilo de vida mais sustentavel.
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ANEXO-I

Anexo | - Graficos referentes ao processo de otimizagédo de extracao.
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Figura Al-4. Recuperacdes obtidas para OH-COT e o grafico de probabilidade Normal
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Figura Al-6. Recuperacdes obtidas para ATZ e o grafico de probabilidade Normal
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Figura Al-7. Recuperacdes obtidas para CMZ e o gréfico de probabilidade Normal
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Figura Al-9. Recuperacdes obtidas para MEF e o gréafico de probabilidade Normal
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Figura Al-10. Recuperacdes obtidas para DAP e o grafico de probabilidade Normal
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Figura Al-11. Recuperacdes obtidas para SMX e o grafico de probabilidade Normal
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Figura Al-13 Recuperacdes obtidas para ATN e o gréafico de probabilidade Normal
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Figura Al-14. Recuperacdes obtidas para AMT e o gréfico de probabilidade Normal
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Figura Al-15. Recuperacdes obtidas para DFN e o grafico de probabilidade Normal
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Figura Al-16. Recuperacdes obtidas para NGT e o gréfico de probabilidade Normal
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Figura Al-17. Recuperacdes obtidas para CPX e o grafico de probabilidade Normal
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Figura Al-18. Recuperacdes obtidas para CFX e o gréfico de probabilidade Normal
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Figura Al-19. Recuperacdes obtidas para BZF e o grafico de probabilidade Normal
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Figura Al-20. Recuperacdes obtidas para ETM e o gréfico de probabilidade Normal
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Figura Al-21. Recuperacdes obtidas para NIC e o gréfico de probabilidade Normal
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Figura Al-22. Recuperacdes obtidas para VEN e o grafico de probabilidade Normal
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Figura Al-23. Recuperacdes obtidas para CFB e o gréfico de probabilidade Normal
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Figura Al-24. Recuperacgdes obtidas para PXT e o grafico de probabilidade Normal
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Figura Al-25. Recuperacdes obtidas para HCT e o grafico de probabilidade Normal
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Figura Al-26. Recuperacdes obtidas para BPA e o gréfico de probabilidade Normal
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Figura Al-27. Recuperacdes obtidas para E1 e o grafico de probabilidade Normal
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Figura Al -28. Recuperagdes obtidas para E2

e o gréafico de probabilidade Normal
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Figura Al-29. Recuperacdes obtidas para E3
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Figura Al-30. Recuperacdes obtidas para EE2 e o gréfico de probabilidade Normal
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Figura Al-31. Recuperacdes obtidas para TCS e o gréfico de probabilidade Normal
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Figura Al-32. Recuperacdes obtidas para IBU e o grafico de probabilidade Normal
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Figura Al-33. Recuperacdes obtidas para GFB e o grafico de probabilidade Normal
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Figura Al-34. Recuperacdes obtidas para ACT e o gréfico de probabilidade Normal
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ANEXO-II

Anexo Il — Espectros de Massas das substancias alvo.
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Figura All-21. Espectro de Massas: Diclofenaco

11000
10000
9000
8000
7000
6000
5000
4000
3000
2000
1000’

145.0660

Intensidade

143.0498

159.0809  183.0805

DICLOFENACO

Energia de Colisdo= 25 eV

278.0137 296.0243
1 ‘ S

320 340 360 380 400 420 440 480

ESTRONA
Energia de Colisdo=-50 eV

269.1539

253.1219
| .

480

0 1 € 1 L
60 80 100 120 140 160 180 200 220

Mass/Charge, Da

Figura All-22. Espectro de Massas: Estrona
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Figura All-23. Espectro de Massas: 17(3-Estradiol
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Figura All-24. Espectro de Massas: Estriol
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Figura All-25. Espectro de Massas: 17a-Etinilestradiol
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Figura All-26. Espectro de Massas: Eritromicina
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Figura All-27. Espectro de Massas: Gemfibrozil

3000
2500 |
2000 |
1500

1000 |

Intensidade

500 |
L

77.9805

268.9455 205 0532

204.9895

300 320 340 360 380

HIDROCLOROTIAZIDA
Energia de Colisdo=-25 eV

400

0

60

80

100

120

140

280 280 320 340

Mass/Charge, Da

160 180 200 220 240 300

Figura All-28. Espectro de Massas: Hidroclorotiazida
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Figura All-29. Espectro de Massas: Ibuprofeno
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Figura All-30. Espectro de Massas: Naproxeno
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Figura All-31. Espectro de Massas: Nicotina
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Figura All-32. Espectro de Massas: Norgestrel
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Figura All-33. Espectro de Massas: Nortriptilina
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Figura All-35. Espectro de Massas: Sulfametoxazol
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Figura All-36. Espectro de Massas: Teobromina
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Figura All-37. Espectro de Massas: Trans-3-hidroxicotinina
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Figura All-38. Espectro de Massas: Triclosan
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Figura All-39. Espectro de Massas: Venlafaxina
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