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Resumo

Esse trabalho visou a elaboracdo de um método alternativo de extragéo/ pré-
concentracdo associado a uma técnica analitica mais acessivel para deteccdo e
quantificagdo dos analitos 17a-etinilestradiol (EE2), 4-n-nonifenol (NP) e bisfenol A
(BPA), comumente classificados como desreguladores enddcrinos. Carvoes ativados
foram utilizados como material adsorvente e a técnica analitica escolhida foi a
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectroscopia na regiao do
ultravioleta visivel (CLAE-UV-vis).

Nesse contexto, trés tipos de carvao ativado foram avaliados como possiveis
adsorventes para construcdo de um sistema de extracdo em fase solida em fluxo. Os
carvoes foram avaliados através de comparagdes entre suas areas superficiais (m? g°
'), seus volumes de poro (cm® g”') e suas capacidades de adsor¢do para 17a-
etiniestradiol. O carvao PA 6:1, com maior area superficial e maior capacidade de
adsorcdo (500 mg g'cana), foi escolhido como material adsorvente para
desenvolvimento do método de extragcao/pré-concentracao.

O método de extracao/pré-concentracdo em fluxo foi otimizado por meio de
planejamentos experimentais, sendo estudadas as seguintes variaveis: fluxos de pré-
concentracao e eluicdo, quantidade de material adsorvente e composi¢do do eluente.

Para cada um dos trés analitos estudados, o método foi validado apds a
otimizacdo para determinacdo dos parametros: linearidade, fator de pré-concentragao,
limite de deteccdo e quantificagdo da técnica e do método analitico, precisdo e
veracidade. As trés curvas de calibragcdo pré-concentradas atenderam as premissas
do método dos minimos quadrados ordinarios para a faixa de trabalho proposta (0 a
1000 pg L™). Os fatores de pré-concentracéo encontrados (3,16 para EE2, 3,53 para
NP e 2,77 para BPA) sao baixos se comparados aos obtidos por extracdo em fase
sélida com cartuchos comerciais, possivelmente devido a forte interacdo entre os
analitos e o carvao ativado utilizado como adsorvente.

Os limites de quantificacdo determinados para o método variaram de 22 a 38
ug L, valores considerados elevados e inadequados para monitoramento ambiental.
Porém, o método descrito pode ser utilizado, por exemplo, na avaliagao da eficiéncia
de processos de tratamento/remocao de poluentes, onde normalmente concentragdes
mais elevadas sao utilizadas.

A veracidade foi avaliada de acordo com os critérios de aceitacdo definidos
pela Comissao Européia (recuperacoes entre 80 % e 110 %), de modo que apenas as
recuperagdes obtidas para os dois primeiros niveis estudados para o 17a-
etinilestradiol (130% e 120%) nao apresentaram concordancia. A precisao foi expressa
através dos desvios padrao relativos, que variaram entre 2,7 % e 9,6 %, e também
estao de acordo com o critério de aceitabilidade definido pela Comissao Européia, que
estabelece um desvio padrao relativo de até 10 % para concentragdes acima de 100

pg L.
Palavras-chave: desreguladores endocrinos, carvoes ativados, adsorgdo, pré-
concentracdo, CLAE-UV.



Abstract

This work aimed the development of an alternative method of
extraction/preconcentration associated with an affordable analytical technique
for the detection and quantification of the 17a-ethinylestradiol (EEZ2), 4-n-
noniphenol (NP) and bisphenol A (BPA) analytes, usually classified as
endocrine disrupters . Activated carbons were employed as adsorbent material
and the chosen analytical technique was the high performance liquid
chromatography coupled with ultraviolet visible spectroscopy (HPLC-UV-VIS).

In this context, three types of activated carbon were evaluated as
possible adsorbents for the construction of a solid phase flow extraction system.
The carbons were assessed through the comparison between their surface
areas (m? g), their pore volumes (cm3 g™') and their adsorption capacities for
17a-ethinylestradiol. The carbon PA 6:1 carbon presented the largest surface
area and adsorption capacity (500 mg g 'cabon) @among all carbons tested, and
was chosen to be the adsorbent material used on the development of the
present extraction/preconcentration method.

The flow extraction/preconcentration method was optimized an
experimental design, with the following variables being investigated:
preconcentration and elution flows, the amount of adsorbent material and the
composition of the eluent.

For each of the investigated analytes, the validation of the method
succeeded its optimization for the determination of the following parameters:
linearity, preconcentration factor, detection limit and quantification limit of the
technique and of the analytical method, precision and accuracy. All of the three
preconcentrated calibration curves met the ordinary least squares (OLS)
method premises for the proposed working range (0 to 1000 pg L™). The
calculated preconcentration factors (3.16 for EE2; 3.53 for NP and 2.77 for
BPA) are low when compared to those achieved by solid phase extraction with
commercial cartridges, possibly due to the strong interaction between the
analytes and the activated carbon employed as adsorbent.

The determined quantification limits of the method ranged from 22 to 38
ug L7, which is considered high, making it inadequate for environmental
monitoring. Nevertheless, the described method may be employed, for instance,
in the evaluation of the efficiency of pollutant treatment/removal processes,
where higher concentration levels are often utilized.

The accuracy was assessed according to the European Comission
acceptance criteria (recoveries between 80 and 110 %), thus, only the
recoveries achieved for the first two investigated levels of 17a-ethinylestradiol
(130 and 120 %) did not present proper agreement. The precision was
expressed through relative standard deviations, which ranged from 2.7 t0 9.6 %
and are also in agreement with the acceptance criteria defined by the European
Commission, which establishes a maximum relative standard deviation of 10 %
for concentrations over 100 pg L™.

Keywords: endocrine  disrupters, activated carbons, adsorption,
preconcentration, HPLC-UV-VIS.
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CAPITULO 1

Introducao e Obijetivo



1.1 Introducao

1.1.1 Contaminantes emergentes

Atualmente, a qualidade da agua é uma questao amplamente discutida
dentro da quimica ambiental e € nesse cenario que os contaminantes
emergentes vém ganhando destaque. Dentre esses contaminantes temos
diversos compostos quimicos presentes em medicamentos, produtos de
higiene, agrotoxicos, embalagens de alimentos, etc., que possuem entrada
continua no meio ambiente através de efluentes industriais e domésticos
lancados em corpos d’agua.'? Esses contaminantes, apesar de serem
comumente encontrados em concentragdes na ordem de ng L' a pg L7,
podem apresentar riscos a saude humana. Tais poluentes recebem a
classificagdo de emergentes porque muitos ainda ndo sdo monitorados, uma
vez que a anadlise quimica em concentracoes baixas é extremamente dificil e
nao ha legislacao especifica que regulamente e controle a presenca destes

compostos em aguas de abastecimento urbano.>*

Os reais efeitos causados por esses contaminantes ao meio ambiente e
aos seres humanos ainda nao foram completamente esclarecidos. Porém, um
grupo especifico desses contaminantes, denominado de Desreguladores
Endocrinos (DE), € descrito mais extensamente na literatura. Algumas
publicacdes relacionam o aparecimento de anomalias no sistema reprodutivo
de animais e humanos, bem como a ocorréncia de disturbios metabdlicos, a
presenca desses contaminantes em &guas de abastecimento urbano. >¢ Isso
porque essas substancias sdo capazes de interferir no sistema endécrino de

seres vivos, mimetizando ou bloqueando a acdo de hormdnios naturais. ’

1.1.2 Desreguladores Endécrinos

Varias classes de substancias organicas pertencentes a fungdes
distintas, incluindo substancias naturais (estrogénios naturais e fitoestrogénios)
e substancias sintéticas (alquilfendis, pesticidas, ftalatos, policlorados de
bifenilas (PCD), bisfenol A, hormdnios sintéticos, antibidticos, farmacos
diversos, entre outras), sdo classificadas como DE.® A Figura 1 esquematiza as

possiveis fontes desses contaminantes.
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Figura 1: Principais fontes dos desreguladores endécrinos.

Para esse trabalho foram escolhidas trés substancias consideradas DE
bastante citadas na literatura, sendo estas o 17a-etinilestradiol (EE2), o 4-n-
nonilfenol (NP) e o bisfenol A (BPA), cujas estruturas moleculares sao
apresentadas na Figura 2.

4 »

\[17u-etinilestradiol] [ 4-nnonitfenol | [ bisfenol A ]/

Figura 2: Disruptores enddcrinos avaliados neste trabalho.

O hormbnio sintético 17a-etinilestradiol € amplamente utilizado na
fabricacdo de anticoncepcionais, em tratamentos de reposicdo hormonal e
cancer de préstata, sendo sua atividade desreguladora enddcrina ja
constatada. ® Sua entrada no meio ambiente é continua, uma vez que este nao
€ totalmente metabolizado no organismo de usuarios do medicamento, sendo
excretado através da urina langada na rede de esgoto. Outro possivel veiculo
de entrada seriam os efluentes das industrias farmacéuticas, que podem ser

lancados no esgoto sem tratamento eficaz que elimine tal contaminante.



Assim, visto o crescente uso desses medicamentos por mulheres em idade
fértil, a introducdo desse perturbador enddcrino em corpos d'agua vem
aumentando consideravelmente. No Brasil, um monitoramento realizado em
uma estacdo de tratamento de esgoto (ETE) na cidade do Rio de Janeiro,
detectou a presenca de 17a-etinilestradiol em concentragdes na ordem de 5,0
ng L™"."" Estudos mais recentes, realizados em &guas superficiais na regido de
Campinas, determinaram a presenca desse analito em faixa de concentracédo

mais elevada (0,1 a 4,3 ug L™").12™

O 4-n-nonilfenol pertence a classe dos alquilfendis, compostos nos quais
um grupo alquil de qualquer extensao esta ligado em uma das posigdes de um
anel fenilico." Esse composto é amplamente utilizado como surfactante ndo
ibnico, estando presente em detergentes industriais e domésticos, lubrificantes,
emulsificantes, pesticidas, tintas e em produtos de higiene pessoal
(maquiagem, cremes de pele, produtos para cabelo e banho). E durante a
produgéo e uso desses produtos que esse contaminante encontra sua rota de
entrada no meio ambiente, sendo langado em esgotos domésticos. Em trabalho
recente, concentragdes médias de 13,1 pg L™ e 4,2 pg L™ foram encontradas
em efluentes de esgoto e aguas superficiais, respectivamente'®. Além disso, ja
foram relatados disturbios hormonais em seres vivos expostos a esse DE, que

por ser lipofilico, pode ser facilmente retido no organismo.'®'’

O composto bisfenol A é um mondmero muito usado na fabricacdo de
plasticos, tendo destaque os policarbonatos e resinas epéxi.'® O composto
também é utilizado na producdo de adesivos, papéis para fax, tubulagdes,
painéis de automéveis e capas de produtos eletrdnicos.'® Mas, a aplicacdo
mais questionavel desse DE € sua utilizacdo em revestimentos de latas de
conservas e frascos de alimentos para bebés, pois este pode ser liberado e
contaminar esses alimentos.' Outra fonte de contaminagdo sdo alguns
polimeros usados no tratamento dentario, que também contém bisfenol A.
Sendo assim, a exposicdo humana a esse contaminante € ampla, apesar dos
esforcos a proibicdo de sua utilizagdo na fabricacéo de frascos de alimentos, '
j4 que estudos relataram sua atividade estrogénica.'®?® Os mesmos estudos
que determinaram a presenga do 4-n-nonilfenol em efluentes e aguas

superficiais, também determinaram bisfenol A em concentragdes médias de 0,7
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e 4,0 ug L, respectivamente em aguas superficiais e efluentes de estacdes de

tratamento de esgoto.'

1.1.3. Remocao e quantificacao de perturbadores endocrinos em

meio aquoso

Considerando a frequente ocorréncia desses poluentes em meio aquoso
e o0s impactos causados ao meio ambiente e saude publica, métodos para
quantificacdo sado fundamentais para um monitoramento adequado. Aliado a
este controle ambiental, processos eficientes e de baixo custo para a remogao
destes compostos tem sido demandados, visto que 0s processos de tratamento

de agua e esgoto convencionais ndo apresentam alta taxa de remocgao.

Neste contexto, os carvfes ativados podem ser uma boa alternativa pois
apresentam alta capacidade de adsor¢cdo de compostos organicos. Esses
materiais podem ser empregados tanto para processos adsortivos que
objetivam a remocao dos contaminantes de aguas e efluentes quanto para
métodos de pré-concentragédo visando a quantificacdo de baixas concentracdes

por técnicas analiticas mais acessiveis.

Carvoes ativados e Processos adsortivos

O fenbmeno de adsorcdo ocorre quando um ou mais componentes
fluidos (liquido ou gas) sdo depositados sobre uma superficie sélida, por
intermédio de forgas atrativas entre o fluido e a superficie. O solido sobre o
qual ocorre a adsor¢ao é o denominado adsorvente, enquanto o material retido

na superficie é denominado adsorvato.'"?'

Diversos materiais podem ser utilizados como adsorventes no processo
de tratamento de aguas de abastecimento, dentre eles podem ser citados a
alumina ativada (Al,Os), a silica gel, o carvao ativado, os 6xidos metadlicos e

resinas adsorventes.

Atualmente, a adsorcdo em carvao ativado é bastante aplicada ao
tratamento de agua, uma vez que por meio desta é possivel remover
compostos causadores de sabor e odor, subprodutos da cloragdo como os
trialometanos (THM) e compostos organicos sintéticos ou naturais que sao

nocivos a satde,'’ tais como os analitos avaliados nesse trabalho.



A preocupacdo com a presenga de compostos organicos nocivos a
saude humana em corpos d'agua tem gerado interesse pela técnica de
adsorcao. Existem relatos do uso de filtros de carvao ativado granular para
esses fins desde 1960, principalmente em paises como a Dinamarca,
Alemanha, EUA e a Inglaterra.®® Mais recentemente, alguns estudos
investigaram o uso de carvao ativado na remogao de DE tais como 17a-
etinilestradiol, 4-n-nonilfenol e bisfenol A, obtendo indices de remocao de

aproximadamente 99%. 823

O carvao ativado pode ser produzido a partir de diversas matrizes de
materiais carbonaceos de origem vegetal (como madeira, casca de coco),
animal (como ossos de animais) ou mineral (como lignita, material betuminoso,
etc.). O processo fisico de ativacdo, geralmente, é realizado por meio de uma
decomposicao térmica da matriz carbonacea, na presenca de vapor, em
temperaturas entre 900 e 1100 °C. Ja o processo quimico, ocorre mediante
desidratacdo dos carboidratos do material carbonaceo, na qual produtos como
ZnCl, ou H3PO4 promovem a ativagao na auséncia de ar sob temperatura entre
500 a 700°C.?

A matriz carbonacea utilizada para producdo do carvao ativado, bem
como seu processo de ativacdo, sdo fatores que definem suas propriedades
estruturais, tais como porosidade e afinidade pelo adsorvato. A area superficial
€ uma caracteristica decisiva na eficiéncia adsortiva do carvao produzido, de
modo que o tamanho dos poros e sua distribuicdo ao longo do material irdo
determinar a finalidade do mesmo.?*? Assim, os carvdes ativados podem ser
classificados de acordo com o diametro médio de seus poros. A Tabela 1
apresenta essa classificacao.

Tabela 1: Classificacdo dos carvdes ativados de acordo com o diametro médio de
seus poros.(IUPAC, 1972)

Classificacao do carvao ativado Diametro médio (nm)
Microporoso <2
Mesoporoso 2-50
Macroporoso > 50




Apesar da grande area superficial que o processo de ativagdo do carvao
pode gerar, nem todos 0s poros produzidos sao sitios aptos para adsorcao. O
grau de afinidade entre o composto adsorvato e o material adsorvente também
€ um fator determinante do processo, € ndo apenas o tamanho do poro. Isso
porque o processo de adsorcao pode nao ser apenas fisico, no qual forcas de
Van der Waals promovem a interag@o entre o adsorvato e o adsorvente. Muitas
vezes, 0 processo de adsorcao pode ocorrer através da formacgao de ligagdes
quimicas entre grupos funcionais presentes no adsorvato e no adsorvente,
alterando a estrutura molecular do adsorvato, e isso dependera das
propriedades quimicas do par adsorvato/adsorvente.”®> Um exemplo é a
adsorcdo de fenol por carvao ativado funcionalizado, no qual grupos
carboxilicos ionizados do carvdao podem formar ligagbes quimicas com as

hidroxilas das moléculas de fenol.?®

Desse modo, alguns carvbes ativados serdo avaliados nesse trabalho
como possiveis materiais adsorventes para proposicdo de um método de
extragao/pré-concentracdo de contaminantes emergentes, tal como o descrito a

sequir.

Extracao/pré-concentracdao em fase sdlida

A extracdo em fase soélida (SPE, solid phase extraction) é atualmente a
técnica de pré-concentracao mais empregada para amostras liquidas, na qual o
material adsorvente varia de acordo com caracteristicas dos analitos.?”?® Essa
técnica consiste na percolagdo da solugcdo contento os analitos de interesse
através do solido adsorvente, comercialmente contido em uma seringa ou outro
dispositivo com membranas filtrantes em ambos os lados. Tal conjunto é
denominado de coluna de extracdo. A eluicdo dos analitos retidos no
adsorvente é feita através da passagem de um solvente organico pelo qual
esses tem maior afinidade. Como, geralmente, o volume de solvente
necessario para completa eluicdo dos analitos € menor do que o volume
original da amostra, ocorre a pré-concentracdo dos analitos do extrato final.
Esse fato é importante para adequar técnicas analiticas menos sensiveis a
quantificacdo de analitos que se encontram em baixas concentragbes nas
amostras de interesse, como acontece com 0s compostos estudados neste

trabalho. Muitas vezes, também é necessario realizar uma etapa de lavagem
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antes da eluicdo, onde um solvente pelo qual os analitos ndo possuam
afinidade é percolado pela coluna de extragdo para remocao de
interferentes.?”?® Um esquema classico das etapas da SPE é apresentado na
Figura 3.

Etapas da SPE

[ Condicionamento ]#[ e mala ]-[ Lavagem ] -[ Elui¢do do(s) ]

1T _l_ 1T _"T‘s’_

=% b 3
2 °
a® -®

1r 1r L) bl
4 4 4 o§®
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Figura 3: Esquema das etapas do processo de extracdo em fase sélida.

Na literatura encontram-se trabalhos que usam fases solidas comerciais
para a determinacdo de contaminantes emergentes, como os cartuchos com
sorvente de copolimero divinilbenzeno e N-vinilpirrolidona que, por
apresentarem caracteristicas de interagdo mista hidrofilica-lipofilica, podem
extrair analitos de média a alta polaridade (antibi6ticos, medicamentos
antifingicos e antiparasitarios de uso humano e veterinario, entre outros),

apresentando bons percentuais de recuperacéo.?

Porém, apesar da eficiéncia, essas etapas, bem como os adsorventes
comumente usados, contribuem para elevacao dos custos da analise como um
todo, sendo vantajoso propor métodos de extracao/pré-concentracao
alternativos de baixo custo. Dessa maneira, esse trabalho visou a utilizagao de
materiais adsorventes de menor custo, tais como o carvdo ativado descrito®,
para o desenvolvimento de um método de extracao/pré-concentracao eficiente

para os analitos escolhidos.



Técnicas analiticas aplicadas na deteccao e quantificacao de DE

As técnicas cromatograficas s&o as mais utilizadas em quimica
ambiental para promover separacoes, tendo destaque a cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC, high performance liquid chromatography) e a
cromatografia gasosa (GC, gas chromatography). A escolha da técnica
dependera das propriedades fisico-quimicas de volatilidade e polaridade dos
analitos de interesse.®' Em geral, poluentes volateis e semi-volateis, ndo
polares e lipofilicos sdo separados por cromatografia gasosa. Entretanto,
analitos termicamente instaveis ndo podem ser separados por CG, devido a
possiveis degradagées, de modo que a HPLC é mais indicada.®' Além disso, a
volatilidade ndo é um critério limitante para a cromatografia liquida.>’ Os
analitos aqui estudados nao sao volateis e possuem polaridade intermediaria,

podendo ser separados pela técnica HPLC.

A deteccdo e a quantificacdo de DE tais como 17a-etinilestradiol, 4-n-
nonilfenol e bisfenol A em matrizes ambientais como solo, aguas, efluentes
industriais, sedimentos e amostras biolégicas € uma tarefa ardua, visto a baixa
concentracdo em que esses analitos sdo geralmente encontrados. Assim, a
utilizacdo de detectores robustos, sensiveis e seletivos é extremamente
necessaria para a obtencdo de resultados confiaveis. Atualmente, os
detectores mais utilizados para quantificacdo de DE sdo o espectrdmetro de
massas (MS, mass spectrometry) e suas variagdes,.sendo estes os meétodos
de deteccdo mais utilizados pela Agéncia de Protecao Ambiental dos Estados
Unidos (USEPA, United States Environmental Protection Agency) em estudos
ambientais.® Porém, apesar da alta sensibilidade e seletividade apresentada,
estes detectores possuem alto custo de obtencdo e manutencdo, o que pode
impossibilitar a instalacdo desses equipamentos em laboratérios de rotina e em
estacdes de tratamento de aguas e esgotos **. Além disso, a utilizagdo de
detectores mais sofisticados n&o elimina a etapa de preparo de amostra, pois,

geralmente, as amostras devem passar por um processo de limpeza (clean-
up).
O detector de absorcao espectrofotométrica na faixa do ultravioleta (UV)

€ uma alternativa mais acessivel quando os analitos estudados absorvem

nessa regidao de comprimento de onda. Algumas publicagdes recentes tém
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empregado a deteccdo por UV para determinacao de antibiéticos em matrizes
bioldgicas (urina e musculo de frango)* e ambientais (efluente hospitalar)®* ou

anti-inflamatérios em efluentes.3%3¢

Desse modo, o trabalho descrito aqui propde o desenvolvimento de um
método que utiliza uma técnica analitica mais acessivel associada a um
processo de extracao/pré-concentracdo alternativo para determinacdo dos
analitos 17a- etinilestradiol, 4-n-nonilfenol e bisfenol A em meio aquoso. Assim,

0 método foi otimizado e validado para a finalidade a qual se destina.

1.2 Objetivo

O objetivo geral do trabalho desenvolvido foi avaliar a potencialidade de
carvoes ativados para a adsorcido de 17a-etinilestradiol, 4-n-nonilfenol e
bisfenol A em meio aquoso, de forma a viabilizar um método de extracao/pre-
concentracdo para quantificacdo destes compostos, em baixas concentracoes,
por HPLC-UV-VIS.

Como obijetivos especificos destacam-se:

e Determinar, dentre o0s adsorventes, qual o mais adequado para
adsorcao dos analitos estudados;

e Caracterizar 0 adsorvente escolhido;

e Otimizar as condi¢coes cromatograficas para separagcao e determinacao
de 17a etinilestradiol, 4-n-nonilfenol e bisfenol A por HPLC-UV;

e Otimizar o procedimento de pré-concentracdo dos analitos citados
empregando o adsorvente escolhido;

¢ Validar o método proposto.
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CAPITULO 2

Caracterizacao dos adsorventes
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2.1 Introducao

A capacidade adsortiva de um carvao ativado depende de sua area
superficial e dos grupos presentes na superficie, bem como do tamanho médio
de seus poros frente ao adsorvato de interesse.®” Em geral, para que ocorra
adsorcéo, as dimensdes da molécula adsorvida devem ser compativeis com as

dimensdes do poro.%’

Além das dimensbes dos poros, o formato da particula e o balanco
hidrofilico/hidrofébico do carvao influenciam no tempo de contato entre o
adsorvato e o carvao, necessario para que o processo absortivo ocorra. Para
um sistema de adsorcdo em fluxo, tal como o processo de extracao/pré-
concentracao proposto, é desejavel que processo de adsorcdo seja rapido,
uma vez que o tempo de contato entre o adsorvato e o material adsorvente &

relativamente curto.

Os adsorventes utilizados nesse trabalho foram sintetizados pelo grupo
de pesquisa do Laboratorio de Materiales Avanzados (LMA) da Universidade
de Alicante, sendo sua sintese descrita mais detalhadamente por Castro et
al.®*3® Trés tipos de carvao ativado foram sintetizados a partir de um residuo de
petrdleo, o alcatrdo de etileno, que foi pirolisado em temperaturas diferentes,
para que durante a ativagdo com diferentes quantidades de hidréxido de
potassio fossem geradas diferentes porosidades.

Sendo assim, essa parte do trabalho foi destinada a escolha do carvao
ativado que apresentasse o melhor potencial absortivo, frente ao analito 17a-
etinilestradiol, e a sua caracterizacdo. Esse analito foi escolhido, por apresentar
o maior volume molecular dentre os demais e por normalmente sua
concentracdo no ambiente ser a menor em relacdo aos outros dois analitos. As
areas superficiais (m? g”') e os volumes de poro (cm®g™") dos carvées  foram

utilizadas para comparacao entre os resultados obtidos.
2.2 Parte experimental

2.2.1 Materiais e reagentes
O padrao do analito 17 a-etinilestradiol (pureza = 98 %), foi obtido da

Sigma Aldrich (Seelze, Alemanha). O solvente organico acetonitrila de grau
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cromatografico também foi adquirido da Sigma Aldrich (Sdo Paulo, Brasil). Os
materiais adsorventes utilizados foram cedidos pelo grupo de pesquisa do
Laboratorio de Materiales Avanzados (LMA) da Universidade de Alicante. A
agua utilizada para preparo de todas as solucdes foi deionizada por um
purificador Mega Purity (resistividade 18,2 MQcm). Micropipetas Gilson
(Middleton, EUA) de volume variavel de 20 a 200 pL e de 100 a 1000 pL foram
utilizadas para o preparo das solugdes. Balangca analitica do modelo AX200
(max. 200 g; min. 0,01 g; erro 0,001 g; d = 0,1 g) foi utilizada na pesagem dos

reagentes e adsorventes.

2.2.2 Instrumentacao

O espectrofotbmetro UV-Vis utilizado para os estudos cinéticos dos
carvoes ativados foi o UV-2550 da Shimadzu (Kyoto, Japdo), no qual o
comprimento maximo de adsorcdo utilizado para identificacdo do analito foi
280nm.

A andlise térmica (TQ) foi realizada no equipamento DTG — 60 Shimadzu
(Kyoto, Japao), sob as seguintes condigdes: fluxo de ar de 50 mL min™', razdo
de aquecimento 10 °C min™, faixa de temperatura 25 - 900 °C. Nestas analises
foi utilizada uma massa de amostra de 5,0 mg em cadinhos de alumina. Foi
utilizada a-alumina como referéncia para o DTA. A curvas TG/DTG e DTA
foram obtidas no laboratério do Grupo de Tecnologias Ambientais do

Departamento de Quimica, UFMG.

As andlises por microscopia eletrbnica de varredura (MEV) foram
realizadas em um equipamento FEI Quanta 200 FEG (Oregon, EUA). As
imagens foram obtidas sob tensdo de aceleracdo de 15 kV. As analises por
microscopia dispersiva de energia (EDS) foram realizadas no mesmo
equipamento, sob as mesmas condigdes. Todas as micrografias foram obtidas
no Centro de Microscopia da UFMG.

Os espectros de infravermelhos (IV) foram registrados em um
equipamento ALPHA FT-IR Spectrometer Bruker (Rheinstetten, Alemanha), na
regido de 4000-500 cm™, com 32 varreduras. O espectro foi obtido pelo modo
de transmitancia, utilizado KBr para homogeneizacao da amostra.
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2.2.3 Solucoes para estudo de tempo de equilibrio

As solugdes de 17 a-etinilestradiol utilizadas para os estudos cinéticos
foram preparadas a partir de uma solugédo estoque de concentragdo de 1000

mg L™ em acetonitrila.

Todas as solugdes aquosas preparadas continham 20% v v' de
acetonitrila, para assegurar a completa dissolugdo do analito no meio.

2.2.4 Escolha do material adsorvente

Trés tipos de carvao ativado, sintetizados a partir de um residuo de
petréleo (o alcatrdo de etileno)*® foram avaliados. A nomenclatura utilizada para
designar os carvdes, no trabalho que descreve sua sintese, foi mantida aqui. A

Tabela 2 apresenta as condigdes em que cada um dos carvdes foi produzido.

Tabela 2: Condicdes utilizadas na sintese dos carvdes ativados®®

Carvao | Temperatura | Tempo de Proporcao de Tempo de Temperatura
ativado | de pirdlise pirélise KOH utilizado ativacao (h) de ativacao
(eC) (h) para ativacao (2C)

(mKOH/mcarvéo)

PA 1:1 11

PA 3:1 440 1 3/1 2 800

PA 6:1 6/1

Para determinar qual o melhor material para os fins propostos, foram
comparadas suas areas superficiais (m?g"') e seus volumes de poros (cm® g™)
determinados pelo método BET, * e seus estudos de tempo de equilibrio.

Os estudos de tempo de equilibrio foram realizados a partir de 10 mg de
cada adsorvente colocados separadamente em contato com 500 mL de
solucdo de 17a-etinilestradiol 10 mg L. Esse sistema foi mantido sob agitagdo
enquanto aliquotas de cada solugdo foram retiradas de tempos em tempos,
filtradas e medidas em um espectrofotbmetro UV-VIS (A = 280 nm). Para
minimizar o efeito da alteragdo do volume da solugcdo durante o experimento,

cada aliquota retirada retornou ao meio reacional ap6s a medi¢do. A avaliagao
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do potencial adsorvente dos carvoes estudados foi feita através da construcao
de um gréfico que relacionou a quantidade de EE2 adsorvida em funcao do
tempo de contato entre cada material e a solugcao do analito.

O material que apresentou as melhores caracteristicas nestes estudos
iniciais foi caracterizado também por Andlise térmica (TG), Espectroscopia na
regidao do infravermelho (IV), microscopia dispersiva de energia (EDS) e
microscopia eletrénica de varredura (MEV).

2.3 Resultados e Discussao

2.3.1 Escolha do material adsorvente

As areas superficiais (m?.g”') e os volumes de poro (cm® g”') de cada

carvao ativado avaliado constam na Tabela 3.

Tabela 3: Areas superficiais (m? g”') e volumes de poro (cm; g”') dos carvdes ativados
PA1:1,PA3:1 e PA6:1%®

Area Volume de poro/cm® g
Amostras ficial/m? a°'
superticial/im- g Microporo mesoporo Total
PA 1:1 1468 0,61 0,02 0,63
PA 3:1 2767 0,95 0,32 1,27
PA 6:1 3250 1,11 0,88 1,99

O grafico da quantidade 17a-etinilestradiol adsorvida em funcdo do
tempo, construido a partir dos estudos de tempo de equilibrio realizados para

cada material é apresentado a seguir (Figura 4).
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Figura 4. Estudo cinético dos carvdes ativados - quantidade de 17a-etinilestradiol

adsorvida (Mg anaito g'1can,éo) por tempo (minutos).

Observa-se que o carvdao PA 6:1 apresenta uma capacidade de
adsorcao de 500 mg de analito por g de carvao. Para os carvoes PA 3:1 e PA
1:1 observa-se uma forte diminuicdo na capacidade de adsorcdo. Essas
capacidades de adsorgao parecem estar relacionadas diretamente com a area
superficial, pois o material que apresentou a maior capacidade de adsorgcéo
apresenta a maior area superficial.

Assim, o carvao ativado PA 6:1 foi escolhido como material adsorvente
para o desenvolvimento da metodologia de extracao/pré-concentracdo dos
analitos estudados, sendo as caracterizages apresentadas a seguir referentes
a esse material.

2.3.2 Caracterizacoes

Microscopia de Energia Dispersiva (EDS) e Microscopia Eletrénica
de Varredura (MEV)

A Figura 5 apresenta a analise por EDS do carvao PA 6:1, realizada

para investigar a composicdo quimica do carvao. Essa analise apresenta
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informagdes qualitativas, ndo permitindo quantificar os elementos presentes na

amostra.

A imagem do carvdo PA 6:1 obtida por MEV (Figura 5) sugere que o
material ndo apresenta granulometria homogénea nem forma definida,
contendo particulas com diametro médio entre 25 a 200 um. Pode se observar
também uma superficie aparentemente rugosa, 0 que condiz com a grande

area superficial obtida.

Como é possivel observar, o carvao apresenta em sua composicao 0s
elementos aluminio, sodio, carbono, e oxigénio. Os dois metais presentes
podem ser atribuidos a impurezas, visto a abundancia na qual estdo presentes
na natureza e, possivelmente, na matriz carbdnica utilizada na sintese dos
carvoes. O sinal intenso referente a presenga de silica é atribuido a placa de

silica utilizada para fixagdo da amostra durante a analise.

Si

4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 900 1000 1100 1200 13.00 keV

Figura 5. Espectro EDS e MEV para o carvao PA 6:1.

Espectroscopia na regiao do Infravermelho

A Figura 6 apresenta o espectro obtido na regido do IV para o carvao PA
6:1. Essa analise permite confirmar a presenca de grupos funcionais na

superficie do material, tais como carboxila, carbonila e fenol.
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Figura 6. Espectro IV obtido para o carvdo PA 6:1.

O estiramento O-H, referente a grupos fendlicos e carboxilicos poder ser
observado em torno de 3500 cm™'. As bandas presentes na regido entre 1200 e
1000 cm” podem ser atribuidas aos estiramentos C=C de estruturas
aromaticas e estiramentos C-O-C, respectivamente. As baixa intensidades de
todas as bandas citadas podem indicar que existem poucos grupos funcionais

nesse carvao.

Analise Térmica (TG)

A Figura 7 apresenta a curva de analise térmica (TG) e sua primeira
derivada (DTA) para a amostra PA 6:1.
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Figura 7. Analise Termogravimétrica da amostra PA 6:1 em atmosfera de ar.

A degradacgao térmica de carvoes pode ser dividida em trés estagios,
sendo o primeiro referente a perda de agua superficial (entre 50 e 100 °C), o
segundo relacionado a degradacao de grupos funcionais ( entre 100 e 350 °C)
e o terceiro atribuido a oxidagdo da estrutura carbdnica a CO».%A curva TG
apresentada mostra que as perdas de massa referentes a agua e aos grupos
funcionais nao foram significativas quando comparadas a perda referente a

estrutura carbdnica, o que esta de acordo com interpretagao do espectro V.

A partir das caracteristicas avaliadas, acredita-se que o carvao ativado
PA 6:1 seja um bom adsorvente para compostos organicos que serao foco
deste trabalho.
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CAPITULO 3

Otimizacao do método
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3.1 Introducao

Esse capitulo foi dedicado aos procedimentos de otimizacao do método
analitico realizados nesse trabalho e a todas as etapas que se sucederam para

estes fins. Ferramentas quimiométricas foram empregadas para a otimizagao.

As técnicas quimiométricas tém sido empregadas para otimizar
condicdes experimentais em diversos campos da ciéncia.*® As aplicagdes mais
comuns estao centradas na elaboracdo de planejamentos experimentais para
determinacdo das condicbes 6timas de sistemas que envolvam mais de uma
variavel. Esses planejamentos séo realizados através da criagdo de modelos
matematicos que levam em consideracao todas as variaveis que interferem no
sistema, bem como as interagdes entre essas variaveis que podem influenciar
negativa ou positivamente a resposta final. A principal vantagem do uso de
quimiometria nesse caso € a capacidade de reunir informagdes Uteis sobre o
sistema pela realizacdo de um ndmero minimo de experimentos, o que
proporciona economia de tempo e dos recursos despendidos durante o

procedimento de otimizagdo.***’

Muitas vezes, em um sistema, diversas variaveis (ou fatores) podem
influenciar a resposta final. Entretanto, alguns desses fatores considerados
inicialmente podem ndo apresentar uma influéncia significativa sobre a
resposta. Desse modo, um planejamento experimental inicial pode ser
executado para determinar as variaveis realmente significativas e as interacoes
entre elas. Apds selecionar essas variaveis, € necessario avaliar em quais
niveis essas devem ser fixadas para a obtencdo de uma "resposta 6tima" do
sistema. Para isso, um planejamento experimental que proporcione a
construcdo de uma superficie de resposta deve ser elaborado. E nesse
planejamento, as variaveis que ndo foram selecionadas na etapa inicial devem
ser fixadas durante todo o experimento.**

Nesse trabalho foi realizado inicialmente um planejamento fatorial
completo com ponto central (2* + 3 = 19), para determinacdo das variaveis
significativas do método de extracdo/pré-concentragcdo desenvolvido.
Posteriormente, foi realizado um planejamento composto central (2° + 2.3 + 3 =
17) para determinacao das condi¢gdes étimas do método.
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3.2. Parte Experimental

3.2.1 Materiais e reagentes

Os padrdes dos analitos 17 a-etinilestradiol (pureza = 98 %), bisfenol A
(pureza = 99%) e 4-nonilfenol (pureza = 99%) foram obtidos da Sigma Aldrich
(Seelze, Alemanha). Os solventes organicos metanol e acetonitrila de grau
cromatografico foram adquiridos da J.T. Baker (Nova Jersey, EUA). Os
materiais adsorventes utilizados foram cedidos pelo grupo de pesquisa do
Laboratorio de Materiales Avanzados (LMA) da Universidade de Alicante. A
agua utilizada para preparo de todas as solugbes foi desionizada por um
purificador Mega Purity (resistividade 18,2 MQcm). A areia de quartzo utilizada
€ comercialmente denominada de "areia de aquario" e foi adquirida em uma
loja de artigos para aquarios na cidade de Belo Horizonte. O acido cloridrico
37% m/v utilizado para preparo da solucao de lavagem da areia foi obtido da
Merck (Sao Paulo, Brasil). Micropipetas Gilson (Middleton, EUA) de volume
variavel de 20 a 200 uL e de 100 a 1000 pL foram utilizadas para o preparo das
solugdes. Balanga analitica do modelo AX200 (max. 200 g; min. 0,01 g; erro

0,001 g; d = 0,1 g) foi utilizada na pesagem de todos os materiais.

3.2.2 Instrumentacao

O cromatégrafo liquido de alta eficiéncia Thermo Finnigan Surveyor
HPLC System acoplado ao detector Finnigan Suveryor PDA detector Thermo
(Waltham, EUA) foi utilizado para a otimizagdo do método. A bomba peristaltica
utilizada durante a pré-concentragao foi a Minipuls 3 Gilson (Middleton, EUA).

3.2.3 Tratamento estatistico

Os tratamentos estatisticos dos dados obtidos nas otimizagées foram

realizados através do programa Statistica versao 8.0.

3.2.4 Preparo das solucoes estoque e de trabalho

As solugbes estoque de 17 a-etinilestradiol e bisfenol A foram
preparadas em concentracdo de 1000 mg L' em acetonitrila. J&4 a solucédo
estoque de 4-n-nonilfenol foi preparada na mesma concentracdo em metanol,

por ser mais soluvel nesse solvente. Para preparo das solu¢des aquosas de

22



trabalho, foi utilizada uma solugdo de 50 mg L', preparada a partir das

solucdes estoques dos analitos.

Todas as solugdes aquosas de trabalho preparadas continham 10% v v’
de metanol e 10% v v' de acetonitrila, para assegurar a completa dissolucdo
dos analitos no meio.

Todas as solugdes descritas foram acondicionadas em frasco ambar e
armazenadas em refrigerador a 4 °C.

3.2.5 Condicoes cromatograficas

Para se obter uma separacdao adequada dos analitos e picos
cromatograficos bem definidos, ajustou-se as seguintes condicbes
cromatograficas: tipo de eluicdo (gradiente ou isocratica), composi¢ao da fase
movel, comprimento de onda maximo de absor¢ao (um) , volume de injegao
(uL), fluxo de injecdo (mL min") e tempo total de corrida (min). A coluna
cromatografica utilizada foi a Discovery HS F5 da Sigma Aldrich (15 cm x 2,1
mm, 3 um) e sua temperatura foi mantida em 35 °C. Para otimizagdo dessas
condicdes foram utilizadas solucdes de 10 mg L™ de cada analito, que foram

introduzidas separadamente no cromatografo.

3.2.6 Sistema empregado para pré-concentracao/ eluicao

O método de pré-concentracdo desenvolvido nesse trabalho envolveu
duas etapas. A primeira etapa consistiu na pré-concentracdo dos analitos via
percolacdo de 10,0 mL de uma solugdo de concentragdes conhecidas dos
mesmos por um coluna que continha o material adsorvente. A segunda etapa
consistiu na eluicdo desses analitos,através da percolagdo em contra-fluxo, de
uma pequena quantidade de solvente. Os fluxos de pré-concentragdo e
eluicdo, bem como o material adsorvente e a composicdo do eluente, sao
variaveis importantes desse sistema e foram otimizadas nesse trabalho. A
montagem utilizada para o desenvolvimento do método € mostrada na Figura
8.
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Etapa de pré-concentragao

Etapade eluigao

Figura 8. Montagem utilizada para realizacao das etapas de pré-concentragéo/eluicao
durante otimizacao e validacao do método.

3.2.7 Preparo da coluna de pré-concentracao e avaliacio do
potencial adsorvente do material dispersante.

As colunas para pré-concentragao/eluicdo do analito foram preparadas
através do empacotamento de uma determinada quantidade de material
adsorvente em colunas de vidro de aproximadamente 0,7 cm de didmetro e 4,5
cm de comprimento. Como as particulas do material adsorvente sdo muito
pequenas foi necessario utilizar um material inerte como dispersante, para
evitar um empacotamento que dificultasse a passagem dos fluidos. Desta
forma o adsorvente foi misturado a 1,0 g de areia de quartzo, antes de ser
empacotado, para assegurar uma dispersdo homogénea do adsorvente. Para

eliminagdo de possiveis contaminantes, a areia foi previamente lavada com
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10,0 mL de uma solucdo de HCI 20% v v' e posteriormente lavada com agua

purificada, até o alcance de pH neutro.

Para se verificar se o dispersante utilizado era eficiente e realmente
inerte, determinou-se a capacidade de adsorcao da areia de quartzo através de
um teste que envolveu apenas a etapa de pré-concentracdo do método
descrito anteriormente, utilizando-se 10,0 mL de uma solucdo aquosa de 5 mg
L' dos analitos. Para tal, foram preparadas duas colunas, uma contendo 5,0
mg do carvao PA 6:1 e 1,0 g de areia (COL 1), e outra contendo apenas 1,0 g
de areia (COL 2). As aliquotas recolhidas para os testes com ambas as colunas
foram denominadas de ACOL 1 e ACOL 2, respectivamente. Essas aliquotas
foram injetadas no sistema cromatogréfico para avaliagao dos resultados.

3.2.8 Otimizac6es do método de pré-concentracao/eluicao

Planejamento fatorial - Avaliacao das variaveis significativas.

Inicialmente, para determinagédo das variaveis significativas do sistema,
foi feito um planejamento fatorial completo com ponto central (2* + 3 = 19). As
variaveis estudadas foram o fluxo de pré-concentragdo dos analitos (mL min™"),
o fluxo de eluicdo (mL min™), o volume de eluente (mL) e a massa de
adsorvente utilizada na coluna, denominada de composi¢cdo da coluna (mg).
Independentemente da quantidade de material adsorvente, a massa de areia
de aquario adicionada foi fixada em 1,0 g. A Tabela 4 apresenta as variaveis

estudas em seus respectivos niveis.

Tabela 4: Variaveis do planejamento fatorial completo com ponto central (2* + 3 = 19)

Variaveis Niveis
-1 0 +1
Fluxo de eluicdo (mL min™) 0,5 1,0 1,5
Fluxo de pré-concentragdo (mL min™) 1,0 1,5 2,0
Volume de eluente - metanol (mL) 1,0 2,0 3,0
Composicao da coluna (mg) 5,0 10 15
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Desse modo, um total de 19 experimentos foram realizados em ordem
aleatéria, nos quais 10,0 mL de uma solucéo de 1,0 mg L dos analitos foram
utilizados em cada etapa de pré-concentracao/eluicdo. Essa alta concentracao

dos analitos foi utilizada para se assegurar sinais mensuraveis por HPLC-DAD.

Superficie de resposta

Apbés a avaliagdo das variaveis significativas do sistema, um
planejamento composto central rotacional em cinco niveis foi elaborado para
construcao de superficies de resposta que indicassem uma possivel condigao
operacional 6tima para o sistema estudado. As variaveis estudadas nesse caso
foram o fluxo de eluicdo (mL min™), o volume de eluente (mL) e a composicao
do eluente ( % acetonitrila/ metanol). O fluxo de pré-concentragdo foi mantido
em 2,0 mL min" e a massa de material adsorvente em 5,0 mg dispersos em
1,0 g de areia de aquario. A Tabela 5 apresenta as variaveis estudas em seus
respectivos niveis.

Tabela 5: Variaveis do planejamento composto central em cinco niveis

Variaveis Niveis
-1,682 -1 0 +1 +1,682
Fluxo de eluigdo (mL min") | 0,30 0,50 0,75 1,0 1,2
Volume de eluente (mL) 1,0 1,4 2,0 2,6 3,0
Composicao eluente - (% | 0/100 30/70 50/50 70/30 100/0
acetoniltrila/ metanol)

Nesse planejamento, novamente um total de 17 experimentos foram
realizados em ordem aleatoria, sendo 3 desses experimentos no ponto central.
Para esse estudo também foram usados 10,0 mL de uma solugéo de 1,0 mg L™

dos analitos em cada etapa de pré-concentragao/eluicao.
3.3 Resultados e Discussao

3.3.1 Otimizacao das condicoes cromatograficas

Ap6s a avaliagao visual dos cromatogramas obtidos com condigdes

previamente descritas na literatura e de alguns ajustes para o equipamento
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utilizado, definiu-se que a eluicdo em gradiente foi mais adequada que a

isocratica. A mistura de solventes escolhida foi agua: metanol. Na Tabela 6 é

apresentado gradiente de eluicao utilizado.

Tabela 6: Gradiente de eluicao para separagao dos analitos por HPLC-DAD

Tempo/min % metanol % agua
0 50 50
8,0 100 0
12,0 100 0
12,5 50 50
20,0 50 50

O fluxo de eluicdo mais adequado foi de 0,2 mL min™, sendo o volume
de injecdo de 10,0 pL e tempo total de corrida de 20 minutos. Para
determinacdo do tempo de retencdo de cada analito e dos respectivos
comprimentos de onda maximos de absorcdo, apresentados na Tabela 7, as
trés solugdes de 10 mg L™ foram injetadas separadamente no equipamento,
sendo as medidas realizadas entre 200 e 600 nm. Na Figura 9 é apresentado

um cromatograma obtido nas condi¢cbes otimizadas.

Tabela 7: Tempo de retencdo e comprimento de onda maximo de absorcdo dos

analitos
Analitos Tempo de retengdo/min | Comp. maximo de absor¢cao/nm
17a-etinilestradiol 14,99 278
4-n-nonilfenol 18,30 279
bisfenol A 15,87 281
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Figura 9. Cromatograma obtido na condicdes otimizadas para um solugdo de 6 mg.L™
dos analitos.

3.3.2 Avaliacao do potencial adsorvente do material dispersante

No intuito de avaliar se a areia de quartzo utilizada como dispersante
poderia adsorver os analitos, foram realizados ciclos de pré-concentracao para
as colunas COL 1 e COL 2, obtendo-se as amostras denominadas de ACOL 1
e ACOL 2. Para tal, 10 mL de uma solucdo de 5,0 mg L dos analitos foi
utilizada num fluxo de 2 mL min™. O controle foi feito através da analise de uma
aliquota dessa solucdo (branco). As areas dos picos cromatograficos obtidas

nas andlises das aliquotas recolhidas sdo apresentadas na Tabela 8.

Tabela 8: Resultados obtidos na avaliagdo do potencial adsorvente da areia de quartzo

Areas do picos cromatograficos

Amostras

17a-etinilestradiol

4-n-nonilfenil

Bisfenol A

Controle (5 mg L™)
ACOL 1
ACOL 2

916526 (100%)
174345 (19%)

891380 (97%)

240411 (100%)
34739 (14%)

212253 (88%)

347440 (100%)
43768 (13%)

276277 (80%)

Os resultados mostram que o carvao ativado PA 6:1 associado ao
material dispersante (COL 1) se mostrou satisfatério quanto a utilizacao
proposta, uma vez que reteve cerca de 81% do 17a-etinilestradiol, 86% do 4-n-
nonilfenol e 87% de bisfenol A contido nas aliquotas analisadas. O material

utilizado como dispersante (COL 2) se mostrou praticamente inerte para o 17a-

28



etinilestradiol, pois reteve apenas cerca de 3% desse analito presente na
amostra. Ja para os demais analitos, a areia de aquario apresentou uma
adsorcdo um pouco maior, retendo cerca de 12% do 4-n-nonilfenol e 20% de
bisfenol A contido nas amostras.

Ainda assim, a principal contribuicdo no processo adsortivo € do carvao
e a areia de aquario foi mantida como material dispersante, por ter apresentado
bom desempenho para a finalidade pretendida e ser de facil aquisicéo.

3.3.3 Otimizac6es do método de pré-concentracao/ eluicao

O planejamento fatorial completo com ponto central (2* + 3) gerou um
total de 19 experimentos, cuja andlise resultou nas areas dos picos
cromatograficos que constam na Tabela 9. Um controle analitico,
correspondente a uma aliquota da solugéo de 1,0 mg L' de cada analito, que
nao passou pelo método de pré-concentragdo, foi analisado e utilizado para
calcular os fatores de pré-concentracdo, apresentados entre parénteses na
Tabela 9. Esse fator equivale a razdo entre as areas obtidas para cada

experimento e para o controle.

Tabela 9: Resultados para o planejamento fatorial completo com ponto central (2* + 3
=19)

Areas do picos cromatograficos
Experimentos

17a-etinilestradiol | 4-n-nonilfenil Bisfenol A
1 1049678 (5,8) 202625 (1,0) | 248660 (6,6)
2 1233621 (6,8) 237577 (1,1) | 290161 (7,7)
3 1051797 (5,8) 239925 (1,1) | 220174 (5,9)
4 922208 (5,1) 205194 (1,0) | 160037 (4,3)
5 512438 (2,8) 137474 (0,7) | 178061 (4,7)
6 296641 (1,6) 174822 (0,8) | 239498 (6,4)
7 288214 (1,6) 107080 (0,5) | 154952 (4,1)
8 494079 (2,7) 126693 (0,6) | 178326 (4,7)
9 1174014 (6,5) 227271 (1,1) | 173221 (4,6)
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10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

controle

1400000 (7,7)
2978  (0,02)
1373120 (7,6)
380721 (2,1)
5546  (0,03)
703125 (3,9)
414522 (2,3)
1232058 (6,8)
1167349 (6,4)
1264273 (7,0)

181544

164148 (0,8)
5614  (0,03)
217911 (1,0)
154261 (0,7)
28659 (0,1)
183407 (0,9)
257033 (1,2)
208360 (1,0)
281294 (1,3)
220408 (1,0)

210741

377346 (10,0)
6950  (0,2)
248752 (6,6)
242583 (6,5)
17185  (0,5)
219406 (5,8)
286292 (7,6)
247364 (6,6)
259351 (6,9)
292590 (7,8)

37588

Para determinacao das variaveis significativas dentre as estudadas, foi

feito um tratamento estatistico nos dados obtidos. Os dados referentes a cada

analito foram tratados separadamente, uma vez que as variaveis significativas

para um determinado analito ndo sdo obrigatoriamente significativas para os

demais.

As Figuras 10, 11 e 12 se referem aos graficos de Pareto para os dados

referentes ao 17a- etinilestradiol, 4-n-nonifenol e bisfenol A, respectivamente.
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Figura 10. Gréfico de Pareto para os dados obtidos referentes ao 17a- etinilestradiol
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Figura 11. Gréfico de Pareto para os dados obtidos referentes ao 4-n- nonilfenol.
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: BPA
27*(4-0) design; MS Pure Error=548985E3
DV: BPA
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Figura 12. Grafico de Pareto para os dados obtidos referentes ao bisfenol A.

Para 4-n-nonilfenol, nenhuma das variaveis estudadas apresentou efeito
significativo dentro do dominio experimental avaliado (Figura 11). Observando
0os dados da Tabela 9, verifica-se que as areas obtidas em todos os
experimentos realizados sao muitas vezes menores ou proximas da area obtida
para a solugao controle (baixos fatores de pré-concentracdo). Isso indica que
as condicbes avaliadas nao foram adequadas para a pré-concentracao deste

analito.

Analisando os demais graficos foi possivel perceber que apenas as
variaveis volume de eluente e fluxo de eluicdo (mL min™) foram significativas
para o analito 17a-etinilestradiol a um nivel de confianga de 95%, sendo que o
volume de eluente apresentou efeito positivo e o fluxo apresentou efeito
negativo. Isso indica que maiores volumes e menores fluxos de eluicao
conduzem a uma maior pré-concentracdo desse analito. Isso pode indicar que
esse analito interage fortemente com o adsorvente, sendo necessario maiores
volumes de metanol para a eluicdo quantitativa. Esse fato deve sobrepor o
efeito da diluicado causado pelo maior volume de eluente utilizado. As
interacbes 1x3 e 2x3 foram significativas para 17a-etinilestradiol e bisfenol A e
as interagdes 1x2 e 1x4 foram significativas apenas para o etinilestradiol. Para
se avaliar melhor essas interagdes, sao apresentados nas Figuras 13 a 18 os
gréaficos de contorno para as interagoes significativas.
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Fitted Surface; Variable: EE2
2**(4-0) design; MS Pure Error=243655E4
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Figura 13. Curva de nivel para as variaveis fluxo de eluicdo (mL min™) versus volume
de eluente (mL) para a resposta 17a-etinilestradiol.

Fitted Surface; Variable: BPA
2**(4-0) design; MS Pure Error=548985E3
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Figura 14. Curva de nivel para as variaveis volume de eluente (mL) versus fluxo de

eluicdo (mL min™) para a resposta bisfenol A.

Tanto para etinilestradiol quanto para bisfenol A, a interacdo entre o
fluxo de eluicdo e o volume de eluente foi negativa e como pode se observar
nas Figuras 13 e 14, as maiores respostas foram obtidas para os maiores
volumes de metanol e menores fluxos de eluicdo, o que ja foi discutido

anteriormente para os efeitos das variaveis principais.
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Fitted Surface; Variable: EE2
2**(4-0) design; MS Pure Error=243655E4
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Figura 15. Curva de nivel para as variaveis volume de eluente (mL) versus fluxo de

pré-concentragdo (mL min') para a resposta 17a-etinilestradiol.
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Figura 16. Curva de nivel para as variaveis volume de eluente (mL) versus fluxo de

pré-concentragdo (mL min™") para a resposta de bisfenol A.

A interacao entre o fluxo de pré-concentragao e o volume de eluente foi
positiva para 17a-etinilestradiol e bisfenol A, indicando que quanto maior o fluxo
de pré-concentracdo, maior o volume de eluente necessario para se obter
melhores respostas (Figuras 15 e 16). Maiores fluxos de pré-concentracao
devem arrastar os analitos mais fortemente através da coluna. Como a eluicéo
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7

foi realizada em contra-fluxo, maior volume de eluente € necessario para
remover os analitos que tiverem percorrido um caminho maior dentro da coluna

de pré-concentracao.

A interacdo entre fluxo de pré-concentracdo e fluxo de eluicdo foi
positiva e significativa para 17a-etinilestradiol e como se pode observar pela
Figura 17, a medida que se aumenta o fluxo de pré-concentracao, deve-se
aumentar o fluxo de eluicdo para se manter maiores fatores de pré-
concentragdo. Isso corrobora o fato de altos fluxos de pré-concentracao
arrastarem o analito por um caminho maior dentro da coluna, sendo necessario

contra-fluxos de eluicdo maiores para remover o 17a-etinilestradiol da coluna.

Fitted Surface; Variable: EE2
2**(4-0) design; MS Pure Error=243655E4
DV: EE2

Fluxo pré-conc /mL.min”

I > 1,4E6

M < 1,4E6

-1,2 Il < 1,2E6
%12 10 08 -08 04 - 2 04 ' Cl<1és
1,2 10 -08 -06 -04 -02 00 02 0, 06 08 0 1,2 B < 8E5

Fluxo eluicdo/mL min”!

Figura 17. Curva de nivel para as variaveis fluxo de eluicdo (mL min™) versus fluxo de
pré-concentracdo (mL min™') para a resposta 17a-etinilestradiol.
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Fitted Surface; Variable: EE2
2**(4-0) design; MS Pure Error=243655E4
DV: EE2

Composig&o coluna/mg

Il > 1,4E6
I < 1,466
[ < 1,3E6

“12 10 -08 06 -04 - g 1 [ <1,2E6
12 10 08 08 04 02 00 02 04 08 08 10 12gglAE

Fluxo eluicio/mL.min™"

Figura 18. Curva de nivel para as variaveis fluxo de eluicdo (mL min™) versus

composig¢ao da coluna (mg) para a resposta 17a-etinilestradiol.

Uma pequena interacdo significativa e positiva também foi observada
entre a composi¢ao da coluna e o fluxo de eluigcdo (Figura 18), de forma que
em baixos fluxos de eluicdo a quantidade de carvdo na coluna nao afeta a
resposta, mas a medida que maiores fluxos de eluicdo sdao empregados, a

quantidade de carvao deve aumentar para garantir maiores respostas.

Desse modo, para construgcdo da superficie de resposta, foram
escolhidas as variaveis volume de eluente e fluxo de eluicdo, pois ambas
mostram tendéncias relevantes, sendo os efeitos principais significativos para
17a-etinilestradiol e interagdes significativas para esse analito e para bisfenol
A. As variaveis fluxo de pré-concentracdo e composicdo da coluna foram
fixadas em seus niveis superior (2,0 mL min") e inferior (5,0 mg),
respectivamente. Isso porque, a primeira variavel apresentou um tendéncia
positiva e um maior fluxo de pré-concentracdo significaria um menor tempo,
melhorando a frequéncia analitica do método. J& a segunda varidvel foi fixada
utiizando uma menor massa de adsorvente para evitar o desperdicio do

material, uma vez que esse nao mostrou ser um fator relevante no estudo.

Sendo assim, o planejamento composto central rotacional realizado (2° +
2.3 + 3 = 17) foi construido avaliando a variavel fluxo de eluicdo em niveis

menores pois foi essa a tendéncia que esta apresentou no planejamento inicial.
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A variavel volume de eluente foi avaliada dentro da mesma faixa (entre 1,0 e
3,0 mL) do primeiro planejamento, mas acrescentando a composicdo do
eluente como nova variavel, afim de melhorar a etapa de eluicao dos analitos,

tentando assim aumentar os fatores de pré-concentragéo.

Os resultados obtidos para a construcao das superficies de resposta sao

mostrados na Um controle analito, correspondente a uma aliquota da solucao
de 1,0 mg L' de cada analito, que ndo passou pelo método de pré-
concentragdo,também foi analisado e utilizado para calcular os fatores de pre-
concentragcdo, apresentados entre parénteses na Tabela 10. Esse fator
equivale a razao entre as areas obtidas para cada experimento e para o
controle.
Tabela 10. Um controle analito, correspondente a uma aliquota da solucéo de
1,0 mg L' de cada analito, que ndo passou pelo método de pré-
concentragdo,também foi analisado e utilizado para calcular os fatores de pre-
concentragcdo, apresentados entre parénteses na Tabela 10. Esse fator
equivale a razao entre as areas obtidas para cada experimento e para o
controle.

Tabela 10: Resultados para o planejamento composto central rotacional

em cinco niveis

Areas dos picos cromatograficos
Experimentos 17a-etinilestradiol | 4-n-nonilfenil Bisfenol A
1 55232  (0,3) 163510 (4,2) 182813 (1,6)
2 819417 (3,8) 537886 (13,9) | 724031 (6,2)
3 1623459 (7,6) 392906 (10,2) | 594901...(5,1)
4 1018319 (4,8) 528801 (13,7) | 520455 (4,5)
5 566624 (2,7) 274026 (7,1) | 330074 (2,8)
6 739168 (3,5) 254456 (6,6) | 427161 (3,7)
7 409404 (1,9) 106450 (2,8) 177297 (1,5)
8 949247 (4,5) 322541 (8,4) 508721 (4,4)
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9 376479 (1,8) 114940 (3,8) | 207299 (1,8)
10 373811 (1,8) 147611 (3,8) | 208784 (1,8)
11 518570 (2,4) 287075 (7,4) | 346187 (3,0)
12 758811 (3,6) 124327 (3,2) | 221140 (1,9)
13 490072 (2,3) 355354 (9,2) | 423108 (3,6)
14 966801 (4,5) 265460 (6,9) | 425815 (3,6)
15 936546 (4,4) 317426 (8,2) | 374867 (3,2)
16 977150 (4,6) 320918 (8,3) | 376578 (3,2)
17 915628 (4,3) 299553 (7,8) | 461052 (3,9)

controle 213182 38588 116804

As equacgles 1, 2 e 3 descrevem as superficies de resposta construidas
para os sistemas 17a- etinilestradiol (EE2), 4-n-nonifenol (NP)e bisfenol A
(BPA), respectivamente. Essas equagdes representam os efeitos das varidveis
e interagOes significativas na resposta analitica de cada um dos sistemas
estudados. As variaveis foram codificada como X; (fluxo de elui¢cdo), X
(volume de eluente) e X3 (composicdo do eluente), para facilitar a construcao
das equacdes matematicas, sendo Y a area do pico cromatografico (resposta)
para cada analito estudado.

e Equacao 1
Yeeo = - 15333 X412 - 60178 Xo? - 63474 X4 - 162837 X» - 125253 X1Xo + 69168
X1X3 - 21428 X2X3 + 929387

e Equacao 2
Yap = - 39114.4 X42 + 24202,5 X352 - 55771,8 X1 + 59805,0 X5 - 39218,8 X;X3 -

39975,3 XoX3 + 305402,3

e Equacao 3
YBPA =- 65731 ,8 X1 + 395579,1
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Analisando as equacdes é possivel perceber que o fluxo de eluigdo (X1)
foi significativo e negativo para todos os 3 analitos estudados, confirmando os
resultados obtidos no primeiro planejamento. Menores fluxos parecem ser mais
eficientes na remogéo dos analitos da coluna, talvez devido a forte interacado
entre analitos e adsorvente. Como o material PA 6:1 apresenta grande
quantidade de microporos e mesoporos, € possivel que os analitos tenham
ficados retidos nessas cavidades, dificultando assim a remogado. Fluxos muito
altos nao permitem que o eluente penetre nos poros, diminuindo assim a
eficiéncia da eluicdo. J& o volume do eluente apresentou efeito negativo para
todos os analitos, embora tenha sido significativo apenas para o EE2. Isso
demonstra que com um eluente com composicao diferente é possivel eluir os
analitos com volumes menores. O efeito da composicdo do eluente foi
significativo apenas para o 4-n-nonilfenol, tendo indicado que o aumento da
proporcao de acetonitrila melhora o sinal analitico para esse composto. Para
bisfenol A o efeito da composi¢ao do eluente também foi positivo e apesar de
nao ter sido significativo, foi o segundo maior efeito observado.

A interacdo volume de eluente versus composicao do eluente foi
negativa para todos os trés analitos, sendo significativa para EE2 e NP. Isso
indica que aumentando-se a porcentagem de acetonitrila no eluente, consegue-
se eluir os analitos com menor volume da mistura. A interacao fluxo de eluicao
versus volume do eluente também foi negativa para todos os analitos, sendo

significativa apenas para o EE2.

Pelas superficies de resposta (Figuras 19 a 27) pode-se observar melhor

os efeitos descritos.
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Fitted Surface; Variable: EE2
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Pure Error=978534E3
DV: EE2

I > 1,566
Il < 15E6
I < 1E6
[1<5E5
E <o

Il < -5E5

Figura 19. Superficie de resposta para as variaveis composigao do eluente
(Yacetonitrila/metanol) versus volume de eluente (mL) para a resposta 17a-

etinilestradiol. Fluxo de eluicio (mL min™) fixo em seu nivel superior.

Fitted Surface; Variable: EE2
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Pure Error=978534E3
DV: EE2

Il > 1,566
M < 1566
Il < 1E6
[ < 5E5
<0

[ <-5E5
I <-1E6

Figura 20. Superficie de resposta para as variaveis volume de eluente (mL) versus
fluxo de eluicdo (mL min™) para a resposta 17a-etinilestradiol. Composicéo do eluente

(% acetonitrila/ metanol) fixo em seu nivel superior.
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Fitted Surface; Variable: EE2
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Pure Error=978534E3
DV: EE2

Il - 1E6
M < 1E6
Il < 8E5
I <6E5
[ <4E5
[J<2E5
<0

Il <-2E5
Il < -4E5

Figura 21. Superficie de resposta para as variaveis composigcao do eluente
(%acetonitrila/metanol) versus fluxo de eluigdo (mL min™") para a resposta 17a-
etinilestradiol. Volume de eluente (mL) fixo em seu nivel superior.

Fitted Surface; Variable: NP
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Pure Error=131350E3
DV:NP

Il > 4E5
I < 4E5
I < 3E5
[1<2E5
< 1E5
<0

Figura 22. Superficie de resposta para as variaveis volume de eluente (mL) versus
fluxo de eluicdo (mL min™) para a resposta 4-n-nonilfenol. Composicéo do eluente (%

acetonitrila/ metanol) fixo em seu nivel superior.
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Fitted Surface; Variable: NP
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Pure Error=131350E3
DV: NP

I > 565
M < 565
B < 4E5
[ <35
[ <2E5
B < 1E5
Y

Figura 23. Superficie de resposta para as variaveis composicao do eluente
(Y%acetonitrila/ metanol) versus fluxo de eluicdo (mL min™) para a resposta 4-n-
nonilfenol. Volume de eluente (mL) fixo em seu nivel superior.

Fitted Surface; Variable: NP
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Pure Error=131350E3
DV: NP

Il > 4E5
Il < 4E5
I < 3E5
[J<2E5
Il < 1E5

Figura 24. Superficie de resposta para as variaveis volume de eluente (mL) versus
composicao do eluente (%acetonitrila/metanol) para a resposta 4-n-nonilfenol. Fluxo

de eluicdo (mL min™) fixo em seu nivel superior.

De forma geral, observando-se as superficies de resposta obtidas para
17a-etinilestradiol e 4-n-nonilfenol, verificou-se a mesma tendéncia para as

variaveis volume de eluente e fluxo de eluicdo, pois ambas tenderam para
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valores entre os niveis -1 e 0. J& a variavel composi¢cdo do eluente tend

para valores entre os niveis +1 e +1,682.

Fitted Surface; Variable: BPA
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Pure Error=242777E4
DV: BPA

RIS

Bl > 555
B < 5E5
B < 4E5
I < 3E5
[1<2€E5
[ < 1E5

Bl <-1E5

eu

Figura 25. Superficie de resposta para as variaveis volume de eluente (mL) versus

fluxo de eluicdo (mL min™) para a resposta bisfenol A. Composigao do eluente (%

acetonitrila/ metanol) fixo em seu nivel superior.

Fitted Surface; Variable: BPA
3factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Pure Error=242777E4
DV: BPA

Il > 6E5
Il <6E5
M < 565
[ <4E5
<365
[ <265
B < 1E5

Figura 26. Superficie de resposta para as variaveis composicao do eluente

(%acetonitrila/ metanol) versus fluxo de eluicdo (mL min™) para a resposta bisfenol A.

Volume de eluente (mL) fixo em seu nivel superior.

43



Fitted Surface; Variable: BPA
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Pure Error=242777E4
DV: BPA

qan

M > 665
I < 6E5
I < 565
[1<4E5
[ < 3e5
I < 2E5

Figura 27. Superficie de resposta para as variaveis composicao do eluente
(Y%oacetonitrila/metanol) versus volume de eluente (mL) para a resposta bisfenol A.

Por fim, ao avaliar as superficies obtidas para a resposta bisfenol A,
foram observadas as mesmas tendéncias que o0s demais analitos
apresentaram. Desse modo, apds avaliar todos os planejamentos realizados,
foi possivel estabelecer as condicées otimizadas para o método de pré-
concentragdo proposto nesse trabalho. A Tabela 11 apresenta todas essas
condicdes.

Tabela 11: Condi¢des otimizadas do método de pré-concentracdo proposto.

Condicoes otimizadas do método e seus respectivos valores

Material adsorvente (mg) 5,0
Material dispersante (g) 1,0
Volume de soluc¢ao para pré-concentragao (mL) 10,0
Fluxo de pré-concentracdo (mL min™) 2,00
Volume de eluente (mL) 1,5
Fluxo de eluicdo (mL min™) 0,6
Composicao eluente (%acetonitrila/ metanol) 70/30
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CAPITULO 4

Validagao do método
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4.1 Introducao

O principal objetivo desse trabalho foi a elaboragdo de um método
analitico de baixo custo e acessivel, que fosse capaz de detectar e quantificar
os analitos estudados em baixas concentracdes. Desse modo,0 método foi
validado de acordo com a versdo 4 do guia de validacdo do INMETRO* e com
os critérios de aceitacdo definidos pela comissao européia (EC — European
Commission)**. Todos os dados necessarios para validagcdo do método foram
obtidos por HPLC-UV-vis.

Os parametros estudados para validacao do método foram linearidade,
fator de pré-concentracdo, limite de deteccao e quantificacdo, precisdo e
veracidade. O tratamento estatistico dos dados obtidos durante a validagao foi
feito utilizando planilhas do programa Excel da Microsoft Office (2010). Os
dados das curvas de calibragdo foram avaliados, primeiramente, através do
teste de Jacknife, para retirada de valores discrepantes.

4.2 Parte Experimental

4.2.1 Materiais e reagentes

Os analitos e solventes utilizados na etapa de validacao do método

foram os mesmos ja citados do capitulo 2.

4.2.2 Instrumentacao

Todas as amostras obtidas para validacdo do método de pré-
concentracdo, foram submetidas a analise em um outro equipamento (HPLC-
vis-UV Shimadzu) devido a problemas operacionais com o equipamento € a
coluna utilizados durante a etapa de otimizacdo do método. Sendo assim, as
novas condi¢des cromatograficas estabelecidas foram: coluna Shim - pack XR -
ODS, 2,2 ym, 100 x 3,0 mm, temperatura da coluna 40 °C, fluxo de injegcao 0,2

mL min” volume de inje¢do 10 pL e fase mével em gradiente (Tabela 12).
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Tabela 12: Gradiente de eluicdo para separacao dos analitos por HPLC-UV

Tempo/min % metanol % agua
0 30 70
2,0 80 20
6,5 100 0
9,5 100 0
10,0 30 70
14,0 30 70

O detector UV-vis utilizado foi o SPD - 20A, que realizou a medi¢cdo em
280 nm.

4.2.3 Solucoes da curva de calibracao pré-concentrada

As solugdes para construgcdo da curva de calibracdo pré-concentrada
foram preparadas em bal6ées de 50,0 mL, a partir da solugdo estoque de 50mg
L' dos analitos, sobre as mesmas condigdes descritas no capitulo 2. Foram
preparadas seis solugdes nas concentragbes de 50, 100, 250, 500, 750 e 1000
ug L™, além do branco, que continha 4gua, metanol e acetonitrila nas mesmas
propor¢cées que nos demais pontos da curva. Essas sete solugbes passaram
pelo método de pré-concentragao/eluicao em triplicata.

4.2.4 Solucoes da curva de calibracao para calculo do fator de pré-
concentracao

As solucbes para construgao dessa curva foram preparadas em baldes
de 25,0 mL, da mesma maneira que as solugdes anteriores. Foram preparados
seis pontos nas concentragdes de 500, 750, 1000, 1500, 2000 e 4000 g L™,
além do branco, em triplicata. Tais solu¢cdes ndo passaram pelo processo de
pré-concentracao/eluicdo, sendo as andlises feitas ap6s o preparo das
mesmas. As concentragbes utilizadas foram maiores do que aquelas
empregadas na curva de calibragdo pré-concentracdo para garantir sinal
analitico mensuravel usando o detector UV.
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4.3 Parametros de validacao

4.3.1 Linearidade

A linearidade da curva pré-concentrada foi determinada por regressao
de minimos quadrados ordinarios. A adequagcdo dos dados ao modelo
matematico linear proposto foi analisada através dos residuos. A avaliagcao de
desvios da linearidade e de significancia da regressao foi feita através de
parametros fornecidos pela tabela ANOVA.

4.3.2 Fator de pré-concentracao

O fator de pré-concentracao foi determinado através da razdo entre os
coeficientes angulares da curva de calibragdo que passou pelo método de pré-
concentragcao proposto e da curva construida sem utilizagao desse método.
Para essa finalidade,os parametros de linearidade avaliados para a curva pré-
concentrada também foram avaliados para a curva que ndo passou pelo
método proposto, de modo que esta apresentou concordancia com todos os
critérios estabelecidos.

4.3.3 Limite de deteccao (LD) e quantificacao (LQ)

Para a determinacdo do LD e do LQ do método, foram realizadas
medidas de 7 brancos analiticos independentes, que passaram pelo método de
pré-concentracdo. Para o célculo de LD foi usada a expressao LD = t.s, onde s
€ 0 desvio padrao e ta distribuicdo de Student para 6 graus de liberdade e 99%
de confianga. Para o calculo de LQ foi usada a expressao LQ = k.s, onde k
corresponde a um fator numérico, que nesse caso foi igual a 10. As médias dos
brancos analiticos independentes ndao foram consideradas nas expressdes
utilizadas para calculo de LD e LQ, pois as médias para os analitos 17a-

etinilestradiol e bisfenol A apresentaram valores negativos.

4.3.4 Precisao e veracidade
A repetitividade foi o critério escolhido para avaliacao da precisao.

Para avaliacdo da precisao e da veracidade (% de recuperacao), dopou-
se amostras de agua de torneira em trés niveis de concentracdo: 100, 250 e

750 pg L™ dos 3 analitos estudados. Cada amostra passou pelo processo de

48



pré-concentracdo. O estudo foi

realizado em quintuplicata, de forma

independente. Apds andlise das amostras, foram calculadas as médias, os

respectivos desvios padrdo, coeficientes de variacdo e porcentagem de

recuperacao de cada nivel estudado.
4.4 Resultados e discussao

4.4.1 Critérios de identificacao

O comprimento de onda maximo de absorgcéo utilizado para obtencéo

dos cromatogramas, utilizado o detector UV- Vis, foi 280 nm. Os tempos de

retencéo de cada analito sdo mostrados na Tabela 13.

Tabela 13: Tempo de retengédo e comprimento de onda maximo de absorcédo dos analitos

Analitos

Tempo de retencao/min

Comp. maximo de absor¢ao /nm

17a-etinilestradiol
4-n-nonilfenol

bisfenol A

10,05
12,26

9,50

280

O perfil cromatografico, obtido nas condicées cromatograficas utilizadas

para leitura das amostras preparadas para validacao do método, é mostrado na

Figura 28.

Mex hiensty : 3712
v-

Lot

Jeeclor AZsnm

me 0% hien 0353

Figura 28. Perfil cromatografico apresentado pelos analitos para as analises de
validagdo do método.
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4.4.1 Linearidade

O método dos minimos quadrados ordinarios (MMQO) foi utilizado para
estimar os parametros da equacao linear: Y = aX + b, onde Y representa a
resposta do equipamento, X a concentracao dos padrées dos analitos, a o
coeficiente angular e b o coeficiente linear da reta. Esse método de regressao
linear assume que os residuos seguem a distribuicdo normal, sao
independentes e homoscedasticos, se sua variancia for constante ao longo do

egixo x.*

Para avaliagdo dos requisitos de normalidade, homoscedasticidade e
independéncia dos residuos foram utilizados os testes de Ryan & Joiner,*
Levene modificado por Brown & Forsythe®® e Durbin & Watson,*
respectivamente. O teste F (ANOVA) foi adotado para verificar a significancia
da regressdo e do desvio da linearidade®®. Os resultados obtidos foram

resumidos na Tabela 14.

A realizagcdo do teste de Ryan-Joiner confirmou que os residuos da
regressao seguem a distribuicdo normal, pois os desvios da normalidade nao
foram significativos (p > 0,10). Os coeficientes de correlacao (R) obtidos: 0,951;
0,963; 0,975 foram superiores ao R critico: 0,944; 0,948; 0,952 (Tabela 14)
para as trés curvas de calibragdo do meétodo de pré-concentragao/eluicdo dos

analitos 17a-etinilestradiol, bisfenol A e 4-n-nonilfenol, respectivamente.

A independéncia dos residuos foi avaliada pelo teste de Durbin-Watson.
Para os dados serem considerados independentes, os valores de d calculados
devem estar dentro do intervalo apresentado na Tabela 14. Valores de d abaixo
dos limites inferiores (d = 1,11) indicam correlacao positiva, ja valores de d
acima dos limites superiores (d = 2,89)indicam correlagao negativa. Os valores
de d foram: 1,748; 2,341 e 1,327 para as curvas de calibragdo do método de
pré-concentracao dos analitos EE2, BPA e NP, respectivamente (Tabela 14),
estando esses valores dentro do intervalo estabelecido para EE2 e para BPA,
confirmado a independéncia dos residuos. O valor de d para NP ndo esta
dentro do intervalo, indicando que este teste é inconclusivo para esse analito,
nao sendo possivel determinar se os dados sao autocorrelacionados ou néo.
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Tabela 14: Dados estatisticos obtidos na avaliacdo dos requisitos de normalidade,

independéncia, homoscedasticidade, andlise de variancia da regressdo e desvio da

linearidade, para as curvas de calibracdo pré-concentradas de 17a-etinilestradiol

(EE2), bisfenol A (BPA) e 4-n-nonilfenol (NP).

Estatistica Curva EE2 Curva BPA Curva NP
Numero de observacoes

N 17 16 16
Normalidade

R 0,951 0,963 0,975

R 0,944 0,948 0,952

P p > 0,05 p>0,10 p>0,10
Independéncia

D 1,748 2,341 1,327

Né&o ha autocorrelagao 1,380 <d < 2,619 | 1,370 <d < 2,629

1,370 < d < 2,629

P p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05
Homoscedasticidade
t 0,614 0,147 0,084
P 0,548 0,885 0,934
Regresséao
F 2,354 x 10 1,620 x 10*° 1,893 x 10*
P 6,589 x 107® 3,581 x 10™ 2,412 x 107
Desvio da linearidade
1,265 3,634 3,080
P 3,410 x 10" 5,766 x 10 6,789 x 107
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A homoscedasticidade dos residuos das regressdes foi estimada a partir
de f; (Tabela 14). A Figura 29 mostra que nao houve diferenca significativa
entre as variancias estudadas nos grupos 1 e 2 para curvas.
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Figura 29. Graficos representando a homoscedasticidade das variancias para as trés
curvas de de calibragao pré-concentradas de 17a-etinilestradiol (EE2), bisfenol A

(BPA) e 4-n-nonilfenol (NP), respectivamente.

A faixa inicialmente proposta, de 0 ug L™ a 1000 ug L™, ndo apresentou
desvio da linearidade pelo teste F (ANOVA) de desvio da linearidade e
significancia da regressao para nenhuma das curvas. Assim, a linearidade foi
confrmada para as trés curvas de calibracdo do método de pré-
concentracao/eluicdo para os analitos 17a-etinilestradiol , bisfenol A e 4-n-
nonilfenol (NP). Todas as curvas apresentaram alta significancia da regressao
(p < 0,001) com desvio da linearidade nao significativo (p > 0,025) (Tabela 14),
indicando a adequacao do uso do MMQO para a faixa de trabalho proposta.

4.4.2 Fator de pré-concentracao

A partir das equacoes obtidas para as curvas pré-concentradas (CPC) e
para as curvas que nao passaram pela pré-concentragdo (CSPC), calculou-se
os fatores de pré-concentracdo (razdo entre as inclinagbes de CPC e
CSPC).As equagbes e os fatores de pré-concentracdo sédo apresentados na
Tabela 15

Os fatores de pré-concentracao variaram de 2,77 a 3,53 para os analitos
estudados. Esses fatores de pré-concentragdo sao baixos se comparados aos
obtidos por extracdo em fase solida com cartuchos comerciais. Isso se deve,

em parte, a forte interacado entre os analitos e o carvao ativado utilizado como
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adsorvente, sendo necessario um maior volume de eluente para a remogao dos
analitos da coluna. As alternativas para se tentar melhorar os fatores de pré-
concentragcdo seriam aumentar o volume de amostra utilizado e/ou evaporar o
eluato e retomar para um volume menor. Nos dois casos, o tempo demandado

para a pré-concentracao seria maior, sendo necessario avaliar a viabilidade.

Tabela 15: Comparagao das curvas realizadas com e sem pré-concentracao e fator de
pré-concentracédo (FPC) obtido para os analitos estudados

Curva Pré-concentrada Curva Normal
Analitos FPC
Equacéo R Equacéo R

3,16
EE2 y =126289x + 5978 | 0,996 | y=39990x + 8926 | 0,992

BPA y =69976x + 10959 | 0,996 | y =26640x + 19394 | 0,995 | 2,77

NP y=63177x+454,0 | 0,996 | y=17884x-4089 | 0,997 | 3,53

4.4.3 Limite de deteccao (LD) e quantificacao (LQ)

Apo6s a aquisicdo dos dados, os valores do intercepto e da inclinagao
das curvas de calibragdo do método de pré-concentracao/eluicdo foram
estimados. As equacbes obtidas pelo MMQO foram utilizadas para o calculo
das concentragoes de 17a-etinilestradiol, bisfenol A e 4-n-nonilfenol nos
brancos analiticos. Essas concentracdes foram utilizadas para a estimativa do
LD e LQ da técnica. Para se calcular os limites de deteccao e quantificagao do
método, dividiu-se os valores de LD e LQ pelo fator de pré-concentracéao
(Tabela 16). O LD e LQ do método expressam as concentragbes aproximadas

que podem ser efetivamente determinadas pelo método proposto.
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Tabela 16: Limites de deteccdo e quantificacdo da técnica e do método proposto
obtidos para os analitos estudados

Analitos LD técnica LD método  LQ técnica LQ método
(Mg L) (Mg L) (Mg L) (Mg L)
17a- etiniestradiol 22 7,0 70 22
Bisfenol A 21 7,5 66 24
4-n-nonilfenol 42 12 134 38

Os LD e LQ determinados indicam que a técnica utilizada (HPLC-UV)
nao se adequaria a estudos cujo objetivo seriam analises para monitoramento
ambiental de agua superficiais, uma vez que os analitos estudados geralmente
sdo encontrados em concentracdes menores dos que as apresentadas na
Tabela 16. Entretanto, essa técnica, possivelmente, poderia ser aplicada para
avaliar a eficiéncia de processos de tratamento/remogéo desses poluentes em
efluentes, nos quais normalmente esses compostos estdo presentes em

concentragcdes mais elevadas.

4.4.4 Precisao e Veracidade

A partir dos resultados obtidos para a quintuplicata das amostras em 3
niveis de concentracdo, calculou-se a porcentagem de recuperagdo para
avaliar a veracidade e o desvio padrdo relativo e o limite de repetitividade para

avaliar a precisdo do método proposto (Tabela 17).

A veracidade foi avaliada através de ensaios de adicdo e recuperacao,
utilizando-se uma matriz branca fortificada, pois nao existem materiais
certificados disponiveis. De acordo com os critérios de aceitagao definidos pela
comissdo européia (EC — European Commission)®®, que estabelecem para
concentragdes acima de 10 pg L™ recuperacdes entre 80 % e 110 %, apenas
as recuperacoes obtidas para os dois primeiros niveis estudados para o 17a-
etinilestradiol (130% e 120%) e para o primeiro nivel do bisfenol A (79,1%) nao

estao dentro do intervalo estabelecido.
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Tabela 17: Porcentagem de recuperacdo e desvio padrdao relativo obtidos para
amostras de agua de torneira enriquecidas em trés diferentes concentragcées dos
analitos estudados

Concentracao Recuperacao (%) Desvio padrao relativo

(ug L) (%)

17-aetiniestradiol

100 130 9,24

200 122 2,67

750 95,8 6,73
bisfenol A

100 93,0 6,75

200 95,6 9,56

750 92,9 3,09

4-n-nonilfenol

100 79,1 4,43
200 80,2 3,67
750 98,7 7,60

A precisao foi estudada em trés niveis de repetitividade e foi expressa
através do desvio padrao relativo, também conhecido como coeficiente de
variagdo. Os desvios padréo relativos para todos os analitos nos trés niveis
estudados variaram entre 2,7 % e 9,6 %, e também estdo de acordo com o
critério de aceitabilidade definido pelo EC*, que estabelece um desvio padrio

relativo de até 10 % para concentragdes acima de 100 pg L™.
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CAPITULO 5

Consideracoes finais
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Estudos iniciais mostraram a potencialidade do carvao ativado PA 6:1
para adsorcdo do EE2. Diante disso, duas possibilidades de aplicagcdo foram
propostas: desenvolvimento de um método analitico para a quantificacao de
contaminantes emergentes e desenvolvimento de um processo de remocao
destes contaminantes em meio aquoso. Apesar dos dois trabalhos terem sido
desenvolvidos paralelamente, apenas a primeira parte foi finalizada, sendo os
resultados obtidos apresentados nessa dissertacdo. Isso ocorreu devido a

varios problemas com os equipamentos para a determinacao dos analitos.

Um meétodo alternativo para detecgédo e quantificagdo dos analitos 17a-
etinilestradiol (EE2), 4-n-nonifenol (NP) e bisfenol A (BPA) por HPLC-UV foi
proposto. Para isso, montou-se um sistema em fluxo simplificado para melhorar
a repetibilidade do sistema de pré-concentracdo. O método de extracao/pré-
concentracao foi desenvolvido em duas etapas. A primeira consistiu na pré-
concentragdo dos analitos via percolacdo de uma solugcdo de concentragdes
conhecidas dos mesmos por um coluna que continha o material adsorvente. A
segunda consistiu na eluicdo desses analitos através da percolagdo em contra-
fluxo de uma pequena quantidade de solvente. Para construgdo da coluna,
utilizou-se areia de aquario como material dispersante, para assegurar sua
homogeneidade. O potencial adsorvente da areia frente ao carvao PA 6:1 foi
avaliado e mostrou que o carvao foi responsavel pela maior porcentagem da
adsorcao dos analitos. A otimizacao da etapa de extragcao/ pré-concentragao foi
realizada por meio de planejamentos experimentais. Durante a etapa de
otimizacdo, verificou-se que os analitos interagiam fortemente com o
adsorvente, sendo necessarios volumes relativamente grandes para a remocao
dos compostos da coluna. Isso poderia resultar em baixos fatores de pré-
concentracdo. Ainda assim, como forma de aprendizado, decidiu-se dar

sequéncia aos estudos para proposi¢ao do método.

Na etapa de validagéo, verificou-se que realmente os fatores de pré-
concentracdo foram baixos e os limites de quantificacdo inadequados para
monitoramento ambiental, ainda que as concentracées desses analitos estejam
aumentando gradativamente no ambiente. Por outro lado, a precisdo e a
veracidade obtidas nos niveis de concentracdo avaliados foram satisfatérios de

uma forma geral. Um recuperagao maior que 110% foi obtida para dois niveis
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de EE2, o que pode ter sido causado por algum outro composto ou mesmo do
EE2, presente na 4gua de torneira.

Pretende-se verificar a viabilidade de aumentar os fatores de pré-
concentracdo do meétodo, aumentando o volume de amostra utilizado e
secando o solvente ap6s a etapa de eluicdo e retomando o extrato para um
volume minimo. Apesar dessas etapas diminuirem a frequéncia analitica, estas
podem aproximar os limites de quantificacdo a valores mais apropriados para
aplicacées mais gerais. Outra possibilidade é a analise dos extratos por uma
técnica mais sensivel, como por exemplo a cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas. Muitos trabalhos descritos na literatura utilizam a
extragdo em fase solida com cartuchos comerciais aliada a LC-MS para a

quantificacdo dos analitos avaliados neste trabalho.

Acredita-se que o processo para remogao de contaminantes emergentes
empregando esse carvao ativado é promissor, uma vez que 0 mesmo PoSSui
alta area superficial e grande afinidade pelos compostos aqui estudados. Isso
porque, no processo de remocao, a interacdo dos analitos com o adsorvente
nao tem necessariamente que ser totalmente reversivel, como ocorre nos

métodos de pré-concentracao.

Portanto, devido aos baixos fatores de pré-concentragdo determinados
para todos os analitos e aos elevados LD e LD da técnica analitica,pode-se
concluir que a metodologia desenvolvida, utilizando o carvao ativado PA 6:1
como adsorvente, seria mais aplicada a processos de tratamento/remocao de
poluentes, tais como os analitos estudados, do que a procedimentos que

envolvam etapas de pré-concentracao.
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