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INTRODUCAO

Os avancos da quimica organica apos a Segunda Guerra Mundial beneficia-
ram 2 espécie humana de diversas formas, todavia, o uso e o lancamento de com-
postos sintéticos no ambiente aumentaram drasticamente, € o descaso com a segu-
ranca destas substancias para a saide do meio ambiente e dos seres humanos, trouxe
problemas no ambito ambiental que 56 foram conhecidos e discutidos nas dltimas
decadas, como a degradacio dos recursos naturais, entre eles da agua.

A preocupacio com a disponibilidade dos recursos hidricos justifica-se pelo
fato da dgua desempenhar papel fundamental no desenvolvimento social e econdmi-
co da humanidade, além de ser um bem essencial 2 vida. Em funcido do crescimento
desordenado das cidades e das atividades antrépicas no entorno das bacias hidrogra-
ficas, é notorio o aumento da poluicio das dguas superficiais e subterraneas. Polui¢io
essa, que ocorre principalmente em virtude da descarga, nos corpos receptores, de
efluentes sanitirios e industriais sem tratamento prévio, ou cujo tratamento ¢é inefi-
clente, € que compromete um dos usos prioritirios deste recurso — o abastecimento
publico (TUCCI, 2008; REBOUCAS, 2001).

A introducdo constante de contaminantes organicos ¢ INOLganicos nos corpos
hidricos e os efeitos dessas substancias sobre a saide ambiental e publica constituem,
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atualmente, o principal desafio do poder publico para que garantam a qualidade das
dguas superficiais e de consumo humano. Os compostos organicos contemplados
neste trabalho, nonilfenol (NP) e bisfenol A (BPA), assim como outras substancias
com atividade estrogénica, ndo sdo abrangidos pela legislacdo brasileira para dguas
superficiais — a Resolucdo n® 357/2005 do CONAMA (BRASIL, 2005). No Canada
a concentracio de 1ug. -1 € aceita como limite para o NP e seus etoxilados em aguas
naturais (CANADA, 2002). O BPA, até¢ o momento, ndo ¢ regulamentado em aguas
superficiais nas leis nacionais ou internacionais.

Nonilfenol e bisfenol A sdo contaminantes que tém recebido especial aten¢io
nas ultimas décadas pela ampla aplicacido, ubiquidade no meio ambiente e por apre-
sentarem a capacidade de mimetizar 0s estrogenos endogenos, sendo considerados
disruptores endocrinos (xenoestrogenos). BPA € um dos compostos quimicos de
maior producio mundial, tendo sido prevista a sintese de 5 milhdes de toneladas
para o ano de 2010. Sua principal aplicagdo € na producio do plastico policarbonato,
seguida da sintese de resinas epdxi. Pelo grande volume produzido e pelo uso difun-
dido em diversos produtos, a quantidade de BPA lan¢ado no ambiente é considera-
vel, o que o torna presente em amostras ambientais (BALLESTERDS—G(;)MEZ et
al., 2009).

O NP é um precursor dos surfactantes ndo-ionicos, 05 quais possuem utiliza-
¢do industrial e doméstica em detergentes, solubilizantes, formula¢des de pesticidas,
dentre outras. A principal origem do NP no meio ambiente estd relacionada a de-
gradacdo de nonilfendis etoxilados (NPEs) em estacdes de tratamento de efluentes
(ETEs) que utilizam o tratamento biologico convencional. Estima-se que entre 30
e 35% dos NPEs sio convertidos em NP e NPEs de cadeia curta, sendo estes
CcOmpOostos mais recalcitrantes € mais toxicos. Por seremn mais persistentes, grandes
quantidades dessas substancias podem ser encontradas em 4dguas superficiais que
recebem descarga de efluentes, mesmo apos o tratamento (SOARES et al., 2008;
AHEL et al.,, 1994).

Neste contexto, este trabalho apresenta a metodologia desenvolvida para a
determinac¢do desses dois poluentes estrogénicos, assim como a avaliacdo da qua-
lidade das dguas superficiais do rio Paraiba do Sul em quatro municipios paulistas
localizados 4s margens do mesmo. Esta importante bacia hidrogrifica abrange trés
estados da regido sudeste — Sdo Paulo, Rio de Janeiro e Minas Gerais, € na area
amostrada é responsavel pelo abastecimento publico de mais de 1 milhdo de pessoas.

Para a anilise dos micropoluentes, utilizou-se um método analitico de alta se-
letividade e sensibilidade, sendo a determinacdo por cromatografia gasosa acoplada
a0 detector de espectrometria de massas (GC/MS), precedida da concentracdo das
amostras pelo método SPE (extracio em fase solida). Contudo, nio sdo suficien-
tes apenas boas técnicas analiticas para garantir a qualidade dos dados gerados e a



confiabilidade dos resultados. Visando atender as exigéncias de drgdos nacionais ¢
internacionais a metodologia desenvolvida neste estudo passou pelo processo de
validagdo, que visa demonstrar que o método ¢ adequado ao uso pretendido, alem
agregar valor e seguranca aos resultados.

MATERIAL E METODOS

Amostragem

As amostras de dgua superficial foram coletadas nos meses de junho, setem-
bro e novembro de 2010, no processo de entrada das Estagdes de Tratamento de
Aguﬂ (ETAs) dos municipios de Guararema, Sdo Jos¢ dos Campos, Taubate e Pin-
damonhangaba, estado de S3o Paulo. Seguindo o Guia de coletas da Cetesbh (1987),
as amostras foram coletadas em frascos de vidro ambar, e mantidas a temperatura
aproximada de 4°C.

Parametros fisico-quimicos

As variaveis pH, temperatura e turbidez foram obtdas por medidas on-line,
também nas entradas das ETAs.

Extracdo do xenoestrogenos por SPE

As amostras foram inicialmente filtradas em membranas de 0,45um para re-
mocio de particulas em suspensio. Em seguida, ajustou-se o pH para 3 com adi¢do
da solucdo de acido nitrico (HNQ3/H20 1:1, v/v).

Para extracio e concentracdo dos analitos, utilizou-se cartuchos SPE da Sul-
peco com capacidade de 6mL preenchidos com 300mg de octadecil. Inicialmente
o cartucho foi condicionado com acetato de etila, seguido da solucdo de metanol/
H20 (1:1, v/v). Percolou-se 1L da amostra acidificada, sendo a eliminac¢io de com-
POStOS interferentes realizada na etapa de clean up, onde a solugdo de metanol/H20
(1:9, v/v) foi empregada. Para remocio da dgua, o cartucho foi seco sob vicuo,
seguido de centrifucio por 25 minutos. A eluicdo dos analitos ocorreu com 2 x 3mL
de acetato de etila/metanol (60:40,v/v). O extrato foi evaporado em fluxo suave de
N2 até ImlL.

Analise por GC/MS e quantificacao das amostras

A anilise cromatografica foi realizada por injecdo de 1ul do extrato no equi-
pamento GC/MS da Shimadzu e utilizando uma coluna capilar DB-5. As tempera-
turas do injetor e da interface do GC/MS foram estabelecidas em 270°C e 290°C,
respectivamente. A programacio da temperatura do forno teve inicio em 80°C e foi
finalizada em 280°C, com isotermas em 210°C e 240°C.

Os compostos foram identificados por comparacio com os padrdes analiti-
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cos do Bisfenol A e da mistura téenica de isomeros de Nonilfenol, ambos da Aldrich
Chemical Co., considerando-se os tempos de retencdo e o espectro de massas. Para
quantificacdo, as amostras foram analisadas em triplicata, no modo SIM, monitoran-
do-se os cinco fragmentos listados na Tabela 1. Neste estudo, foi utilizado o método
de calibracdo externa, onde as curvas analiticas foram preparadas com oito concen-
tracoes dos padroes adicionadas a matriz.

Tabela 1. |dentificacio e relacdo massa/carga dos ions moniterades no modo SIM

- Massa Tempo de : . o~

Composte  Numereo Cas PRSI retengiio Tons monitorados {(m'z)

| Nomilfenol = 84852-15-3 | 220.35 g.mol 7.08—-790min. | 107,121, 135, 149, 220
Bisfenol A B0-05-7 228.28 g.mol! 12.56 min. 119, 213, 214, 228, 229

Validacao da metodologia

A validacio do método seguiu as orientacdes do documento DOQ-CG-
CRE-008 do Inmetro (2010). A wvalidacio também tem como objetivo avaliar o
efeito de interferentes, principalmente durante o processo de extracdo, separacdo
ou deteecdo. Como ndo hd uma matriz de referéncia ou padrio interno adequado
para os compostos estudados, para avaliacio da seletvidade, especificidade, faixa de
trabalho ¢ linearidade foi utilizado o método de superposicio de matriz, ou seja, ut-
lizou-se uma matriz semelhante a amostra. Mais especificamente, foram realizados
ensalns na propria amostra de agua bruta e somente no solvente, com um numero
de repeticdes estatisticamente significativo (n=7) para oito concentracdes diferentes.
A partir dos dados obtidos e da aplicacdo de cileulos estatisticos foi possivel avaliar
cada parametro. Os limites de deteccdo e quantificacido foram caleulados com base
no desvio padrio das replicatas de acordo com o estabelecido no documento DOQ)-
CGCRE-008 do Inmetro (2010)). A recuperagdo do método foi estimada atraves da
adicdo da solucdo dos padrdes analiticos em trés niveis de concentracio.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Desempenho analitico

A seletividade e a especificidade da metodologia, avaliadas inicialmente pela
andlise cromatogrifica dos padrdes diluidos na mistura dos solventes (EtOQAc/
MeOH) e na matriz, mostraram-se adequadas com uma boa separacio e identifica-
¢ao dos compostos.

Pela aplicacdo dos testes estatisticos F (Snedecor) e t (Student), que avaliam
respectivamente, 2 homogeneidade das variancias e a diferenca significativa das mé-
dias, foi possivel verificar a interferéncia da matriz no ensaio e na precisio do método
em quase todos os oito pontos considerados e para ambos 0s compostos, indicando



que para a quantificacio dos analitos deve ser utilizada uma curva analitica preparada
na propria amostra, ou em matriz semelhante, uma vez que existird diferenca nos
resultados obtidos frente a uma curva preparada somente na solucdo de solventes.

As curvas analiticas dos dois xenoestrogenos apresentaram boa linearidade,
com coeficientes de determinacio acima de (0,99 nas faixas de trabalho consideradas,
como pode ser observado na Tabela 2.

Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQQ) do método, considerando
a concentra¢do de 1L de amostra, também sdo apresentados na Tabela 2. O LD foi
calculado pela multiplicacio do desvio padrio das 7 replicatas da menor concentra-
¢do pelo valor de t Student com 6 graus de liberdade (n-1) e 95% de confianca. Para
o calculo do LQ) considerou-se a média do branco da matriz utilizada mais cinco
vezes o desvio padrido dessas determinacdes.

Tabela 2. Resumao dos resultados do estudo de validacdo da metodologia

NP Bistenol A
Equacdo da reta v=4 E+06X-118986 v=1 EH06X-122509
R? _ 0,997 _ 0,996
Intervalo linear 0,05 = 2,0 pgmL! 0.10 — 4.0 pgmL!
LD _ 0.02 pg L] _ 0.03 ng L't
LQ 0.06 pg. L 0,15 ng L't

() teste z Score aplicado para avaliacdo da exatiddo resultou em valores <2,
ou seja, 0s resultados sdo satisfatdrios e 0 mérodo é exato na faixa de concentracio
estudada. O desvio padrio reladvo (DPR), um indicador da precisio e que para
andlises tracos é aceito em até 20%, ficou abaixo de 10% para o nonilfenol e menor
que 20% para o bisfenol A em todas as andlises e em todos os pontos considerados.

Na Tabela 3 sdo apresentados os resultados das recuperacdes nos trés niveis
de concentragdo avaliados, em triplicata. Como pode ser observado, as recuperagoes
foram muito boas para ambos os compostos e estdo dentro da faixa recomendada
na literatura (70-120%).

Tabela 3. Resultados dos ensaios de recuperacoes dos analitos na matriz de agua bruta para os trés niveis de fortificacdo
avaliados

Nivel1 | Recuperacido | Nivel2 | Recuperagio | Nivel3  Recuperaciio
NP |015ugl’| 95% 080 ug L7 81% 2,00 ug. L7 | 70 %
BPA | 0.30 g L 116 %o 1.60 pig L7 110 %o 4.00 ug I 71 %

Variaveis fisico-quimicas

Os resultados dos parametros de qualidade de 4gua avaliados sio referentes
as médias dos dias de coleta. Conforme os dados expostos na Tabela 4, as varidveis
estdo em conformidade com os padrdes estabelecidos para aguas doces classe 2.
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Tabelz 4. Resultados dos pardmetros fisico e quimnicos das aguas do rio Paraiba do Sul dos municipios amostrados e nos
trés periodos de coleta

Guararema Sﬁg};];zs];:ﬁs Taubaté Findamonhangaba ﬂgﬁ‘?ﬁl‘{
Variavel | Jun  Set Nov | Jun Set Nov | Jun  Set Nov| Jun | Set Nov| Classe2
?:‘.'.__‘E.’{" - 19 2| - (19 2| - |20 4| - |19]25 -
pH 69| 1.7 | %l - |74 71|66 | 69 71 - |73 [ 75 ] 60a%0
fubice=la1 | s | 6 |24 17|16 |32 | 28 |34 | 42 |28 | 32| <100

Determinacdao dos compostos estudados nas aguas superficiais do
Paraiba do 5ul
Foram analisadas 12 amostras de agua bruta em gquatro municipios do Vale do
Paraiba paulista no ano de 2010. Os resultados apresentados na Tabela 5 sdo referen-
tes 2 média de trés analises para cada ponto. No caso de falso positivo ou negativo,
foram realizadas adicdes padrio a im de confirmar os valores.

Bisfenol A e isomeros do nonilfenol foram detectados em todas as amostras
¢ nos trés periodos de amostragem. As concentragdes mais elevadas para ambos o0s
compostos foram observadas em junho, o que pode ser atribuido 4 menor precipita-

¢ado do periodo. Entre os municipios investigados, 530 José dos Campos, apresentou
os maiores valores de contaminacio por bisfenol A e nonilfenol. Dentre as quatro

cidades, este € 0 municipio mais desenvolvido e com maior nimero de habitantes.

Tabela 5. Resultados obtidos para NP (LG = 0,06 pg.L-1) e BPA (LQ = 0,15 pg.L-1) nas trés coletas de 2010, nos pontos de
captacio de agua superficial do rio Paraiba do Sul, utilizando 1L de amostra

Nonilfenol (NP)

Junho Setembro Novembro
Municipio Concentragies (ug.L)
Greardarena 0,247 = 0,020 0.144 = 0,046 0.085 = 0,014
Sio José dos Camipos 0802 = 0,056 0.654 = 0,058 0.289 + 0.029
Taubaté 0,592 £ 0,050 0463 £ 0,068 0.162 £ 0,009
Pindamonhangaba 0,612 £ 0,036 0.399 £ 0,018 0,230 = 0.022
Bisfenol A (BPA)
Junho Setembro Novembro
Municipio Concentragoes (ng.L7)
Guararema 0,276 £ 0.018 <015 < 0,15
Sdo José dos Camipos 0,206 £+ 0.007 0.181 & 0,013 <0,15
Tanbarté 0,256 £ 0.008 0.164 £ 0.006 < (.15
Pindamonhangaba 0,265 + 0,007 0.184 £ 0.003 < 0,15




As concentra¢des de NP variaram entre 0,085 pg.L1 e 0,802 pe.L. Os niveis
encontrados para este xenoestrogeno sdo similares a outros estudos realizados em
bacias hidrograficas da regido sudeste (MOREIRA et al,, 2009). Se comparado ao
valor guia adotado pelo Canadi, de 1 pg. L' de NP em dguas naturais, os niveis en-
contrados no Paraiba do Sul estdo abaixo deste limiar.

Em 58% das amostras (n=12) foram obtidas concentra¢des acima do limite
de quantificacdo (0,15 pugL1) para o BPA, sendo o valor de 0,276 pg L™ a maior
concentracdo avaliada. (utros estudos realizados em corpos hidricos no estado de
S3o Paulo identificaram concentracdes de BPA tanto superiores (LEANDRQO, 2006)
quanto inferiores (SODRE et al., 2010) as encontradas no Paraiba do Sul por este
estudo.

CONCLUSOES

- A metodologia analitica proposta para determina¢io dos compostos no-
nilfenol e bisfenol A em dguas superficiais mostrou-se adequada 20 uso, e pode ser
evidenciado pelos resultados dos parametros avaliados na validacdo do método.

- As varidveis de qualidade de 4gua demonstraram que as dguas superficiais
do rio Paraiba do Sul sdo de boa gqualidade, e se enquadram nos padrdes da Classe 2
para dguas doces segundo a legislagdo vigente (CONAMA 357/03).

- Ambos contaminantes estrogénicos (NP e BPA) foram detectados em 100%
das amostras de agua bruta, demonstrando que as atividades antropicas na regido
influenciam a qualidade das aguas deste recurso hidrico.

- O monitoramento das dguas da bacia hidrogrifica do Paraiba do Sul deveri
ser estendido 2 agua potivel a fim de verificar a eficicia do tratamento quanto 2
remocdo destas substancias e garantir o nio comprometimento do abastecimento
publico.
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