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RESUMO

O bisfenol A (BFA) ¢ um mondmero amplamente utilizado na fabricagdo de policarbonato e
resinas epoxi. O policarbonato por sua vez ¢ usado largamente numa série de produtos
plasticos e sua liberacdo para o meio ambiente ocorre principalmente durante a sua
manufaturacdo. O método proposto neste trabalho foi aplicado satisfatoriamente para
determinagdo e quantificacdo desse composto em amostras de aguas naturais usando Extracao
em Fase Solida (EFS), derivacio com anidrido trifluoracético - TFAA e andlise por
Cromatografia a Gas acoplada a Espectrometria de Massas. A calibracdo da curva analitica foi
linear com um coeficiente de correlago (R) > 0,999, numa faixa de 5 a 50 pg.uL". As médias
das recuperagdes de BFA obtidas em amostras de aguas naturais fortificadas com 5; 15 e 25
pg.uL ' foram 83; 93 e 105% respectivamente. O tempo de reten¢do do BFA derivado com
TFAA foi de 11,47 min e os limites de deteccdo e de quantificacdo para essas amostras foram
de 1,5 ¢ 5,0 pg. uL' (ppb), respectivamente. Os resultados obtidos garantem que o BFA pode
ser facilmente detectado e quantificado em amostras de dguas naturais usando o método

proposto, que se mostrou seletivo, exato e preciso.

Palavras-chave: Bisfenol A. Agua. CG/EM

ABSTRACT

Bisphenol A (BPA) is widespread used as a monomer in the fabrication of polycarbonate an
and epoxide resins. Polycarbonate, in turn, is used in a wide array of plastics products and its
release into the environment mainly occurs during manufacturing. The proposed method in
this study was applied satisfactorily to the determination and quantification of this compound
in natural waters by using Solid Phase Extraction (SPE), derivatization with trifluoroacetic
acid anhydride - TFAA and analysis by Gas Chromatography coupled with Mass
Spectrometry. The analytic curve calibration was linear with a correlation coefficient of (R) >
0,999 in the range of 5 — 50 pg. mL™". The average recoveries of BPA in natural waters sample
spiked with 5, 15 and 25 pg. pL™" were 83, 93 and 105% respectively. The retention time was
11.75 min for BPA derivatized with TFAA and the detection limit and the quantification limit
to those samples were 1.5 and 5.0 pg. pL (ppb), respectively. The results obtained suggested
that BPA could be easily detected and quantified in natural waters samples, by using the

proposed method that was selective, accurate and precise.

Keywords: Bisphenol A. Water. GC/MS
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1. INTRODUCAO

As grandes corporagdes transnacionais com suas atividades, que por suas proprias
naturezas, devem ser destruidoras do meio ambiente, sdo as maiores responsaveis pela terrivel
e recente destruicdo ambiental, agora tentam mostrar seus novos interesses em “salvar o
ambiente global”, mera estratégia para conquistarem seus reais objetivos, sendo o mais
notavel deles, a montagem de um mercado global para seus produtos (INTERNATIONAL
STUDIES ASSOCIATION, 1996).

Contaminantes ambientais mais conhecidos como desreguladores enddcrinos
interferem no mecanismo que governa o desenvolvimento reprodutivo dos seres humanos e de
varias espécies como répteis, roedores, aves e tantas outras (Stocker, ef al., 2003).

Descargas constantes desses produtos no meio ambiente podem levar a sérios
problemas de saude em animais e em seres humanos, afetando plantas e organismos
aquaticos, incluindo a bioacumulacao nos tecidos dos peixes (Steinmetz, et al., 1998).

Enormes problemas ao meio ambiente e as vidas selvagem e humana surgem com a
chegada ao meio ambiente desses compostos, extremamente toxicos e apesar das
controvérsias, estudos mostram que seus efeitos adversos a sattide humana e animal ocorrem
mesmo em doses muito baixas (Tsutsumi, 2005).

Desreguladores endocrinos tém muito a ver com a saide humana e a vida dos
animais selvagens e quando essas substancias estdo presentes no meio ambiente, podem afetar
o desenvolvimento do individuo adulto, sua populacdo e a comunidade (Marchesini, et al.,
2005).

A liberacao desses compostos no meio ambiente ¢ de interesse muito grande para as
organizagdes ambientais, devido as suas ocorréncias freqlientes e também devido as suas
elevadas toxicidades que interagem com o sistema hormonal humano, favorecendo o
desenvolvimento de canceres, as alteragdes de funcdes imunes, o decréscimo de fertilidade, a
alteracdo da expressdo genética no sistema reprodutivo feminino, a alteragdo no
comportamento maternal e sexual (Zafra, et al., 2003).

Muitas pesquisas ultimamente constataram um grande crescimento da lista de
contaminantes ambientais, oriundos de fontes antropogénicas, que provocam desregulacao
enddcrina nos processos reprodutivos em inimeros organismos, imiscuindo-se com o0s
receptores de hormonios femininos, os estrogenos (Lagana, et al., 2004; Ghisari & Bonefeld-

Jorgensen, 2005).

Luiz Antonio Costa — Disserta¢do de Mestrado - 2008



O bisfenol A (BFA) tem motivado muitos debates a seu respeito depois que
pesquisadores da faculdade de Medicina da Universidade de Stanford em Palo Alto
descobriram que esse produto era mais um mimetizador do estrégeno, o principal hormdnio
feminino, e estava sendo liberado por um tipo totalmente diferente de plastico, o
policarbonato, usado em laboratérios e em inlimeros produtos de consumo humano, como
galdes de agua para beber (Colborn, ef al., 2002).

Essa descoberta fora acidental e surgiu quando os cientistas pesquisavam células
sensiveis ao estrogeno. David Feldman, Professor de Medicina e seus colegas de Stanford
descobriram na levedura uma proteina que se liga ao estrogeno e acharam que pudesse ser um
receptor primitivo de estrogeno; se assim fosse, entdo deveria existir um hormdnio da
levedura e tentavam encontra-lo. Em 1984 relatam que a levedura produzia o estradiol.
Porém, depois, perceberam que o efeito estrogénico nao era causado por um horménio e sim
por uma contaminagdo, ¢ que a fonte da contaminacdo era os frascos laboratoriais de
policarbonato usados para a esterilizacdo da 4gua nas experiéncias (Colborn, et al., 2002;
Krishnan, et al., 1993; Feldman, et al., 1984; Goloubkova & Spritzer, 2000).

A substancia foi identificada como BFA [2,2-bis (4-hidroxifenil) propano]. A equipe
de Stanford descobriu que de duas a cinco partes de BFA por bilhdo eram suficientes para
provocar uma reagao estrogénica em células no laboratério (Sonnenschein & Soto, 1998).

As andlises dos desreguladores enddcrinos nas aguas e solos sdo de suma
importancia para as organizacdes ambientais, devido as suas ocorréncias freqiientes nos
dejetos industriais, langamentos de esgotos domésticos € aguas naturais € por deixarem suas
caracteristicas deletérias, mesmo em dosagens infimas, lembrando que o estrégeno natural
opera em concentracdes baixissimas medidas em partes por trilhdo e os estrogenos fracos
estao presentes no sangue e na gordura corporal em concentragdes de partes por bilhdo ou por
milhdo; assim, mesmo que os niveis de contaminagdo parecam ser minusculos, ndo sao

necessariamente inconseqiientes (Zafra, et al., 2003; Tsutsumi, 2005; Colborn, et al., 2002).

Desenvolvimento e Validagdo de Metodologia de Analise de
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Contribuir para o desenvolvimento e validagdo de metodologias para avaliagdo de

residuos de poluentes (tragos) em aguas naturais.

2.2 Objetivo Especifico
O Estudo teve como objetivo especifico, desenvolver e validar metodologia de
analise de bisfenol A (BFA) em amostras de dguas naturais da cidade de Campo Grande/MS,

utilizando-se Extra¢do em Fase Solida (EFS), derivagdo e analise por CG-EM.

Desenvolvimento e Validagdo de Metodologia de Analise de
Bisfenol A em Amostras de Aguas Naturais por CG/EM — Luiz Antonio Costa



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os estudos dos desreguladores enddcrinos cresceram muito recentemente e
suscitaram debates publicos pelos seus potenciais efeitos adversos que podem resultar da
exposicao a esses contaminantes. Evidéncias substanciais apontam que eles tém um potencial
de alterar as fung¢des endocrinas normais das vidas selvagem e humana (Tsutsumi, 2005).

Tais contaminantes compdem o grupo de desreguladores endocrinos, definidos pela

Agéncia de Protecdo Ambiental Americana EPA, (1998), como sendo:

Agentes exdgenos que interferem com a sintese, secregdes,
transportes, liga¢des, acdo ou eliminagdo de hormdnios naturais
no corpo, que sao responsaveis pela manutengao da homeostase,

reproducdo, desenvolvimento e/ou comportamento.

Os desreguladores endocrinos foram também definidos no Scoping Meeting on
Endocrine Disruptor - EUA, 1996 - em semindrio realizado juntamente com o International
Program on Chemical Safety (IPCS) e a Organization for Economic Co-operation and
Development (OECD) como o termo associado a qualquer substincia ou mistura de
substancias exogenas capazes de assumirem fun¢do similar & dos hormonios naturais dos
seres vivos ou inibirem o funcionamento normal desses hormdnios, alterando as fungdes do
Sistema Endocrino, trazendo prejuizos a satde do organismo, as suas descendéncias ou
populagdo (Bila & Dezotti, 2007; Reys, 2001).

Esses desreguladores endocrinos sintéticos sao confundidos pelos organismos com os
estrogenos naturais e sdo acolhidos pelos receptores hormonais, como se fossem hormoénios
naturais (estrogénios), interagindo com o sistema hormonal humano, apesar de suas estruturas
serem completamente diferentes, como se pode observar na Figura 2. (Zafra, et al., 2003;
Lagana, et al., 2004).

Mesmo sendo demonstrado por pesquisas que os agentes quimicos impostores ligam-
se realmente ao receptor do estrogeno, ainda que com estruturas marcadamente diferentes,
ndo se demonstrou o motivo por que o receptor aceita essa impostura (Colborn, et al., 2002;

Ghisari & Bonefeld-Jorgensen, 2005).

Desenvolvimento e Validagdo de Metodologia de Analise de
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Muitos estudos sdo focados na agdo estrogénica de inimeras substancias quimicas
sintéticas chamadas xenoestrogénios: sdo xenobidticos com estrutura ndo esterdide, porém,
com agao similar aos estrogénios endogenos (Sonnenschein & Soto, 1998).

De acordo com varios outros estudos sdo incluidos também como xenobiodticos,
substancias quimicas sintéticas que mimetizam os estrogénios, os anti-androgénios e
moléculas que atuam no Sistema Endécrino quais as glandulas tiredide, paratiredides, hipofise
e o hipotalamo entre outras (Crisp, ef al., 1998; Brucker-Davis, 1998; Harrison, et al, 1997).

Nos ultimos anos os desreguladores endocrinos tém atraido o olhar do publico e da
ciéncia, por conta de suas propriedades estrogénicas e carcinogénicas. O ser humano e os
animais estdo sendo expostos a complexas misturas desses compostos cujos efeitos sdao
acumulativos e podem vir a aparecer apenas nas proximas geragoes. Esses efeitos, sendo
irreversiveis, ameagam o desenvolvimento humano sustentavel (Zafra, et al., 2008).

Ha mais de cinco décadas observou-se que a exposi¢do da vida e do meio ambiente a
substancias que desencadeavam agdo estrogénica poderia resultar em alteragdes deletérias no
desenvolvimento reprodutivo € mesmo comportamental. Na década de 40, alguns
ornitologistas americanos, profissionais e amadores, entre eles, o banqueiro Charles Broley,
acompanhavam o desenvolvimento da vida selvagem das dguias americanas, também
conhecidas como dguias calvas — o simbolo daquele Pais—, chegando a apresentar relatérios
sobre a numerosa populacdo de aguias que nidificavam ao longo de toda Costa Oeste da
Peninsula da Florida. Porém, no final daquela década, em 1947 o numero de aguias jovens
declina assustadoramente. Broley identifica comportamentos bizarros de muitos casais que ja
ndo se cortejavam e apresentavam indiferenca quanto ao ritual de nidificagdo; apenas
vadiavam. Aquele ornitologista atribuiu entdo esse comportamento estranho, ao crescimento
urbano pds-guerra. Mais tarde, ja na década de 50 ele mesmo questiona essa conclusdo ao
notar que 80% das Adguias calvas americanas estavam estéreis. Nao se poderia por isso
responsabilizar-se as escavadeiras que traziam a urbanizagdo (Colborn, ef al., 2002).

Ainda naquela década, cagadores ingleses encontravam dificuldade de se encontrar
lontras, que desapareceram completamente dos rios e lagos. Suspeitou-se do agrotdxico
organoclorado Dieldrin. Com o grande crescimento urbano, os criadores de visom tiveram
enormes rendimentos, resultado dessa prosperidade. J4 na década de 60 a industria de visom,
que cresceu ao redor dos Grandes Lagos devido as grandes ofertas de peixes baratos, sofreu
uma queda acentuada na produgdo, nao por decréscimo da demanda e sim por problemas de
reprodugdo animal. As fémeas nao mais produziam filhotes. No inicio, o nimero de filhotes
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caiu de quatro para dois e ja em 1967 muitas fémeas simplesmente deixaram de procriar e
algumas até morriam. S6 os criadores que alimentavam seus animais com peixes importados
sobreviveram aquela devastagao (Colborn, et al., 2002).

No final da década de 30, em 1938, demonstrou-se que certos produtos quimicos
poderiam ter acdo estrogénica ao serem administrados em animais (Goloubkova & Spritzer,
2000).

Tem sido motivo de muitos estudos essa acdo estrogénica, principalmente quando
varios trabalhos ligam a exposicdo a essas substancias ao crescimento do cancer de mama
(Aschengrau, et al., 1998) a reducdo da quantidade de esperma, diminuicdo da fertilidade
(Jensen, et al., 1995; Toppari, et al., 1996), aos defeitos congénitos secundarios a exposi¢ao
fetal (Saunders, et al., 1997) e tantas outras altera¢des, sendo reconhecido que o nimero
desses compostos quimicos que tém o potencial de perturbar o desenvolvimento do sistema
endocrino dos organismos tem crescido rapidamente (Roy, et al.; 1998).

Em torno de 2-3 mg.L"' foram detectados em 4gua autoclavada usada no laboratorio.
Mais tarde, demonstrou-se que o BFA atende a todos os critérios que identificam uma
substancia estrogénica, com dose minima efetiva de 10-20 nM (Goloubkova & Spritzer,
2000).

A producdo e a liberagdo desses desreguladores enddcrinos tém sido a marca da
segunda Revolucdo industrial e evidéncias comegcam a aparecer ligando a contaminagdo
ambiental de rios e lagos com o desenvolvimento e a reproducdo de anormalidades nas

espécies selvagens (Markey, et al., 2003).

3.1 Producao do Bisfenol A - BFA

O BFA ¢ um mondmero advindo da combinacdo de acetona e fenol, fabricado em
altas quantidades e pode ser produzido de dois modos singulares. Um deles, condensando-se o
fenol com acetona em meio acido e em alta temperatura na presenga de catalisadores. O BFA
¢ purificado por meio da destilacdo, depois ¢ filtrado e seco (Staples, et al., 1998).

Outro modo de sua producdo ¢ similar e usa variada tecnologia de catalise e
purificacdo. No processo produtivo sdo gerados residuos, dgua de lavagem e efluentes, que
podem ser liberados indevidamente dos sistemas fechados durante o processamento na forma
de po e atingir a atmosfera na forma de aerossol. Estimou-se em 1993 que 109 toneladas,
cerca de 0,017% das 640 mil toneladas métricas de BFA produzidas, foram liberadas para o

ar, para as aguas superficiais ou plantas de tratamento de esgotos (Staples, et al., 1998).
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O BFA ¢ produzido comercialmente pela reacdo de condensacdo catalitica do acido
cloridrico com dois mols de fenol e um mol de acetona sob fluxo borbulhante de cloreto de
hidrogénio. Nesse processo, fenol e acetona sdo injetados num reator recheado de resina
cationica e a conversdo em BFA ocorre por volta de 75°C. A mistura entra entdo em um
concentrador, livre de 4gua e acetona sob pressao reduzida. O BFA cristaliza-se em p6 branco
quando ¢ resfriado e lavado com fenol e destilado sob pressdo reduzida (Groshart, et al.,
2001).

Em 1999 o consumo mundial anual de BFA foi de dois milhGes de toneladas, usados
na producao de policarbonatos, resinas epoxi e outros produtos; produgdo que crescia naquela
época 11% ao ano, levando a previsdo de produgdo para 2005 para mais de trés milhdes e

duzentas mil toneladas de BFA (Groshart, et al., 2001).

A estrutura do BFA ¢ apresentada na Figura 3.1 a seguir.

Figura 3.1. Foérmula estrutural do BFA.
Fonte: KANG, et al., (2006b)

3.2 Diferencas Estruturais do BFA e dos Estrogenos
Apesar do fato de o BFA ser confundido pelo organismo com o hormonio feminino
estrogeno, vindo a ocupar seus receptores, sua estrutura ¢ completamente diferente desses

hormdnios, conforme se vé na Figura 3.2 a seguir.
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Figura 3.2. Diferencas das estruturas do BFA e dos hormdnios estrogenos.
Fonte: Goloubkova & Spritzer, (2004)

3.3 Aplicaciao do BFA

O BFA, produzido combinando-se acetona e fenol, ¢ um mondmero usado como

intermediario de varios processos de manufaturas industriais de policarbonatos, resinas epoxi

(Azevedo, et al., 2001), resinas de poliésteres - estirenos insaturados (Fromme, et al., 2002),

retardantes de chama e varios tipos de papéis térmicos para copias sem carbono (Takemura, et

al., 2005).

O policarbonato foi desenvolvido primeiramente na Alemanha em 1958 e estima-se

que o BFA contido nele represente 89% (Groshart, et al., 2001).

Esses autores apresentam o fluxograma da produ¢do do policarbonato, reproduzido

na Figura 3.3 a seguir.
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Figura 3.3. Processo de producdo do policarbonato.

Fonte: Groshart, ef al., (2001)
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Como produto final, o BFA ¢ usado pela industria no encapsulamento de
componentes eletronicos, protetores de vidragas, discos compactos na producdo de prote¢ao
de revestimentos, lentes automotivas, papé€is térmicos, papéis de revestimento, no
revestimento de componentes eletronicos, adesivos, cosméticos, materiais de construg¢do, no
desenvolvimento de corantes para tintas, como composto e selante dental, como estabilizador
ou antioxidante em plasticos (Staples, et al., 1998; Zafra, et al., 2003; Furhacker, et al., 2000).

Cada vez mais desenvolvidos, novos produtos vém usando o BFA, sendo
caracterizado na classe quimica dos compostos organicos semivolateis e dos contaminantes
super toxicos € muito persistentes em algumas matrizes, movendo-se facilmente entre elas,
detectado em todas as matrizes ambientais como solo, sedimento, agua, ar, vegetais e animais.
(Berckner, et al., 2004).

Da producao mundial de politoxilatos de alcalilfenol, em torno de 500.000 toneladas
das quais aproximadamente 30%, ¢ Americana, estima-se que 60% sdo destinadas ao meio
ambiente aquatico (Azevedo, et al., 2001).

Estudos revelam que a polimerizagdo incompleta desses produtos durante a
manufatura e/ou a despolimerizagdo devido ao acréscimo de temperatura causam o
carreamento do BFA e seus derivados nas latas de conservas (4-23 pg/lata: 7-380 pg/Kg), em
bebidas ndo alcodlicas (7-58 pg/g), em frascos plasticos (7-58 pg/g) e mesmo na saliva (90-
913 ng/g) coletada uma hora apds aplicacao de selante dental (Markey, ef al., 2003).

Pode ainda o BFA ser carreado, lixiviado das mamadeiras plasticas aquecidas e dos

plasmas estocados em tubos de policarbonato (Kang & Kondo, 2002b).

3.4 Propriedades Fisicas do BFA

Em condi¢des normais ambientais o BFA ¢ um soélido, encontrado na forma de
cristais, pastilhas ou flocos.

A solubilidade em 4gua do BFA foi pesquisada por grande niimero de autores sendo
determinada na faixa de 120 a 300 mg.L". A pressdo de vapor apresentou diferentes valores,
bem como a densidade e pKa. Pela grande variacdo da pressdo de vapor encontrada,
caracterizou-se o0 BFA como um composto de baixa volatilidade (Staples, et al., 1998).

A Tabela 3.1, a seguir, mostra as principais propriedades fisicas deste composto.
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Tabela 3.1.  Propriedades fisicas do BFA

Propriedade Valor
Massa molar 228 g.mol”
Formula molecular Ci5H1602

1,060 g.cm™
Densidade* 3

1.195 g.cm

220°C (4 mm.Hg)
Ponto de ebulicao

398°C (760 mm.Hg)
Ponto de fusdo 150 - 155°C

157°C

9,59, 10,2
pKa

11,30
Solubilidade em 4gua* { 120 mg. L

300 mg.L"!
Pressao de vapor* 4,0x 10® mm.Hg

3,96 x 107 mm.Hg
8,70 x 107"° mm.Hg
3,96 x 10° mm.Hg

*Valores medidos de 20 a 25°C.
Fonte: Staples, et al., (1998)

3.5 Efeitos do BFA no Meio Ambiente

O BFA chega ao meio ambiente aquatico e nas plantas como agente emulsificante de
pesticidas e/ou herbicidas (Berkner, et al., 2004), ou vindo do lodo proveniente de esgoto,
usado como fertilizante na agricultura, ou da descarga de esgotos domésticos e industriais e
também dos lixdes e aterros sanitarios (Jin, et al., 2004).

Apesar de ter vida curta na atmosfera, o BFA pode vir do ar, da poeira contaminada,
pois ele pode ser liberado também na fase de vapor, onde ¢ sujeito a rapida fotoxidagdo,
mediada por radicais hidroxil, e apds a condensacdo, pode cair na atmosfera, sendo liberados
em torno de 100 toneladas por ano associado com particulas de aerossodis (Berkner, et al.,
2004).

Intimeros sistemas bioticos e abidticos favorecem a degradacado e a dispersdo do BFA

no meio ambiente (Kang & Kondo 2005; Jang & Wilkie, 2005). O BFA ¢ soluvel em agua e
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sujeito a adsor¢do por sedimentos e a biodegradagdo (Kang & Kondo, 2002a; Kang & Kondo,
2005), pode sofrer fotodegradacao (Lee, et al., 2004), fotooxidagdo (Zhou, et al., 2004). O

BFA nao tende a ser volatilizado ou hidrolisado em &guas naturais (Staples, et al., 1998).

3.5.1 BFA nos Ambientes Aquaticos

O BFA pode ser detectado em estacdes de tratamento de esgotos e também de
tratamento de efluentes de fabricas, principalmente as de industrias de pléstico e de tintas, que
0 usam como intermediario na produgdo; nao sendo completamente removido durante as fases
de tratamento. O efluente dessas estagdes de tratamento pode ser uma fonte de contaminagao
do ambiente aquatico, ja que a redugdo do BFA durante a etapa de tratamento costuma estar
na faixa de 37 a 94% (Kang, et al., 2006).

Conforme pesquisas realizadas em paises como os Estados Unidos (Staples, et al.,
1999), a Alemanha (Bolz, et al., 2001; Fromme, et al., 2002; Heemken, ef al., 2001), o Japao
(Matsumoto, 1982) e a Holanda (Belfroid, et al., 2002; Hendriks, et al., 1994), os niveis de
BFA encontrados em rios sdo inferiores, em sua média a 8 pg.uL" (Belfroid, et al., 2002).

Em 4guas naturais de rio, o BFA pode ser degradado sob condig¢des aerobias (Kang;
Kondo, 2002a; Kleécka, et al., 2001), porém, ndo sob condi¢des anaerdbias, por ser o BFA
refratario a elas (Kang & Kondo, 2002b).

Kang e Kondo (2002a) verificaram que a maioria das bactérias (10 entre 11) isoladas
da agua de trés rios biodegradavam o BFA, porém, com diferencas nas taxas de remocao do
BFA (18-91%) e somente duas linhagens (Pseudomonas sp. e Pseudomonas putida)
mostraram alta biodegradabilidade do BFA (aproximadamente 90%).

Mesmo o BFA sendo degradado nos rios por bactérias, a sua meia-vida calculada, de
3-5 dias, pode ser longa o suficiente para provocar efeitos nos organismos aquaticos, mas
existem alguns estudos que apontam que o BFA ndo causa efeitos aos organismos por
aparecer em niveis muito baixos (Larsson, et al., 1999; Belfroid, et al., 2002).

A degradacio do BFA ¢ influenciada por varios fatores, sendo efetivamente
removido da agua de esgoto usando-se oxidacgdo eletrolitica em cloreto de sodio elevado.
Quanto maior a temperatura, maior a degradacdo do BFA variando de 2, 3 e 6 dias a 30°C ¢ 4,
5 e 7 dias a 20°C, identificando as bactérias gram-negativas isoladas do lodo enriquecido de
BFA na Estacdo de Tratamento de Esgoto como as grandes responsaveis pela degradacao

(Kang & Kondo, 2002b).
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Outro estudo mostrou também que o BFA degrada-se rapidamente em aguas de rio e
a meia-vida para sua faixa fica, em média, abaixo de 5 dias. J4 a degradagdo em aguas
marinhas ¢ bem diferente daquela percebida nos rios, podendo o BFA continuar por longo
tempo sem degradacdo naquelas aguas, na faixa de 35 dias, aumentando a possibilidade de
contaminagdo dos organismos marinhos em relacdo aos organismos de agua doce (Kang;
Kondo, 2005).

No desenvolvimento da cadeia alimentar, plantas e animais sdo comidos por outros
animais, acumulando o BFA, que tem uma grande afinidade por gorduras, ligando-se
fortemente a elas em seus corpos e leites, pelo fenomeno da bioacumulagdo. Belfroid e
colaboradores (2002) mostraram que os niveis de BFA encontrado nas viceras de peixes
variaram de 2 a 75 ng.g” em peso seco e em seus mésculos encontram-se variacdo de niveis
de 1 a 11 ng.g-1 em peso seco, bem acima da concentracdo de BFA encontrada na agua, que
oscilou de 10 a 330 pg.mL-1. Larsson e colaboradores (1999) encontraram na bile de peixes
proximos a estagdes de tratamento de esgoto quantidades de estrogénio de 10* a 10° vezes
maior do que as encontradas na agua. O que demonstra a bioacumulagdo do BFA nos
organismos aquaticos.

Nos corpos receptores o BFA pode causar diversos impactos ambientais,
principalmente na fauna, como a reprodu¢do desordenada, alteragdes genéticas e
malformagdes congénitas, afetando também a espécie humana se as descargas forem em
aguas destinadas ao consumo humano ou a recarga de aqiiiferos, ou se o homem alimentar-se
desses animais (Gomes, et al., 2007).

Niveis de contaminagdo que variaram de 13,3 a 21,31 ng.g-1 foram detectados em
frutos do mar vendidos em supermercados de Cingapura, confirmando nova rota de
contamina¢do do homem, o consumo de peixes de agua doce e frutos do mar contaminados

por BFA (Basheer, et al., 2004).

3.5.2 BFA no Ar

A ocorréncia do BFA na fase gasosa da atmosfera ¢ pouco provavel, haja vista sua
baixa pressao de vapor, porém como sao liberadas mais de 100 toneladas por ano de BFA na
atmosfera, durante o processo de fabricagado, ¢ possivel sua presenca na atmosfera, associada a
particulas de aerossol (Berkner, et al., 2004).

Na degradacdo do BFA por foto-oxidag¢do, a meia-vida calculada por meio de um

Programa de Oxidacdo Atmosférico, varia de 0,74 a 7,4 h e o potencial de transporte de BFA
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para o ar ¢ muito mais baixo (< 0,0001%; 2,48 x 10 a 0,351 ng.m’3) do que para agua (30%)
ou solo (68%) (Staples, et al., 1998).

Rudel e colaboradores (2001) encontraram concentragcdes de BFA oscilando entre 2 a
208 ng.m” em 3 de 7 amostras de ar coletadas em um local de trabalho onde se trabalhava
com plasticos, uma residéncia e um prédio comercial.

Hanaoka e colaboradores (2002) notaram que a concentracdo de BFA na urina era
maior nos pulverizadores de resinas epoxi do que em trabalhadores que nunca tinham entrado
em contato com o BFA ou seus derivados. Apesar de o BFA ser carreado pelo ar juntamente
com aerossais, a possibilidade de inalar-se altos niveis de BFA do ar é baixa, sendo, porém,

alta, para aqueles que trabalham com produtos baseados no BFA.

3.5.3 BFA no Solo

O BFA liberado no meio ambiente pode chegar ao solo pela aplicacdo de lodo
proveniente de esgoto das estacdes de tratamento cujos sistemas recebem esgotos contendo
BFA, ou sendo lixiviado dos aterros nao controlados (lixdes). Independentemente do tipo de
solo o BFA ¢ rapidamente dissipado e ndo ¢ detectado em extrato de solo depois de 3 dias de
incubac¢do; estimando-se com base nos resultados desses estudos, uma meia-vida de 3 dias.
Conclui-se nesse trabalho que o BFA ao chegar ao solo, ndo se estabiliza e ndo apresenta
biodisponibilidade (Fent, et al., 2003).

Os valores dos coeficientes de adsor¢@o ao solo (K,) para o BFA variam de 314 a
1524 quando calculados usando-se solubilidade em 4gua de 120 mg.L"' e do coeficiente de
particdo octanol-agua (K.w) de 3,32 (Kang & Kondo, 2006b). O BFA pode ser absorvido na
superficie da 4gua ou em grandes profundidades pelo solo ou por sedimentos. Nota-se, que os
niveis de BFA encontrados em sedimentos s3o maiores do que os encontrados em aguas
superficiais (Bolz, et al., 2000; Fromme, ef al., 2002; Heemken, et al., 2001).

Fent, e al. (2003) também encontraram em seus estudos, usando '*C-BFA, que a
meia vida do BFA em solo ¢ inferior a 3 dias. O maior caminho de dissipacio do '*C-BFA foi
a formacdo de residuos ligados. Contudo, a contaminacdo do solo por BFA pode ser
correlacionada com o aumento da densidade populacional, devido ao aumento da
contaminag¢do do solo por BFA oriundo principalmente de dguas de efluentes domésticos e/ou
industriais (Kawahata, et al., 2004).

Li, e colaboradores (2008) mostram que a presenca de metais pesados e surfatantes

catidnicos no solo causam um significativo aumento na adsor¢cdo de BFA e um aumento do
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volume da concentragdo da meia-vida, pela presenga dos metais pesados e notaram que uma
grande quantidade de BFA foi absorvido devido a for¢a idnica mais elevada.

O BFA, que ¢ recalcitrante em tratamento anaerdbio, ¢ degradado em dacido 4-
hidroxibenzdico e 4-hidroxiacetofenona por bactérias gran-negativas sob condi¢des aerobias.
A cultura de fungos Pleurotus ostreatus também degrada o BFA. Muitos estudos usam
solventes organicos (acetona ou metanol) adicionados a solugdo aquosa para dissolver os
desreguladores endocrinos. Os nutrientes para 0os microorganismos podem causar um aumento

na demanda bioquimica de oxigénio (DBO) (Tanaka, et al., 2001).

3.6 Efeitos do BFA na Saude Humana e na Saude Animal

Os efeitos advindos da presenca do BFA no meio ambiente e na alimentagdo humana
dependem basicamente da quantidade presente, do tempo — duragdo— e época de exposicao,
principalmente do estado de satde da pessoa exposta, sendo proporcionais ao periodo em que
o organismo fica exposto a eles, durante seu desenvolvimento (Markey, et al., 2003).

Os produtos conhecidos como desreguladores endocrinos sintéticos mimetizam os
estrogenos naturais, sendo confundidos pelos organismos, que os consideram como
hormdnios femininos, acolhendo-os nos receptores hormonais como tais e agindo como
agonista, quando ocupam os receptores hormonais ¢ mimetizam seus efeitos, ou antagonista
quando, bloqueando o receptor hormonal (Stoker, et al., 2003) inibindo em grau variado a
atividade do hormdnio natural (Reys, 2001).

A literatura atual defende quatro modos potenciais de acdo do BFA. O primeiro deles
¢ a desregulagdo enddcrina estrogena (o aumento do estrogeno tanto na mulher como no
homem ¢ carcinogénico); o segundo ¢ a promog¢ao da progressao tumoral; o terceiro ¢ a
toxicidade génica e o ultimo ¢ a reprogramacgdo génica que aumenta a suscetibilidade para
outros eventos carcinogénicos (utero, mama e prostata) (Keri, et al., 2007). Esses
pesquisadores concluiram, baseados nas evidéncias existentes, que o estradiol natural -178 ¢
um carcinogénico classificado pela Agéncia Internacional de Pesquisa do Cancer. Concluiram
também que o BFA age como um desregulador endocrino com algumas propriedade
estrogénicas entre outras atividades hormonais. Ainda baseados nas evidéncias, esses
estudiosos acreditam que seja possivel que o BFA possa induzir transformagao celular in vitro
e em casos de cancer avancado da prostata, possa promover progressao no tumor e reduzir o

tempo de recorréncia.
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Nos animais, os danos gerados pelo BFA sdo amplos e graves. Ratos e camundongos
desenvolvem anormalidades no metabolismo, na reprodugdo (6vulos e cromossomos) e
também no comportamento. O BFA altera a taxa de crescimento desses animais e afeta o
crescimento dos testiculos, da vesicula seminal, da préstata, da uretra e do pénis e causa
diminuic¢do da fertilidade, mudanca no comportamento maternal, nos ciclos menstruais e na

puberdade (Goloubkova & Spritzer, 2000).

3.6.1 O Sistema Endocrino

Sistema enddcrino ¢ um sistema de comunicagdo em que as glandulas ou células
especializadas liberam, no sangue circulante, substancias quimicas (hormoénios) que
influenciam a funcao das células em outros locais do corpo (Guyton & Hall, 2002).

Os sistemas circulatorios transportam os hormonios enddcrinos para as células
distribuidas por todo o corpo, incluindo em certos casos, o sistema nervoso, onde se ligam a
receptores e iniciam varias reagdes. Alguns hormonios enddcrinos afetam a maioria das
células do corpo, como por exemplo, o hormonio do crescimento (hipofise anterior) causa
crescimento em quase todas as partes do corpo, enquanto a tiroxina (da tire6ide) aumenta a
velocidade de muitas reagdes quimicas também em quase todas as células do organismo.

(Guyton & Hall, 2002).
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A Tabela 3.2, a seguir, relaciona algumas glandulas endocrinas com os hormonios e

suas fungoes.

Tabela 3.2. Glandulas endocrinas, hormoénios e suas funcgoes

Glandula Hormdnios Principais fungies

Hipotdlamo Hormdnio de hberagio da tireotropina (TEH) Estimmala a secrecdo de TSH e prolactina
Hormdnio de liberagdo da corficotropina (CRH) Froduz a liberagio de ACTH
Hormdbnio de liberagdo do homndnio de Causa aliberagdo do hormbndo de crescimento
crescimento (GHEH)
Hormnio de lheragio das gonadotropinas Induz a liberagio de LH e de F3H
((GnRH)

Dopamina ou fator inibitdrio da prolactina (PIF) [nibe a liberagdo de prolactina

Hipafise Hormdnio de crescimento (GH) Estimuala a sintese de proteinas e o crescimento
atiterior global  da maioria dos tecidos
Hormdbnio tirveoestitnalante (TEH) Eatitala a sintese e a secregdo dos hosndnios
titedidens (tiroxina e triiodotironita)
Hormnio adrenocotticotropico (& CTH) Estimmula a sitntese e a secregdo dos hormdnios
adrenocorticais (cortisol, androgénios e
aldosterona)
Prolactina Fromowve o desenvolvimento das mamas
femininas e a secregdo de leite
Hormonio folicwloestimualante (FISH) Causa o crescimento dos foliculos, nos ovdrios, e

a maturagio dos espermatozoides, nas células de
Hertoli, dos testiculos

Hormdndo loteinizante (LH) Eatittala a sintese de testosterona nos testioulos;
estittula a ovulagdo, a formagdo do corpo iteo e
a sintese de esttogénio e progesterona nos ovdtios

Hipdfise Hormdnio antidinrético (4 DH) (vasopressing) Autnenta a reabsorgdo de dgua pelos rins e causa
posterior wagoconstticdo e elevagdo da pressdo arterial
Tiredide Twoxina (Ty) e triodotironina (T35) Aumenta a velocidade das reages quimicas na

maioria das células, aumentando assim o
metabolismo corporal

Caleitonitia Diepozigio de cdleio nos 08308 & a cofcetitragio
de ionis cdleios no Hguido extracelular

Péncteas Insulina (eélulas Fromowve a entrada de glicose nas células,
controlando o metabolismo dos cathoidratos
Glucagon (células o) Aumenta a sintese e aliberagdo de glicose, pelo
figado
Paratiredide Hormdnio paratiredideo (FTH) Controla a concentracio sérica de ions calcio

aumentando a absorgdo de cileio pelo mtestino e
pelos ring e iberando cdleio dos ossos

Testiculos Testosterona Fromowe o desenvolvimento do sistema
reprodutor masculing e os caracteres sexuais
secundarios masculinos

Dvatios Estrogenos Fromove o crescimento e o desenrvolvimento do
gistema reprodutor femininn, das mamas
femininas e dos caracteres sexials secunddrios

FProgesterona femininos
Estirmala a secregdo do “leite wterino™ pelas
glandulas  endometriais dodtero e promove o
deserrvolvimento do aparelho secretor das mamas

Fonte: Guyton & Hall, (2002)
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O sistema enddcrino no ser humano € mostrado a seguir na Figura 3.4.
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Figura 3.4. O Sistema Endocrino.

Fonte: Ghiselli & Jardim, (2007)

3.6.2 Mecanismo de Aciao dos Hormonios

De acordo com Guyton & Hall, (2002) a primeira etapa na acdo de um hormonio €
sua ligacdo a receptores especificos na célula-alvo. Se as células ndo possuem receptores para
esses hormonios, elas ndo respondem. Esses receptores podem encontrar-se na membrana da
célula-alvo, no citoplasma, ou no nucleo da célula. A combinagdo do hormoénio com seu
receptor costuma desencadear uma cascata de reacdes na célula, em que cada etapa torna-se
ativada mais poderosamente, de tal forma que baixas concentragdes do hormonio podem gerar
grandes efeitos.

Os receptores sao proteinas grandes. Para que cada célula seja estimulada, ela tem
cerca de 2.000 a 100.000 receptores muito especificos para determinado hormonio.
Hormonios como os estrogénios, iniciam o crescimento das mamas e do aparelho produtor de
leite e respondem pelo crescimento caracteristico e também pelo aspecto externo das mamas
femininas maduras. Nos esqueletos, os estrogénios produzem um aumento da atividade
osteoblastica do osso, fazendo com que na puberdade, na entrada da mulher nos anos

reprodutivos, o crescimento acelere-se durante varios anos e também com efeito potente sobre

Desenvolvimento e Validagdo de Metodologia de Analise de
Bisfenol A em Amostras de Aguas Naturais por CG/EM — Luiz Antonio Costa



18

o crescimento do esqueleto. Os estrogénios atuam também sobre o revestimento mucoso das
tubas de Faldpio e causam proliferacdo dos tecidos desse revestimento e afetam ainda a
deposicao de proteinas, o metabolismo, a deposicao de gordura, a distribuicao de pelos, a pele

e o balanco eletrolitico (Guyton & Hall, 2002).

3.6.3 Desreguladores Endocrinos

O BFA ¢ o mais comum desregulador enddcrino estrogeno e as alteracdes
neurocomportamentais induzidas por esses desreguladores sdo mais problematicas quando
ocorrem em estdgios de desenvolvimento sensivel do ciclo de vida. As alteragdes
comportamentais sao efeito da exposicdo cronica a baixas doses de BFA (Razzoli, et al.,
2005).

Foram observados a desmasculinizagdo e feminilizacdo em peixes (Lutz & Kloas,
1999) em répteis e mamiferos de areas expostas a produtos quimicos industrializados, como
herbicidas, fungicidas, pesticidas e efluentes industriais (Colborn, ef al., 2002).

Experimentos com fémeas adultas de ratos expondo-as prolongadamente a baixas
doses de BFA durante a gravidez e a lactacdo mostraram que ocorre alteragdo no
comportamento maternal e também sexual (Porrini, et al., 2005) sem considerar o sexo dos
filhotes e o periodo de observagao, havendo uma reducao no tempo gasto na alimentagdo dos
filhotes e redugdo na freqii€ncia de lambidas genitais; um aumento no tempo gasto fora do
ninho; além disso, uma exposicdo prolongada ao BFA na fase de lactagdo induziu um
decréscimo das células a-receptoras de estrogénio (Seta, et al., 2005).

J4 foi encontrado BFA no soro e no fluido folicular em dosagem 1-2 ng.mL™; em
soro fetal (fluido amniotico) entre 15 e 18 semanas de gestagao (Tsutsumi, 2005).

O BFA tem apresentado vérios efeitos deletérios e ainda ha muito a se esclarecer
sobre a exposicao precoce do BFA aos seres humanos, como o decrescimento na producao de
esperma nos homens, como a estimulagdo de liberagdo de prolactina ¢ a promogao de
proliferagdao de células em cancer de mama nas mulheres; como o aumento da ma formacao
nos aparelhos reprodutivos feminino e masculino; como o fendmeno de maturagdo precoce
em garotas e outras perturbacdes genéticas (Tsutsumi, 2005).

O BFA tem sido encontrado em concentracdes de 1-10 ng.mL™ no soro de mulheres
gravidas, no liquido amniotico dos fetos e no soro tirado do cordao umbilical dos nascituros.

Foi também encontrado em concentragdes acima de 100 ng/g em placenta (Zoeller, 2005).
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Considerando o padrao elevado de exposicdo humana ao BFA, que acarreta uma
absorcdo didria por pessoa da ordem de 6,6 pg, mostrou-se que a glandula tiredide também
sofre com o BFA e que esse composto inibe significativamente a acdo dos hormonios
tiroidianos (Zoeller, 2005; Ghisari & Bonefeld-Jorgensen, 2005).

Demonstrou-se em estudos in vitro que o BFA ¢ um composto com fraca acdo
estrogénica, por volta de 1.000 a 15.000 vezes menos potente do que o estradiol, o hormonio
feminino, ou o estriol (Gould, ef al., 1998). O BFA mimetiza o estradiol e liga-se tanto ao
receptor estrogénico o (Milligan, et al., 1998) como ao f (Kuiper, ef al., 1998).

O BFA causa impactos adversos significativos no desenvolvimento de fetos de
inimeras espécies. Esse dano ocorre em concentragdes usualmente encontradas em mulheres
gravidas (Roy, et al., 1998; Saunders, et al., 1997).

Muitos estudos associaram as adversidades causadas pelo BFA em embrides de ratos
a um aumento de um tipo especifico de mutacdo encontrada em muitos abortos espontaneos
em humanos. Notou-se que os danos na divisdo celular em ratos foram provocados por niveis
baixissimos de BFA, coincidentemente com os niveis liberados de embalagens de agua,
fabricadas com a matéria prima do policarbonato (Jensen, et al., 1995; Milligan, et al., 1998).

Ashby e Tinwell, (1998) comprovaram que o BFA gera mutagdes permanentes nas
regides do encéfalo associadas ao mal de Parkinson. Notaram que em ratos ha um crescimento
da dependéncia de drogas como as anfetaminas e que em mulheres pode predispor seus filhos

a tendéncias para estimulantes psicotropicos.

3.7 Métodos de Analise do BFA
Segundo Kawaguchi e colaboradores (2004), o BFA tem contribuido

significativamente para o agravamento dos problemas ambientais, e isso se pode notar pelo
crescente nimero de estudos sobre os efeitos desse produto, mesmo em baixas doses, com
muitos métodos analiticos disponiveis para sua determinagdo no meio aquatico.

Ha muitos trabalhos que avaliam a exposi¢ao humana (Vandenberg, et al., 2007) ao
BFA através de inimeros métodos analiticos, detectando baixas quantidades de BFA na
saliva, (Atkinson, et al., 2002; Zafra, et al., 2003) na urina, (Ouchi & Watanabe, 2002), nas
amostras de plasma, de tecidos humanos (Vandenberg, et al., 2007) e mesmo em amostras de
soro (Yoshimura, et al., 2002; Inoue, et al., 2000; Inoue, et al., 2001; Sajiki, et al., 1999;
Yoshimura, et al., 2002), de s€émen (Inoue, et al., 2002b) e do leite materno (Maragou, 2006).
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Grande quantidade de métodos analiticos ¢ utilizada para a determinacdo do BFA em
aguas (Zafra, et al., 2003); (Lagana, et al., 2004); (Mol, et al., 2000); (Jin, et al., 2004 );
(Helaleh, et al. 2001); (Azevedo, et al., 2001); (Nakamura & Daishima, 2004); (Fromme, et
al., 2002); (Liu, et al., 2004); (Kawaguchi, et al., 2004a); (Kawaguchi, et al., 2004a);
(Kawaguchi, et al., 2004b) (Leepipatpiboon et al., 2005); (Vilches et al., 2001); (Kawaguchi,
et al., 2006); (Miiller, et al., 2003); (Ballesteros, et al. 2006; Bolz, et al., 2000; Inoue, et al.,
2002a; 1i, et al., 2004).

O ensaio de imunoabsorvéncia (ELISA: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) foi
ha pouco aprovado como uma técnica sensivel para se determinar o BFA (Kawaguchi, et al.,
2004).

Entre as técnicas mais recentes, contamos com a extracao com carvao ativado (Yoon,
et al., 2003), com a micro extragdo em fase solida —SPE (Olmo, et al., 2005) e a extracdo com
adsor¢do com agitacdo e pressdo — stir-bar sorpitive- (Kawaguchi, et al., 2005; Nakamura &
Daishima, 2004).

Na detecgdo e quantificagdo confidveis do analito costuma-se usar a Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) com Detector Colorimétrico (Inoue, et al., 2002a), ou a de
Fluorescéncia (Yoon, et al., 2003) ou a de Espectrometria de Massa (Rodriguez-mozaz;
Alda; Barceld, 2004) e ainda as técnicas eletroquimicas (Schwartz-Mittelman, et al., 2005).

Entre todos os métodos citados, a Cromatografia a Gas acoplada a Espectrometria de
Massas (CG-EM) ¢ sem duvida a técnica de detecgao e quantificagdo mais utilizada na anélise
do BFA (Ballesteros, et al. 2006; Olmo, et al., 1997; Olmo, et al., 2005; Gatidou, et al., 2006;
Kawaguchi, et al. 2005; Vilchez, et al., 2001; Yoshimura, et al., 2002; Zafra, et al., 2003).

Alguns desses métodos usam antes ou durante a andlise a derivacdo, para melhorar a
separacao ¢ aumentar a sensibilidade. A derivagdo mais utilizada para o BFA nas anélises de
amostras por Cromatografia a Gas ¢ a sililagdo, entendida como a substituicio de um
hidrogénio ativo por um grupo alcalilsilil como o trimetilsilil (TMS) ou o t-butildimetilsilil (t-
BDMS).

Comparados aos compostos de origem, os derivados silil s3o mais volateis, menos
polares e mais estdveis termicamente. Por isso, a separagdo por Cromatografia a Gas ¢
aprimorada e a detecgdo ¢ destacada. Porém, se a injecdo no cromatografo ndo for imediata, a

amostra tratada deve ser completamente selada e lacrada para ndo se desativar.
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3.8 Validacao da Metodologia Analitica

O processo de validacdo de um método analitico engloba seu desenvolvimento e
adaptacdo ou mesmo a implementacio de um método ja estabelecido, estimando sua
eficiéncia laboratorial. Considera-se validado o método quando suas caracteristicas estiverem
conforme pré-requisitos estabelecidos. Na validagdo de um método analitico, demonstra-se
que ele ¢ adequado ao que se propde (Brito, et al., 2003).

Defini¢des, existem muitas sobre a validacao e sdo de interesse crescente dos 6rgaos

reguladores e credenciadores. A maior Agéncia reguladora do Pais, nessa area, ¢ Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitiria, mais conhecida por ANVISA e afirma que a

validacdo...

... deve garantir, por meio de estudos experimentais, que o método atenda as
exigéncias das aplicagdes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados. Para
tanto, deve apresentar especificidade, linearidade, intervalo, precis@o, sensibilidade,

limite de quantificacdo, exatiddo, adequados a analise (ANVISA, 2003).

Outro 6rgao regulador bem conhecido das empresas e dos consumidores ¢ o INMETRO, que
define a validagdo como sendo a comprovagdo, através do fornecimento de evidéncia
objetiva, de que os requisitos para uma aplicagdo ou uso especificos pretendidos foram
atendidos.

A validagao pode dar-se em um Unico laboratdrio, validando-se um método local ou
adaptando outro, de local diferente, para comprovar-se sua eficiéncia. Costuma-se usar essa
validacdo no laboratério nas fases iniciais do desenvolvimento de uma metodologia e na
publica¢do de artigos em revistas cientificas, onde se avaliam as vdarias caracteristicas de
desempenho de validacdo da metodologia, ndo se importando com a sua reprodutibilidade.

Pode-se dar também que a validagdo envolva a totalidade das caracteristicas de
desempenho de um estudo entre varios laboratérios, estabelecendo-se a reprodutibilidade e a
incerteza associada a metodologia e nesse caso, a validacdo ¢ conhecida como sendo uma
validagdo completa e ¢ usada para testar-se o comportamento de determinada matriz nos
varios laboratorios. Assim aprovada, a metodologia podera ser aceita como oficial para uma
determinada aplicacao.

Organismos nacionais (ANVISA; INMETRO) e internacionais como a ISO
(International Standard Organization), a IUPAC (International Union of Pure and Applied

Desenvolvimento e Validagdo de Metodologia de Analise de
Bisfenol A em Amostras de Aguas Naturais por CG/EM — Luiz Antonio Costa



22

Chemistry) e a ICH (International Conference on Harmonization) cuidam para que a
qualidade e a confiabilidade sejam mantidas, e para que os laboratdrios sejam certificados nas
normas (ISO 9001; ISO 14001) precisam mostrar competéncia técnica, submetendo-se a
credenciamento nesses 6rgaos (Ribani, ef al., 2004).

A validacdo da metodologia analitica proposta foi obtida integrando-se pardmetros

sugeridos pela literatura a respeito (INMETRO, 2003; Brito, et al., 2003; Leite, 1998).

3.8.1 Parametros Analiticos para Validacao de Métodos Analiticos
Os parametros analiticos correntemente aplicados para validagdo de métodos

analiticos de separacdo sao: seletividade, linearidade e faixa de aplicacao, precisao, exatidao,
limite de detecgdo, limite de quantificacdao e robustez (Brito, et al., 2003; INMETRO, 2003;
Leite, 1998).

3.8.1.1 Seletividade

A ANVISA considera que seletividade ¢ a capacidade que o método possui de medir
exatamente um composto em presenca de outros componentes, como impurezas, produtos de
degradacao e componentes da matriz (ANVISA, 2003).

A seletividade garante que o pico de resposta seja exclusivamente do composto de
interesse. Se ndo se assegurar a seletividade, a linearidade, a exatiddo e a precisdo estardo
fatalmente comprometidas (Ribani, ef al., 2004).

Muitas maneiras ha de se avaliar a seletividade, como a utilizagdo de detectores de
EM, que comparam o espectro do pico obtido na separacdo com o de um padrao (arquivado
em biblioteca) e utiliza isso para demonstrar que o pico cromatografico ¢ atribuido a um sé
componente (ANVISA, 2003).

Outro modo usa a adicdo de padrao analitico (analises por Espectrometria de
Absorcao ou de Emissao Atdmica) ou a comparacao com padrao externo (Brito, ef al., 2003).

Se a matriz sem o analito estiver disponivel, a seletividade também poderd ser
calculada utilizando-se os testes estatisticos F' (Snedecor) de homogeneidade de variancias e o
teste ¢ (Student) de comparagdo de médias; se isso ndao ocorrer, a matriz podera ser avaliada

comparando-se as inclinagdes das curvas de adi¢ao de padrao (INMETRO, 2003).
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3.8.1.2 Linearidade

Segundo a ANVISA, linearidade ¢ a capacidade de uma metodologia analitica de
demonstrar que os resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracao do analito
na amostra, dentro de um intervalo especificado (curva analitica) e recomenda que a
linearidade seja determinada pela andlise de pelo menos 5 concentragdes diferentes
(ANVISA, 2003).

A linearidade pode ser observada a partir do método matematico de regressao linear,
em que se calcula, além dos coeficientes angular e linear, o coeficiente de correlacio R,
através dos pontos experimentais. Um coeficiente de correlagdo maior que 0,999 ¢
considerado como evidéncia de um ajuste ideal dos dados para a linha de correlagao (Ribani,
et al., 2004). A ANVISA recomenda um coeficiente de correlacao igual ou maior que 0,99 e

para o INMETRO um valor acima de 0,90 j& traduz um bom ajuste.

3.8.1.3 Faixa Linear de Trabalho

Independentemente da técnica instrumental utilizada, a relacdo linear, representada
pela equagdo y = ax + b, tem validade apenas para certo intervalo de massa ou concentracao
da espécie medida (Ribani, et al., 2004). No limite inferior da faixa de concentragdo, os
fatores limitantes sdo os valores dos Limite de Detec¢do e Limite de Quantificagdo. Ja no
limite superior, os fatores limitantes dependem do sistema de resposta do equipamento de
medicao (INMETRO, 2003).

O interregno entre os niveis inferior e superior de concentracdao do analito no qual foi
demonstrado ser possivel a determina¢ao com a precisdo, exatidao e linearidade exigidas, sob
as condigdes especificadas para o ensaio, define a faixa linear de trabalho de um método de
ensaio (INMETRO, 2003).

Para a ANVISA (2003) um intervalo entre 70 e 120% da concentragdo tedrica para
farmacos e medicamentos e de até 120% do limite maximo especificado para determinacgao de

impurezas, sao intervalos recomendéveis.

3.8.1.4 Sensibilidade

A sensibilidade ¢ definida como a capacidade do método em distinguir, com certo

nivel de confianga, duas concentragdes proximas e na pratica, ela € o coeficiente angular do
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gréafico analitico (reta) e ¢ determinada simultaneamente com os testes de linearidade (Brito,
et al.,2003; INMETRO, 2003).

Quando o método ¢ sensivel, qualquer diferenca na concentracdo do analito, por
menor que seja, gera grande variacdo no valor do sinal analitico medido e expressa a
capacidade do procedimento analitico de causar variagdo no valor da propriedade monitorada
ou medida, causada por pequena varia¢do na concentracdo ou na quantidade do analito (Brito,

et al.,2003).

3.8.1.5 Precisao

Segundo Ribani e colaboradores, (2004) a precisdo representa a dispersao de
resultados entre ensaios independentes repetidos de uma mesma amostra, de amostras
semelhantes ou padrdes sob condi¢des definidas. E costume expressar-se a precisio como o
desvio padrdo, a variancia ou o coeficiente de variacao.

Pode-se expressar também a precisao pelo intervalo de confianca da média, que ¢
uma faixa de valores no qual existe uma determinada probabilidade de se encontrar certo

valor de uma variavel e ¢ calculada por:

s T S
Intervalode confianca da média=x £t _, T
n
Onde: t,.; = valor critico da distribui¢do de Student com n-1 graus de liberdade. O
valor ¢ € tabelado e apresenta valores para diferentes niveis de confianga (Ribani, ef al., 2004).

Pode-se avaliar a precisdo pela estimativa do desvio padrao relativo (RSD), também

conhecido como coeficiente de variagcao (CV) e sao calculados pela expressao:
RSD(%) ou CV(%) == x 100
X

Onde: s = desvio padrao das recuperagdes e x = média das recuperagdes (Brito, et al.,
2003; ANVISA, 2003; Ribani, ef al., 2004).
A metodologia usada, a concentragdo do analito na amostra, o tipo de matriz e a

finalidade do método, definem o valor méximo admitido. Em geral métodos que quantificam
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compostos em macro quantidades requerem um RSD de 1 a 2% e métodos de andlise de
tragos um RSD de até 20% (Ribani, et al., 2004).
Consideram-se trés niveis de precisdo em validagdes: a repetitividade; a precisao

intermediaria e a reprodutibilidade.

3.8.1.6 Repetitividade

De acordo com o INMETRO (2003) a repetitividade representa a concordancia entre
os resultados de medi¢des sucessivas de um mesmo método, efetuadas sob as mesmas
condi¢des de medi¢cdo, chamadas de condi¢des de repetitividade (mesmo procedimento de
medicdo, mesmo observador, mesmo instrumento usado sob as mesmas condigdes, mesmo
local e repetigdes em curto espaco de tempo.

A repetitividade engloba varias medicdes da mesma amostra, preparadas
diferentemente, algumas vezes, denominada precisdo intra-ensaio ou intracorrida e pode ser
expressa através do RSD (Ribani, et al., 2004).

A ANVISA e a ICH recomendam, para calcular-se a repetitividade, um minimo de
nove determinagdes cobrindo o limite especificado do procedimento com concentragdes
baixa, média e alta e em triplicata. O INMETRO sugere sete ou mais repeti¢des para o calculo
da estimativa do desvio padrdo e apresenta outra forma de expressar-se a repetitividade, pela

expressao:

r=2,8x8,

Sendo: r = limite de repetitividade e;

S; = desvio padrao de repetitividade associada aos resultados considerados.

3.8.1.7 Precisao Intermediaria

A concordincia entre os resultados de um mesmo laboratério, com outros
profissionais analistas em outras datas e também com outros equipamentos, ¢ a base da
precisdo intermedidria (ANVISA, 2003).

De todos os resultados significativos de um laboratério, os que sdo mais

representativos e por isso mais recomendaveis, sdo aqueles da precisdo intermediaria e tém
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como objetivo, a verificagdo se num mesmo laboratério, o método alcancard os mesmos

resultados (Ribani, et al., 2004).

3.8.1.8 Reprodutibilidade

O grau de concordancia entre os resultados das medigdes de certa amostra que seja
submetida a diversas condi¢des de medigdo como o local de sua realizacdo, o tipo de
equipamento e a alternancia de operadores ¢ medido pela reprodutibilidade (INMETRO,
2003; Ribani, et al., 2004).

Segundo a ANVISA (2003) a reprodutibilidade est4 relacionada aos resultados dos
estudos de colaboragdo interlaboratoriais, considerando-a em situagdes de padronizagdo de
procedimentos analiticos a serem incluidos, por exemplo, em farmacopéias e podendo
expressar-se por meio dos valores de RSD.

Outra forma de verificar-se a reprodutibilidade ¢ usar-se o limite de reprodutibilidade
(R) predito pelo INMETRO e que permite a andlise da significancia da diferenca entre os
valores das duplicatas das amostras analisadas nas condi¢des de reprodutibilidade sendo

€Xpresso por:

R=2,8/S,.’

Onde: Sg’= variancia de reprodutibilidade ligada aos resultados considerados, para

cada laboratorio envolvido.

3.8.1.9 Exatidao

Define-se exatidao como sendo a concordancia entre o resultado de um ensaio e o
valor de referéncia aceito convencionalmente como verdadeiro (INMETRO, 2003; Brito, et
al., 2003).

Considera-se, sempre, dentro de certos limites, a um dado nivel de confianca, ou
seja, surgindo associada a valores de precisdo. Em analises com elevados niveis de
concentracdo, tais limites sdo reduzidos, tornando-se mais amplos nas analises de tracos
(Ribani, et al., 2003).

A maioria dos métodos propostos para estudo de exatiddo considera o uso de

materiais de referéncia certificados (MRC) quando se comparam o método proposto com um
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de referéncia, quando aplicam-se ensaios de recuperacdo na matriz e quando sdo elaborados
estudos em colaboragao (Brito, et al., 2003).

Esses materiais de referéncia (MRC) vém acompanhados de um certificado do valor
de concentracao de cada substancia e sao utilizados quase sempre na validacao de um método
analitico. Esse certificado ¢ usado na comparacdo de seu valor com os valores obtidos nas
andlises das replicatas, podendo-se usar nas comparacdes o erro relativo, o teste de hipoteses,
indice z (Score) e erro normalizado (INMETRO, 2003).

Comparam-se os resultados obtidos pelo método em desenvolvimento e os resultados
conseguidos por meio de um método de referéncia e avaliam-se a proximidade entre os
resultados obtidos pelos dois métodos, testando-se o grau de exatiddo do método proposto em
relagcdo ao de referéncia (Ribani, et al., 2004).

Para os trabalhos entre laboratérios avaliam-se amostras preparadas
homogeneamente e testa-se o método aplicando-se as condigdes normais de trabalho
(INMETRO, 2003) contando-se com o numero minimo de oito laboratdrios aplicando-se a
analise de variancia que checam a existéncia de diferengas representativas entre os valores
obtidos pelos laboratorios envolvidos (Brito, ef al., 2003).

Define-se recuperagdo como a propor¢cao da quantidade da substancia desejada,
presente ou adicionada na porc¢do analitica do material teste, que se extrai, e seja passivel de
quantificagdo. Esse ensaio de recuperacdo tem sido amplamente usado nas validagdes de
processos analiticos (Ribani, et al., 2004).

Na recuperagdo, usa-se a fortificagdo da amostra que se consegue adicionando-se
solucdes com diferentes concentragdes do analito de interesse, para em seguida, proceder-se a
determinagdo da concentra¢do do analito adicionado, calculando-se entdo, a porcentagem da

quantidade recuperada pelo método, por meio da férmula a seguir (Brito, et al., 2003).

| valor obtido - valor real |

Rec.(%)= x100

valor real
Diversos componentes da matriz podem interferir na separagdao, deteccdo ou na
quantificagdo da substancia, portanto os efeitos dos componentes da matriz devem ser
investigados (Ribani, et al., 2004).
A dispersdo dos resultados cresce com a diminui¢do da concentragdo, € a
recuperagdo pode variar significativamente com a oscilagdo das concentragdes, quando muito

altas ou muito baixas. Deve-se avaliar a recuperacdo na faixa de concentragao esperada para o
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composto de interesse e isso se consegue com a adi¢do da substdncia no minimo em trés
diferentes niveis de concentragdes, por exemplo, proximo ao limite de quantificagdo (LQ),
proximo a concentracdo maxima permitida pelo método em teste € em uma concentracao
proxima a média da faixa de uso do método (Ribani, et al., 2004). A ANVISA (2003)
estabelece um intervalo linear de trés concentra¢des em triplicatas nas faixas baixa, média e
alta, gerando um nimero minimo de nove determinagdes e fixa os intervalos aceitaveis de
recuperagdo para analise de residuos entre 70 e 120%, com precisdo de até = 20%. Ribani, e
colaboradores (2004), considerando a complexidade da analise e da amostra, majora esse
valor , que pode chegar a ser de 50 a 120%, com precisdo de até + 15% .

O teste de hipdteses também ¢ muito usado na determinacdo da exatidao e estabelece
como hipotese nula (Hp) Rec. = 100% e como hipotese alternativa (H;) Rec. # 100 e aplica o
teste £ com 95 ou 99% de confianca e n-1 graus de liberdade. Comparam-se os valores de t
tabelados, com os calculados pela equacao a seguir e sendo esse o valor de ¢ maior que o valor
calculado, aceita-se a hipdtese nula, significando que nao ha diferengas representativas entre

valor encontrado e o valor tido como verdadeiro (Brito, et al., 2002).

(Rec—100)

tcalculado =

%

Onde: Rec ¢ a recuperagao média; s ¢ o desvio padrao das recuperagdes € n € o

numero de replicatas.

3.8.1.10 Limite de Detecc¢ao

Segundo a ANVISA (2003) Limite de Deteccao (LD) ¢ a menor quantidade do
analito presente em uma amostra que pode ser detectado e ndo necessariamente quantificado,
sob as condi¢des experimentais estabelecidas. Calcula-se o LD de trés modos diferentes,
usando-se o método visual, ou o método relacdo sinal-ruido, ou ainda o método em
parametros da curva analitica.

No primeiro método (visual) determina-se o LD utilizando-se a matriz com adi¢do de
concentragdes conhecidas da substincia de interesse, distinguindo-se entre ruido e sinal

analitico pela visualizacdo da menor concentragao visivel (detectavel) (Ribani, ef al., 2004).
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No segundo método (relacdo sinal-ruido), que ¢ aplicdvel em procedimentos
analiticos que mostram o ruido da linha base, determina-se a relacdo sinal-ruido e compara-se
com a medicao dos sinais de amostras em baixas concentragdes conhecidas do composto de
interesse na matriz € uma matriz isenta do composto de interesse (branco) destas amostras.
Fica entdo estabelecida uma concentragdo minima na qual a substincia pode ser facilmente
detectada (Ribani, et al., 2004). A ANVISA sugere uma relacdo sinal-ruido de 3:1; ja o
INMETRO recomenda uma relagdo de trés a cinco vezes maior que o sinal do ruido.

No terceiro método calcula-se o LD por meio de pardmetros da curva analitica,

conforme segue:
S
LD=3,3x—
S

Onde: s ¢ a estimativa do desvio padrao da resposta, podendo ser a estimativa

do desvio padrao do branco, da equagdo da linha de regressao ou do coeficiente linear da

equacdo e S ¢ a inclinag@o ou coeficiente angular da curva analitica.

3.8.1.11 Limite de Quantificaciao

A ANVISA (2003) define Limite de Quantificagao (LQ), que ¢ um parametro
determinado para ensaios de quantificagdo, como a menor quantidade do analito em uma
amostra que pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitdveis sob condi¢des
experimentais pré-estabelecidas e pode ser expresso como uma concentragao, registrando-se a
precisdo e a exatidao determinadas.

Os critérios utilizados para o LD valem para o LQ, utilizando a relagdo 10:1, ou seja,
calcula-se o LQ utilizando-se quaisquer dos métodos, visual, de relacdo sinal-ruido ou a
relacdo entre a estimativa do desvio padrido da resposta (s), que pode ser a estimativa do
desvio padrdo do branco, da equag¢do da linha de regressio ou do coeficiente linear da

equagao ¢ a inclinagdo da curva analitica (S), em niveis proximos ao LQ, pela equagao:

S
LQ=10x—
Q S
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Esses limites LD e LQ podem ser afetados pelas condigdes cromatograficas. Picos
cromatograficos maiores aumentam a relagdo sinal-ruido, causando LD e LQ menores, porém
costuma-se contornar esse problema calculando-se esses limites por meio dos parametros da

curva analitica, que ¢ estatisticamente mais confiavel (Ribani, ef al., 2004).

3.8.1.12 Robustez

A robustez de um método analitico indica a sensibilidade que ele apresenta perante
pequenas variagdes. Diz-se que um método € robusto quando ele ndao ¢ afetado por uma
pequena e deliberada modificagdo em seus parametros. Para avaliar-se a robustez de um
método cromatografico, costuma-se, na Cromatografia a Gas, variar pardmetros como a
programacao da temperatura, a natureza do gas de arraste, o tempo de extragdo, a agitacdo
entre outros (INMETRO, 2003; Ribani, et al. 2004).

Existe a recomendag¢ao do INMETRO para a determinagao da robustez usando-se o
teste de Youden. Esse teste ndo so avalia a robustez como também ¢é capaz de ordenar e

indicar a influéncia de cada uma das variagdes nos resultados finais.
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4. METODOLOGIA

4.1 Padroes, Reagentes e Solucoes

A solugdo estoque de BFA (Aldrich, 95%) na concentracdo de 109 mg.L™ e solugdes
de trabalho nas concentragdes de 1,0 e 10,0 mg.L™' foram preparadas em etanol (Vetec, 95%).

A derivagao do BFA foi realizada com anidrido trifluoroacético - (TFAA) (Aldrich,
99%) e N O-Bis-(trimetilsilil) trifluroacetamida (BSTFA) contendo 10% de
trimetilclorosilano (Fluka, 99%).

O acetato de etila e o hexano utilizados foram da J. T. Baker, grau HPLC e o
diclorometano da Mallinckrodt, grau HPLC e o metanol grau HPLC da Carlo Erba.

A solucdo agua: metanol, na relagdo volumétrica 9:1, para lavagem da amostra, foi

tratada com carvao ativado.

4.2 Amostragem

4.2.1 Amostras Testemunhas

Em janeiro de 2008 foram coletadas amostras de dguas naturais nas coordenadas
geograficas 20° 28 16,05”de latitude Sul e 54° 36’ 18,03” de longitude Oeste, em pogo sem
cloracdo, a 29 metros de profundidade para servirem de testemunhas, dada a dificuldade de se
encontrar agua isenta de BFA. Essas amostras foram transferidas para vasilhame ambar de
vidro de 5L e tampado com tampa de vidro.

Anteriormente, foram testadas dguas bidestiladas compradas em farmadcias, dguas de
mili-Q produzidas no proprio laboratério da UFMS e até aguas do Sistema de Abastecimento

Publico e, todas elas apresentaram tragos de BFA.

4.2.2 Amostras de Aguas Naturais

Em janeiro de 2008, durante uma semanana chuvosa, foram coletadas amostras de
aguas naturais no Lago do Amor, nas coordenadas geograficas 20° 30° 13,87” de latitude Sul
e 54° 37’ 00,90” de longitude Oeste, no Campus da UFMS, em coletor de aluminio de 4L a
uma profundidade de 50 cm, temperatura ambiente 25°C e transferidas para vasilhame ambar

de vidro de 5L e tampado com tampa de vidro.
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Na mesma ¢época foram coletadas amostras no Corrego Cabagas, nas coordenadas
geograficas 20° 29’ 54” de latitude Sul e 54° 36’ 46,34”de longitude Oeste, antes de sua
confluéncia com o Lago do Amor, também no Campus da UFMS com o mesmo coletor de
aluminio, a uma profundidade de 10 cm, temperatura ambiente de 24°C e transferidas para
vasilhame ambar de vidro, tampado com tampa de vidro.

Nao se executou procedimento algum para conservagdo das amostras, pois, foram
submetidas ao procedimento analitico imediatamente depois da coleta; foram apenas filtradas
com o auxilio de uma bomba de vacuo para a remocgao de particulas que poderiam dificultar o
procedimento de extracdo. Os mapas dos locais das coletas das amostras estdo apresentados

em fotos de satélites nos apéndices no final deste trabalho.

4.3 Metodologia Analitica

Foi realizada busca de literaturas relacionadas ao BFA, aos desreguladores
endocrinos, a0 meio ambiente e as matrizes dgua, ar e solo e também a satide humana, e aos

métodos de andlise incluindo os equipamentos de cromatografia e de detecgdo.

O desempenho do sistema analitico (CG/EM) frente ao BFA foi testado utilizando-
se, solucdes padrao do analito, testando-se inclusive, processos de derivagdo, na busca de
melhores resultados. Assim a resposta do equipamento foi estabelecida quanto a linearidade e

quanto aos limites de detec¢do e de quantificacao.

Neste estudo, desenvolveram-se e validaram-se métodos analiticos para a
determinagdo do BFA em aguas naturais, utilizando-se Extracdo Fase Solida (EFS) e analise
por Cromatografia em fase gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG/EM), usando-se

para a validacdo, anélises de amostras reais de aguas naturais.

4.3.1 Sistema Cromatografico
Usou-se tal técnica para o desenvolvimento deste trabalho por ser a mais empregada
na literatura, visto que apresenta maior sensibilidade que a HPLC-UV e tem a vantagem de

apresentar o fragmentograma do analito, o que permite confirmar a sua presenca (Atkinson, et

al., 2002).
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4.3.2 Tratamento das Amostras

Para determinar-se o branco e a amostra testemunha, amostras de agua natural,
coletadas em poco foram submetidas ao tratamento com carvao ativado comprado da
(FLUKA; 90% > 53um) por 30 minutos, para eliminarem-se possiveis residuos de BFA, e
entdo foi procedida a extragdo conforme método relatado a seguir (Yoon, et al., 2003). As
amostras de aguas naturais coletadas na UFMS foram todas filtradas com auxilio de bomba de
vacuo moderado (254 mm de Hg) para se remover particulas que poderiam dificultar o
procedimento de extragdo, (Filtro Quantitativo JP42-Faixa Azul; gramatura: 80 g.m'z;

didmetro igual a 9 cm; permeabilidade ao ar: 3L/S/M?; maioria dos poros: 8 pm).

4.3.3 Método de Extracio

Um volume de 500 mL da amostra, depois de filtrada, foi passada em cartucho de
SPE - Extra¢dao em Fase Solida STRATA X de 200 mL x 3 mL, marca PHENOMENEX, num
fluxo de 4 mL.min’l, condicionado com 5 mL de acetato de etila; 5 mL de metanol; 5 minutos
de repouso e depois, 15 mL da dgua da amostra testemunha.

A amostra foi lavada, ainda no cartucho, com 10 mL de uma solu¢do de agua/
metanol na relacdo volumétrica 9:1, sob vacuo leve, de 254 mm de Hg, e deixada a secar por
15 minutos, também sob o vacuo leve.

Passou-se entdo no cartucho, 4 mL do eluente metanol (> 99%) sob o fluxo de
ImL.min""; acondicionou-se o extrato em pequeno frasco de 10 mL e levou-se a secura
através de banho-maria a 65°C e sob fluxo de nitrogénio gasoso (N), (99,9%), transferindo-a
com a redissolucao em solvente de andlise com 1mL de metanol para um vial de 2,0 mL com

tampa roscada e levada novamente a secura pelo fluxo de N, (99,9%).
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O fluxograma da extragdo ¢ apresentado na Figura 4.1, a seguir.

Condicionamento do cartucho

Wacuo leve (254rmm de Ho)
SmL de acetato de etila
SmL de metanal
Smin de repouso

15mL de dgua natural

Retencéo
. 500mL da amostra.
v Fluxo: 4mb. min?
Lavagem
i > {mmL de aguafmetanul
Secagem
l 3 {15m|n sob vacuo leve
Eluicdo
> {dmL de eluente metanal
Fluxo: TmL. min?

¥

Evaporagéo & secura

¥

{Fluxn suave de nitrogénio
gasoso (39 9%)

¥
Mova dissolucdo em solvente
de analise

> J£1mL de metanol

Figura 4.1. Fluxograma da extragao.

4.3.4 Derivacao

Em Cromatografia dd-se o nome de derivagdo a reagdo de transformagdo de um
composto quimico em outro, objetivando atingir-se uma andlise mais rapida, mais
conveniente € mesmo mais exata. O composto resultante devera ser em relagdo ao composto
originario, extraido ou cromatografado mais facilmente, ser medido com maior sensibilidade
ou exatiddo ou ser mais facilmente separado de interferentes (Langas, 1993).

A derivacao resolve grandes limitagcdes da Cromatografia a Gas (CG), no tocante aos
compostos de alta polaridade, aos de baixa volatilidade e aos que apresentam instabilidade

térmica, haja vista que esses compostos nao poderiam ser analisados por CG. Por isso, muitas
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moléculas sdo excluidas da analise por CG, porém, conseguirdo ser analisadas na forma de
um derivado adequado.

No balanco entre os beneficios e as adversidades, julga-se que apesar de a derivagao
provocar maior numero de etapas no processo, fato que induz a um acréscimo na
probabilidade de se cometer erros, traz a grande vantagem de se poder analisar um composto,
tomando-se o cuidado de se lidar com solventes e reagentes de grande pureza e observar-se o
tempo de reacdo e a estabilidade dos derivados produzidos (Lancas, 1993).

A reagao de derivagdo ¢ caracterizada pela substituicdo de hidrogénios livres pelo
grupo trifluoracetamida e permite maior sensibilidade, deixando a amostra mais identificada
com a coluna utilizada.

A seguir, mostra-se, na Figura 4.2, a reagao de derivacado com TFAA.

oO—0

N
/

OH [e]

H;C——C——CH; + F;C—C——0——C——CF; ==——= H;C——C——CH;

OH o

O\o Y

CF3

Figura 4.2. Reacao de derivacdo do BFA com anidrido trifluoracético — TFAA.
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A seguir apresenta-se na Figura 4.3, a reagdo de derivagdo com BSTFA.

HsC /
\Si\
OH / (o)
HaC
CHs
HaC——Si——CHs
H,C——C—CH; + fe} CH, =——==  HC—C—CH;
FsC——C——N——Si——CH,
CHs
CHs
OH o
g
/ \CHa
HaC

Figura 4.3. Reacdo de derivagao do BFA com bis (trimetilsilil) trifluoracetamida — BSTFA.

4.3.5 Analise por CG

Na determinacdo do BFA, a técnica mais difundia hoje em dia, ¢ a Cromatografia a
Gés com derivagao, para obter-se um composto mais volatil e também de maior estabilidade

térmica, melhorando a sensibilidade (Amarante, et al., 2002b).

4.3.6 Preparo das Amostras

Para a analise de BFA derivado com TFAA, depois da secura, adicionou-se a
amostra, 0,5 mL de TFAA e deixou-se por 15 min na estufa a 40°C para a reacdo de
derivagdo. Depois se adicionou 1,0 mL de hexano e a amostra estava pronta para a analise por
CG/EM.

Para a andlise de BFA derivado com Bis (trimetilsilil) trifluoracetamida
(BSTFA), pipetou-se 50 puL da solucdo estoque e transferiu-se para um vial de 2,0 mL e
secou-se sob fluxo de nitrogénio (N), adicionou-se 0,1 mL de BSTFA e 0,4 mL de
diclorometano (DCM) agitando aproximadamente por 5 minutos, secando-se novamente sob
fluxo de nitrogénio, acrescentou-se 0,5 mL de DCM e injetou-se 1uL em modo SCAN para
conhecer-se o tempo de retencdo e o espectro de massa, depois se transferiu quantitativamente

para um baldo de 5 mL com hexano.
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4.3.7 Condicoes Analiticas do Equipamento Utilizado

As andlises foram efetuadas em Cromatografo a Géas de Alta Resolucao GC 37A
acoplado a Espectrometro de Massas QP-5000 (SHIMADZU); equipamentos lotados no
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (DQI).

A coluna utilizada foi Wcot de silica fundida, CB-Sil 13 CB (50 m x 0,32 mm x 0,4
um, Varian) para todas as andlises. O gés de arraste foi o hélio 5.0 analitico da White Martins
e o volume de injecdo foi de 1 pL. no modo sem divisdo (splitless). A varredura de ions no
modo SCAN variou de m/z 60 a 500.

Os espectros foram obtidos pela técnica de impacto eletronico, com energia de 70
eV. Para a geracdo dos cromatogramas, dos fragmentogramas e para a quantificagdo dos
analitos foi utilizado o software CLASS-5000 da SHIMADZU.

Para a injecdo do BFA sem derivagdo e com derivacio com TFAA e BSTFA as

condig¢des do equipamento foram listadas na Tabela 4.1 a seguir.
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Tabela 4.1. Condi¢des Analiticas do CG

BFA Injetor Interface Coluna Pressio  Vazio do Tempo
na gas de de
o) ¢C) (C) coluna arraste analise

(KPa) (mL-min)  (min)

150 °C (2,0 tmin)
150 — 210 °C (15 °C i 1)

Sem

T 270 230 1025 1,8 22
derivagio 210 — 280 °C (10 °C mirh)
280°C (9,0 min)
120°C (2.0 min)
. 120 — 210 %C (15 °C min'ly
Derivado
com 270 230 1057 2.1 20
TEAA 210 — 280 °C (10 °C min'ly
280°C (5,0 min)
1530 °C (2.0 min)
150 — 210°C (15 °C min'})
Derivado
com 260 270 1125 2 20
BSTFA 210 — 270 °C (10 °C min 1)
270°C (8,0 min)

Conforme se pode notar na quarta coluna, (°C), foi adotada uma rampa de
temperatura bem suave, com uma variagio méaxima de temperatura de 15°C.min"" evitando-se

assim um desgaste prematuro da coluna cromatografica.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Parametros Cromatograficos

Foram preparadas solugdes de BFA partindo da solugdo estoque sem derivagao e
também com derivagdo na concentracdo de 10,0 mg.L" (ppm) para injecdo no modo SCAN,
para verificar-se o tempo de reten¢do do analito e obter-se o seu fragmentograma.

Para as andlises sem derivagao, aliquotas de solu¢do estoque e de trabalho foram
transferidas para vials de 2 mL. Depois se secou as amostras sob fluxo de N, e retomadas a
1,0 mL com diclorometano e, sem derivar, foram injetadas no CG-EM (Zafra, et al., 2003).

Para as andlises com derivagdo com TFAA, aliquotas de solu¢do estoque e de
trabalho foram transferidas para vials de 2 mL. Na seqiliéncia as amostras foram secas sob
fluxo de N; e adicionados 500 pL de TFAA. Os vials foram tampados e as amostras agitadas
por 2 min. Em seguida os vials foram colocados em estufa a 40° C por 15 minutos para que a
reacdo de derivacdo ocorresse mais prontamente. As amostras foram entdo secas sob fluxo de
N, e retomadas em hexano e injetadas no CG-EM (Jin, et al., 2004).

Idem para a derivagdo com BSTFA, adicionando-se 100 uL de BSTFA e 400 uL de
diclorometano. Os vials foram tampados e as amostras agitadas manualmente por 2 minutos.
As amostras foram entdo secas sob fluxo de N, e retomadas com 1,0 mL de DCM e injetadas
no CG-EM (Zafra, et al., 2003).

Os cromatogramas e fragmentogramas obtidos sdo apresentados nas Figuras, 5.1;

52;53;54;55¢e5.6.

Figura 5.1. Cromatograma obtido no modo SCAN pela inje¢do de 1,0 uL de solugdo (10,0 pg.uL™)
padrao de BFA sem derivagao.
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Figura 5.2 Fragmentograma do BFA sem derivacao.
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Figura 5.3 Cromatograma obtido no modo SCAN pela inje¢do de 1,0 uL de solugdo (10,0 pg.uL™)

padrdo de BFA derivado com TFAA.

Figura 5.4. Fragmentograma do BFA derivado com TFAA.

e BEMRA

Figura 5.5. Cromatograma obtido no modo SCAN pela injecdo de 1,0 uL de solugdo (10,0 pg.uL™)

padrio de BFA derivado com BSTFA.
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Figura 5. 6. Fragmentograma do BFA derivado com BSTFA.

A partir dos fragmentogramas obtidos foram selecionados ions para analise no modo

SIM e estao apresentados na Tabela 5.1.

Tabela 5.1. Tempo de retengdo e ions monitorados no modo SIM

BFA Tempo de Retencio (min) fons monitorados (m/fZ)
Sem Derivagao 14,39 213,15 ¢ 228,20
Derivado com TFAA 11,75 405,15; 406,10 e 420,10
Derivado com BSTFA 13,44 357,30 € 372,30

O derivatizante escolhido foi o TFAA com tempo de retengdo de 11,75 minutos.

5.2 Elaboraciao das Curvas Analiticas

5.2.1 Limite de Deteccao e Limite de Quantificaciao

O Limite de Deteccao (LD) foi determinado através da relagdo sinal-ruido da linha
de base. Para isso foram preparadas diferentes amostras com concentragdes conhecidas. Essas
amostras foram injetadas até se obter um sinal referente ao analito com uma altura média

igual a trés vezes a altura média referente ao ruido.

Igual procedimento foi utilizado na determinacdo do LQ, porém, para a sua

determinagdo (LQ) utilizou-se uma relacao sinal: ruido de 10:1.
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Os valores encontrados para LD e LQ sem, e com as derivacdes com TFAA e

BSTFA estio relacionados na Tabela 5.2, a seguir.

Tabela 5.2. Limite de deteccdo e limite de quantificagdo

BFA LD (pg. L") LQ (pg. nL™)
Sem Derivagao 7.5 25,0
Derivado com TFAA 1,5 5,0
Derivado com BSTFA 4,5 16,0

Os limites inferiores (LD e LQ) da curva analitica do BFA derivado com TFAA apresentaram

melhores resultados, como se nota na segunda e terceira colunas (1,5 e 5,0 pg.uL™).

5.2.2 Curva Analitica para o BFA sem Derivacao

Para elaboragdo da curva analitica, do BFA sem derivagdo, foram preparadas e

analisadas, em triplicata, solu¢des padrdo nas concentragdes de 25, 50, 75, 100, 125 e 250
pg.ul™.

Exemplo de cromatograma obtido para o BFA no modo SIM nas concentracdes

utilizadas para a construcdo da curva analitica ¢ apresentado na Figura 5.7.

.

Figura 5.7. Cromatograma obtido no modo SIM pela inje¢ao de 1,0 uL de solugdo (125,0
pg.uL™) padrio de BFA.
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A Figura 5.8 mostra a curva analitica do BFA sem derivagao.

fons monitorados: 213.15 e 228,20

14000
12000
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Figura 5.8. Curva analitica de BFA sem derivacao.

5.2.3 Curva Analitica para o BFA derivado com TFAA

Foram preparadas e analisadas, em triplicatas, solu¢gdes padrdo nas concentracdes de
5, 10, 15, 25, 35, 50 pg.uL" para elaboracdo da curva analitica, para o BFA derivado com
TFAA,

Exemplo de cromatograma obtido para o BFA no modo SIM nas concentracdes

utilizadas para a construcao da curva analitica ¢ apresentado na Figura 5.9.

EFA-TRAA 12,845,702

50+

0 N =

] 10 15 20

Figura 5.9. Cromatograma pela injecdo de 1,0 uL de uma solugdo de BFA (10,0 pg.uL™)
derivado com TFAA.
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A Figura 5.10 mostra a curva analitica do BFA derivado com TFAA.

fons monitorados: 405,15; 406,10 e 420,10
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Figura 5.10. Curva analitica do BFA derivado com TFAA.

5.2.4 Curva Analitica para o BFA derivado com BSTFA

Na elaboragdo da curva analitica para o BFA derivado com BSTFA foram

preparadas e analisadas em triplicatas, solucdes padrdes nas concentragdes de 16, 32, 48, 80,
160 pg.uL™ (ppb).

Exemplo de cromatograma obtido para o BFA no modo SIM nas concentragdes

utilizadas para a construcao da curva analitica ¢ apresentado na Figura 5.11.

Efa BETFs

Figura 5.11. Cromatograma obtido no modo SIM pela injegdo de 1,0 pL de solucdo (80,0 pg.uL™)
padrdo de BFA derivado com BSTFA.
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A Figura 5.12 mostra a curva analitica do BFA derivado com BSTFA.

fons monitorados: 357,30 e 372,30
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15000
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o
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Figura 5.12. Curva analitica do BFA derivado com BSTFA.

5.2.5 Resumo das Equacées de Retas e Coeficientes de Correlacao

Obtidos

As equacdes das retas e os coeficientes de correlacao (R) obtidos estao apresentados

na Tabela 5.3 a seguir.

Tabela 5.3. Equacdes das retas (y) e coeficientes de correlacio (R) obtidos

Curva Analitica Equag:a(; ;isalie:)a;)Obtldas Coeﬁc1ente((11;)Correla(;ao
BFA sem derivacdo y=-230,2+51,7x 0,99718
BFA derivado com TFAA y=1587,6 + 1039,4x 0,99954
BFA derivado com BSTFA y=236,5+163,1x 0,99591

O melhor coeficiente de correlagdo obtido, bem proximo da unidade, foi com a derivagao

com TFAA, (R) > 0,999, conforme se nota na terceira coluna.
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5.3 Validacao da Metodologia

Para o estudo de recuperacdes, aliquotas de 500 mL das amostras em triplicatas,
foram fortificadas com 5, 15 e 25 ng de BFA representando 1LQ, 3LQ e 5LQ. O
procedimento analitico também foi realizado na amostra testemunha para garantir-se que a
matriz estava isenta do analito. As amostras fortificadas foram deixadas em repouso por um
periodo de 30 minutos para depois serem submetidas ao procedimento analitico com
derivagao com TFAA, visto ser a técnica que apresentou menores LD e LQ e também melhor

coeficiente de correlagdo, (R) > 0,999.

5.3.1 Seletividade

Evidencia-se na andlise dos cromatogramas das amostras do branco, da testemunha e do
padrao BFA, apresentadas a seguir nas Figuras 5.13; 5.14 e 5.15, que no devido tempo de
retencao (11,75 minutos) ndo foram registrados picos cromatograficos iguais ou préximos ao
do BFA, indicando que ndo houve interferéncias da matriz no padrdo, portanto, garantindo

que o método ¢ especialmente seletivo.

18,686
w
50
0
5 10 15
Figura 5.13. Cromatograma do branco.
18,20
504
1]
5 10 15

Figura 5.14. Cromatograma da amostra testemunha.
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BFA-TFAA 12,845,702

504

0 R —
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Figura 5.15. Cromatograma pela injecdo de 1,0 uL de uma solugdo de BFA (10,0 pg.uL™)
derivado com TFAA.

5.3.2 Linearidade e Faixa Linear de Trabalho

Adotou-se a faixa de 1 a 10 LQ dos compostos estudados. Volumes pré-
determinados de padrdes de BFA (concentragcdes conhecidas) foram adicionados para
obterem-se amostras com as concentracoes desejadas. A Tabela 5.3, apresentada
anteriormente, mostra a boa linearidade das curvas, exarando os Coeficientes de Correlagao
(R); todos maiores de 0,99 e destacando especialmente a curva analitica do BFA com
derivagdo com TFAA que apresentou (R) > 0,999, atendendo satisfatoriamente as

recomendacoes da ANVISA (2003).

5.3.3 Ensaios de Recuperaciao

Ensaios de recuperacdo foram utilizados para verificarem-se a precisao e exatidao do
método, haja vista que estes ensaios atendem a todos os parametros necessarios para a

avaliacdo destas variaveis.

A férmula a seguir foi utilizada para o calculo das recuperacdes, Rec.(%).

| valor obtido - valor real |

Rec.(%)= x100

valor real

E os coeficientes de variacdo CV (%) foram calculados por meio da féormula.

CV(%) =2 %100
X

Onde: s = desvio padrao das recuperagdes e x = média das recuperacdes.
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As analises cromatograficas apresentaram excelentes resultados, mostrados nas

Figuras 5.16; 5.17; ¢ 5.18, a seguir.

15100
BFA TRAA

50+

0

5 10 it

Figura 5.16. Cromatograma obtido dos ensaios de recuperagdo de uma amostra fortificada
com 5,0 pg.uL™ (1LQ) de BFA.

22125
BF& TRAA

50+
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5 10 15

Figura 5.17. Cromatograma obtido dos ensaios de recuperacdo de uma amostra fortificada
com 15,0 pg.uL™" (3LQ) de BFA.

N.775
EFA TRAA

50+
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Figura 5.18. Cromatograma obtido dos ensaios de recuperagdo de uma amostra fortificada
com 25,0 pg.uL™ (5LQ) de BFA.
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As amostras fortificadas foram submetidas ao procedimento analitico com derivagao

com TFAA e os dados concernentes as analises sdo apresentados na Tabela 5.4 a seguir.

Tabela 5.4. Dados obtidos dos ensaios de recuperagdo referentes a analise de BFA em aguas naturais

Limite de Massa . Area Desvio Massa Recuperacio
Quantifi adicionada Area L 1 Padrio o recuperada A
= Média (%) (%)
cacio (ng) (s) (ng)
5869
1xLQ 5 5844 5929 127 2,1 4,2 83
5 pg.ul’ 6075
14947
3xLQ 15 17219 16055 1137 7,1 13,9 93
15 pg. uL! 15998
30343
5xLQ 25 28379 28910 1254 4,3 26,3 105
25 pg. uL”! 28009

OBS: a) A coluna “Limite de Quantificagdo” mostra a concentra¢do desejada em relagdo ao LQ = Spg/uL;
b) A coluna “Massa adicionada (ng)” mostra a massa, em nanogramas, de padrao de BFA adicionada a
matriz;
¢) A coluna “Area” mostra a 4rea integrada do pico cromatografico de cada amostra, em triplicata.
d) A coluna CV (%) mostra os valores dos Coeficientes de Variagao.
e) A coluna “Massa recuperada (ng)” mostra a recuperagdo em massa, da massa adicionada, em
nanogramas.

f) A coluna “Recuperacdo (%)” mostra a recuperacao da massa adicionada, em porcentagem.

5.3.3.1 Exatidao

Avalia-se a exatidao observando-se a porcentagem de recuperagdo. Na Tabela 5.4
nota-se que o método € considerado exato, ja que as recuperagdes de todas as amostras (83%;
93% e 105%) estdo dentro dos limites (70 — 120%), estabelecida pela literatura na area de
analise de residuos (Brito, et al., 2003; ANVISA, 2003; Parker, 1991).

5.3.3.2 Precisao

Avaliou-se a precisdo analisando-se os Coeficientes de Variacdo percentual, CV(%).
Esses valores de CV(%) sofreram variagdao de 2,1% para amostras fortificadas com 1LQ de
BFA; de 7,1% para amostras fortificadas com 3LQ de BFA e de 4,3% para amostras
fortificadas com 5LQ; ficando com a média de variagdo de 4,5%, bem abaixo do limite
recomendado pela literatura, que € de até 20% (ANVISA, 2003; Ribani, ef al., 2004), indicando

que o método ¢ preciso.
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5.3.4 Analises das Amostras Reais de Aguas Naturais

As amostras de dguas naturais coletadas no Lago do Amor e no Corrego Cabagas no
Campus da UFMS foram analisadas aplicando-se o método proposto, e os resultados obtidos

enquadraram-se na curva analitica elaborada.

Na amostra coletada no Lago do Amor foram encontrados 22 pg.mL"'de BFA e na
amostra coletada no Corrego Cabagas foram encontrados 26,3 pg.mL”, conforme é mostrado
na Tabela 5.5, na seqiiéncia da apresentacao dos resultados cromatograficos exibidos a seguir

pelas Figuras 5.19; 5.20.

20,786
BF& TFAs
504
0
b 10 15
Figura 5.19. Cromatograma obtido da analise da amostra do Lago do Amor.
22657
BF& TR
504
1]
5 10 15

Figura 5.20. Cromatograma obtido da analise da amostra do Corrego Cabagas.

Evidencia-se a seletividade do método nesses resultados onde ndo aparecem picos

cromatograficos de outros compostos na regido do tempo de retencao (11,75 minutos) do
BFA.
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Os resultados das andlises foram reunidos e apresentados na Tabela 5.5 a seguir.

Tabela 5.5. Resultado das analises cromatograficas de amostras reais na UFMS

. Desvio Massa Concentracao de
Amostra Area Média Padrao CV (%) Determinada BFA na Amostra
Coletada (s) em 1 pL em (pg) (pg.mL'l) = ppt
Lago do Amor 13032 237 1,8 11,0 22,0
Corrego Cabacas 15233 395 2,6 13,1 26,3

Essas amostras foram coletadas em semana chuvosa, o que favoreceu a diluicao da
concentracdo de BFA encontrada, sugerindo que em épocas de estiagem encontraremos uma
concentragdo maior.

Estudos mostram que em varios rios do Japao, as concentracdes de BFA encontradas
ficam na faixa de 39 a 58 pg.mL"', Kawahata (2004).

A resolucao n.° 357 do Conselho Nacional do Meio Ambiente - CONAMA (2005)
que dispde sobre a classificacdo dos corpos de agua e diretrizes ambientais para o seu
enquadramento, bem como estabelece as condi¢des e padrdes de lancamento de efluentes,
nada diz com respeito ao BFA e a outros desreguladores enddcrinos liberados no meio
ambiente, mesmo sendo esses compostos extremamente danosos a espécie humana e ao meio

ambiente.

CONAMA, (2005). Conselho Nacional do Meio Ambiente - CONAMA
Resolucdo n® 357, de 17 de margo de 2005.
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6. CONCLUSOES E RECOMENDACOES

6.1 Conclusodes

Os resultados encontrados para a validagdo do método proposto apresentaram-se
conforme os esperados pela literatura, e o processo de derivagdao, embora acrescentasse novas
etapas a0 método, mostrou-se muito vantajoso apresentando 6timos resultados nas analises.

O método de Extragao em Fase Soélida (EFS) mostrou-se adequado e relativamente
rapido, dependendo do grau de impureza das amostras, que necessitaram passar por filtragao.

As metodologias de analise de BFA em amostras de 4guas naturais forneceram bons
limites de detec¢do e quantificaco (1,5 ¢ 5,0 pg. L™ respectivamente), e a linearidade obtida
das curvas analiticas foi excelente, apresentando valores do coeficiente de correlagdo maiores
que 0,99, aproximando-se da unidade, destacando-se o alto grau de linearidade obtido pela
analise do BFA com derivacao com TFAA, que apresentou valor de R > 0,999.

O método proposto foi considerado seletivo, preciso e exato, haja vista as
recuperagdes terem-se encontrado dentro da faixa de 70 — 120% e os valores de CV(%), em
média de 4,5%, terem sido bem inferiores ao teto de 20% recomendado pela literatura.

Pelos resultados obtidos conclui-se que a metodologia proposta pode ser utilizada em

analises de monitoramento de BFA em 4guas naturais, com alto grau de confiabilidade.

6.2 Recomendacoes

Pela importancia que representa o potencial de efeitos deletérios para a satde
humana a presenga do BFA no meio ambiente, e nas dguas em particular, recomenda-se que
estudos de monitoramento sejam realizados nas aguas naturais de Campo Grande/MS,
principalmente nas proximidades das captagdes de agua nos mananciais para o abastecimento
da populacdo. Estudos de desenvolvimento e validacdo de metodologias de analise de BFA
em outras matrizes serdo de grande importancia para um futuro e indispensavel controle desse
contaminante.

Recomenda-se também que o CONAMA passe a considerar os contaminantes
endocrinos, entre eles o BFA, como passiveis de controle, estabelecendo limites para os
efluentes industriais que fazem chegar ao meio ambiente esses compostos extremamente
danosos e sérios ameacadores da reproducdo das espécies e, principalmente das proprias
reprodugdo e sobrevivéncia humanas.
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Mapas dos Locais das Coletas de Aguas Naturais

Local das Amostras Coletadas no Lago do Amor
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Local das Amostras Coletadas no Corrego Cabacas
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