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RESUMO

A determinacdo de compostos em nivel de tracos em amostras ambientais é sempre
um desafio analitico, tanto no que diz respeito a concentracdo dos compostos alvo bem como
aos problemas relacionados & matriz. A infraestrutura necessaria para um laboratorio com
condicBes de realizar este tipo de analise sempre demanda alto investimento inicial
(equipamentos e instalacGes) e altos valores de manutencao (aquisicdo de padrdes, reagentes,
solventes, vidrarias, gases e outros), o que exige mao de obra especializada. Neste contexto,
este trabalho apresenta um estudo comparativo entre duas técnicas analiticas, a cromatografia
a gas acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) e a cromatografia a liquido acoplada a
espectrometria de massas (LC-MS/MS), na determinacdo de horménios esteroidais em
amostras aquosas ambientais. Foram escolhidos os horm6nios como compostos alvo porque
podem ser analisados tanto por GC-MS como por LC-MS/MS. Além disso, estes compostos
fazem parte de monitoramento realizado pelo Laboratério de Quimica Analitica e Ambiental
(LQAA) na agua do Arroio Dilavio, Rio dos Sinos e Rio Gravatai, possibilitando a discussao
da probleméatica ambiental. Os compostos alvos foram: estrona, [-estradiol, 17a-
etinilestradiol, estriol, progesterona, alopregnanolona, gestodeno e drospirenona, 0s quais
foram analisados nos corpos hidricos citados.

A metodologia analitica para anélise por GC-MS foi definida e validada em trabalho
anterior e por LC-MS/MS foram utilizados dados da literatura. Em ambos os casos
considerou-se a extracdo em fase solida (SPE) como preparo de amostra. A analise por GC-
MS necessitou de derivatizacdo prévia com MSTFA ativado Il e anélise no modo de
Monitoramento de fons (SIM) com curva de calibragdo externa. Os limites de deteccdo
obtidos foram de 5 ng mL™ (estrona) a 100 ng mL™ (gestodeno). A analise por LC-MS/MS
foi avaliada com base em artigos cientificos publicados sobre determinacdo de horménios
esteroidais em matrizes aquosas publicados no ultimo periodo de 2012 a 2017.

Avaliou-se o0 custo de instrumentacdo de um laboratorio para realizar estas analises,
bem como o custo por analise e o treinamento de técnicos para operacdo dos instrumentos. O
laboratorio com GC-MS tem custo de implantacdo em torno de 14% do necessério para LC-
MS/M, enquanto o custo por analise é aproximadamente 25% menor. No que diz respeito a
mé&o de obra qualificada, as exigéncias sdéo muito maiores para o LC-MS/MS.

Palavras-chave: Hormonios esteroidais. Cromatografia a gas e liquido. Espectrometria de

massas. Matrizes aquosas ambientais.



ABSTRACT

The determination of trace level compounds in environment samples is always an
analytical challenge, regarding both concentration of target chemicals and matrix related
problems.The required infrastructure of a laboratory with condition to perform this type of
analysis always demands high initial investment (equipment and installations) and high
maintenance values (acquisition of standards, reagents, solvents, glassware, gases and others),
which requires specialized labor. In this context, this work presents two analytical techniques,
gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS) and liquid chromatography
coupled to mass spectrometry (LC-MS/MS), in the determination of steroidal hormones in
aqueous enviromental samples. Hormones were choses as target compounds because they can
be analyzed by both GC-MS and LC-MS/MS. In addition, these compounds are part of
monitoring performed by the Laboratdrio de Quimica Analitica e Ambiental (LQAA) in the
water from Arroio DilGvio, Rio dos Sinos e Rio Gravatai, enabling the discussion of the
environmental issues. The target compounds were: estrone, B-estradiol, 17a-ethinylestradiol,
estriol, progesterone, allopregnanolone, drospirenone and gestodene, which were analysed in

the mentioned superficial water bodies.

The analystical methodology for GC-MS analysis was defined and validated from
previous work, and for LC-MS/MS data from literature was used. In both cases solid phase
exctraction (SPE) was considered as sample preparation. GC-MS required derivatization with
activated MSTFA Il prior to analysis in Selected lon Monitoring (SIM) with external
calibration curve. Detection limits were between 5 ng mL-1 (estrone) and 100 ng mL-1
(gestodene). LC-MS/MS analysis was evaluated based on scientific articles on determination

of steroid hormones in aqueous matrices published between 2012 - 2017.

It was evaluated the cost of instrumentation of a laboratory to perform these analyzes,
as well as the cost per analysis and the training of technicians to operate the instruments. A
GC-MS laboratory has an implementation cost around 14% of the required for LC-MS/MS,
while the cost per analysis is 25% less expensive. As fas as technical personnel are

concenerned, the requiriments are much higher for LC-MS/MS.

Keywords: Steroid hormones. Gas and liquid chromatography. Mass spectrometry. Aqueous

environmental matrices.
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento tecnolégico tem possibilitado grandes avancos da ciéncia, 0 que
acaba refletindo no dia-a-dia das comunidades. Atualmente, fala-se em contaminantes
emergentes e desreguladores enddcrinos, contaminantes em nivel de tragos, quase como se
fossem “lugar comum”. No entanto, ha duas décadas ndo era possivel realizar medidas que
hoje estdo incorporadas a rotina de muitos laboratérios de controle sanitario, por exemplo, que
permitem garantir a qualidade e seguranca de alimentos de origem vegetal e animal. Porém,
pouco se discute sobre as dificuldades e o investimento financeiro e de pessoal para se ter um
laboratdrio em condicdes de realizar este tipo de analise.

Diversos sdo 0s compostos quimicos de origem natural ou sintética que séo
despejados diariamente nos sistemas ambientais aquaticos devido a atividades humanas, seja
pela inexisténcia de tratamento de aguas residuais e seu descarte direto ou pelo tratamento
ineficaz ou incompleto das mesmas. Provenientes de usos industriais, agropecuarios ou
domeésticos, varios destes compostos, devido ao recente histérico de aplicacdo, ndo
apresentam regulamentagdo quanto aos niveis seguros de sua presenca em cOrpos aquaticos.
Além disso, os efeitos potenciais de sua ecotoxicidade, mesmo em baixas concentracdes, tanto
a vida selvagem quanto a humanos, ainda ndo sdo completamente compreendidos e estudados.
A esse tipo de contaminante da-se 0 nome de Contaminantes Emergentes (ECs).

Entre o0s contaminantes emergentes encontra-se um subgrupo denominado
Desreguladores Enddcrinos (EDCs), que reine moléculas capazes de alterar as funcBes do
sistema enddcrino dos seres vivos incluindo individuos, populacdo e descendentes. Os
principais compostos classificados como EDCs sdo os horménios esteroidais, de origem
natural como a estrona, estriol e f-estradiol, ou sintéticos como o 17a-etinilestradiol. Estes
hormdnios estdo presentes em aguas superficiais como rios em concentra¢fes na faixa de ng
L, a qual j& é suficiente para causar respostas estrogénicas em peixes, como feminilizacéo e
hermafroditismo.

Dada a complexidade da matriz, a faixa de concentragdo em que 0s hormonios
esteroidais encontram-se presentes e o efeito desregulador enddcrino causado por estes, a
deteccdo destes compostos em sistemas aquéticos e sua quantificagdo é uma parte importante
do monitoramento ambiental de rios, arroios e demais aguas superficiais. Faz-se necessaria,
portanto, uma técnica analitica capaz de detecta-los com limites de deteccéo e quantificacdo
(LD e LQ) na ordem de ng L™, com boa reprodutibilidade e baixos custos, tanto quanto
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possivel. Entre as técnicas disponiveis atualmente para quantificacdo de hormonios
encontram-se as técnicas ndo instrumentais, entre elas os ensaios imunolégicos (ELISA e
RIA) e bioldgicos (YES e E-screen), e as técnicas instrumentais cromatogréaficas, que incluem
GC-MS e GC-MS/MS (El, Cold-El e ClI), LC (EC, DAD, FLD e UV), LC-MS e LC-MS/MS
(APCI, ESI e APPI).

Os ensaios imunologicos apesar de simples e menos custosos, demandam tempo,
materiais radioativos (no caso de RIA) e estdo sujeitos a interferéncias de reatividade cruzada
entre anticorpos e antigenos diferentes do analito, ndo apresentando exatiddo e precisdo em
faixas de concentragcbes muito baixas, como o caso das amostras ambientais. Assim, 0sS
resultados costumam ser superestimados, com resultados de concentracdo mais elevados do
que o real. Ja os ensaios bioldgicos sdo capazes de determinar apenas a atividade estrogénica
total, expressa em equivalente estradiol (EEQ), sendo menos precisa e especifica do que as
demais técnicas.

A vantagem das técnicas cromatogréaficas esta na possibilidade de separacdo e analise
de mdltiplos compostos simultaneamente. Além disso, 0 uso de espectrometro de massas
permite a identificacdo de compostos ndo conhecidos ou que ndo possuem padrdes. A
cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) é bem estabelecida como
técnica para determinacdo de hormonios esteroidais em amostras ambientais, sendo
ecologicamente menos impactante (pelo uso gases inertes) e menos sensivel a efeitos de
matriz do que a cromatografia a liquido (LC). Entretanto, seu uso com este objetivo esta
condicionado a uma etapa adicional no preparo da amostra, a derivatizacdo, que implica ndo
apenas mais um procedimento experimental que pode acarretar perdas e variagdes no método,
além de aumento no tempo de analise, mas também o uso de um reagente de custo elevado, o
derivatizante.

Recentemente, a cromatografia a liquido acoplada a espectrometria de massas (LC-
MS/MS) vem se apresentando como substituta a GC-MS, pois ndo requer a etapa de
derivatizacdo e permite analises em tempos menores com aumento de sensibilidade e com
maior facilidade de identificacdo de compostos, apesar de seu elevado custo de
instrumentacdo e necessidade de pessoal altamente qualificado para operagédo. Utilizando
técnicas de ionizacdo suaves como elétronspray (ESI), ionizacdo quimica a pressdo
atmosférica (APCI) e ionizacdo fotoquimica a pressdo atmosférica (APPI), conjuntamente
com analisadores de alto poder de resolugdo como o analisador de massas por tempo-de-voo

acoplado a filtro de massas quadrupolo (Q-ToF-MS) ou de alta sensibilidade como o triplo-



13

quadrupolo (QgQ), a cromatografia a liquido vem se mostrando uma ferramenta valiosa para
atingir baixos limites de deteccdo necessarios na analise de amostras ambientais.

Neste contexto, este projeto tecnologico visa comparar as técnicas de GC-MS e LC-
MS/MS para a determinacdo de hormdnios esteroidais em amostras de agua superficial,
discutindo critérios de custos, complexidade, limites de deteccdo e quantificagdo, treinamento
técnico, além de realizar uma discussdo dos resultados obtidos durante o periodo de
monitoramento em que o trabalho foi conduzido. Para realizar esta avaliacdo foram utilizados
os dados dos Laboratorios de Cromatografia da Graduacdo (LABChrom) e do laboratério
201-43161, ambos pertencentes a Central Analitica do Instituto de Quimica/UFRGS.

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Comparar o desempenho das técnicas de GC-MS e LC-MS/MS em termos de limites de
detec¢do e recursos econdémicos necessarios para a determinagdo de estrona, B-estradiol, 17a-
etinilestradiol, estriol, alopregnanolona, drospirenona, gestodeno e progesterona em agua

superficial.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Implementar a etapa de preparo de amostra, com condicdes de extracdo/pré-
concentracdo estabelecidas em trabalho anterior;

e Analisar amostras reais de agua de rio coletadas no Arroio DilGvio, Rio dos Sinos e
Rio Gravatai na regido metropolitana de Porto Alegre, utilizando os procedimentos
estabelecidos;

e Comparar 0s custos por anélise e para implementacdo de um laboratério em condi¢es
de realizar analises por GC-MS e LC-MS/MS
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CONTAMINANTES EMERGENTES

Agua é o principal recurso natural, essencial para todos os seres vivos e para as mais
diversas atividades humanas, como uso doméstico, agricultura e industria. Entretanto, muitas
dessas atividades, devido ao descaso acabam por contaminar as reservas desse bem natural,
desde aquiferos a aguas superficiais como rios, lagos e lagoas. Entre os diversos
contaminantes lancados diariamente aos corpos hidricos encontram-se aqueles tradicionais ou
bem conhecidos, que incluem metais téxicos como cadmio e chumbo, hidrocarbonetos de
petréleo ou poliaromaticos, certos pesticidas e amianto.!

Porém, com o desenvolvimento de técnicas de instrumentacdo analitica mais sensiveis,
nas Ultimas décadas do seculo XX e no inicio do século XXI, um significante nimero de
compostos em baixas concentracdes pdde ser detectado, mesmo que estivessem presentes
anteriormente, porém ndo detectaveis.? A medida que os trabalhos foram sendo intensificados,
foi constatado que os dados sobre os efeitos ecotoxicolégicos a longo prazo desses compostos
eram escassos e que, mesmo em baixas concentragOes, eram capazes de induzir respostas
bioldgicas impactantes em seres vivos aquaticos. Desde entdo, o meio cientifico preocupa-se
com questbes como quais sdo os efeitos e qual o destino, transporte e forma de tratamentos
referentes a esses contaminantes, denominados de contaminantes emergentes (ECs).® Sua
presenca pode ser detectada em ambientes aquaticos e terrestres e mesmo em &gua potavel,
ndo sendo comumente controlados e/ou monitorados, apesar de seu potencial efeito adverso
em concentrages baixas, na faixa de ng L™ ou pg L™ *

Essa nova classe de contaminantes inclui mais de 80.000 compostos quimicos
sintéticos ou naturais, constituida de pesticidas, compostos industriais, farmacos, produtos de
uso pessoal, horménios esteroidais, drogas de abuso, nanomateriais, liquidos idnicos,
retardantes de chama e outros, que sdo langados diariamente ao meio ambiente como parte do
processo produtivo ou de residuos domésticos e industriais.’?

Os ECs séo introduzidos ao meio ambiente principalmente por agua residual industrial
e esgoto doméstico, proveniente de efluentes de estacdes de tratamento ou por despejo direto
sem tratamento. Mesmo em locais onde o tratamento de &gua residual aconteca, a remocao
destes compostos pode ndo ser completa.! Outras fontes incluem lixiviacdo de aterros,

escoamentos agricolas e pecuarios e efluentes de hospitais.> Uma vez no meio ambiente,
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processos de biodegradacdo como oxidagdo e reducdo quimica, hidrélise e fotdlise podem
converter os ECs em outros produtos, que embora reduzam a concentracdo do composto
original, em alguns casos podem ser ainda mais problematicos.* A Figura 1 resume as origens
e 0s caminhos percorridos por farmacos, um tipo de contaminantes emergentes, até

alcancarem as fontes de agua natural e potével.

Figura 1 — Representacdo esquematica da origem de residuos de farmacos no meio ambiente.

MEDICAMENTOS MEDICAMENTOS INDUSTRIA
(para humanos) (uso veterinario) FARMACEUTICA
INDUSTRIA DE
HOSPITAIS USO PESSOAL CARNES AQUICULTURA

\l EXCRECAO E I, _
RESIDUOS | I
1
|

F

ETE

AGUA AGUA
SUBTERRANEA SUPERFICIAL

!

ETA

AGUA POTAVEL

Fonte: adaptado de Barbosa e colaboradores.?

3.2 DESREGULADORES ENDOCRINOS

Um subgrupo importante dos contaminantes emergentes é constituido de substancias
que podem perturbar a fungdo normal do sistema enddcrino de seres humanos e animais, 0s

chamados compostos desreguladores enddcrinos (EDCs). Consistindo de compostos
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organicos naturais ou sintéticos utilizados em produtos farmacéuticos, produtos de uso
pessoal e produtos quimicos de uso industrial, esses compostos sdo capazes de interferir na
acao de horménios enddgenos, mimetizando ou antagonizando seus efeitos, prejudicando sua
sintese e metabolismo ou atuando sobre os receptores especificos destes horménios, havendo
uma preocupacao constante de quais riscos estes EDCs representam ao meio ambiente a aos
seres humanos.”®

Os principais compostos denominados de desreguladores enddcrinos sdo 0s estrogenos
e androgenos, naturais ou sintéticos. Os estrogenos naturais como estrona, estriol e p-estradiol
e sintéticos como 17a-etinilestradiol s&o os principais representantes dos EDCs, apresentando
elevado potencial desregulador endécrino em baixas concentracées (ng L™) para seres vivos.°
Outros compostos como octilfenol, nonilfenol, etoxilados de nonilfenol, bisfenol A e ftalatos

também expressam estrogenicidade, mas em uma menor extensao que estrégenos.’

3.3 HORMONIOS

Hormonios esteroidais séo sintetizados nos organismos a partir do colesterol e liberados
pelo cortex adrenal, testiculos, ovérios e placenta, apresentando em comum uma estrutura
basica de 17 atomos de carbono dispostos em trés aneis ciclohexano e um anel ciclopentano
ligados entre si, conforme demonstrado na Figura 2. Capazes de induzir respostas terapéuticas
em baixas concentracfes, sdo excretados por todos os animais, incluindo seres humanos, em
quantidades diferentes, definidas pela idade, estado de salde, dieta e gravidez. Mulheres
gravidas excretam entre 260-790 pg/dia de estrona, 280-600 pg/ dia de p-estradiol e 6000 a
10.000 pg/ dia de estriol. Os estrogenos, hormonios sexuais femininos naturais, como estrona
(E1), B-estradiol (E2) e estriol (E3) mais o sintético 17a-etinilestradiol (EE2) s&o os
estrdgenos comumente encontrados em andlises de aguas residuais e superficiais. Estes
horménios ajudam a regular a reproducao, funcao cardiovascular, for¢a 6ssea, comportamento
cognitivo, sucesso de gravidez e sistema gastrointestinal, enquanto EE2 é o mais utilizado em
formulacdo de contraceptivos orais.>’ Outros hormdnios com importancia e utilizagdo por
seres humanos incluem a progesterona, gestodeno, alopregnanolona e drospirenona. As

estruturas quimicas destes compostos estéo representadas na Figura 3.
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Figura 2 — Estrutura bésica dos horménios

Gestodeno Alopregnanolona
(5a-pregnan-3a-ol-20-ona)

Através da excrecado, estes hormonios acabam no meio ambiente através do despejo de
efluentes domésticos e disposicao de residuos de animais, que sdo utilizados diretamente no
solo como adubo, escoando para reservatorios de agua e alcangando agua potavel. Estima-se
que a populagdo mundial despeje 30.000 kg/ano de estrégenos naturais e 700 kg/ano de
estrogeno sintético somente pela utilizacdo como controle de natalidade, enquanto o descarte
de estrogenos por praticas agropecudrias representa apenas nos Estados Unidos e Unido

Europeia uma quantidade de 83.000 kg/ano.>®?
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3.4 METODOS DE ANALISE

A primeira etapa para o estudo de contaminantes emergentes no meio ambiente é a
identificacdo destes os compostos. Os avancos recentes no entendimento dessa classe de
poluentes tem se correlacionado fortemente aos avancos em instrumentagdo analitica.* As
matrizes ambientais sdo diversas e complexas e constituem um dos maiores desafios na
deteccdo e quantificagdo de compostos em baixas concentracGes. Métodos analiticos precisos
ainda encontram-se em estadgio de desenvolvimento. Sem a identificacdo adequada, o
problema dos ECs, incluindo suas fontes, caminhos e destinos ho meio ambiente, ndo pode
ser resolvido.! Com o desenvolvimento de novas técnicas analiticas, a deteccdo de
concentracdes na faixa de pg L™ e ng L™ em matrizes ambientais como agua residual,
superficial e subterrdneas tornou-se possivel, conduzindo numerosos artigos na area da
guimica analitica para otimizacdo e validacdo de métodos de preparo e de analise de amostras
ambientais.’® A Figura 4 apresenta as etapas de tratamento de amostra necessérias & analise de
hormdnios em &guas ambientais e as técnicas disponiveis para detectar e/ou quantificar estes
analitos, enquanto o grafico apresentado na Figura 5 apresenta o0 nimero de artigos publicados
por ano sobre determinacédo de estrogenos, onde é possivel identificar um salto na quantidade
de publicacGes nas ultima décadas do século XX, acompanhando o desenvolvimento de
técnicas instrumentais como a cromatografia a liquido acoplada a espectrometria de massas
(LC-MS/MS). O Apéndice A resume os estudos publicados nos ultimos cinco anos (2012 a

2017) sobre a determinacdo de hormoénios em diferentes matrizes aquosas.

Uma vez que hormonios em amostras ambientais estdo presentes em tracos, a extracdo
se faz necessaria, com 0 objetivo de pré-concentrar os analitos e atenuar interferentes
referentes a matriz complexa. Os dois métodos de extracdo mais utilizados para horménios
sdo a extracdo liquido-liquido (LLE) e extracdo em fase solida (SPE). A SPE tem sido a
técnica de preferéncia devido a sua simplicidade experimental e facil automacdo frente a LLE,
gue consume uma grande quantidade de solventes organicos toxicos. A técnica SPE é dividida
em duas classificagdes: SPE off-line e SPE on-line. Esta Gltima engloba todas as etapas
envolvidas na SPE off-line (condicionamento, enriquecimento, lavagem e eluicdo) em um
unico procedimento automatizado, embora o procedimento off-line ainda seja 0 mais utilizado

pOr ser menos custoso e atingir recuperacgoes satisfatorias. 2
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Figura 4 — Etapas necessarias e técnicas para analise de horménios em amostras aquosas.
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Fonte: adaptado de Fang e colaboradores.*?

Figura 5 — Artigos publicados em revistas indexadas relativo a determinacdo de estrogenos.
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Fonte: Web of Science. Pesquisa por Topico: estrogen AND determination (06/12/2017 as

16:00).
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Entre os problemas abordados no desenvolvimento de métodos analiticos encontram-
se os limites instrumentais de sensibilidade e limites no nimero de compostos que podem ser
incluidos em uma dada metodologia. Alguns EDCs podem ser biologicamente ativos em
concentracdes abaixo dos limites de detec¢do (LD), enquanto outros podem estar presentes
mas ndo serem detectaveis por determinado método.® As técnicas analiticas instrumentais
mais utilizadas na determinacdo de hormonios esteroidais em amostras aquosas Sdo as
cromatografias a gas e a liquido (GC e LC). A Figura 6 representa a frequéncia de artigos na
determinacédo de estrogenos em &gua utilizando técnicas cromatograficas. Ambas as técnicas
tem se demonstrado adequadas na analise de hormonios esteroidais, atingindo baixos limites
de deteccdo necessarios. As diferencas encontram-se no menor efeito de matriz observado,
melhor eficiéncia de separacdo e menos agressividade ao meio ambiente devido ao nao-uso de
solventes toxicos apresentados pela GC frente a LC, que dispensa a necessidade de reacfes de
derivatizacdo, requer menos tempo de andlise e é capaz de apresentar resultados mais precisos

e exatos.?

Figura 6 — Levantamento de publicacdes em revistas cientificas especializadas sobre anélise
de estrégenos em agua e as técnicas cromatograficas utilizadas.
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Fonte: Web of Science (06/12/2017 as 16:00).
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Matrizes complexas necessitam da espectrometria de massas (MS) em modos seletivos
de deteccdo como Single lon Monitoring (SIM) ou Multiple Reaction Monitoring (MRM)
para uma identificacdo adequada em baixas concentracdes, que ndo pode ser alcangada com
detectores UV, DAD, EC ou similares. Trés tipos de técnicas tém sido utilizados: GC-MS,
GC-MS/MS e LC-MS/MS. A escolha da técnica depende principalmente da disponibilidade
do equipamento e dos limites de deteccdo necessarios. Para a analise de horménios sozinhos
em amostras ambientais, GC-MS e GC-MS/MS s&o as técnicas mais utilizadas. Porém, dada a
necessidade do entendimento da composi¢do de uma amostra ambiental como uma mistura
complexa de contaminantes, a LC-MS/MS acaba sendo a escolha mais adequada. Um
exemplo é a anélise de conjugados de estrogenos, que ndo podem ser analisados por GC por
causa de sua ndo-volatilidade, requerendo um método LC ou entdo uma reacdo de

desconjugacdo, que leva a perda de informagdes importantes.®

3.4.1 Analise de hormdnios por cromatografia a gas acoplada a espectrometria
de massas (GC-MS).

A anélise por GC-MS de hormdnios esteroidais requer uma etapa adicional no preparo
de amostra que é a derivatizacdo, embora alguns hormonios possam ser analisados na forma
nativa. A derivatizacdo envolve uma reacdo quimica que tem por objetivo modificar os grupos
funcionais das moléculas alvo a fim de aumentar a estabilidade dos analitos frente ao modo de
injecdo utilizado em GC, evitando sua decomposicdo térmica, além de aumentar a
volatilidade, a ionizagdo, a sensibilidade da deteccéo e a separacéo e reduzir a polaridade, que
devido a interacBes com a fase estacionaria pode alargar os picos cromatogréaficos, levando a
menor resolucdo além de formas, areas e alturas de pico irreprodutiveis.’*A geracio de
fragmentos com maior massa melhora a relagdo sinal/ruido e, portanto, os limites de deteccédo,
pois as regifes de mais alta massa apresentam menos fragmentos de contaminagdo.* N&o
existe um derivatizante especifico para estrogenos, podendo-se utilizar varios deles, uma vez

gue quase todos reagem com o grupo hidroxila dos esterdis, conforme exemplo na Figura 7.



22

Figura 7 — Reacdo de derivatizacdo de sililagdo envolvendo horménios (R-OH), onde X
diferencia os derivatizantes.

CHy HaQ  CHs CHs
R—O + HC—Si—X 3 |r—otsi—x| — » H3C—O—?i—CH3 + H—X

CH
H CHs 3

Fonte: adaptado de Dallegrave.*

Diversos artigos tém como objetivo a otimizacdo da reacdo de derivatizacdo. A
sililacdo € a técnica mais utilizada, onde hidrogénios dos grupos OH sao substituidos por um
grupo silila -SiR3 conforme demonstrado na Figura 7, formando derivados trimetilsilila
(TMS) e tert-butildimetilsilil (t-BDMS), sendo os reagentes derivatizantes de preferéncia
BSTFA, MTBSTFA e MSTFA. As interacBes de ligacdo de hidrogénio sdo diminuidas,
aumentando a volatilidade, enquanto grupos silila promovem caminhos de fragmentacao
caracteristicos, gerando abundancia de ions tipicos que podem ser utilizados para anélise de
tracos no modo SIM™. A alquilagdo e acilacdo sdo alternativas. A derivatizacido com BSTFA
costuma ser a mais escolhida, embora, os protocolos de extracdo variam e até 0 momento néo
hd um método de referéncia para analise de esteroides em matrizes ambientais. O que é
necessario apenas é que o agente derivatizante disponha de piridina em sua composicao
quando o objetivo é a analise de EE2, pois este solvente previne a clivagem do grupo etinila

gerando E1 no calor do injetor”!®

, embora tenha sido demonstrado que MSTFA € capaz de
realizar a sililagdo completa dos grupos OH de hormonios sem a necessidade de qualquer

outro composto auxiliar.’

O Apéndice B resume os principais artigos encontrados na literatura nos ultimos cinco
anos (2012 — 2017) onde verifica-se que GC-MS é uma técnica apropriada para andalise de
hormdnios esteroidais em amostras aquosas ambientais pois atinge limites de deteccdo para
analise de tragos.

3.4.2 Analise de hormonios por cromatografia a liquido acoplada a
espectrometria de massas (LC-MS/MS).

Para a analise de rotina de ECs em amostras ambientais sistemas LC acoplados a

triplo-quadrupolos (QQqQ) tem se tornado a abordagem mais comumente utilizada. Oferecendo
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alta sensibilidade e seletividade, com o0 uso desses detectores tem-se alcangado os limites de
deteccdo na faixa de ng L™ necessérios. Porém, a capacidade de identificagdo de compostos
desconhecidos ou sem padrdes é limitada nesses instrumentos, pois apresentam resolucéo de
massas unitaria. O desempenho Unico da espectrometria de massas de alta resolucdo (HR-MS)
tem configurado importante papel na identificacdo desses compostos desconhecidos por
permitirem o registro de cromatogramas no modo full-scan com alta precisdo em massa,
tornando possivel a procura seletiva baseada na massa exata. Sao integrantes dessa classe de
MS os analisadores time-of-flight (TOF), iontrap e sistemas hibridos como quadrupolo-TOF,
linear iontrap-Orbitrap™ e quadrupolo-Orbitrap™. Sem utilizar padrdes de referéncia, a HR-
MS apresenta dois tipos principais de abordagens para identificacdo de compostos e/ou seus
produtos de transformacdo: suspect screening, quando pode-se prever a formula molecular e
estrutura, ou non-target screening, que depende de softwares de processamento de dados para
o entendimento dos dados obtidos.*

A andlise por LC-MS/MS depende da otimizacdo de uma série de parametros para
maximizar a resposta do instrumento de consequentemente atingir os menores limites de
deteccdo possiveis. O estudo pode ser realizado com cada fator separadamente por uma
abordagem de tentativa e erro, utilizando a auto otimizag&o que alguns equipamentos dispdem
ou atraves de métodos estatisticos de abordagem quimiométrica. Entre os fatores envolvidos
que podem ser variados de forma a melhorar a resposta e obter a melhor resolugéo, simetria e
area de pico encontram-se temperatura de capilar e de vaporizacdo, voltagem de spray,
pressées de gés, composicdo da fase mével, fluxo, volume de injecdo entre outros.*®

Estrogenos costumam ser analisados em LC com ionizag¢do negativa e em fase movel
neutra ou bésica, com adi¢do de hidroxido de amoénio, acetato de amdnio ou formato de
amonio diretamente ao sistema ou em mistura isocratica como solvente inicial. Progestagenos
requerem ionizacdao positiva e fase movel neutra ou modificada com acido férmico. Os
solventes mais utilizados sdo agua, acetonitrila e metanol, com mistura dependente do tipo de
coluna utilizada. Os modos de ionizagcdo mais utilizados sdo ionizagdo elétronspray (ESI) e
ionizacdo quimica a pressao atmosférica (APCI), ambos operando em modo positivo ou
negativo.*?

O Apéndice C resume os principais artigos encontrados no ultimo periodo de 5 anos
(2012 a 2017), onde observa-se a maior tendéncia no uso de colunas C18 e ESI negativo
como modo de ionizagdo, com dominancia do analisador triplo-quadrupolo em MRM na

analise de hormonios esteroidais em amostras aquosas. Em praticamente todos 0s casos 0s
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limites de deteccdo sdo satisfatdrios para anélise de amostras ambientais contendo tracos dos
analitos, qualificando a LC-MS/MS como técnica adequada para este tipo de analise.

4 METODOLOGIA

4.1 MATERIAIS E METODOS

41.1 Materiais

Todos os solventes utilizados foram de pureza grau HPLC. Acetato de etila e metanol
foram adquiridos de Panreac (Espanha). Acetonitrila foi adquirida de J.T. Baker (México).
Iso-octano foi adquirido de Tedia (Estados Unidos). Agua ultrapura com resistividade 18,2
uQ.cm™ foi produzida por sistema Milli-Q Plus adquirido de Millipore (Estados Unidos).
Membranas de nitrocelulose para filtracdo de agua coletada de rio foram adquiridas de Merck
(Irlanda). Cartuchos para extracdo em fase sélida Supel/™-Select HLB 200 mg/6 mL foram
adquiridos de Sigma-Aldrich (Alemanha). pHmetro DM-32 foi adquirido de Digimed (Brasil).
Manifold VISIPREP™ DL foi adquirido de SUPELCO (Estados Unidos). Reacti-Vap™
Reacti-Therm | #TS-18822 para reacOes de derivatizacdo e reducédo de volume foi adquirido
de Thermo Scientific (Estado Unidos). Derivatizante MSTFA ativado Ill foi adquirido de
Sigma-Aldrich (Alemanha). Cromatografo GC-MS modelo QP-2010 SE foi adquirido de
Shimadzu (Japdo). Coluna cromatogréafica para GC Rtx-5MS (30 m x 0,25 mm, 0,25 um) foi
adquirida de Restek (Estados Unidos). Cromatografo LC modelo Nexera X2 foi adquirido de
Shimadzu (Japéo). Espectrometro Q-ToF modelo Impact 2 foi adquirido de Brucker (Estados
Unidos).

4.1.2 Métodos

4.1.2.1 Coleta e preservagdo de amostras

As amostras de agua superficial foram coletadas em trés rios na regido metropolitana
de Porto Alegre, Rio Grande do Sul — Brasil: Arroio DilGvio, Rio dos Sinos e Rio Gravatai. A
coleta trimestral procedeu-se de setembro de 2016 a setembro de 2017. Foram coletados 1 L

em cada ponto de coleta em frascos de vidro ambar esterilizados, sendo adicionados 1 mL de
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formaldeido para conservacgdo, procedendo-se filtragdo com membranas de nitrocelulose 0,45
Um e armazenagem sob refrigeracdo.'® A etapa de SPE descrita no item 4.1.2.2 foi realizada

em até 48 horas apds a coleta.
4.1.2.2 Extracdo em fase solida

A amostra foi aclimatada em temperatura ambiente e o pH é ajustado com HCI 0,1
mol L. O cartucho HLB foi condicionado em manifold em vacuo de aproximadamente -20
kPa com 5 mL de acetato de etila, sequido de 5 mL de metanol e, por fim, 10 mL de agua
ultrapura pH 3,0 acidificada com HCI 0,1 mol L™. 250 mL de amostra foram percolados
através do cartucho em fluxo de 25 mL min™. O cartucho foi seco com vacuo de
aproximadamente -50 kPa por 15 minutos e entdo eluiu-se os analitos com 5 mL de acetato de
etila sob fluxo de 1 mL min™. O eluido foi seco em fluxo suave de nitrogénio e reconstituido

de acordo com a técnica analitica a ser utilizada (GC-MS ou LC-MS/MS)."®
4.1.2.3 Derivatizagdo dos analitos de interesse

Ao eluido seco, em vial de 2 mL, obtido ap6s a etapa de SPE descrita no item 4.1.2.2
foram adicionados 100 pL do derivatizante MSTFA ativado 11l (composto de MTSFA e
catalisador imidazol), agitando-se em vortice por 30 segundos. Apos, 100 uL de solvente iso-
octano foram adicionados e o vial foi colocado em sistema de aquecimento a 55 °C por 30
minutos. Apos resfriamento, a amostra foi avolumada a 1 mL com iso-octano e analisada por
GC-MS conforme item 4.1.2.4.°

4.1.2.4 Analise por cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas.

A andlise por GC-MS foi realizada em um cromatdgrafo a gas equipado com uma
coluna silica fundida 5% difenil 95% dimetilpolisiloxano e com espectrémetro de massas com
analisador quadrupolo e impacto eletrénico (EI) como modo de ionizagdo. As condicOes de
analise estdo apresentadas na TabelaErro! Fonte de referéncia ndo encontrada. 1,
adaptadas de trabalhos anteriores realizados no laboratério onde este estudo foi conduzido.™
Analises no modo SCAN foram realizadas com padrbées dos horménios para obtencdo do
espectro de massas de cada composto, a partir do qual foram escolhidos dois ions para serem

utilizados no modo SIM para quantificagéo.



Tabela 1 — Condicdes de analise GC-MS.
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Temperatura do injetor 250 °C
Volume de injecao 1pL
Modo de injecao Splitless
8 Coluna Rtx-5MS (30 m x 0,25 mm, 0,25 pm)
Gés de arraste Helio
Fluxo do gés de arraste 1 mL.min™
150 °C (2 min) — 10 °C/min — 250 °C
Rampa de aquecimento (10 min) — 10 °C/min — 300 °C (3 min)
Temperatura da linha de transferéncia 300 °C
v Analisador de massas Quadrupolo
= Voltagem de ionizacéo por EI 30 eV
Modo de analise MS SCAN e SIM

4.1.2.5 Curva analitica

Os horménios foram quantificados através de calibracdo externa, com curva analitica
construida na matriz. Para este fim, procedeu-se a extracdo SPE descrita no item 4.1.2.2 em
agua superficial real para remocao de horménios da matriz. A esta amostra sem hormdnios foi
adicionada solucdo padrdo com mistura de todos os hormonios analisados neste estudo e
procedeu-se extracdo SPE novamente, obtendo-se um extrato concentrado. Este extrato foi
deriviatizado conforme item 4.1.2.3 e a partir da solucdo concentrada obtida foram
preparadas, por dilui¢do, o pontos da curva analitica (0,5 — 1,0 — 5,0 — 10,0 — 25,0 — 50,0 —
100,0 — 150,0 — 200,0 ngmL™. A Figura 8 apresenta o fluxograma do preparo desta curva,

com os respectivos volumes e concentracdes utilizados.

4.1.2.6 Analise por cromatografia a liquido acoplada a espectrometria de

massas.

A anélise cromatografica por LC-MS/MS foi realizada em um cromatografo a liquido
equipado com coluna fenila acoplado a um analisador de massas hibrido quadrupolo-tempo-
de-voo (Q-ToF-MS). Foi utilizado metodologia adaptada de artigo publicado por Wang e
colaboradores, que esta descrita na Tabela 2.!° Solugées padrées individuais dos hormdnios

foram injetadas em infusdo direta para otimizacdo os parametros instrumentais. Foi utilizado
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massa exata para identificacdo dos compostos e area do pico no cromatograma para
quantificacdo com calibracdo externa utilizando curva analitica preparada a partir dos padroes

dos hormonios.
4.1.2.7 Limites de detecgéo e quantificiacéo

O limite de deteccdo (LD) é definido como o menor valor de concentragdo que pode
ser detectado pelo método.** Uma vez que a técnica de cromatografia apresenta ruido na linha
de base, o0 LD e o LQ podem ser calculados através da relacdo sinal/ruido (S/N), que €
definida como duas vezes a altura de um pico cromatografico divido pela altura do ruido da
linha de base. O LD é definido como a menor concentragdo com relagdo S/N 3:1 enquanto o
LQ é definido pela menor concentragdo com relagdo S/N de 10:1.%* Foram utilizados os

valores de S/N fornecidos pelo equipamento.

Figura 8 — Fluxograma da prepara¢édo da curva analitica para GC-MS.
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Tabela 2 — Condicdes de analise LC-MS/MS.

Coluna Fenila (150 mm x 2,1 mm, 1,7 um)
Modo de ionizagéo ESI ()
Fluxo 700 pL min™
o Solvente A Agua
—1 Solvente B Acetonitrila
5% B (0,1 min) - 30% B (5 min) - 40% (6
min) - 55% B (9 min) - 95% B (10 min) - 5%
Gradiente B (10,5 min) - 5% B (12 min)
Temperatura coluna 40°C
Gés de nebulizagéo Nitrogénio
" Temperatura de nebulizagdo 450 °C
= Temperatura de fonte 120 °C
‘§ Voltagem do capilar 2,8 kV
Energia de colisdo 18a50eV
Faixa m/z 50 - 600

4.1.2.8 Calculo da atividade estrogénica

Uma vez que estrégenos existem no ambiente em combinacdo e agem aditivamente
para induzir efeitos bioldgicos similares, ¢ apropriado que um “equivalente toxico” adequado
seja incorporado em qualquer avaliagdo de riscos. Este é apresentado como equivalente
estradiol (EEQ) em ng L™, calculado baseado na comparacdo de sua atividade estrogénica
como ([EE2]/0,1 + [E2]/1 + [E1]/3) com uma concentracdo prevista de nenhum efeito de 1 ng
L. Para determinar os risco para populacdes de peixes selvagens, pode-se mapear potenciais
“hot spots” para concentracdo de estrdgenos, categorizando como “sem risco” (EEQ < 1 ng L~
1), “em risco” (EEQ 1-10 ng L™)e “alto risco” (EEQ > 10 ng L™), baseado no seu EEQ .
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CROMATOGRAFIA A GAS ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS
(GC-MS)

5.1.1 Método SIM

A partir da analise SCAN dos padrdes de horménios derivatizados conforme o item
4.1.2.3 foram obtidos os espectros de massa de cada analito, que estdo apresentados no
Apéndice G. O hormo6nio drospirenona ndo foi detectavel por GC-MS com o método
utilizado, sendo descartado das etapas seguintes. A partir destes espectros foram escolhidos 0s
pares de ions a serem utilizados no modo SIM para quantificacdo. Foram escolhidos os dois
ions mais intensos de cada composto, exceto quando um dos mais intensos € um fragmento
em comum em mais de um analito, sendo escolhido o préximo fragmento, portanto, para
evitar interferéncias. A partir da analise no modo SCAN obteve-se também os tempos de
retencdo de cada analito. Com estes dados foi gerado o método de andlise SIM, com janelas
de registro de ions de acordo com o composto que deve aparecer neste espaco de tempo,
conforme apresentado na Tabela 3. Este método foi utilizado na analise das amostras reais e
da curva de calibragéo.

Tabela 3 — Método SIM para analise quantitativa de hormonios.

Tempo de retencéo Hormonio alvo Fragmento 1 Fragmento 2
(min) (derivatizado) (m/z) (m/z)
16,50 — 17,75 Estrona 342 257
17,76 — 19,99 Alopregnanolona 300 215
17,76 — 19,99 B-Estradiol 416 129
20,00 - 21,70 17a-Etinilestradiol 425 196
21,71 -22,99 Gestodeno 327 454
21,71 -22,99 Progesterona 124 314
23,00 — 24,50 Estriol 311 504

Cada ponto foi analisado por GC-MS utilizando as condig¢des descritas no item 4.1.2.4

e 0 método SIM obtido no item 5.1.1. A partir das areas integradas de cada pico foram
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construidas as curvas analiticas de cada hormonio por regressdo linear, apresentadas no
Apéndice H. A Tabela 4 apresenta a equacgéo da reta, o coeficiente de determinacgéo, a faixa de

linearidade e o limite de detec¢éo e quantificacdo para cada analito.

Tabela 4 — Dados da curva analitica.

Hormonio Equacéo da reta F?ri])éanl]i[]ﬁ?r R? (nger?L'l) (nger?L'l)
Estrona y :1%11'1%‘51%1; * 5a 50 0,9955 5 25
B-Estradiol y :15254?81191329" - 5250 0,9986 5 25
17a-Etinilestradiol Y :61471 DX 10a50 09873 25 50
Estriol y :72§g§71ffx - 5250 0,9982 5 25
Progesterona y= géégggggx * 25 3 150 0,9681 10 50
Alopregnanolona y :12307057;'3??)( i 10 a 100 0,9997 25 25
Gestodeno y=10,535x - 696,75 1002200  0,9982 100 150

5.1.2 Analise de amostras aquosas ambientais

As amostras de dagua superficial coletadas foram analisadas com o mesmo
procedimento de GC-MS utilizado para a construcdo da curva analitica. Os resultados obtidos
estdo apresentados no Apéndice D para amostras obtidas em seis pontos de coleta no Arroio
Diluvio, enquanto o Apéndice E apresenta os resultados para o Rio dos Sinos e Rio Gravatai.

Com os valores de concentracdo apresentados no Apéndice D foi realizado o célculo
do equivalente estradiol (EEQ) para avaliagdo do risco ambiental apresentado por estes
horménios, conforme item 4.1.2.8. O Apéndice F apresenta os valores de EEQ para os seis
pontos monitorados no Arroio DilGvio. Segundo a classificagdo apresentada no item 4.1.2.8
todos os pontos monitorados estdo sob “alto risco”, oferecendo riscos a populagdes de vida
aquatica. A Tabela 5 apresenta 0 EEQ médio e a porcentagem de ocorréncia de cada rio, onde
verifica-se que o efeito estrogénico apresentado por estes se deve exclusivamente ao
horménio natural estrona, indicando, portanto e em conjunto com o hormonio também natural

estriol, elevada taxa de despejo de esgoto doméstico ndo tratado. Como 96% das amostras de
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monitoramento ao longo de um ano do Arroio DilGvio apresentaram o horménio estrona e
85% apresentaram o hormonio estriol, € evidenciado que o problema de contaminagdo neste

corpo aquatico é constante e nao eventual.

Tabela 5 — EEQ médio e porcentagem de ocorréncia nos rios monitorados.

Arroio Dilivio Riodos Sinos Rio Gravatai

EEQ médio (ng L™ 47,5 - -

Estrona = 95,83
%o de ocorréncia - -
Estriol = 85,42

52 CROMATOGRAFIA A LIQUIDO ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE
MASSAS (LC-MS/MS)

N&o foram obtidos resultados pela analise de hormoénios em LC-MS/MS utilizando
cromatografo e analisador Q-ToF pelo método descrito no item 4.1.2.6. A provavel causa é a
degradacdo da solucdo com padrdes de hormonios utilizada. Assim, foram considerados 0s
artigos publicados sobre determinacdo de hormdnios em amostras ambientais aquosas
resumidos no Apéndice C, onde a vasta quantidade de artigos com limites de detec¢do na

ordem de ng L™ demonstra que a técnica é considerada eficaz para esta analise.

5.3 VIABILIDADE ECONOMICA E AMBIENTAL

5.3.1 Custo de méao de obra

O manuseio adequado de instrumentos de cromatografia a gas acoplado a
espectrometria de massas com quadrupolo como analisador requer que o operador seja, pelo
menos, formado em curso técnico de quimica para ndo apenas operar 0 equipamento, mas
também para interpretacdo dos resultados e aplicagdo de conceitos de quimica analitica como
curva de calibragdo, dilui¢do entre outros. Assim, a hora de servigo de um técnico em quimica
foi atribuida em conjunto ao calculo de estimativa de custo da anélise por GC-MS discutida
no item 5.3.2. Entretanto, no caso da cromatografia a liquido acoplada a espectrometria com

diferentes tipos de analisadores de massas mais complexos e de tecnologia mais recente
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(triplo-quadrupolo, ion trap, tempo-de-voo e hibridos), se faz essencial que o operador
disponha de conhecimento avancado de espectrometria de massas para a interpretacdo correta
dos resultados e manuseio adequado do equipamento. Esse conhecimento € adquirido pelo
operador durante meses de treinamento direto no equipamento de utilizacdo, além de ser
fundamental uma base aprofundada no conhecimento da quimica. Portanto, a operagdo de um
equipamento LC-MS/MS requer um bacharel em quimica ou quimica industrial formado, com
treinamento em espectrometria de massas e com curso de pds-graduacdo, completo ou em
andamento. Assim, a hora de servico de um quimico foi atribuida em conjunto ao célculo de

estimativa de custo de analise por LC-MS/MS, discutida no item 5.3.2.

5.3.2 Custo por analise

O custo por analise foi estimado a partir das quantidades de reagentes e consumiveis
individuais utilizados mais mao de obra necessaria. A Tabela 6 apresenta o custo de cada item
utilizado no célculo do custo de analises. A Tabela 7 e a Tabela 8 apresentam o0s custos
estimados de cada anélise para GC-MS e LC-MS/MS respectivamente, onde pode-se observar
que o custo de uma analise GC-MS em triplicata e com curva de seis pontos € estimado em
R$ 450,26, enquanto que uma analise LC-MS/MS em triplicata e com curva de seis pontos é
estimada em R$ 598,93.

Utilizando-se estes custos estimados por analise, foi calculado o quanto foi gasto no
monitoramento ambiental de um ano com coleta trimestral descrito no item 5.1.2. Foi
realizado o preparo de amostra e a analise por GC-MS em 64 amostras (quatro coletas em oito
pontos e andlise em duplicada), totalizando um custo estimado de R$ 2225,20 para este
monitoramento no periodo determinado, levando-se em conta apenas o uso de reagentes e
consumiveis. Somando-se o valor de m&o de obra, o custo tem acréscimo de R$ 549,35,
tomando-se um dia de trabalho de oito horas para cada més de coleta para a execucdo da
andlise, totalizando, por tanto, R$ 2774,55 como custo da execugdo do monitoramento

realizado neste projeto tecnolégico.

5.3.3 Custo de instrumentacao

O custo de instrumentacdo foi estimado considerando o custo de aquisicdo de cada

equipamento e o custo de consumiveis de longa duracdo, como coluna cromatografica. Foram
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atribuidos ao custo de instrumentacdo todos os equipamentos utilizados na analise, desde o
preparo de amostra até a analise cromatografica. A Tabela 9 apresenta o custo estimado para
instrumentacao para analise por GC-MS, enquanto a Tabela 10 apresenta o analogo para LC-
MS/MS, tendo sido utilizado como referéncia o custo de um analisador Q-ToF-MS pois este é
o instrumento disponivel no local onde este estudo foi conduzido e o preco é semelhante a um
analisador MS/MS triplo-quadrupolo. O custo de instrumentagdo para equipar um laboratério
com GC-MS ¢é estimado em R$ 119.125,56, cerca de 14% do que 0 necessario para equipar
um laboratorio com LC-MS/MS, R$ 839.622,38, devido a tecnologia mais avangada e

complexa utilizada por esta técnica.

5.3.4 Impacto ambiental

A técnica de GC-MS em uma analise de hormdnios pelo método utilizado em
triplicata gera aproximadamente 3 mL de residuo liquido de amostras, composto de 2,7 mL de
iso-octano e de derivatizante e horménios derivatizados dissolvidos, além de mais 750 mL de
agua superficial acidificada em pH 3,0 e trés cartuchos HLB descartados. A técnica GC-MS
utiliza hélio como géas de arraste, e por ser um gas inerte e ndo-tdéxico ndo apresenta riscos de
contaminagdo no seu uso. Assim, estima-se que para acumulagdo de 1 L de residuo organico
por andlise de hormdnios através de GC-MS serdo necessarias 330 analises. A agua
acidificada requer apenas neutralizacdo para descarte, enquanto os cartuchos sdo destinados a
aterro sanitario como residuo sélido quimico.

A técnica LC-MS/MS na andlise de hormdnios em triplicata gera 3 mL de residuo
liquido de amostras, composto de 3 mL de mistura acetonitrila e agua e de horménios em sua
forma nativa dissolvidos, além de mais 750 mL de agua superficial acidificada em pH 3,0.
Assim, estima-se que para acumulacdo de 1 L de residuo liquido por analise de horménios
através de LC-MS serdo necessarias 330 analises.

Desta forma, a analise por LC-MS/MS e por GC-MS apresentam 0 mesmo impacto
ambiental, sem que nenhuma vantagem perceptivel em termos de geracdo de residuos seja

observada.
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Item Preco (R$) Qtde. Unidade
HCl p.a.2 201,00 500 mL
Agua Milli-Q* 358,00 1000 mL
Metanol HPLC? 357,00 2000 mL
Acetato de etila HPLC?® 534,00 2500 mL
Iso-octano HPLC?’ 571,00 2500 mL
MTSFA ativado I11?° 1336,00 10 mL
Cartucho HLB?® 366,00 30 unidade
Vial com tampa e septo® 189,00 100 unidade
Nitrogenio 5.0 500,00 8 m3
Acetonitrila LC-MS*! 247,00 1000 mL
Técnico Quimico® 2746,74 160 h
Quimico™® 7964,50 160 h
Tabela 7 — Estudo de custo de andlise de horménios por GC-MS.
GC-MS
Reagente Qtde/ \jidade Custo/ Custo/ Custo/Curva 6
g analise andlise (R$) triplicata (R$) pontos (R$)
HCIpa. 0,04 mL 0,02 0,05 0,10
Agua ultrapura 10 mL 3,58 10,74 21,48
5 mL 0,89 2,68 5,36
Metanol HPLC
Acetato de etila 10 mL 214 6,41 12,82
HPLC
Iso-octano HPLC 0.9 mL 0,21 0,62 1,23
MTSFA ativado 111 01 mL 13,36 40,08 80,16
Cartucho HLB 1 unidade 12,20 36,60 73,20
Vial com tampa e unidade 1,89 5,67 11,34
septo
Nitrogénio 5.0 0,008 m?3 0,49 1,46 2,93
Técnico Quimico 8 h 137,34 - -
TOTAL 172,11 104,31 208,61
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LC-MS/MS
Qtde./ . Custo/ Custo/ Custo/Curva 6
Reagente analise Unidade andlise (R$) triplicata (R$) pontos (R$)
HCl p.a. 0,04 mL 0,02 0,05 0,10
Agua Milli-Q 10 mL 3,58 10,74 21,48
Metanol HPLC 5 mL 0,89 2,68 5,36
Acetato de etila HPLC 10 mL 2,14 6,41 12,82
Vial com tampa e 1 unidade 1,89 5,67 11,34
septo
Acetonitrila LC-MS 0.5 mL 0.12 037 0,74
Agua Milli-Q (Fase 15 mL 0,60 1,81 3,62
movel)
Solvente (Fase movel) 15 mL 0,37 1,11 2,22
TOTAL 420,53 66,90 133,80
Tabela 9 — Estudo de custo de instrumentacdo de um laboratério para GC-MS.
GC-MS
Item Custo (R$) Qtde.

Coluna 4916,60 1

Bomba de vacuo 5000,00 1

Amostrador automatico 19980,00 1

Injetor automatico 19980,00 1

Espectrometro de massas (quadrupolo) 22750,00 1

Cromatdgrafo a gas 27000,00 1

Hélio 2380,00 8.5m°

Tubulacao para gas 5000,00 1

Balanga analitica (0,0001 g) 1290,00 1

Concentrador de amostras 7142,96 1

Manifold para SPE 2670,00 1

Agitador vortex 1016,00 1

Total 119125,56
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Tabela 10 — Estudo de custo de instrumenta¢do de um laboratério para LC-MS/MS.

LC-MS/MS
Item Custo (R$) Qtde.
Coluna 5000 1
LC 118413,61 1
Espectrometro de massas (Q-ToF) 704089,81 1
Concentrador de amostra 7142,96 1
Manifold para SPE 2670,00 1
Balanca analitica (0,0001 g) 1290,00 1
Agitador vortex 1016,00 1
Total 839622,38

6 CONCLUSAO

Conclui-se com este projeto tecnoldgico que a analise dos horménios esteroidais estrona,
B-estradiol, 17a-etinilestradiol, estriol, alopregnanolona, drospirenona, gestodeno e
progesterona em amostras de agua superficial pode ser executada tanto por cromatografia a
gas acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) quanto por cromatografia a liquido
acoplada a espectrometria de massas (LC-MS/MS), pois ambas demonstram a sensibilidade
para alcancar limites de deteccéo na ordem de ng L™, necessérios para analise de tracos em

matrizes aquosas ambientais complexas.

Para as analises ambientais realizadas, verificou-se que o Arroio DilGvio recebe dejetos
de esgoto in natura, que pode ser comprovado pela presenca dos horménios endégenos
(estrona e estriol) com porcentagem de ocorréncia de 96% e 85% respectivamente, e 0s niveis
de concentracdo encontrados devem ser considerados preocupantes pois o EEQ calculado
indica “alto risco”. Nos Rios Gravatai e dos Sinos, todos os hormodnios ndo foram detectados,
indicando maior diluicdo com concentragdes abaixo dos limites de deteccdo do método

utilizado.

Comparando-se a viabilidade econdmica de cada técnica, GC-MS é menos custosa que
LC-MS/MS, custando cerca de 25% menos que LC-MS/MS (R$ 450,26 para GC-MS contra
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R$ 598,93 para LC-MS/MS) para a realizagdo de uma analise em triplicata de amostra real
com utilizacdo de uma curva de calibracdo externa de seis pontos. A grande diferenca entre as
duas técnicas se deve principalmente ao fato de que LC-MS/MS requer operador mais
capacitado do que GC-MS, devido ao alto grau de exigéncia de conhecimento de
espectrometria de massas e quimica analitica instrumental. Além disso, o custo de
instrumentacdo de um laboratério para realizagdo desta andlise por GC-MS é de
aproximadamente R$ 119.125,56, enquanto LC-MS/MS custa R$ 839.622,38, sendo a maior
fracdo deste custo devido ao valor econémico elevado do espectrémetro de massas Q-ToF,
utilizado como referéncia comparativa ao valor de um triplo-quadrupolo geralmente utilizado
para determinagdo de hormonios, de tecnologia mais avancada e complexa que o quadrupolo
da GC-MS.

Em termos de impacto ambiental, GC-MS e LC-MS/MS geram a mesma quantidade de
residuo liquido , embora a GC-MS utilize um gas inerte como gas de araste, o hélio, frente ao

uso de solventes organicos como fase mével na LC-MS/MS.

Portanto, conclui-se que a cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas é
mais vantajosa em termos econémicos e ambientais para a analise de hormonios esteroidais
em matrizes aquosas ambientais, pois obtém resultados satisfatérios com menos custos e
menor impacto ambiental. Entretanto esta vantagem é aplicavel apenas a analise de hormonios
esteroidais sozinhos na amostra, pois a GC-MS requer derivatizacdo para resultados
adequados, enquanto LC-MS/MS demonstra ser uma técnica mais ampla, capaz de determinar
com exatiddo varios compostos ao mesmo tempo, mesmo sem disponibilidade de padrdes, o
gue em andlise de contaminantes emergentes no meio ambiente é de extrema necessidade e

importancia.
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APENDICE A — RESUMO DAS PUBLICACOES SOBRE DETERMINACAO DE HORMONIOS EM AMOSTRAS AQUOSAS NOS
ULTIMO CINCO ANOS (2012 - 2017).

Analitos Matriz Técnica LD (ng L™ Ano Ref.
EL B2, E3, EE2, GES, DRS, AR, EF e AF de ETE LC-MS/MS 0,01-3 2017 3
PRO e outros
E1, E2, E3, EE2 e outros AR, EF e AF de ETE LC-MS/MS 0,030 - 0,063 2017 3
E1, E2, E3, EE2 EFe AFde ETE LC-MS/MS 0,251 - 0,440 2017 36
E1l, E2, E3, EE2 AT LC-MS/MS 0,008 - 0,241 2016 18
E1, E2, E3, EE2 e outros EFe AFde ETE LC-MS/MS 0,16 - 2,14 2016 87
%) EL B2 E3,EE2,PROe AR LC-MS/MS 0,3-0,7 2015 38
S outros
9 E1, E2, E3, EE2 e outros AR LC-MS/MS 0,030 - 0,086 2015 39
E1, E2, EE2 e outros AM, AT, AR LC-MS/MS 100 - 330 2015 40
E1, E3 e outros AS LC-MS/MS 0,15-2,5 2015 41
E1, E2, E3, EE2 e outros ASe AT LC-MS/MS 53 - 1446 2015 42
E1, E2, E3, EE2, PRO AP, AF e EF de ETE LC-MS/MS 0,17 -0,32 2014 43
E1l, E2, E3, EE2 AS LC-MS/MS 0,012 - 0,693 2014 44
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45

E1, E2, EE2, PRO e outros AR LC-MS/MS 0,4 - 100 2014
E1, E2, E3, EE2 e outros AS e SR LC-MS/MS 06-13 2014 46
E1, E2, E3, EE2 e outros AF e EF de ETE LC-MS/MS 0,51-9,35 2013 47
E1, E2, E3, EE2 AS e AR LC-MS/MS 0,15-0,95 2013 48
EL B2 E3,EE2,PROe AF e EF de ETE LC-MS/MS 8-60 2013 1
outros
E1, E2, E3, EE2 e outros ASe AF e EF de ETE LC-MS/MS 0,1-2 2013 49
E1, E2, E3, EE2 e outros LA e SR LC-MS/MS 50 - 200 2012 %0
E1, E2, E3, EE2 e outros AS AP LC-MS/MS 0,1-1 2012 5
E1, PRO e outros AF e EF de ETE LC-MS/MS 120 - 130 2012 52
EL B2 E3,EE2,PROe AS e AP LC-MS 0,28 - 0,42 2012 19
outros
E1, E2, E3, EE2 e outros AS LC-MS/MS 1,27 - 45,6 2012 53
E1l,E2,E3,EE2,PROe AR LC-MS/MS 42-11 2012 54
outros
wn
£ g E1, E2, E3, EE2, PRO Urina (humano) LC-FLD/UV 2,0 - 40 2017 >
)
o ©
0% E1, E2 Urina (humano) LC-EC 53400 - 57100 2017 56

1%
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71

El, E2, E3 AS LC-ED 71-193 2013
E1, E2, EE2 e outros AS, EF e AF de ETE LC-UV/FLD 10 - 800 2013 &
E2, EE2 AS e AT LC-FLD 11-12 2013 &
E1, E2, E3, EE2 e outros AS e AR LC-DAD/FLD 80 - 500 2012 I
E1, E2 e outros Urina (humano) LC-DAD 100 - 200 2012 &
E1, E2, E3, EE2 e outros AS LC-FLD 0,3-0,4 2012 °
E1, E2, EE2 e outros AS GC-MS 0.131-1,120 2017 "
=1 F2 B, BE2 PROE AR GC-MS 1,66 - 3,33 2017 s
E1, EE2 e outros AT, AP e AR GC-MS/MS 69 - 180 2016 s
2 E1, E2, PRO e outros AS e AP GC-MS/MS 30 2016 80
8 El, E2, E3, EE2 AF e EF de ETE GC-MS 11-82 2015 81
E1, E2, EE2 e outros AS, AM, AT e Asubt GC-MS 3-5 2015 82
E1, PRO e outros AS, AT e Asubt GC-MS/MS 4-8 2014 8
E1, E2, E3, EE2 AF e EF de ETE GCxGC-MS 1,4-86 2014 84

TG



El, E2, E3, EE2 AF e EF de ETE GC-MS 5,7-12,6 2014 84

E1, E2, E3, EE2 e outros AS, AM e AR GC-MS/MS 730 - 1100 2014 85
E1, E2, E3, EE2 e outros AS, AT e AR GC-MS 16-21 2013 13
E!, E2, E3, EE2 e outros AS e AR GC-MS 06-26 2013 16
EE2 AS GC-MS 0,1 2013 8
E1,E2,E3, EE2,PROe Leite GC-MS 20 - 60 2013 87
outros
E1l, E2, E3, EE2 eoutros  AS, AT, AF e EF de ETE GC-MS 34-38 2012 88
E1, E2, E3 e outros Sangue e urina (humano) GC-MS 1,1-5,6 2012 89
= AT El 0,061 2016 %
E1, E2, E3 AT e AS FIA-EC 27 2014 ol
g E1, E2, E3 AT, AS e Asubt t-ITP-CE-ED 26 - 30 2013 92
5
O E1, E2, E3, EE2 e outros AUP CB/BDD-SWV 5-100 nM 2013 9
E2 AD ITO/ErG/AUNP- 0.1 fmol 2013 %
cV
E1, E2, E3 AT FI-CL 3,8-16 2012 %

AS = 4gua superficial; AR = &gua residual; AF = afluente; EF = efluente; ETE = estagdo de tratamento de esgoto; AT = dgua da torneira; AM = 4gua mineral; Asubt = 4gua subterranea; SR =
sedimento de rio; AUP = 4gua ultrapura; AD = 4gua deionizada

[4°]



APENDICE B — RESUMO DAS PUBLICACOES SOBRE DETERMINACAO DE HORMONIOS EM AMOSTRAS AQUOSAS
UTILIZANDO GC-MS.

Analitos Matriz Pre- ~ Derivatizante Coluna Detector LD (ng LY Ano  Ref.
concentracao
EL Eft*rESEz ¢ AS SPE (HLB Disk) MSTFA 0?235_;'\11? (g?zosij) MS - EI-Q (SIM) 0.131- 1,12 2017 7
FLE2 B ER AS SPE (HLB) BSTFA X';ii? n ’;I?I')ZS MS/MS - IT (MRM)  1,66-333 2017 "
E1,EE2eoutros 1 ﬁé“bt e DS"P"E'VQEE’;&;" BSTFA ZB'iﬁ“ﬁf ((),320;3;‘1)0*25 MS/MS - EI (MRM) 69 - 180 2016 s
LEIO e VDUNE o BISENOE MNSEOR g g o
E1,E2,E3, EE2  AF ETEEF de MSA-DLLME BSTFA D'if’n f%(jzr‘; :n%z‘r’ MS - EI-Q (SIM) 11-82 2015 &
ELE2,EEZe  AS AM ATe DLLME Anidrido Acstico  2BOMSBOM*025 s Eiq (sim) 3-5 2015 2
outros Asubt mm, 0,25 pm)
E1, PRO e outros Ai'sﬁth e  MSPE ,(\IFSSO4/ PA MSTFA/TMIS ZB'fn'\r"nS, é?;“:l;)o’zs MS/ '\(',\S/’”'QEA')'Q“Q 4-8 2014 83
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El, E2, E3, EE2

El, E2, E3, EE2

El, E2, E3, EE2
e outros

E!,E2,E3,EE2e
outros

EE2

El, E2, E3, EE2,
PRO e outros

El, E2, E3, EE2
e outros

El,E2,E3e
outros

El,E2,E3e
outros

AF e EF de
ETE

AF e EF de
ETE

AS, AT e AR

ASe AR

AS

Leite

AS, AT, AFe
EF de ETE

AS, AT, AFe
EF de ETE

Sangue e urina
(humano)

SPE (HLB)

SPE (HLB)

SPE (HLB)

SPE (Strata-X)

SPE (C18)

HF-SEBLLME

SPE (HLB)

SPE (HLB)

SPE (HLB)

BSTFA

BSTFA

BSTFA + TMCS

DIMETRIS

BSTFA + TMCS

HFBA

BSTFA + TMCS

PFPOH + PFPA

BSTFA + TMCS

BPX 50 (30 m x 0,25
mm, 0,50 pm)

BPX 50 (30 m x 0,25
mm, 0,50 pm)

RTX-5 (30 m x 0,25
mm, 0,25 pm)

RTX-5 (30 m x 0,25
mm, 0,25 pm)

DB-5 (30 m x 0,32
mm, 0,25 pm)

DB-5MS (30 m x
0,25 mm, 0,25 um)

RTX-5 (30 m x 0,25
mm, 0,25 pm)

DB-1 (30 m x 0,25
mm, 0,25 pm)

DB-5 (30 m x 0,25
mm, 0,25 pm)

MS - EI-Q (SIM)

MS/MS- EI-Q (SIM)

MS - EI-Q (SIM)

MS - EI-Q (SIM)

MS - EI-Q (SCAN)

MS - EI-Q (SIM)

MS - EI-Q (SIM)

ECD

MS - EI-Q (SIM)

1,4-8,6

57-12,6

16-21

06-2,6

0,1

20 - 60

34-38

07-21

1,1-56

2014

2014

2013

2013

2013

2013

2012

2012

2012

84

84

13

16

86

87

88

88

89

AS = agua superfical; AR = agua residual; AF = afluente; EF = efluente; ETE = estacdo de tratamento de esgoto; Asubt = &gua subterranea; AT = dgua da torneira; AM =

agua mineral.
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APENDICE C - RESUMO DAS PUBLICACOES SOBRE DETERMINACAO DE HORMONIOS EM AMOSTRAS AQUOSAS
UTILIZANDO LC-MS.

: . Preé- M . -
Analitos Matriz e Coluna . qdo qe Fase mavel Detector LD (ngL 1) Ano Ref.
concentracao ionizacao
E1, E2, E3,
EE2, GES, AS, EF e AF de Fenil-Hexil (2,1 x H20 0,1 mM NH4F e 34
DRS, PRO e ETE SPE(HLB +NH2) ) mm, 2,5 pm) ESI() MeOH/ACN 1:3 QaQ (MRM) 0,01-3 2017
outros
E1, E2, E3,
EE2e AS ELEAF 9 spe online (c18) 18 (f*l XS0mm, - egp H20 e MeOH QqQ (SRM)  0,030-0,063 2017
. ;7 pm)
conjugados
MeOH/H20 90:10
E1l,E2,PROe Soro, plasma e Precipitacdo de ~ C18 (2 x 100 mm, 3 i 0,05% Acido Férmico ) 96
outros urina (humano) proteina um) FF-APPL(+) + Tolueno (dopante Q4Q (MRM) 0.2-10 2017
APPI)
E1, E2, E3, C18 (2 x50 mm, 3 H20 e MeOH (0,2% 36
EE2 EFe AFde ETE HF-LPME um) ESI () NH4OH) QqQ (MRM)  0,251-0,440 2017
E1, E2, E3, C18 (2,1 x 50 mm, ] H20/ACN 60:40 (3% ] 18
EE> AT SPE (C18) 19 um) ESI () NH4OH 0,2 M) QqQ (SRM)  0,008-0,241 2016
SPE (MCX) e 0
E1, E2 Soro e plasma Derivatizagio ~ C18 (31 x50mm, - pqy oy H20eMeOH (01% 01 (R 0,001 2016 ¥
(humano) 1,7 um) acido formico)
(FMP-TS)
El, E2, E3, C18 (4.6 x 100 mm, ACN, MeOH e 0,1% 37
EEs e outros  EF € AFdeETE SPE (PEP) 2.6 um) ESI () NH40H QqQ (SRM) 0,16-2,14 2016
0
E2 Soro (humano) LLE C18(05x50mm, 3 gq () H20eMeOH (0.05% 5 (rm) 3 2016 %8

pHm)

NH40H)

GG



El, E2, ES,
EE2,PROe
outros

E1, E2, E3,
EE2 e outros

E1, E2, E3,
EE2 e outros

El,E2,EE2e
outros

El, E2, ES,
EE2,PROe
outros

E1, E3 e outros

E1, E2 e outros

El, E2, E3,
EE2, PRO

El, E2, E3,
EE2

El, E2, EE2,
PRO e outros

El, E2, E3,
EE2 e outros

AS

AS

ASe AT

AM, AT, AR

Soro (humano)

AS

Soro (humano)

AP, AF e EF de
ETE

AS

AR

ASe SR

SPE (HLB)

LLE e
Derivatizacdo
(DNSC)

UA-DLLME-SPO

m-uSPE
(Fe304@PDA)

SLE (Isolute)

SPE (HLB)

LLE e
Derivatizacdo
(DNSC)

SPE (C18 ou
C18XF)

UAE-uSPE (IL-
MMT)

MASE

SPE (HLB)

2 (3,0 x 100 mm, 3,5
pm)

C18 (3,0 x 100 mm,
2,7 um)

C18 (4,6 x 50 mm,
1,8 um)

C18 (4,6 x 100 mm,
3,5 um)

C18 (3,0 x 100 mm,
100 A)

C18 (4,6 x 100 mm,
2,7 pm)

C18 (2,1 x 30 mm,
2,7 um)

C18 (4,6 x 100 mm,
3,5 um)

C18 (2,1 x 50 mm,
1,9 um)

C18 (2,1 x 50 mm,
1,8 um)

Cl4-amide (4,6 x 75
mm, 3,5 um)

ESI (+)

ESI (+)

ESI ()

ESI (-)

ESI (-) e ESI
(+)

ESI (-) e ESI
)

ESI (+)

ESI (-) e ESI
(+)

ESI (-)

ESI (-)

APCI (+)

H20/MeOH 20:80 + 5
mM NH4HCO2 e 0,1
% acido férmico

H20 e ACN

MeOH e H20 5 mM
(NH4)2Ac

ACN e H20

ACN e H20 + ACN
10% NH4OH pos-
coluna

H20 5mM NH4Ac e
ACN/MeOH 1:1

H20 0,2% Acido
Férmico e MeOH

MeOH e H20

ACN/H20/NH40H
0,20 M 44:53:3

MeOH e H20 (0,05%
NH40H)

MeOH e H20 (0,1%
acido férmico)

QaQ (MRM)

QqQ (MRM)

QaQ (MRM)

IT (MRM)

QTrap (MRM)

QTrap (MRM)

QTrap (MRM)

QTrap (MRM)

QaQ (SRM)

QqQ (SRM)

IT (SRM)

0,3-0,7

0,030 - 0,086

53 - 1446

100 - 330

0,1-0,3

0,15-25

0,001 - 0,004

0,17-0,32

0,012 - 0,693

0,4 -100

06-1,3

2015

2015

2015

2015

2015

2015

2014

2014

2014

2014

2014

38

39

42

40

99

41

100

43

44

45

46

99



El, E2, E3,
EE2 e outros

E2

El, E2, E3,
EE2

El, E2, E3,
EE2,PROe
outros

El, E2, E3,
EE2 e outros

El, E2, E3,
EE2,PROe
outros

El, E2, E3,
EE2 e outros

El, E2, E3,
EE2 e outros

E1,PROe
outros

El, E2, E3,
EE2 e outros

AF e EF de ETE

Soro (humano)

ASe AR

AF e EF de ETE

AS e AF e EF de
ETE

AS e AP

LAeSR

AS AP

AF e EF de ETE

AS

SPE (C18)

LLE (MTBE)

SPE (C18)

SPE (C18, 2,0 x 20

mm, 12 pum)

SPE (NG1, 4 mm
x 35 mm)

SPE (HLB)

ASE + LLE + SPE
(Florisil) + AAE +
SPE (HLB)

SPE (HLB)

SPE (HLB)

SPE (C8)

C18 (2,1 x 50 mm,
1,7 um)

C18 (2,1 x 50 mm,
2,7 pm)

C18 (4.6 x 100 mm,

2,6 um)

C18 (2,1 x 100 mm,

1,9 um)

C18 (3,0 x 150 mm,

3,0 um)

C18 (2,1 x 100 mm,

1,8 um)

C18 (3,9 x 150 mm,

4,0 pm)

C18 (2,1 x 30 mm,
3,5 um)

C8 (2,1 x 100 mm,
3,5 um)

C18 (2,1 x 50 mm,
1,7 um)

MeOH e H20 (0,1%

ESI () NH4OH + 15 mM
NH4AC)
MeOH/H20 + Tolueno
APPI (-) (dopante APPI)
ESI (5 ACN e MeOH
APCI (+)  MeOHeH20 (0.1%
acido formico)
ACN e H20 1%
ESI () NH40H ’
H20 10 mM
ESI ((l)e ESI NH4HCO2 e MeOH
(+) ouH20 e ACN ()
ACN, MeOH e H20
ESI(-) 1% NH4OH
MeOH e H20 (0,1%
ESI () NH4O0H)
H20 e MeOH (0,1%
ESI (+) AF +5mM
NH4HCO2)
H20 10 mM N-
ESI (-) methylmorpholine e
MeOH

QqQ (MRM)

QqQ (MRM)

QTrap (MRM)

QqQ (SRM)

QqQ (MRM)

Q-TOF (EIC)

QTrap (MRM)

Q9Q (MRM)

QaQ (MRM)

QqQ (SRM)

0,51-9.35

13,6

0,15-0,95

01-2

0,28 - 0,42

50 - 200

01-1

120- 130

1,27 - 45,6

2013

2013

2013

2013

2013

2012

2012

2012

2012

2012

101

102

48

11

49

19

53

51

52

53

LS



El, E2, E3,
EE2 e outros

El,E2, E3e
outros

El, E2

El, E2, ES,
EE2,PROe
outros

AR

Urina (humano

Soro (humano)

AR

on-line SPE (HLB,

2,130 mm, 20
pm)

SPE (HLB) e
Derivatizacdo
(DMAB)

LLE + SPE (C8)

on-line SPE (C18,

2,1 x20mm, 12
pum)

C18 (2,1 x 50 mm,
1,7 um)

C18 (2,1 x 100 mm,
1,7 um)

C18 (2,1 x 330 mm,
3,0 um)

C18 (2,1 x 50 mm,
1,9 um)

ESI (-)

ESI (+)

ESI (-)

APPI (+)

MeOH e H20 (0,1%

NH40H + 15 mmol  QqQ (MRM)
NH4AC)
H20 0,1% AFe ACN  Orbitrap (EIC)

H20 0,2 mM NH4F e

eoH Q4Q (MRM)

H20/MeOH 50:50

0,1% AF QuQ (SRM)

03-05

42-11

2012

2012

2012

2012

103

104

105

54

AS = agua superficial; AR = 4gua residual; AF = afluente; EF = efluente; ETE = estacdo de tratamento de esgoto; AT = 4gua da torneira; AM = dgua mineral; Asubt = 4gua

subterranea; SR = sedimento de rio;
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MS NO ARROIO DILUVIO.

Setembro - 2016

Arroio Dillvio

Horménio 1 2 3 4 5 6

Estrona 31,4 56,9 94,3 96,3 154,7 1919
Alopregnanolona n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
B-Estradiol n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
17a-Etinilestradiol n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Gestodeno n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Progesterona n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Estriol 340 280 423 252 371 238

Dezembro - 2016

Estrona 184,7 49,8 839 308 n.d. 49,0
Alopregnanolona n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
B-Estradiol n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
17a-Etinilestradiol n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Gestodeno n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Progesterona n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Estriol 336 443 340 31,3 n.d. n.d.

Junho - 2017

Estrona 206,0 2249 190,6 1732 216,6 2322
Alopregnanolona n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
B-Estradiol n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
17a-Etinilestradiol n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Gestodeno n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Progesterona n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Estriol 1126 81,1 1374 335 1815 262,6

Setembro - 2017

Estrona 164,1 119,2 206,0 1505 1655 208,1
Alopregnanolona n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
B-Estradiol n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
17a-Etinilestradiol n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Gestodeno n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Progesterona n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Estriol 62,0 48,6 161,7 1428 1433 116,0

n.d. = ndo detectado

Concentracdo em ng.L™
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APENDICE D - RESULTADOS DA DETERMINACAO DE HORMONIOS POR GC-
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APENDICE E - RESULTADOS DA DETERMINACAO DE HORMONIOS POR GC-
MS NO RIO DOS SINOS E RIO GRAVATAI.

Novembro - 2016

Horménio Rio dos Sinos Rio Gravatai
Estrona n.d. n.d.
Alopregnanolona n.d. n.d.
pB-Estradiol n.d. n.d.
17a-Etinilestradiol n.d. n.d.
Gestodeno n.d. n.d.
Progesterona n.d. n.d.
Estriol n.d. n.d.

Dezembro - 2016
Estrona n.d. n.d.
Alopregnanolona n.d. n.d.
B-Estradiol n.d. n.d.
17a-Etinilestradiol n.d. n.d.
Gestodeno n.d. n.d.
Progesterona n.d. n.d.
Estriol n.d. n.d.
Junho - 2017
Estrona n.d. n.d.
Alopregnanolona n.d. n.d.
-Estradiol n.d. n.d.
17a-Etinilestradiol n.d. n.d.
Gestodeno n.d. n.d.
Progesterona n.d. n.d.
Estriol n.d. n.d.
Setembro - 2017

Estrona n.d. n.d.
Alopregnanolona n.d. n.d.
B-Estradiol n.d. n.d.
17a-Etinilestradiol n.d. n.d.
Gestodeno n.d. n.d.
Progesterona n.d. n.d.
Estriol n.d. n.d.

n.d. = ndo detectado

Concentracéo em ng.L™



APENDICE F - EQUIVALENTE ESTRADIOL (ng L™ CALCULADO PARA O
ARROIO DILUVIO

Setembro - 2016
1 2 3 4 5 6
EEQ 10,5 19,0 31,4 32,1 51,6 64,0

Dezembro - 2016

EEQ 61,6 16,6 28,0 10,3 - 16,3
Junho - 2017
EEQ 68,7 75,0 63,5 57,7 72,2 77,4

Setembro - 2017
EEQ 54,7 39,7 68,7 50,2 55,2 69,4
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APENDICE G — ESPECTROS DE MASSAS DOS ANALITOS OBTIDO POR GC-MS
NO MODO SCAN.
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APENDICE H — CURVAS ANALITICAS OBTIDAS PARA CADA HORMONIO POR

Area (una.)

Area (u.a.)

Area (ua.)

‘

Area (u.a.)

Area(x1.000)

Estrona

1.50

1.25

1.00

0.76

0.504 -
0.254 *

Area(x100)

170-Etinilestradiol

6.0

7.0

6.0

5.0

404

3.0

2.0

10

Area(x1.000)

P

150

.
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100

1 L]
0.75]

] -
050
025

0 00— — — — -
00 240 500 780 1000 1250 cone
ng.mL-!
Gestodeno
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1,00
0759
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o o0 b mirm mm mmn —
0'0 280 500 780 1000 1250 1500 1750  Conc
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