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Resumo

Resumo

A agua é um fator essencial a vida e a sua problematica ambiental € um tema atual e de
extrema importancia para a saude humana.

Os desreguladores enddcrinos afetam o sistema enddcrino, alterando significativamente as
fungdes vitais nos seres vivos. Assim, é essencial proceder-se a monitorizacdo dos sistemas
aquaticos para que a exposi¢cao e bioacumulagédo destes compostos seja mitigada.

O objetivo deste trabalho é a monitorizagdo da presenga de dez desreguladores enddécrinos
em 60 amostras de agua distribuida pela EPAL e em 24 amostras de aguas residuais provenientes de
uma estagdo de tratamento de aguas residuais, utilizando um método de analise previamente
implementado no laboratério central da empresa.

O método de analise utilizado neste trabalho foi a de Cromatografia Liquida de Ultra
Eficiéncia associada a Espetrometria de massas tandem (UPLC-MS/MS), utilizando como técnica de
extracdo a extragao em fase sdlida (SPE) e como método de ionizagédo a ionizagéo por eletrospray
(ESI).

Os compostos em estudo foram o estriol, bisfenol A, dietilestilbestrol, estrona, estradiol,
etinilestradiol, progesterona, octilfenol, mestranol e nonilfenol, tendo sido calculados os limites
analiticos para cada composto utilizados na identificacdo e quantificacdo dos mesmos nas amostras

de agua em estudo.

Palavras-Chave: agua, desreguladores endodcrinos, cromatografica de ultra resolugéo,

extracgdo em fase sélida, espetrometria de massa tandem
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Abstract

Water is an essential factor in the life and environmental issues and is a current topic of extreme
importance to human health.
Endocrine disrupters affect the endocrine system, significantly altering the vital functions in living
beings. Thus, it is essential to undertake the monitoring of aquatic systems that exposure to and
bioaccumulation of these compounds is mitigated.
The objective of this study is to monitor the presence of ten EDC in 60 water samples distributed by
EPAL and in 24 samples of wastewater from a treatment plant wastewater, using a method of analysis
previously implemented in the company's central laboratory.
The analysis method used in this work was to Ultra Performance Liquid Chromatography Efficiency
associated with tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS) using the extraction technique as solid
phase extraction (SPE) and as a method of ionization ionization electrospray (ESI).
The compounds under study were estriol, bisphenol A, diethylstilbestrol, estrone, estradiol, ethinyl
estradiol, progesterone, octylphenol, nonylphenol and mestranol, having the analytical limits
calculated for each compound used in the identification and quantification of the same in water

samples under study.

Keywords: water, endocrine disruptors, ultra resolution liquid chromatography, solid phase

extraction, tandem mass spectrometry
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Water is a natural resource that occurs in a dynamic cycle of rainfall, runoff and evaporation,
suffering variations either in quantity or in quality.

The physical parameters of quality such as turbidity and color were the first focus of attention.
However, a great concern has been raised about the presence of some chemicals, catalogued as
endocrine disruptors, in water matrix.

Endocrine disruptors compounds (EDC) are characterized by acting like hormones in the
endocrine system and disrupt the physiological function of endogenous hormones. Studies have
linked endocrine disruptors to adverse biological effects in animals, giving rise to concerns that low-
level exposure might cause similar effects in humans. An extensive bibliography has been
documented on the presence of EDC and their presence after conventional water treatment facilities.

EDC object of study in this work are naturally occurring (estriol, estrone, estradiol and
progesterone) and artificially synthesized (bisphenol A, diethylstilbestrol, ethinyl estradiol, octylphenol,
nonylphenol and mestranol).

The occurrence of EDC in the environment arises through point sources or point sources, with
the polluting action of these compounds on water manifests itself essentially water quality, making it
essential to monitor the presence of these compounds in the aquatic environment.

Given the wide range of chemicals used in society, it is almost certain the presence of EDC in
industrial and domestic wastewater. Thus, treatment plants can contain these compounds and the
treated effluent can contaminate drinking water, however the most favorable target for decreasing the
concentration of EDC in water.

Chromatography can separate compounds from complex mixtures with great precision,
benefiting from different adsorption affinities of the components of the mixtures, thus occupying a
prominent place among the modern analytical methods.

There are various chromatography techniques, may be classified according to the mechanism
of separation phase type, type of surface, among other criteria. However, generally speaking, the
operating principle of the LC passes through elution of the mobile phase on a stationary phase (solid
or liquid), and the separated solutes according to their interaction with phases with the first eluate
which have higher affinity for the mobile phase and later, those with higher affinity for the stationary
phase.

The technique of high performance liquid chromatography (HPLC) is a technique which uses
LC as solid phase a solid adsorbent through which and by using a high pressure passes the mobile
phase and sample.

HPLC equipment consists of a pump, an injector, a chromatographic column, a detector and a
data processing system (computer).

The liquid chromatography ultra efficiency (UPLC) received the continuous technological
advances in the performance of chemical particles, the optimization of separation systems, types of

detectors and data processing and control. In addition to these advances, the technique also gave
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improvements in three areas: analysis of speed, resolution and sensitivity using chromatographic
particle size of less than 2 mm, having been developed from the HPLC.

The spectrometry associated with liquid chromatography tandem mass (LC-MS/MS) is the
most suitable choice for the analysis of substances that exhibit low volatility and / or thermal instability,
since the LC is very effective in the separation of analytes and MS / MS allows for the identification
and / or confirmation in trace concentrations.

However, the analysis organic pollutant concentration level vestigial exists beyond the
separation step analytical / detection of compounds, the step of sample preparation is critical to the
analytical procedure.

The main goal of sample preparation is to concentrate the analytes of interest (lower limits of
quantification) and eliminate interferences present in the samples, providing a chromatographic
separation free of interfering with an adequate detection and analysis of a reasonable time.

The solid phase extraction (SPE) is a sample preparation technique best reputation in terms of
speed and selectivity.

The SPE involves the interaction of a liquid or gaseous sample with a solid phase sorbent or
where the analyte is selectively adsorbed on the surface of the solid phase. The solid phase is then
separated from the solution and other solvents are added. The first solvent used is intended to remove
possible adsorbed matrix components; any one eluting solvent is placed in contact with the sorbent to
selectively desorb the analyte.

In more comprehensive SPE procedures include five stages, namely, the choice of filling, the
conditioning of adsorbent, sample introduction, cleaning and drying of the column and elution and
collection of the analyte.

In this study, 84 were analyzed in water samples network and wastewater by the method of liquid
chromatography ultra efficiency associated with tandem mass spectrometry with electrospray
ionization and sample preparation by solid phase extraction (SPE-UPLC-ESI -MS/MS), implemented
in the laboratory of EPAL, for detection and quantification of 10 EDC study. Subsequently, shows the
results of chromatographic analysis and respective discussion thereof, as compared with the analytical

limits calculated for each compound.
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Capitulo I: Desreguladores Endécrinos

1. Capitulo I: Desreguladores Endoécrinos

1.1. Introdugao

1.1.1. A agua
A agua é um recurso natural essencial a vida, limitado e precioso, cuja simplicidade quimica

parece disfarcar a extrema importancia para o desenvolvimento e preservacao de todas as formas de
vida existentes na Terra (Almeida, 1993).

A procura por agua doce tem crescido exponencialmente ao longo dos anos. No entanto, uma
variedade de fatores, nomeadamente, o crescimento populacional, a poluicdo da agua, o progresso
econdmico, as alteragées nos usos do solo e as alteragdes climaticas, tornam a agua um recurso
natural de disponibilidade incerta no futuro (Davies & Simonovic, 2011).

Contrariamente aos recursos estaticos, tais como a terra, a agua ocorre num ciclo dindmico de
pluviosidade, escoamento e evaporagdo, com elevadas variagbes temporal e espacial, bem como
variagdes na qualidade. Devido a este carater dinAmico, a agua é considerada como um bem valioso
quer para as pessoas, quer para os ecossistemas (Rijsberman, 2006). Assim sendo, todas as
atividades que desregulem o ciclo hidrolégico, que condicionem a quantidade e qualidade da agua de
forma irreversivel, sdo criminosas e ndo devem, ou melhor, nao podem ocorrer (Diregdo Geral dos
Recursos Naturais (DGRN), 1988).

A protegcdo do ambiente, e em particular dos recursos hidricos, tem vindo a ser enfatizada ao
longo dos tempos. A sua importancia para a saude publica, para a qualidade de vida das populagoes,
para o desenvolvimento regional e local é indiscutivel, pelo que tem-se procedido a normalizagao das
regulamentacodes existentes a nivel da comunidade europeia (Portugal, 2004).

De acordo com Portugal (2004), o aumento de residuos de poluentes organicos na agua resulta
essencialmente da urbanizagao, do exponencial crescimento populacional, dos processos industriais,
do desenvolvimento agricola e da utilizacdo de uma grande quantidade e variedade de pesticidas e
substancias toxicas, o que tem provocado um impacte fortemente negativo no ambiente e na saude
publica. Como resultado da crescente preocupagéo relativamente a esta problematica, surgem os

cada vez mais essenciais programas de monitorizagao da qualidade da agua.

1.1.2. Preocupacao com a qualidade da agua: nota histérica

Em 1831, a Inglaterra foi assolada pela primeira epidemia da Colera asiatica. Esta doenca foi
vinculada ao transporte maritimo e os resultados foram devastadores, sendo que a primeira grande
ocorréncia deu-se na aldeia de Upwell (Reino Unido), perto do porto de Wisbeck, com a morte de 60
pessoas de todas as idades e sexos (Newsom, 2006).

Mais tarde, apds um periodo sem ocorréncias, a epidemia reapareceu, em 1848 e novamente em
1853. As causas eram desconhecidas e a Unica certeza era de que a doencga provinha do exterior do

pais. Face a estas incertezas, o Dr. John Snow fez os primeiros estudos relativamente a Colera,
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tendo ficado convencido que esta era uma doencga do intestino e que era transmitida de forma fecal-
oral (Salvaterra, 2009; Newson, 2006).

Paralelamente aos estudos de Snow, o Dr Semmelweis desenvolveu a primeira abordagem
eficiente das doengas transmitidas pela agua. Estes estudos, independentes entre si, tiveram como
base a morte de cerca de 500 pessoas num curto periodo de tempo, tendo sido o Dr. Snow a localizar
a origem da infecdo numa bomba de agua manual e a terminar com a propagacgao da doenga. Assim
sendo, no século dezanove, a qualidade da agua tornou-se o principal foco de atencao das pessoas,
ocorrendo a introdugdo do cloro como agente de desinfegdo, de forma a garantir a qualidade
bacteriolégica da agua (Salvaterra, 2009; Newson, 2006).

1.1.3. Preocupacao com a qualidade da agua: Atualidade

Atualmente, um dos tépicos mais relevantes na quimica ambiental &, tal como ja foi dito, a
qualidade da agua. O aumento do conhecimento relativo a contaminacdo da agua por substancias
organicas levou ao alargamento do numero de compostos objeto de estudo. Mais de 2000
contaminantes quimicos de todos os tipos foram encontrados na agua e cerca de 750 foram
identificados na agua para consumo humano. Destes, mais de 600 eram substancias organicas,
incluindo muitas que sao biologicamente ativas (Rios ef al, 2004; Almeida, 1993).

Segundo Salvaterra (2009), aliado a preocupagado com os parametros fisicos a analisar, surge a
preocupagdao com o0s parametros quimicos e, mais recentemente, com a problematica dos
micropoluentes — poluentes que estao presentes no ambiente em concentra¢des na ordem de g L'e
ng L" - a qual tem aumentado expressivamente nos ultimos anos. Ha, pois, grande interesse
cientifico nos designados “Compostos Emergentes”, que abrangem os novos poluentes no ambiente
e que, consequentemente, ainda se encontram em fase de estudo, quer ao nivel dos seus efeitos
adversos na saude humana, quer no seu impacte ambiental.

Citando Daughton (2005), a lista de compostos emergentes que devem ser considerados como
prioritarios, para que haja uma mitigacdo dos efeitos que a sua existéncia infere ao ambiente,
encontra-se em constante atualizagao, sendo que nao é facil precisar quais e quantos sdo os
produtos que nela constam a luz do conhecimento atual.

Ao longo dos anos, paralelamente com a preocupacao relativa a emergéncia de novos compostos,
tem-se verificado uma preocupacgido acrescida com a agao perturbadora que diversos poluentes
organicos desencadeiam ao nivel do sistema enddcrino. A constatagéo repetida de efeitos nefastos,
causados em varias populagbes da fauna selvagem e até no préprio Homem, foi o ponto de partida
para a eclosdo mundial de iniumeras pesquisas em busca dos designados Desreguladores
Endécrinos (EDC). Estes produtos quimicos sdo descarregados para o meio aquatico através de
fontes pontuais (tratamento de aguas residuais urbanas, agricolas e industriais) e fontes difusas
(Diniz et al, 2010; Nogueira, 1999). Na Tabela 1.1. apresentam-se alguns compostos emergentes € a

sua potencial agcao desreguladora no sistema enddcrino.
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Tabela 1.1. - Compostos emergentes que tém sido reportados como substiancias com
potencial de acdo desreguladora ou desreguladores endécrinos (Adaptado de: (Filho,2007)).

Compostos emergentes Exemplos de substancias
Pesticidas Atrazina, lindano, triclosan, dibromoclorapropano, pentaclorofenol, trifuralina
Ester6ides naturais Androgénios, estrogénios, fitoestrogénios
Famacos Fluoxetina, medetomidina, propranolol, hormonas sintéticas
Produtos quimicos industriais | Alquifendis, bisfenol A, estireno, retardantes de chama bromados (PBDE), surfactantes

1.2. Desreguladores Endécrinos

1.21. Consciencializagdao para o efeito dos compostos emergentes na

desregulagao do sistema endocrino

A qualidade ambiental é a base para a preservagao da vida das futuras geragdes, sendo a agua o
recurso essencial a subsisténcia e estruturacdo da humanidade. Consequentemente, tornou-se
necessario incentivar uma postura que visasse garantir o valor de uso e o valor intrinseco da agua.

Durante décadas o ar, o solo e a agua foram os receptores involuntarios de toneladas de residuos
industriais perigosos, nomeadamente, hidrocarbonetos aromaticos, hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos, hidrocarbonetos halogenados, metais pesados bem como de diversos produtos quimicos,
como os fertilizantes (Tyler, 1998).

A probleméatica ambiental, mais concretamente a agua como fator essencial a vida, € um tema
atual, a nivel nacional e internacional. Devido a sua importancia na saude humana, a regulamentagao
e legislagao internacional e nacional que garantem a qualidade da agua para consumo humano, tem
acompanhado os passos da investigacdo e tem evoluido de forma a abranger ndo s6 a acéo dos
varios constituintes da agua na saude publica mas também as técnicas analiticas que permitam a sua
determinacao de forma precisa e inequivoca (Kopplin-Schimitt, 2003).

O desenvolvimento de metodologias analiticas que permitem a identificagdo e quantificagdo de
residuos de compostos quimicos em concentragbes cada vez menores e os dados sobre os seus
efeitos biologicos tem, no entanto, chamado a atengdo da comunidade cientifica para novos
contaminantes considerados emergentes (Kopplin-Schimitt, 2003).

Nas décadas de 70/80, foram detetados os primeiros efeitos de desregulacdo enddcrina,
associados ao dietilestilbestrol. Nesta época, este composto foi sintetizado e utilizado para evitar
abortos espontdneos em mulheres e, de forma ilegal, para potenciar o crescimento em bovinos
(Boenke et al, 2002).

Segundo Kavlock (1999) e Tyler (1998), desde o inicio dos anos 90 tem havido um crescente
interesse no fendmeno de desregulagdo enddcrina devido ao possivel efeito adverso que aguas
contaminadas podem provocar na saude do Homem e dos animais. Até a data, estes efeitos haviam
sido detetados em espécies selvagens com exposi¢des relativamente elevadas para determinados
compostos, tais como, organoclorados (por exemplo, Dicloro-Difenil-Tricloroetano (DDT) e os seus

metabolitos), Bifenilos Policlorados (PCB) e Dioxinas (Dibenzodioxinas Policloradas (PCDD) e
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Dibenzofuranos Policlorados (PCDF)) ou em animais domésticos em contato com plantas com
elevadas concentragdes de fitoestrogénios.

A principal evidéncia do fenédmeno da desregulagdo enddcrina foi relatada pela primeira vez no
ano de 1950, na regido dos Grandes Lagos (América do Norte e Canada), onde se verificaram
mudancas significativas num grande numero de espécies faunisticas (Henriques et al, 2010).

Os primeiros desenvolvimentos efetuados na tematica da desregulacdo enddcrina, surgiram no
seguimento de efeitos documentados ou com presumida fungado enddcrina alterada observados em
animais selvagens, ocorrendo sob a forma de feminizacdo de fetos masculinos, disfungdes
reprodutivas, alteracbes comportamentais e problemas de desenvolvimento (Henriques et al, 2010).
Estes efeitos incluem mutacbes em moluscos expostos a grupos alquilo; indugéo vitelogénea em
peixes em contato com aguas residuais; desenvolvimento reprodutivo anormal em jacarés do Lago
Apopka (Flérida, EUA), na sequéncia de um derrame de agrotoxicos; a quase extingdo dos recém-
nascidos de Truta, no Lago Ontario, presumivelmente devido a exposicao a dioxinas; efeitos na casca
do ovo em aves expostas ao DDT e aos seus metabolitos; e defeitos no nascimento dos Corvos-
Marinhos expostos a PCB, no Lago Michigan (Chicago, EUA) (Bila & Dezotti, 2007; Kavlock, 1999).

Nos ultimos anos, varios organismos internacionais, autoridades nacionais e associagdes
cientificas tém compilado toda a documentagdo disponivel sobre a desregulagdo enddcrina e
fornecido informag&o mais objetiva, tal como sugere a Tabela 1.2. (Gelbke et al, 2004).

Tabela 1.2. - Evolugao dos estudos sobre os EDC (Bila & Dezotti, 2007)

Ano Organizacio Ohjetivos dos estudos
1995 Agéncia Ambiental Discussio sobre ocorréncia e impacto dos DE e riscos potenciais que podem
Federal Alema cansar ans humanos e outros animais
1995 US EPA Semindrio para avaliar os riscos i saide e efeitos ambientais dos DE
1995 Ministério do meio ambiente Avaliagio dos efeitos de substincias estrogénicas no desenvolvimento e nas
e energia da Dinamarca fungdes do sistema reprodutivo masculing
1996 US EPA Semindrio para desenvolvimento de estratégia para avaliar o risco dos DE ao
meio ambiente
1996 US EPA Desenvolvimento de programa de testes e andlises (“screening”) para avaliar
a agiio dos DE
1997 US EPA Relatdrio sobre os DE presentes no meio ambiente
1998 US EPA Revisio e discussio das informagdes cientificas disponiveis sobre os DE
1998 OECD Desenvolvimento de métodos de ensaio para os DE
1999 CSTEE Revisdo da literatura existente e opinido cientifica nas evidéncias dos DE, em
particular, avaliagio dos riscos ecologicos e diretrizes de ensaios toxicoldgicos
1999 Comissiio das Identificagdo do problema dos DE, suas causas, consegiiéneias e definigiio das
Comunidades Européias medidas adequadas para dar uma resposta ao problema
2001 Comissiio das Primeiro relatério sobre o progresso dos trabalhos da comunidade européia
Comunidades Européias sobre os DE
2002 Comissiio das Programa COMPREHEND: Avaliagio das evidéncias dos DE no ambiente
Comunidades Européias aquitico na Europa
2002 OECD Avaliagio dos métodos de ensaios para as substincias estrogénicas
2002 WHO Avaliagio global do estado da arte da ciéncia dos DE
2003 IEH Relatério de avaliagio do progresso internacional da pesquisa dos DE
2004 Comissio das Segundo relatorio sobre o progresso dos trabalhos sobre os DE
Comunidades Européias

Na Unido Europeia, no ambito da Diretiva Quadro da Agua (DQA), foram identificados 33
poluentes considerados prioritarios, existindo ainda uma proposta de outros xenobiéticos para o

mesmo efeito. Como consequéncia, os estados-membros tém a sua responsabilidade o
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estabelecimento de programas de monitorizagdo para um determinado numero de poluentes
prioritarios e emergentes (Belgiorno et al, 2007).

De acordo com Belgiorno et al (2007), as substancias que sao identificadas como prioritarias na
DQA caraterizam-se pela elevada toxicidade, elevada persisténcia ambiental, elevada afinidade com
substancias apolares (lipofilicas), conduzindo a bioacumulagdo em cadeias alimentares, colocando
em risco a saude humana e ambiental. De fato, muitas destas substancias ja foram comprovadas
como sendo EDC ou com potencial para o ser, uma vez que pertencem a uma vasta gama de
quimicos naturais ou sintéticos que interferem com o normal funcionamento do sistema enddcrino.

Um EDC é definido pela Agéncia de Protegdo Ambiental dos EUA (US EPA, 2011) como um
xenobidtico (substancia estranha ao organismo) que interfere com a sintese, secrecao, transporte,
agao, ligagdo ou eliminagdo de hormonas naturais nos organismos vivos, responsaveis pela
manutengdo da sua homeostase, reprodugéo, desenvolvimento e/ou comportamento (Belgiorno et al,
2007).

A Organizagéo para a Cooperagao e Desenvolvimento Econémico (OCDE) define ainda um EDC
como sendo uma substancia ou mistura de substancias exégenas que alteram as fungdes do sistema
enddcrino, causando efeitos adversos na saude de um organismo vivo, na sua progenia ou em (sub)

populacgdes (Bars et al, 2011).

1.2.2. Sistema Endécrino

O sistema enddcrino é constituido por uma complexa rede de sinais e mensagens quimicas que
controla as funcbes e reacgdes corporais em quase todos os animais, vertebrados e invertebrados,
interagindo diretamente com o sistema nervoso (Fauci et al, 2008).

O mecanismo que aciona o sistema enddcrino inicia-se na reagdo das células nervosas a
determinado estimulo (ex.: fome, medo ou a alteragdo da temperatura corporal), enviando
posteriormente um sinal as glandulas enddcrinas (Fauci et al, 2008).

Por sua vez, as glandulas enddcrinas libertam as hormonas adequadas que irdo conduzir as
instrucbes para as células-alvo. Aqui, essas instru¢des ligar-se-d0 a receptores especificos,
localizados no nucleo das células. Apés a ligagéo, o recetor interpreta a mensagem hormonal e faz a
tradugdo da mesma, ocorrendo um dos seguintes processos celulares: ou ordena a sintese de novas
proteinas ou a alteragdo de proteinas ja existentes na célula. (Fauci et al, 2008)

Em suma, o sistema enddcrino € constituido por um conjunto de glandulas, como a tirdide, as
gonadas e as glandulas supra-renais, e pelas hormonas que elas produzem, como a tiroxina, os
estrogénios, a testosterona e a adrenalina, que ajudam a guiar o desenvolvimento, o crescimento, a
reprodugdo e o comportamento dos animais, incluindo os seres humanos. As hormonas sao
moléculas de sinalizagdo, que percorrem a corrente sanguinea e suscitam respostas noutras partes

do corpo (CCE, 1999), tal como o esquematizado na Figura 1.1..
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Figura 1.1. - Sistema Endécrino (Jimeno, 2006)

1.2.3. A Desregulagdo Endécrina

Originalmente, a apreenséao relativamente a desregulagdo enddécrina baseava-se exclusivamente
em efeitos percetiveis no sistema reprodutivo. Mais tarde, concluiu-se que os desreguladores
enddcrinos afetavam muito para além do sistema reprodutivo, interagindo ndo sé com as hormonas
sexuais mas com todas as outras hormonas recetoras carateristicas do sistema enddcrino (Acosta et
al, 2005).

Os desreguladores endécrinos afetam o sistema enddcrino e, consequentemente, as fungdes
vitais nos seres vivos, imitando, bloqueando ou provocando o colapso das hormonas esterdides,
sendo 0 mecanismo para esta desregulagdo complexo e diversificado (Acosta et al, 2005).

A alteracdo ou desregulagdo da funcdo enddcrina pode estar associada a interferéncias na
sintese, secregdo, transporte, ligacao e agédo ou eliminagdo das hormonas naturais do organismo,
conduzindo a uma nova resposta hormonal, fraca ou forte, que resulta num sinal inexato para o
recetor (Nogueira, 1999).

Neste contexto, dado o carater por vezes imprevisivel deste tipo de compostos, é imperativo o
alerta para os potenciais riscos associados & exposicdo e bioacumulagdo dos mesmos. E igualmente
importante a monitorizagao dos sistemas aquaticos, principais veiculos de dispersao ambiental, assim

como uma monitorizagao periddica da agua destinada ao consumo humano .

1.2.4. Substancias com potencial de desregulagdo endécrina
O grupo de substancias que podem ter potencial de desregulagdo enddcrina sdo produtos

quimicos com atividade hormonal e incluem compostos sintéticos ou naturais (Henriques et al, 2010).
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De acordo com Henriques et al (2010), os compostos sintéticos englobam uma grande variedade
de produtos, tais como, produtos farmacéuticos (incluindo hormonas sintéticas), pesticidas (como o
DDT, Dieldrina, Lindano e Atrazina), produtos industriais (como PCB, ftalatos, bisfenol A (BPA) e
alquilfendis) e o seu tratamento por sub-produtos (como as dioxinas e os furanos). Alguns destes
produtos industriais sdo utilizados em materiais de embalagem de alimentos (como plastificantes),
tubagens de agua, revestimentos de reservatérios de agua, produtos de higiene pessoal e na limpeza
e desinfegao de produtos quimicos.

As hormonas naturais, cujo aparecimento na agua pode dever-se simplesmente ao processo de
excrecao natural em todas as espécies de mamiferos, podem provir de efluentes domésticos,
agricolas e industriais que sdo descarregados constantemente no meio recetor natural (Henriques et
al, 2010).

Os estrogénios e os progestagénios sdo hormonas dotadas de numerosas acgdes fisiolégicas. Nas
mulheres, estas hormonas influenciam o desenvolvimento, o controlo da ovulagéo, a preparagao do
ciclo reprodutor para a fertilizagdo e implantagdo dos 6vulos, bem como aspetos fisiolégicos do
metabolismo de minerais, glucidos, protidos e lipidos. Nos homens, os estrogénios tém acodes
relevantes sobre o0s o0ssos, espermatogénese e no comportamento (Autoridade Nacional do
Medicamento e Produtos de Saude (INFARMED), 2011).

Segundo o INFARMED (2011), o uso terapéutico mais comum dos estrogénios e progestagénios é
o tratamento da menopausa através da terapéutica hormonal de substituigdo e na contracegado, mas
os componentes especificos e as doses usadas sdo muito diversas nas duas situagoes.

A maior parte dos EDC s&o produtos quimicos organicos sintéticos (xenobidticos), introduzidos no
ambiente pelas atividades antropogénicas. Contudo, hormonas estrogénicas podem ser produzidas
naturalmente e consequentemente encontram-se presentes em ambientes aquaticos receptores de
aguas residuais efluentes (Belgiorno et al, 2007).

No presente trabalho, os EDC que serdo objeto de monitorizagdo sao: Estriol, Bisfenol A,

Dietilestilbestrol, Estrona, B-Estradiol, Etinilestradiol, Progesterona, Octilfenol, Mestranol e Nonilfenol.

a) Estriol

O estriol € um dos trés principais estrogénios de ocorréncia natural e é sintetizado em grandes
quantidades durante a gravidez, a partir da aromatizagédo placentaria de hormonas fetais de origem
supra-renal, apresentando um potencial estrogénico inferior ao do estradiol e da estrona (Soares et
al, 2002).

b) Bisfenol A

O BPA é uma substancia quimica orgéanica utilizada na producéo de resinas epéxido e de plasticos
a base de policarbonato, para aplicagdes domésticas e industriais. Assim sendo, € comum aparecer
nas aguas residuais industriais (Diniz et al, 2010).

Segundo Diniz et al (2010), o BPA tem poténcia estrogénica, podendo provocar altera¢des

adversas no sistema reprodutivo e na fecundidade de animais e humanos.
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c) Dietilestilbestrol

O Dietilestilbestrol € um estrogénio sintético nao-esterdide, utilizado, entre outras aplica¢des, no
tratamento da insuficiéncia ovarica (amenorreia, perturbagbes da menopausa) e do cancro da
prostata (INFARMED, 2011).

d) Estrona

A Estrona é um dos trés principais estrogénios, juntamente com o Estradiol e o Estriol, sendo mais
potente que este Ultimo e é produzida primeiramente a partir da androstenediona, que tem origem nas
gonadas e cortex adrenal, e apresenta baixa atividade biolégica quando comparada com o Estradiol e

€ o principal estrogénio circulante apés a menopausa (Faculdade de Farmacia do Porto, 2007).

e) P -Estradiol

Segundo Soares et al (2002), o Estradiol é o estrogénio mais ativo e importante na mulher em
idade reprodutiva. E também produzido pelas glandulas adrenais, testiculos e pela converséo
periférica da testosterona, sendo responsavel pelo desenvolvimento de carateristicas sexuais

femininas secundarias.

f) Etinilestradiol

O Etinilestradiol é o principal estrogénio sintético desenvolvido para uso médico em terapias de
reposicdo e métodos contracetivos, podendo ser até dez vezes mais potente que o estradiol (Batista
et al, 2011).

dg) Progesterona
A Progesterona é uma hormona esterdide que se forma nos ovarios e € segregada pelo corpo
luteo. A principal fungédo desta hormona passa pelo espessamento e desenvolvimento do endométrio,

essencial a implantacao e desenvolvimento do ovo fecundado (SEPA, 2006).

h) Octilfenol

O Octilfenol € um composto sintético que pertence a um grupo mais abrangente, os Etoxilatos de
Octilfenol (OPES). Estes sdo extremamente toxicos para os organismos dos animais, particularmente
0s que vivem no meio aquatico, tendo também um comportamento preocupante enquanto
desregulador endécrino no organismo animal. Estes compostos, quando se apresentam na forma de
Octilfenol, tornam-se ainda mais prejudiciais e persistentes no ambiente (Agéncia Escocesa de
Protecdo do Ambiente (SEPA, 2006).

i) Mestranol

O Mestranol é um composto sintetizado artificialmente e que contém uma combinagdo de
hormonas femininas que impedem a ovulagédo, sendo consequentemente utilizado como contracegao
para evitar a gravidez, entre outros fins, tendo por isso potencial de desregulagdo enddcrina
(Ngamniyom et al, 2012).
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i) Nonilfenol

O Nonilfenol surge pela utilizagdo dos respetivos etoxilatos como surfatantes numa variedade de
aplicacgdes, incluindo detergentes industriais e domésticos, lubrificantes, emulsificantes e encontram-
se presentes em formulagdes de pesticidas, de tintas e de produtos de higiene pessoal. As possiveis
rotas de entrada desta substancia no ambiente ocorrem durante a sua producgdo, uso e eliminagao
(Bila & Dezotti, 2007).

Este composto é de natureza orgénica e tem origem sintética artificial (xenobiético), formando-se
durante o processo de alquilagdo de fendis, particularmente na sintese de detergentes polietoxilatos
(Staples et al, 2008).

1.2.5. Fontes de EDC no ambiente

A acdo da poluicdo sobre os recursos hidricos ndo se manifesta na quantidade mas sim na
qualidade desta, condicionando a sua utilizagdo nos setores domeéstico, agricola e industrial (Bila &
Dezotti, 2007).

Os EDC surgem no ambiente através de fontes pontuais ou de fontes difusas. A poluicao por
fontes pontuais tem solugao relativamente facil, pois sdo facilmente identificadas e diagnosticadas e,
assim sendo, podem ser aplicadas medidas de controlo. Estas fontes sdo geralmente associadas a
descargas de efluentes de estagbes de tratamento, estacbes de tratamento de aguas residuais
(ETAR), fossas sépticas e ao proprio esgoto bruto (Salvaterra, 2009).

De acordo com Salvaterra (2009), a poluigdo de origem difusa nao é facilmente detetavel, uma vez
que resulta da atividade humana mais dispersa, ocorrendo em areas extensas, chegando a agua
através da chuva e escoamento desta.

Os efeitos dos EDC no ambiente ndo dependem somente das suas concentragbes mas também
de outros fatores, tais como, lipofilia, persisténcia, bioacumulagao, tempo de exposigdo, mecanismos
de biotransformacéao e de excrec¢éo, entre outros (Bila & Dezotti, 2007).

Citando Bila & Dezotti (2007), a monitorizacao da presenca de EDC no meio recetor natural tem
sido implementada numa variada gama de estudos por todo o mundo. No ambiente aquatico, essas
substancias podem ser detetadas nas aguas superficiais e subterrdneas, sedimentos marinhos, solo,
efluentes e lamas biolégicas das ETAR e, ainda, na agua potavel, sendo continuamente introduzidas
no ambiente em concentragdes detetaveis, podendo afetar significativamente a qualidade da agua, a

saude dos ecossistemas e, potencialmente, potenciar a escassez de agua para consumo.

1.2.6. A desregulagao enddcrina e a saude

De acordo com a Comissdo das Comunidades Europeias (CCE) (1999), pensa-se que o0s
desreguladores enddcrinos interferem com o funcionamento deste sistema complexo pelo menos de
trés formas possiveis:

v Imitando a agdo de uma hormona produzida naturalmente, como o estrogénio ou a
testosterona, e desencadeando deste modo reagdes quimicas semelhantes no corpo;

v" Bloqueando os receptores nas células que recebem as hormonas (receptores hormonais),

impedindo assim a agao das hormonas normais; ou
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v" Modificando a sintese, o transporte, o metabolismo e a excregdo das hormonas, alterando

dessa forma as concentragdes de hormonas naturais.

Tendo como principais consequéncias alteragcbes ao nivel do crescimento, desenvolvimento,
reproducdo e até mesmo ao nivel comportamental, sendo os efeitos desreguladores bastante
variaveis, quer pela sua composigéo, quer pela composigdo do organismo (CCE, 1999).

Seguindo esta linha de raciocinio, de acordo com Bila e Dezotti (2007), varios estudos relacionam
a poluicdo ambiental das aguas com anomalias no sistema reprodutivo e no desenvolvimento de
espécies de animais.

A exposicao a EDC pode ocorrer sob diferentes formas, seja através do contato direto no local de
trabalho ou em casa ou através do contato indireto pela ingestdo de agua, ar ou alimentos
contaminados e pelo contato com o solo. Uma das maiores exposicdes da populagdao aos EDC é
através da ingestdo de alimentos contaminados, estimando-se que no ser-humano, cerca de 90%
destas substancias sdo absorvidas por via digestiva (Salvaterra, 2009; Bila & Dezotti, 2007).

De acordo com Salvaterra (2009) e Bila & Dezotti (2007), os efeitos dos EDC tém sido observados

em moluscos, peixes, répteis, aves e mamiferos.

1.2.7. A EPAL

A Empresa Portuguesa de Aguas Livres, S.A. (EPAL) é a maior empresa de abastecimento de
agua potavel em Portugal, sendo responsavel pela produgdo, transporte e distribuigdo de agua
(Penetra et al, 2010).

O sistema de abastecimento da EPAL desenvolve-se desde a albufeira de Castelo do Bode até a
cidade de Lisboa, numa extensdo superior a 2 100 Km, integrando o sistema de produgédo e
transporte e o sistema de distribuicdo (EPAL, 2011).

De um modo global, o sistema de produgéo e transporte é responsavel pela captagao, tratamento
e transporte da agua e compreende 3 captagdes superficiais, 23 subterraneas, cerca de 700 Km de
adutores, 2 estacdes de tratamento e 31 estacdes elevatdrias (EPAL, 2011).

O sistema de distribuicdo é responsavel pela gestdo e exploracdo da rede geral de distribuicéo,
com mais de 1 400 Km, sendo constituido por 14 reservatdrios, 10 estagdes elevatorias e mais de 83
mil ramais de ligacao aos prédios, proporcionando o abastecimento domiciliario (EPAL, 2011).

De acordo com Penetra et al (2010), o sistema de produgao convencional inclui duas estagdes de
tratamento de agua (ETA), a da Asseiceira e a de Vale da Pedra. Estas s&o responsaveis pela
captagao e tratamento de aguas superficiais provenientes da barragem de Castelo do Bode e do rio
Tejo, respetivamente.

Na ETA da Asseiceira estdo instaladas 2 linhas distintas de tratamento que compreendem as
seguintes operacgbes unitarias: uma pré - cloragem (se necessario), correcdo de agressividade e
remineralizacdo, coagulacéo, floculacado, flotagdo por ar dissolvido, ozonizagdo, filtragdo (de dupla
camada — areia e antracite - na linha 1 e de monocamada - areia - na linha 2), ajuste de pH e

desinfecao final (pds-cloragem), de modo a garantir um residual de cloro na agua aduzida e na
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distribuicdo em alta. A agua a saida da ETA consiste numa mistura de aguas tratadas nas duas linhas
de tratamento (Penetra et al, 2010).

A ETA de Vale da Pedra possui uma linha de tratamento que inclui pré-cloragem, condicionamento
de pH e remineralizagdo, coagulagdo, floculagdo, decantacgdo, filtracdo (monocamada — areia),
corregcdo de pH da agua tratada e desinfecdo final (pds-cloragem) que permite estabelecer um

residual de cloro na agua aduzida (Penetra et al, 2010).

1.2.8. A ETAR de Beirolas: a presenga de EDC em aguas residuais

A vasta gama de produtos quimicos orgéanicos utilizados na sociedade moderna induz a presencga
quase certa de determinados compostos nas aguas residuais industriais e domésticas. Estes
compostos, sem o devido tratamento, podem resultar na exposicdo dos seres humanos e do
ambiente a efeitos adversos (Belgiorno et al, 2006).

De acordo com o Decreto-Lei n® 152/97, de 19 de Junho, a classificagdo das aguas residuais &
feita com base na origem das mesmas. Assim sendo, classificam-se em:

Aguas residuais urbanas: dguas residuais domésticas ou a mistura de aguas residuais domésticas

com aguas residuais industriais e/ou aguas de escoamento pluvial; Aguas residuais domésticas:
aguas residuais de servicos e instalagbes residenciais e essencialmente provenientes do
metabolismo humano e de atividades domésticas;

Aquas residuais industriais: todas as aguas residuais provenientes de instalagdes utilizadas para

todo o tipo de comércio ou industria que nao sejam de origem doméstica ou de escoamento pluvial.

A estrutura quimica de um dado composto influencia a sua taxa de degradagédo e remogao num
dado sistema de tratamento. Assim sendo, o destino final destes compostos varia com a natureza dos
mesmos (Leite ef al,2010).

De acordo com Leite et al (2010), as ETAR podem conter uma grande variedade de compostos de
natureza organica, como os EDC, pelo que os efluentes tratados e descarregados no meio hidrico
podem posteriormente contaminar a agua potavel. Assim, ao longo dos anos foram surgindo
inumeros estudos, principalmente na Europa e EUA, que comprovam que os EDC nao sao totalmente
removidos durante o processo convencional de tratamento de aguas residuais.

Os compostos Etinilestradiol e Estradiol foram identificados ao longo de varias investigagdes como
os compostos organicos com maior contribuicdo para o potencial estrogénico dos efluentes das
ETAR. Esta constatagcdo pode ser justificada pela origem dos ditos compostos, que sao
maioritariamente expelidos do organismo humano pela urina e fezes (Chambel, 2011).

Atualmente, os efluentes que contenham compostos com potencial estrogénico devem ser
direcionados para as ETAR. Estas, ainda que ndo sejam totalmente eficazes na sua remogao,
continuam a ser o destino mais favoravel para a diminuicdo da concentracdo destes tipos de
compostos nas aguas (Chambel, 2011).

A ETAR de Beirolas é uma das trés ETAR inseridas no Sistema de Tratamento de Aguas
Residuais de Lisboa, cuja exploracdo e gestdo é da competéncia da Empresa Municipal de Aguas
Residuais de Lisboa (EMARLIS) e dispde de duas linhas de tratamento, tendo capacidade de tratar

as aguas residuais de uma populagao equivalente a 213.500 habitantes (Figueiredo, 2001).
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Do conjunto de 6rgaos em funcionamento na ETAR de Beirolas, foram escolhidos enquanto
pontos de amostragem uma estagao elevatdria, o afluente de entrada na ETAR, o efluente de saida
do desarenador, o efluente de saida dos decantadores (primario e secundario) e ainda o efluente de

saida da ETAR, tal como o esquematizado na Figura 1.2..

Tanque de

Arejamento |th.r"1ldwr> ?“ ‘ Filtrac o ]
AR

Figura 1.2. — Esquema-tipo do funcionamento de uma ETAR para identificagado dos
pontos de amostragem. (Adaptado de: (Rosa. 2008))
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1.3. Legislagao

Atualmente, a satisfagdo das necessidades de agua levanta sérios problemas as Entidades
Reguladoras. Adicionalmente as elevadas quantidades de agua exigidas, algumas das utilizagdes
prejudicam fortemente a qualidade da agua que, se restituida aos meios naturais sem tratamento
prévio, para além de nao poder ser utilizada, € nociva ao préprio ecossistema. O impacte negativo do
uso intensivo de substancias, tais como pesticidas, farmacos, produtos industriais, entre outros, é
cada vez maior na qualidade dos recursos hidricos (Gaffney, 2011),

Por razbes de saude publica, a Organizagao Mundial de Saude (OMS), a Unido Europeia (UE) e a
propria legislagao portuguesa, estabeleceram normas relativamente a qualidade da agua para
consumo humano. Estas normas obrigam a que esta agua obedega a um conjunto de carateristicas e

recomendagdes (Salvaterra, 2009).

1.3.1. Legislagdo Comunitaria relativamente aos EDC e qualidade da agua

Para esclarecer, desenvolver estratégias e solucionar o problema dos desreguladores endécrinos,
varias organizagdes governamentais e nao-governamentais, como a UE, EPA, OMS, Programa
Internacional de Seguranga Quimica (IPCS) e a OCDE, investigaram a questdo dos EDC (Bila &
Dezotti, 2007).

Em termos de legislagdo comunitaria aplicavel ao meio aquético, a Diretiva 2000/60/CE de 23 de
Outubro, estabelece um quadro de agcdo comunitaria no dominio da politica da dgua, sendo por isso
designada por Diretiva Quadro da Agua (DQA). Esta estabelece uma abordagem abrangente e
integrada de protegédo e gestdo da agua, com um objetivo a médio prazo de que a globalidade das
aguas atinja um nivel de qualidade bom até 2015.

A transposicdo da DQA para o direito nacional é assegurada pela Lei n°® 78/2005, de 29 de
Dezembro, e pelo Decreto-Lei n°® 77/2006, de 30 de Margo, que estabelecem as bases para a gestao
sustentavel das aguas e definem o novo quadro institucional para o setor.

A DQA cria um quadro juridico para proteger e restaurar o bom estado da agua em toda a UE e
assegurar a sua utilizacdo sustentavel e a longo prazo, adotando uma abordagem inovadora de

gestédo da 4gua, com base nas bacias hidrograficas e unidades geograficas e hidrolégicas naturais, e
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estipula prazos especificos para os Estados-Membros protegerem os ecossistemas aquaticos
(Instituto da Agua (INAG), 2012).

No sentido de tentar resolver o problema das cerca de 100 000 substancias que circulam no
mercado Europeu sem uma correta avaliagao dos seus riscos, a UE propés e acabou por aprovar, no
final de 2006, o Regulamento REACH - Registo, Avaliacdo, Autorizagdo e Restricdo dos Quimicos.
Este regulamento visa o controlo das substancias quimicas contidas em produtos, visando reduzir a
contaminagdo das massas de agua (Regulamento N° 1907/2006 do Parlamento Europeu e do
Conselho, de 18 de Dezembro).

A Diretiva 91/414/CE, na qual existe a norma 80/778/CE relativa as aguas de consumo humano,
estipula que a concentragdo maxima de cada pesticida devera ser de 0,1 ug/l, nunca ultrapassando o
total de 0,5 ng/l.

A Diretiva 98/8/CE, de 16 de Fevereiro, regulamenta a colocagdo de produtos biocidas no
mercado a fim de assegurar um elevado nivel de protecdo para o Homem e o ambiente e o bom
funcionamento do mercado.

A Diretiva dos Nitratos (Diretiva 2006/118/CE) limita a poluicdo dos compostos de azoto contidos
nos fertilizantes e no estrume.

Na concecdo de medidas destinadas a controlar a poluicdo quimica com origem em todas estas
fontes, a DQA adota uma abordagem combinada: considera a poluigdo em termos do que € libertado

para o ambiente e da resiliéncia das aguas recetoras (INAG, 2012).

1.3.2. Legislagao Nacional relativa a qualidade da agua
O Decreto-Lei 236/98 de 1 de Agosto estabelece as normas, critérios e objetivos da qualidade
tendo em vista a protecdo do meio aquatico através da melhoria da qualidade das aguas em fungao

dos seus principais usos. E aplicadvel a aguas doces superficiais e subterrdneas destinadas a
producéo de &gua para consumo humano. E uma transposicdo da Directiva 75/440/CE, do Conselho,

de 16 de Junho, relativa a qualidade das aguas doces superficiais destinadas a produgédo de agua
para consumo humano, e a Directiva 79/869/CE, do Conselho, de 9 de Outubro, relativa aos métodos
analiticos e a frequéncia das amostragens e da anadlise das aguas superficiais destinadas a producao
de agua para consumo humano.

O Decreto-Lei 103/2010, de 24 de Setembro, que revoga o Decreto-Lei 236/98 no que diz respeito
a alguns parémetros das aguas superficiais, como cadmio, chumbo, hidrocarbonetos dissolvidos,
entre outros, estipula que a norma de qualidade ambiental para as substancias prioritarias nonilfenol
e octilfenol é, respetivamente, 0,30 ug/l e 0,10 ug/l.

Deve ser tida em conta também a Decisédo n° 2455/2001/CE, de 20 de Novembro, que estabelece
a lista das substancias prioritarias no dominio da politica da agua e que altera a Diretiva 2000/60/CE,
de 23 de Outubro e que estabelece um quadro de agdo comunitaria no dominio da politica da 4gua.

A Diretiva 98/83/CE, de 3 de Novembro, tem como objetivo proteger a saude humana dos efeitos
nocivos resultantes de qualquer contaminagéo da agua destinada ao consumo humano, assegurando

a sua salubridade e limpeza.

13



Capitulo I: Desreguladores Endécrinos

O Decreto-Lei 243/2001, de 5 de Setembro, regula a qualidade da agua destinada ao consumo
humano e transpde a Diretiva 98/83/CE, referida anteriormente’
O Decreto-Lei 306/2007, de 27 de Agosto, regula a qualidade da agua para consumo humano e

corresponde a revisdo do Decreto-Lei 243/2001, de 5 de Setembro.

1.3.3. Legislacao relativa as aguas residuais
O Decreto Regulamentar 23/95, de 23 de Agosto, visa o regulamento geral de Sistemas Publicos e

Prediais de Distribuicdo de agua e drenagem de aguas residuais.
Relativamente as unidades agro-pecuarias, o Decreto-Lei 214/2008, de 10 de Novembro,
estabelece o regime de exercicio da atividade pecuaria (REAP).

Ao nivel das unidades industriais, a Portaria 809/90, de 10 de Setembro, estabelece normas de

descarga de aguas residuais aplicadas aos matadouros e unidades de processamento de carnes; a

Portaria 512/92, de 22 de Junho, estabelece normas de descarga de aguas residuais aplicadas a

unidades industriais de Curtumes; a Portaria 1030/93, de 14 de Outubro, estabelece normas de

descarga de aguas residuais aplicadas aos estabelecimentos industriais que procedam a tratamentos
e revestimentos eletroliticos, tratamentos e revestimentos quimicos, tratamentos térmicos em banhos
de sais fundidos e decapagem, desengorduramento e preparagdo de superficies; o Despacho

Conjunto 118/2000, de 3 de Fevereiro, emite o programa para aplicagdo de medidas de

modernizagdo ambiental no setor dos lagares de azeite; e o Despacho Conjunto 626/2000, de 6 de

Junho, estabelece normas para a utilizagdo de aguas residuais na rega de solos agricolas.

No que diz respeito as aguas residuais urbanas, o Decreto-Lei 152/97, de 19 de Junho, transpbe a
Diretiva 91/271CEE, relativa ao tratamento de aguas residuais urbanas; o Decreto-Lei 348/98, de 9
de Novembro, altera o Decreto-Lei 152/97 - Anexo |, artigo 2° o Decreto-Lei 149/2004, de 22 de
Junho, altera o Decreto-Lei 152/97; e o Decreto-Lei 198/2008, de 8 de Outubro, altera o Decreto-Lei
152/97.
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2. Capitulo IlI: Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia associada a
Espetrometria de Massa

A cromatografia € um processo de separagdo muito especial, na medida em que permite separar
compostos de misturas complexas com grande precisao (Mota et al, 2004), através das diferentes
afinidades de adsorgdo dos componentes das misturas. Os processos de separagdo cromatografica
sdo extremamente poderosos quando as exigéncias de resolugéo e pureza sao elevadas (Klatt et al,
2000).

A cromatografia ocupa um lugar de destaque entre os métodos analiticos modernos, podendo ser
utilizada isoladamente ou acoplando as suas potencialidades com outras técnicas instrumentais de
analise (Rutz, 2009).

2.1. Cromatografia Liquida

21.1. Desenvolvimento Histérico

A descoberta da cromatografia enquanto método de separagédo deu-se no século passado, em
1903, e é creditada ao botanico russo Mikhail Semenovich Tswett (Engelhardt, 2004).

De acordo com Engelhardt (2004), Tswett desenvolveu varios trabalhos experimentais no dominio
da separacdo de extratos de plantas por adsorgdo diferencial em colunas, utilizando carbonato de
célcio como fase estacionaria e disulfureto de carbono como eluente. Nestas experiéncias verificou-
se a formacao de bandas de cores diferentes nas colunas utilizadas devido a adsorcao diferencial dos
pigmentos corados, que percolavam com velocidades diferentes e emergiam separadamente da
coluna.

O nome de Tswett esta associado ndo sé a descoberta da cromatografia enquanto método de
separacdo mas também a invencdo do préprio termo em si. No seguimento da separacéo dos
pigmentos numa série de bandas coloridas, surge o nome cromatografia, resultante da juncdo dos
termos gregos “chroma” (=cor) e “graphein” (=escrita) (Abraham, 2004).

A aplicagdo da técnica de Tswett, atualmente descrita como cromatografia de fase normal (NP),
demonstrou-se pouco viavel quando os analitos soluveis da agua tinham de ser separados. Esta
particularidade imp&s a necessidade de se desenvolver a cromatografia de particdo ou cromatografia
liquido-liquido ou cromatografia liquida (LC), responsabilidade de Martin e Synge, no ano de 1941
(Engelhardt, 2004). Contudo, de acordo com Engelhardt (2004), esta técnica foi antecipada pela

cromatografia gasosa (GC) e s em 1952 foi finalmente introduzida.

2.1.2. Principios Gerais e Classificagdo dos processos cromatograficos

Define-se por Cromatografia o processo de separagdo de componentes de uma amostra pela sua
distribuicdo entre um fluido corrente (fase mével) e um adsorvente (fase estacionaria) (Mota et al,
2004).

Citando Rutz (2009), esta técnica analitica tem como principio basico o deslocamento diferencial

dos componentes de uma mistura, de acordo com as diferentes interagdes entre duas fases
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imisciveis, a fase mével e a fase estacionario. Assim sendo, trata-se de um método fisico-quimico
que se baseia no equilibrio estabelecido entre a fase movel e a fase estacionaria (Mota et al, 2004).

Existem varias técnicas cromatograficas (Figura 2.1.), que vdo das mais simples como a
cromatografia de coluna em camada fina até as mais sofisticadas e computadorizadas, como a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) (Klatt et al, 2000). Esta variedade resulta dos
diferentes critérios de classificagdo empregues, nomeadamente, o0 mecanismo de separagao, técnica
eleita, tipo de fase utilizada e o tipo de superficie na qual ocorre a separagéo. Contudo, o critério mais
utilizado é este ultimo (Rutz, 2009).

Cromatografia

Planar Coluna

1 I 1 1
l \ l - \ Fluido
Papel Liquida SuEE i Gasosa
Classica

HPLC

Figura 2.1. - Classificagao da cromatografia quanto ao tipo de
superficie. (Rutz, 2009)

A cromatografia em coluna divide-se em cromatografia gasosa, cromatografia com fluido
supercritico e cromatografia liquida (LC), podendo esta ultima ser classificada em cromatografia
liquida classica, cromatografia liquida de alta resolugdo e, mais recentemente, Cromatografia Liquida
de Ultra Eficiéncia (UPLC) (Rutz, 2009).

As técnicas de separagdo por LC oferecem um enorme poder de resolugédo, detegao,
quantificacdo, bem como uma grande rapidez e aplicabilidade a diferentes tipos de amostras (Rutz,
2009), sendo a Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (UPLC) a técnica utilizada neste trabalho.

De um modo geral, a fase estacionaria utilizada na LC, como na GC, pode ser um solido ou um
liguido e como fase movel utiliza-se um liquido no qual o soluto esta dissolvido. Assim sendo,
enquanto a fase movel elui sobre a fase estacionaria, os solutos sao separados de acordo com a
interacdo destes com as fases, sendo eluido primeiro os que tém maior afinidade com a fase mével e
posteriomente os que tém maior afinidade com a fase estacionaria (Scott, 2003).

Existem varios tipos de cromatografia liquida, sendo a sua classificacdo funcdo do tipo de fase

estacionaria adotada. Esta escolha é feita de acordo com o tipo de composto que pretendemos
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separar. Assim, e tendo em conta que a fase movel sera sempre um liquido de baixa viscosidade, se
a fase estacionaria for um adsorvente sélido através do qual e por recurso a uma alta pressao se faz

passar a fase mével e a amostra, temos a HPLC (Scott, 2003).

2.1.3. Conceitos Teodricos
Quando a técnica de LC é abordada, é essencial conhecer-se determinados conceitos teéricos,

indispensaveis ao entendimento de toda a técnica de analise cromatografica.

e Precisao

A precisdao é um termo tedrico cujo objetivo € avaliar a dispersdo de resultados entre ensaios
independentes, realizados sob condi¢des definidas e sobre a mesma amostra, amostras semelhantes
ou padrodes. Esta dispersao é avaliada através do minimo, valor intermédio e maximo da variabilidade
dos resultados, que correspondem, respetivamente, a repetibilidade, precisdo intermédia e
reprodutibilidade do método (Acurcio, 2007).

e Exatidao

A exatidao de um método de ensaio define-se como a concordancia entre o resultado de um
ensaio e o valor de referéncia aceite como convencionalmente verdadeiro e pode ser avaliada através
de materiais de referéncia certificados, ensaios interlaboratoriais e testes comparativos (Acurcio,
2007).

e Resolugdo

Considera-se que a resolucdo de um determinado método cromatografico corresponde ao poder
de separacdo de todo o sistema cromatografico em relagdo a determinados componentes da mistura
em analise (Marcos, 2011).

A resolucao (Rs) pode ser expressa pela seguinte equacéo:

Rs=2[(Tri-Tro)/ (W2+Wy)]

(Equacao 2.1.)

Onde, Try € Try correspondem aos tempos de retengdo de dois solutos diferentes e W, e W,

correspondem a largura da base dos picos correspondentes aos solutos.

e Sensibilidade

A sensibilidade (S) de uma analise cromatogréfica corresponde ao nivel mais baixo detetado para
um dado componente e & func¢do do sinal-ruido (S/N) da detecdo. (Marcos, 2011) Este parametro
avalia a capacidade de um dado método de distinguir exiguas diferencas de concentracdo do analito
(Portugal, 2004).

S= AylAC

(Equagédo 2.2.)
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Onde Ay corresponde a variagao do sinal analitico e A, corresponde a variagao da concentragao do

analito na amostra.

e Tempo de Retencgao

O tempo que um dado analito demora a passar através da coluna cromatografica designa-se por
tempo de retencdo (TRr). Este permite a identificagdo qualitativa dos compostos, pelo que cada
molécula tera um Ty Unico numa dada coluna e para um dado solvente (Lough & Wainer, 1995), o

que é demonstrado na Figura 2.2..

Tempo de retencio

_
€ /

4
—!
f

—— | i l

)
| | /P‘\ A ’
Injeclo ¥ L_ j ! - L" LJI Lj\‘— VAN Composto destoutecido
2 3

1 4 5
Tempo Tempo

1\__1/?\5_ /‘L

[ | 2 3 4 5 6 7 d

Figura 2.2. — Cromatogramas a ilustrar o tempo de retencao e identificagao de
compostos (Willard et al, 1974)

e Eficiéncia da coluna

A eficiéncia da coluna (H ou HETP) é expressa como o numero de pratos teéricos (N) produzidos
pela coluna.

O potencial de uma dada coluna na separacdo de dois solutos é diretamente proporcional ao

numero de pratos tedricos (Portugal, 2004).

H=L/N

(Equacéo 2.3.)

Onde H ou HETP corresponde a altura equivalente do prato tedérico, N € o numero de pratos
tedricos e L € o comprimento da coluna. (Acurcio, 2007).
A eficiéncia da coluna cromatografica pode ser expressa também pela altura equivalente a um

prato tedrico, através da equacéo de Van Deemter. (Equacgéo 2.6.)

e Areas dos picos

A area dos picos dos cromatogramas permite a analise quantitativa dos compostos (Valente et al,
2003; Lough & Wainer, 1995).

De acordo com Lough & Wainer (1995), a medida que um dado composto migra ao longo de uma
coluna, os picos tendem a alargar, reduzindo a eficiéncia e a resolugdo da coluna cromatografica, ou

seja, a area do pico é diretamente proporcional a concentragdo do composto eluido.
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Os picos obtidos apresentam uma distribuigdo gaussiana e surgem a partir de movimentos
aleatdrios de moléculas a medida que migram ao longo da coluna, originando uma gama de tempos

de retencgao para cada analito (Lough & Wainer, 1995).

e Curvas de calibragao

Quando ¢ feita uma analise quantitativa, a calibracdo € uma etapa essencial para obter-se uma
resposta do sistema face a uma dada substincia. Esta resposta obtém-se através das curvas de
calibragdo, tracadas através da funcdo que relaciona o sinal do equipamento em fungao da

concentracao das solugdes padrao, que abrangem toda a gama de trabalho (Portugal, 2004).

e Gama de trabalho

A gama de trabalho de um procedimento de analise cromatografico corresponde ao intervalo entre
a concentragao mais alta e a mais baixa dos compostos onde o método de ensaio € aplicavel e para
a qual foi demonstrado que o procedimento analitico tem uma precisdo, exatiddo e linearidade

aceitaveis (Gaffney, 2011).

e Limiares analiticos do método

> Limite de Detegao (LD)
O LD corresponde a um limiar minimo de concentragdo acima do qual um dado analito pode ser
detetado, com uma certeza estatistica razoavel (Portugal, 2004; Coleman et al, 1997). Contudo, de
acordo com Portugal (2004), uma leitura inferior a este limite n&do exprime obrigatoriamente a

auséncia do analito da amostra.

LD =3xSy

(Equacao 2.4.)

Onde S,, corresponde desvio padrao correspondente a varias leituras do branco ou da solugéo
com concentragdo mais baixa da gama de linearidade.

Através da razdo Sinal/Ruido (S/N), comparam-se o sinal das solugdes contendo o analito em
concentragcdes muito baixas com o sinal de um ensaio em branco, sendo a razao 3:1 a utilizada mais
frequentemente.

> Limite de Quantificagado (LQ)

O LQ corresponde a mais baixa concentracdo que pode ser quantificada dentro dos limites de
precisao e exatiddo do método, durante as operagdes de rotina do laboratério e em condigbes usuais.
(Portugal, 2004)

LQ =10 x S

(Equacéo 2.5.)

Onde S,, corresponde desvio padrao correspondente a varias leituras do branco ou da solugéo
com concentragdo mais baixa da gama de linearidade.

Através da razdo Sinal/Ruido (S/N), comparam-se o sinal das solugdes contendo o analito em
concentragdes muito baixas com o sinal de um ensaio em branco, sendo a razao 10:1 a utilizada mais

frequentemente.
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Quando se fala em limiares analiticos, deve-se ter em conta que existem trés zonas analiticas
principais (Figura 2.3.), sendo que o LD corresponde ao inicio da zona em que € possivel distinguir
com confianga estatistica (95%) o sinal do branco do sinal da amostra, sendo possivel indicar se o
analito estd ou ndo presente; a gama entre LD e LQ é considerada como a zona de detegéo

qualitativa e o LQ a zona de detegao quantitativa (Currie, 1999; Currie, 1968).

ZONA 1 ZONA2 ZONA 3
Desconhecida Analise Qualitativa | Analise Quantitativa
Sinal Medido
LD LQ

Figura 2.3. - Principais zonas analiticas na analise de compostos
(Adaptado de: (Currie, 1968))

2.1.4. Equipamento de HPLC

Um equipamento de HPLC é constituido por uma bomba, um injetor, uma coluna cromatogréfica,
um detetor e um sistema de tratamento de dados (computador) (Neng, 2011; Marcos, 2011), tal como

ilustrado na Figura 2.4..

Reservatdrio da

fase mavel 7 ~
B b

Injetor ii.

Coluna —#

Bomba __

Q\

~

/ Sisterna de
Detetor  30uisicdo de dados

Figura 2.4. — Equipamento de HPLC (Neng, 2011)

e Coluna Cromatografica
A coluna cromatografica € a componente do sistema de LC onde ocorre a separagao e, regra

geral, sao revestidas por tubos de ago inoxidavel e nos seus extremos possuem filtros de titanio
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poroso, possibilitando assim a obtencdo de um fluxo uniforme (Acurcio, 2007; Santos, 2000;
Rodrigues, 1999).

A temperatura da coluna é um fator muito importante, uma vez que permite o controlo da
viscosidade do solvente. Assim, quando a coluna é aquecida, a viscosidade € reduzida, diminuindo
assim a pressao requerida e viabilizando a passagem de maiores fluxos. Contudo, deve-se ter em
consideragdo que temperaturas demasiado elevadas podem degradar a fase estacionaria e diminuir o
tempo de vida da coluna cromatografica (Acurcio, 2007; Santos, 2000; Rodrigues, 1999).

A cromatografia de fase reversa utiliza fases estacionaria e mével, respetivamente, apolar e polar.
Contrariamente a cromatografia classica, a eluicdo dos compostos polares ocorre primeiro do que a
dos apolares (Acurcio, 2007).

e Fase Moével

Os solventes utilizados num sistema de HPLC devem de ser puros, ou seja, € necessario uma
filtracdo a vacuo prévia. Esta condicdo é essencial para que nao ocorra degradagao das colunas
dispendiosas e para que o ruido de fundo no detetor seja minimo (Rodrigues, 1999).

Os reservatorios da fase movel sdo de vidro ou acgo inoxidavel e os tubos que sdo ai colocados

possuem um filtro muito fino que rejeita particulas com mais de 2-5 um (Santos, 2000).

e Bomba

O desempenho da bomba afeta diretamente o tempo de retengdo, a reprodutibilidade, a
sensibilidade do detetor e a estabilidade do fluxo produzido (Santos, 2000), afetando também o
desempenho de todo o processo cromatografico (Acurcio, 2007).

Podem construir-se gradientes até quatro solventes, sendo a mistura bombeada na coluna a alta
pressao. Este processo de constru¢do do gradiente €& programado e controlado eletronicamente
(Santos, 2000; Rodrigues, 1999).

e Valvula de injegéao

O método mais utilizado para a injecdo de amostras esta baseado num sistema de injecdo que
contém um tubo capilar de ago, com diferentes dimensdes, que mede um volume fixo. A amostra é
introduzida na valvula através da seringa e enche o espaco exterior do tubo capilar (Acurcio, 2007;
Santos, 2000; Rodrigues, 1999).

e Detetores

A escolha do detetor a utilizar depende das propriedades exibidas pelos compostos a analisar
(Acurcio, 2007).

A funcao do detetor € monitorizar o fluxo da fase mével na saida da coluna, medindo de forma
continua as propriedades fisicas ou fisico-quimicas da amostra ou da solugdo que a contém. Esta
medigao é feita quando o eluato da coluna com os componentes separados passa através do detetor,
sendo que o sinal registado é diretamente proporcional & concentracdo do componente na amostra
(Rutz, 2009; Santos, 2000).
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De acordo com Rutz (2009), considera-se o detetor ideal aquele que possui alta sensibilidade,

elevada estabilidade, linearidade, fornega leituras continuas e uma resposta universal.

2.1.5. Funcionamento do HPLC

O funcionamento de um equipamento de cromatografia liquida comega com a injecdo da amostra
no inicio da coluna. De seguida, a bomba de alta pressdo impele a passagem da fase mével e dos
analitos através da coluna, onde ocorre a separagédo dos componentes. Quando a separagao termina,
cada componente é eluido da coluna e registado sob a forma de pico, de acordo o seu tempo de
retencdo, originando o cromatograma. Posteriormente, os dados s&do processados no sistema de

tratamento de dados selecionado para o efeito (Marcos, 2011).

2.2. Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (UPLC)

A HPLC é uma técnica que ganhou relevancia nos ultimos 30 anos. Esta € uma técnica de valor
comprovado e tem sido utilizada em laboratérios de todo o mundo (Swartz, 2005).

As técnicas de separagdo por cromatografia liquida oferecem um enorme poder de resolugéo,
detecao, quantificagdo, bem como uma grande rapidez e aplicabilidade a diferentes tipos de amostras
e sofreram uma grande evolugéo até ao HPLC, e mais recentemente ao UPLC, permitindo separar e

analisar amostras complexas (Rutz, 2009).

2.21. Do HPLC ao UPLC

O método de HPLC é o método de separagdo classico, possuindo determinadas vantagens,
nomeadamente, robustez, facilidade de uso, boa seletividade e sensibilidade ajustavel (Srivastava et
al, 2010). Ao utilizar este método, a escolha do tamanho das particulas deve ser um fator a
considerar, uma vez que a medida que o tamanho da particula € menor, maior a pressao a que a
coluna do sistema de HPLC esta sujeita. Assim sendo, esta pode ser uma limitagdo preponderante
neste tipo de método (Novakova et al, 2006).

A popularidade da HPLC deve-se as vantagens que apresenta face a LC classica. As separagbes
cromatograficas que ocorriam durante horas ou mesmo dias utilizando a LC classica, podem
atualmente demorar apenas minutos ou segundos com recurso a HPLC (Silva, 2010). Contudo, ao
longo de varios anos, os investigadores cingiram a sua pesquisa a rapidez dos métodos
cromatograficos, negligenciando a resolucao das analises em funcdo de um menor tempo de corridas
das mesmas (Swartz, 2005).

A técnica de UPLC beneficiou dos continuos avangos tecnoldgicos obtidos no desempenho
quimico das particulas, na optimizacdo dos sistemas de separagéo, nos tipos de detetores e no
processamento e controlo dos dados (Swartz, 2005). Aliado a estes avangos, a técnica concedeu
ainda melhorias em trés éareas: velocidade de analise, resolugdo e sensibilidade cromatografica
(Srivastava et al, 2010).

Utilizando particulas com dimensdes inferiores a 2 um e fases moéveis com elevadas velocidades
lineares aliadas a uma instrumentacao que opera a pressdes mais elevadas do que as adoptadas em

HPLC, a técnica de UPLC promove aumentos na resolugao, sensibilidade e velocidade das analises
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(Figura 2.5.). Esta nova categoria da ciéncia de separagdo analitica mantém a objetividade e os
principios da técnica de HPLC, possibilitando uma melhoria funcional no desempenho cromatografico
(Swartz, 2005).

Particula HPLC
201 de 10 um
H Particula
E L de R im
T
P 104 Particula
m de R85 1im
My e e .
i Sistema ACOUITY LIPI ™
5 g
Particula i
de 17 1m i
|
0 - L ; T .
0 1 2 3 4 5 6 7
| Fluxo (mL/min) Velocidade | inear (v mm/s)
ID=1.0mm 0.04 0.07 0.10 0.13 0.17 0.20 0.24
ID=2.1mm 0.15 0.3 0.45 0.6 0.75 0.9 1.05
ID =46 mm 0.7 1.4 2.1 2.8 3.5 4.2 49

Figura 2.5. - Curva de Van Deemter, ilustrando a evolugdao do tamanho das
particulas nos ultimos 30 anos (Swartz, 2005).

A evolugdo de uma técnica para a outra, exigiu o desenvolvimento de um novo sistema
instrumental para cromatografia liquida, podendo esta extrair dividendos ao nivel do desempenho de
separagao e da consisténcia das pressdes. A eficiéncia é proporcional ao comprimento da coluna e
inversamente proporcional ao tamanho de particula, podendo assim diminuir-se o tamanho da coluna

sem perda de resolucéo da técnica (Srivastava et al, 2010).

2.2.2. Principio basico do UPLC e principais vantagens
De acordo com Srivastava et al (2010), a técnica de UPLC tem como base a técnica de HPLC e

pode ser considerada como uma nova dire¢ao para a cromatografia liquida.

Sendo uma evolugéo da técnica de HPLC, a UPLC funciona de acordo com os mesmos principios
de separagdo. Assim sendo, os principios subjacentes a esta evolugdo s&o também regidos pela
equacdo de Van Deemter (Equagdo 2.6.), formula empirica que descreve a relacdo entre a
velocidade linear e a altura equivalente a um prato tedrico (H ou HETP). Assim sendo, o desempenho
cromatografico de um dado composto pode ser investigado tragando uma curva associada a esta
equacgao (Swartz, 2005).

H=A+-+Cp

(Equacgéo 2.6.)
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Onde,
H - Altura equivalente a um prato teérico
- Velocidade linear da fase mével

A - constante de alargamento dos picos devidos aos diferentes caminhos seguidos pelas
moléculas do analito

B - Constante relacionada com a difusao longitudinal ou difusdo do soluto na fase maével

C - Constante de transferéncia de massa do analito entre a fase modvel e a fase estacionaria
(Swartz, 2005).

As vantagens associadas a técnica de UPLC sado débvias, uma vez que os mecanismos de
alteracao e os principios cromatograficos permanecem inalterados, ocorrendo melhorias significativas
na sensibilidade, velocidade e resolugao (Srivastava et al, 2010; Novakova et al, 2006).

A principal vantagem do ponto de vista da analise é a expressiva redugcdo do seu tempo-de-
corrida, o que incita a diminuigdo do consumo do solvente utilizado (Novakova et al, 2006).

De acordo com Srivastava et al (2010) e Novakova et al (2006), esta técnica também possui
algumas desvantagens comparativamente com a técnica convencional de HPLC, sendo que as mais
evidentes estdo associadas a pressao de trabalho, que leva a uma diminui¢gado do tempo-de-vida das
colunas e a uma maior necessidade de manutengdo do sistema; bem como a diminuicdo da

repetibilidade das areas dos picos dos cromatogramas.

2.3. Espetrometria de Massa como Sistema de Detecao

Os espetrometros de massa (MS) funcionam através da ionizagdo das moléculas e posterior
separacgao e identificagdo dos ibes e podem ser divididos em trés partes fundamentais: fonte de ides,
onde sdo produzidos os ides, o analisador de massas que os separa e o detetor (Madeira, 2010;

Gongalves, 2007), tal como o indicado na Figura 2.7..

> Analisador >

de Massas Detecgdo de

ides

Fonte de ides

ok l

L !
*Sélido Espectro de Massa
« Liquido
* Gasoso

Andlise de dados

Figura 2.6. - Componentes basicos de um Espetrometro de
Massas (Adaptado de: (Gaffney, 2011))
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Os MS (Figura 2.6.) funcionam através da ionizacdo das moléculas e posterior separacédo e
identificacdo dos ibes de acordo com a razdo massa/carga (m/z), registando a abundéncia relativa
dos i6es em fungéo desta razao (Madeira, 2010).

O funcionamento de um MS inicia-se com a introdu¢cdo da amostra na fonte de ionizagdo do
instrumento, onde as moléculas sao ionizadas. Posteriormente, os ides sdo conduzidos para o
analisador de massas, onde sdo separados de acordo com a respetiva razdo m/z. De seguida ocorre
a detecdo dos ides, conseguida através de sistemas que medem e registam a abundéncia relativa,
dando origem a um espetro de massa. Por fim, este espetro é registado num sistema informatico de

aquisicao de dados (Madeira, 2010; Gongalves, 2007).

2.3.1. Métodos de ionizagao

A primeira etapa da analise de moléculas por espetrometria de massa consiste na formagao de
ides (Ramos, 2005).

Segundo Ramos (2005), a geracdo de um grupo de ides carateristicos de uma substancia a partir
das suas moléculas originais e o registo das respetivas abundancias relativas em fungédo das
respetivas razdes massa/carga constitui o espetro de massa dessa substancia.

Atualmente existem diversos métodos de ionizagdo, consoante as substancias em analise e as
diferentes aplicagdes. (Ramos, 2005), tais como ionizagdo por impato eletrénico (El), ionizagdo
quimica (Cl), bombardeamento por atomos rapidos (FAB), Termospray (TSP), ionizagdo por
Eletrospray (ESI), ionizagdo quimica a presséo atmosférica (APCI) e ionizagédo por desorgéo por laser
assistida por matriz (MALDI) (Gongalves, 2007).

2.3.2. Analisador de Massas

A principal fungéo do analisador de massa € separar os ibes formados na fonte de ionizagao, de
acordo com as suas razbes m/z (Gaffney, 2011).

O desenvolvimento de espetrometros de massas de multiplos estagios, nomeadamente dos
triplos e pentaquadrupolos, lon Traps, TOF, entre outros, permitiu o0 acesso a técnicas de
espetrometria de massa em série (MS/MS) e a um aumento das potencialidades analiticas desta
técnica (Diniz, 2011).

Em cromatografia liquida associada a espetrometria de massa (LC-MS), um dos analisadores
mais comuns € o Quadrupolo, que utiliza a estabilidade da trajetéria em campos elétricos oscilantes
para proceder a separagéo dos ides (Gaffney, 2011).

Um Quadrupolo pode operar em Modo de Varrimento Continuo (Full Scan) e em Modo de
Monitorizacao Seletiva de |6es (SIM) (Gaffney, 2011).

Em Full Scan, os ides resultantes dos processos de ionizagdo e fragmentagdo na fonte séo
detetados, correspondendo a totalidade do espetro de massa, permitindo a identificagdo dos
compostos em analise. Contudo, o nimero de ides a detetar € maior, diminuindo a sensibilidade do
analisador (Gaffney, 2011).
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Em Modo SIM, a detegao é seletiva e é realizada apenas a um ido ou a um pequeno grupo de ides
carateristicos dos analitos objeto de estudo, aumentando a sensibilidade da detecdo e a sua
especificidade (Gaffney, 2011).

2.4. Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia associada a Espetrometria de Massa
Tandem, com ionizagao de Eletrospray (UPLC-ESI-MS/MS)

241. Técnica hifenada

Quando se associa um processo como a cromatografia a outros instrumentos, constituindo um
sistema analitico integrado, encontramo-nos perante uma técnica hifenada. Estas técnicas tém sido
de grande utilidade em analises quimicas ambientais, uma vez que sdo complementares, sendo que
a LC separa os componentes da mistura e a espetrometria de massa identifica os compostos em
estudo (Portugal, 2004).

A cromatografia liquida associada a espetrometria de massa tandem (LC-MS/MS) é a escolha
mais adequada para a analise de substancias que apresentam baixa volatilidade e/ou instabilidade
térmica, uma vez que a LC é muito efetiva na separagdo dos analitos e a MS/MS permite a sua
identificagdo e/ou confirmagao em concentragdes vestigiais, assim como a sua quantificagéo (Queiroz
et al, 2011).

De acordo com Queiroz et al (2011), a combinagdo de UPLC-MS/MS fornece vantagens

significativas em relacao a seletividade, detetabilidade e velocidade de analise.

242. Espetrometria de Massa tandem (MS/MS)

A MS/MS, devido a sua versatilidade, rapidez e capacidade de analisar varios compostos
importantes num Uunico equipamento, € um dos mais importantes avangos na area da quimica
analitica (Bakhtiar & Guan, 2006).

A MS/MS é uma configuracéo instrumental alongada, conferindo uma maior seletividade a analise.
Este método consiste na disposicdo em série de trés quadrupolos, que permite a dete¢gao dos valores
do racio do sinal obtido para os valores de m/z dos ides produto selecionados para cada composto
em analise (Rice, 2009).

Na analise de farmacos em matrizes ambientais, o0 MS/MS opera no modo Monitorizagdo de
reagbes multiplas (MRM), que consiste na selegdo de reagbes de fragmentacdo especificas. Neste
modo de operagao, os dois quadrupolos estdo em modo S/M, nio existindo varrimento, permitindo a
focagem nos ides percursores e produtos por maiores periodos de tempo, conferindo ao método
maior sensibilidade e seletividade (Gaffney, 2011).

De acordo com Gaffney (2011), o triplo quadrupolo (TQ) é um instrumento de baixa resolugao,
sendo por isso necessaria a selegdo de um ido percursor e a aquisi¢ao de dois ides produto, por cada
composto em analise. Assim sendo, o modo de operagéo utilizado € o MRM, sendo a monitorizagao
dos analitos efetuada através da selegao de duas transicbes MRM carateristicas de cada analito
(MRM1 e MRM2).
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Utiliza-se a transicdo MRM1 para a quantificagdo do analito, uma vez que é a transi¢do cujo sinal
tem maior intensidade e a razdo MRM1/MRM2 para a qualificacdo do analito, através da definicao

dos coeficientes de variagdo aplicaveis a este racio (Gaffney, 2011).

243. lonizagao em Eletrospray (ESI)

A lonizacdo por Eletrospray (ESI) pode operar a pressao atmosférica e pode ser associada a
analisadores de massa (Ramos, 2005).

De acordo com Madeira (2010), a ESI distingue-se de outras técnicas de ionizagéo devido:

e A sua capacidade para produzir ides multiplamente carregados,

e A capacidade de ser associada a inimeras técnicas de separagdo, uma vez que as amostras
para analise sdo introduzidas em solugao; e

e Quase inexisténcia de fragmentagdo dos analitos em estudo, devido ao carater suave da
ionizagao.

A ESI pode ser dividida em trés etapas, iniciando-se com a formacdo de um spray eletricamente
carregado, ocorrendo de seguida uma redugdo acentuada do tamanho das gotas e, por ultimo, a
libertagédo dos ides completamente desolvatados (Gaffney, 2011).

A ESI possui uma carateristica extremamente importante do ponto de vista analitico, uma vez que
este método forma ides multicarregados para determinados compostos de peso molecular elevado,
estando assim a razdo m/z suficientemente baixa para que os compostos possam ser detetados,
independentemente dos limites de dete¢do dos espetrometros de massa utilizados (Gongalves, 2007;
Ramos, 2005).

244, Funcionamento da técnica hifenada UPLC-ESI-MS/MS

Apbés realizada a extracdo de amostras por extracdo em fase sdlida (SPE), estas s&o introduzidas
no sistema cromatografico que opera em modo MRM, sendo selecionados um ido percursor e dois
ibes-produto carateristicos (Adaptado de: (Tendinha, 2009)).

De seguida, apos separagao por UPLC, a amostra € bombeada para o MS/MS, que trabalha em
modo de ionizacao ESI, ocorrendo a nebulizagédo e desolvatagdo da amostra. Posteriormente, os ides
sao transferidos para o primeiro quadrupolo (Q4), onde ocorre a filtragdo dos ides selecionados, de
seguida para o segundo quadrupolo (Q3), onde os ides sdo fragmentados e, por ultimo, sendo
reencaminhados para o terceiro quadrupolo (Q3), onde ocorre uma nova filtragdo que permite isolar e
analisar ao pormenor os ides produto (Tendinha, 2009), tal como ilustrado na Figura 2.7., permitindo

a identificacdo e quantificagdo dos compostos em estudo.
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Fantic e Analisador de Massas TQ

N
[

Quadrupala 1 (1) Quadrupalo 3(Q3)

D I~ (| === ]

T /el ==
{ | = | Ll
Célula ds Calizao (Q) Detetor
Bombade
impulsaa
dosides

Figura 2.7. - Triplo Quadrupolo MS (Adaptado de: (Tendinha, 2009))

De um modo geral, apos a separagéo por UPLC, os ides sao transferidos para o Q, posicionado a
direita da fonte, onde ocorre a filtragao dos ides antes de chegarem a célula de colisdo (Q3) onde sao
fragmentados. Posteriormente, os fragmentos de ides formados na célula de colisdo sdo enviados
para o Qs, através de outra filtragcdo de ides, permitindo ao operador isolar e analisar ao pormenor um
ido percursor e um ido produto. Assim sendo, uma vez que os ides fragmentos constituem parte de
um percursor, representando por¢gdes da estrutura completa da molécula percurora, um espetrémetro
de massa TQ pode ser utilizado desta forma para identificar e quantificar determinados compostos,
tais como os EDC. (Tendinha, 2009)
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3. Capitulo lll: Extracdo em fase sélida (SPE)

3.1. Introdugao

Nos ultimos anos, parte da investigagao realizada na area da quimica analitica tem tido como
objetivo a determinagdo de compostos organicos em concentragbes vestigiais, o que implica o
desenvolvimento de técnicas analiticas sensiveis e especificas, com procedimentos experimentais
longos e pouco expeditos (Bila et al, 2007).

O desenvolvimento e aperfeicoamento de novos métodos analiticos permitiram a identificacdo e
avaliagcdo dos efeitos bioldgicos em matrizes ambientais de outros compostos organicos,
denominados como Compostos Emergentes, cujo estudo é aprofundado em linhas de investigagao
prioritarias dos principais organismos associados a protegcdo da saude publica e do ambiente (Bila et
al, 2007).

Na anadlise de poluentes organicos de concentragdes ao nivel vestigial, designados por
micropoluentes, existem dois procedimentos essenciais: a separagdo analitica/detecdo dos
compostos e a preparagdo da amostra, esta ultima fundamental para o procedimento analitico
(Portugal, 2004).

De acordo com Zwir-Ferenc & Biziuk (2006) e Portugal (2004), devido ao carater vestigial da
amostra, € crucial proceder-se a um tratamento prévio da amostra. Estes métodos de preparagao da
amostra tém como principal objetivo concentrar os analitos de interesse (diminuir os limites de
quantificagdo) e eliminar os interferentes presentes nas amostras e, de acordo com Queiroz et al
(2001), este processo culmina com a obtencdo de uma sub-fragdo da amostra original enriquecida
com as substancias de interesse analitico, para que se obtenha uma separagado cromatografica livre
de interferentes, com dete¢cao adequada e um tempo razoavel de analise.

A extracdo em fase sdlida (SPE) é a técnica de preparagdo da amostra de melhor reputacdo em
termos de rapidez e seletividade. A sua versatilidade permite a utilizagcao desta técnica em diversos
campos, nomeadamente, purificacdo, dessalinizagdo, fracionamento, entre outros (Zwir-Ferenc &
Biziuk, 2006).

3.2. Desenvolvimento histérico da SPE

A SPE remonta aos primérdios dos anos 70, altura em que foram utilizadas colunas preenchidas
com resina para concentrar os poluentes organicos presentes em amostras de agua. Contudo, o
verdadeiro impulso foi dado anos mais tarde através de outros ensaios utilizando carvao ativado, de
forma a acumular solutos organicos antes da analise (Zwir-Ferenc & Biziuk, 2006; Fritz, 1999;
Hennion, 1999).

De acordo com Fritz (1999), nas décadas seguintes, o desenvolvimento e utilizagcdo da SPE
difundiu-se em larga escala, tendo originado a realizagdo de inumeros simpésios e a publicacdo de
artigos cientificos em revistas e em livros abordando esta temética. Assim sendo, a divulgacéo desta
técnica de preparagdo de amostras auferiu de grande popularidade a partir dos anos 90, tendo

progredido ao longo dos tempos, muito devido as pressdes existentes no sentido de redugédo dos
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volumes dos solventes orgéanicos utilizados em laboratdrio, bem como a necessidade de aumentar as
recuperagdes de analitos polares parcialmente solGveis em agua.

Em constante atualizagido, a técnica de SPE baseia-se nas propriedades das superficies sélidas
para adsorver compostos organicos, fendmeno reconhecido como analiticamente vantajoso durante o
desenvolvimento das técnicas de cromatografia no inicio do século XX. Assim sendo, nas duas
primeiras décadas de estudos, foi prioritaria a investigagdo de novos tipos de adsorventes. Este
estudo tem sido continuo até aos dias de hoje, com a diferenga de que atualmente se procuram obter

fases sdlidas apropriadas para uma determinada aplicagéo especifica (Portugal, 2004).

3.3. Principios Gerais

A SPE é um método de separagao que utiliza uma fase soélida ou uma fase liquida sob um suporte
sélido para isolar um determinado analito de uma solugao (Rial-Otero et al, 2007).

Citando Rial-Otero (2007), a SPE é baseada na afinidade preferencial dos solutos desejaveis e
indesejaveis por um material solido ou um sélido revestido com um filme liquido ou que apresente
cargas superficiais. Este método de preparagdo de amostras pode ser utilizado nas etapas de
concentracdo e de lavagem e higienizacdo (“clean-up®) de uma amostra antes da analise
cromatografica ou de outros métodos analiticos para quantificar os analitos presentes. A fase sélida
adsorvente deve ser condicionada e ativada com um solvente apropriado para que os analitos sejam
efetivamente separados da fase liquida.

A SPE envolve a interagdo de uma amostra liquida ou gasosa com uma fase soélida ou adsorvente,
onde o analito é seletivamente adsorvido na superficie da fase sélida. A fase liquida é entdo separada
da fase sélida e outros solventes sdo adicionados. O primeiro solvente utilizado tem como finalidade a
remogao de possiveis componentes da matriz adsorvida; eventualmente um solvente de eluigao é

colocado em contato com o sorvente para seletivamente dessorver o analito (Quinete, 2005).

3.4. Conceitos tedricos
Para uma melhor compreensdo deste mecanismo de extragdo, € importante definir alguns

conceitos base, nomeadamente, a retencgao, a eluicdo, a capacidade e a sua seletividade.

e Retencédo
A retengdo é o fendmeno resultante da atragdo existente entre o enchimento e o analito. Esta

atracdo promove a imobilizagdo do analito na superficie do enchimento e depende das propriedades
do analito, do solvente e do enchimento, variando consoante os mesmos (Portugal, 2004; Ramos et
al, 1996).

e Eluicdo
A eluicdo é o processo pelo qual um analito € removido do enchimento onde ficou retido. Esta
remogao é feita com um solvente cuja afinidade com o analito € maior do que a afinidade ente o

analito e o enchimento onde este ficou contido (Ramos et al, 1996).
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e Capacidade

A capacidade expressa-se pela percentagem de componente retida em relacdo a massa total de
enchimento, ou seja, este conceito € avaliado pela quantidade de analito e demais
componentes/interferentes da amostra veiculados por um dado solvente que é capaz de ficar retida

numa determinada massa de enchimento (Ramos et al, 1996).

e  Seletividade

Define-se por seletividade a possibilidade que o enchimento tem em reter prioritariamente o analito
pretendido entre os outros componentes da matriz. Consequentemente, a seletividade de um dado
enchimento é maior quando este retém apenas um componente da matriz, que sera o analito
(Ramos, et al, 1996).

3.5.Principais etapas da SPE

O principio da técnica de SPE é semelhante ao da extracao liquido-liquido (LLE). Contudo, em vez
de duas fases liquidas imisciveis, a SPE envolve uma particao entre um liquido (matriz da amostra ou
do solvente com analitos) e um solido (que sera o sorvente) (Zwir-Ference & Biziuk, 2006).

De uma forma mais abrangente, os procedimentos de SPE englobam 5 etapas: i) escolha do
enchimento; ii) condicionamento do adsorvente; iii) introdugdo da amostra; iv) limpeza e secagem da
coluna; v) eluicao e recolha do analito; tal como apresentado na Figura 3.1. (Queiroz et al, 2001; Fritz,
1999).

Passo | Passo Il Passo lll Passo IV Passo V
condicionamento  introdugéo lavagem/ eluigdo
escolha do enchimento da amostra secagem

Apolar Polar

i?b '

Troca iénica Adsorgdo

Figura 3.1. - Etapas gerais da técnica de prepara¢ao de amostra
em SPE (Almeida et al, 2004)

i) Escolha do enchimento

N&o existe um material sdélido universal capaz de reter tipos de compostos significativamente
distintos nas mais variadas aplicagdes. Assim sendo, o tipo de enchimentos sélidos devem ser

selecionados de acordo com os mecanismos de retencao pretendidos, podendo ser classificados em
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enchimentos polares, apolares, de troca idnica e de adsor¢cédo (Zwir-Ferenc & Biziuk, 2006; Barceld,
2000; Ramos et al, 1996).

Regra geral, os materiais de enchimento por adsorcdo utilizados em SPE s&o similares aos
utilizados na cromatografia liquida, ou seja, podem ser utilizados materiais tdo distintos como carvao
ativado, alumina, silica gel, silicato de magnésio (Florisil), entre outros (Zwir-Ferenc & Biziuk, 2006;
Queiroz et al, 2001).

ii) Condicionamento

As cadeias alquilo de determinados grupos funcionais tornam a superficie da silica hidrofébica,
embora a silica seja um composto hidrofilico. Assim, é preponderante uma preparagédo prévia do
adsorvente, de forma a promover um contato eficaz entre a amostra aquosa e o adsorvente, ou seja,
deve-se proceder ao condicionamento do enchimento com a finalidade de ativa-lo. Este
condicionamento é fungéo da natureza do analito e baseia-se no principio “polar dissolve polar” (Zwir-
Ferenc & Biziuk, 2006; Queiroz et al, 2001; Barcelo, 2000).

iii) Introducdo da amostra
A amostra é forgada a passar através da fase sdlida (vacuo ou presséo), a fluxo constante e para

que os analitos fiquem retidos no adsorvente (Fritz, 1999).
De acordo com Zwir-Ferenc & Biziuk (2006) e Fritz (1999), os mecanismos de retengédo do analito
dependem da natureza deste, da natureza do solvente e do tipo de enchimento selecionado, pelo que

a percentagem de retengdo de um analito & variavel.

iv) Lavagem e Secagem

Este passo é extremamente importante para a limpeza da coluna e remogédo de interferentes
menos retidos que o analito (Queiroz et al, 2001).

De acordo com Fritz (1999), a escolha do solvente de lavagem deve ser feita considerando o risco
de uma eluicdo parcial do analito. Assim sendo, é crucial utilizar-se uma mistura de agua com 5-20%
de um solvente orgéanico, permitindo a remocéao de materiais da matriz e de sais inorganicos.

Na secagem, aplica-se um baixo vacuo durante alguns minutos ou ocorre a passagem de ar ou
azoto através da coluna, para que se remova 0 maximo agua possivel previamente a eluigao (Fritz,
1999).

v) Eluicdo dos analitos
Os analitos adsorvidos na fase sdlida sao extraidos para uma fase liquida organica adequada a

analise. Esta extragdo ocorre devido a maior afinidade dos analitos para o solvente do que para o
enchimento (Fritz, 1999).

Apods a eluicdo do analito, procede-se a concentragdo do mesmo para eliminagdo do solvente.
Esta concentracdo é crucial para que os limites de detecdo do analito em estudo sejam reduzidos.
Posteriormente, o extrato da amostra, ja concentrado, é introduzido no sistema cromatografico
(Almeida et al, 2004).
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3.6. Vantagens do SPE

A SPE é uma técnica de preparagdo de amostras para analises cromatograficas extremamente
poderosa e surgiu como uma alternativa a LLE, sendo mais simples, com menor custo e de facil
automatizagéo (Zwir-Ferenc & Biziuk, 2006).

De acordo com Zwir-Ferenc & Biziuk (2006) e Fritz (1999), a SPE possui inUmeras vantagens
comparativamente com outras técnicas de preparagao mais tradicionais, tais como: simplicidade,
rapidez, baixo custo, fornecer extratos relativamente livres de interferentes, elevadas recuperacoes,
com boa exatiddo e precisdo para os analitos de interesse, reducdo dos volumes de solvente

utilizados e capacidade para extrair simultaneamente analitos de varias gamas de polaridade.

3.7. Eficiéncia do SPE

A eficiéencia do SPE pode ser demonstrada através de ensaios de recuperagdo em matrizes
diversas.

A percentagem de recuperagdo em aguas brutas e aguas de consumo para os compostos em

analise encontra-se na Tabela 3.1..

Tabela 3.1. - Ensaios de recuperagao em aguas brutas e aguas de consumo

para os compostos em analise (ME 72, 2009)

Composto Recuperagao (%) Recuperacgao (%) Recuperacao (%)
em em em

agua superficial agua subterranea agua de

consumo
Estriol 53,3 71,1 79,9
Bisfenol A 71,9 72,8 92,0
Dietilestilbestrol 80,5 56,9 100,5
Estrona 72,5 62,7 81,2
B - Estradiol 67,0 68,4 80,0
Etinilestradiol 69,1 60,6 86,6
Progesterona 37,9 59,7 57,5
Octilfenol 81,0 49,7 86,0
Mestranol 66,2 53,1 61,9
Nonilfenol 71,3 62,7 74,8
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4. Capitulo IV: Metodologia de Analise de Amostras de Agua

4.1. Plano de Amostragem

No periodo compreendido entre 8 de Fevereiro e 10 de Abril de 2012, foram recolhidas 60
amostras de agua da rede da EPAL, englobando aguas brutas (captagdes superficiais e
subterrdneas) e aguas tratadas (adutores, reservatdrios, rede de distribuicao) (Anexo ).

No decorrer do més de Julho, foram recolhidas 24 amostras de aguas residuais provenientes da
ETAR de Beirolas. Estas amostras foram recolhidas em 6 pontos de amostragem diferentes, através

de um amostrador automatico, de modo a garantir a representatividade da amostra.

4.1.1. Captacoes
Foram recolhidas 13 amostras de captagdes subterraneas, sendo que 6 pertencem aos pogos das
Lezirias (Bacia do Tejo), 3 pertencem aos pogos de Alenquer e 3 pertencem aos pogos da OTA e 1

amostra de uma captagéao superficial (Captacéo do Rio Tejo em Valada do Ribatejo).

4.1.2. Estacdes Elevatodrias
Foram recolhidas 3 amostras provenientes de Estagdes Elevatdrias que compdem o sistema de

abastecimento da EPAL.

4.1.3. Reservatoérios
Foram recolhidas 33 amostras provenientes de reservatérios da rede de distribuicdo de Lisboa, de

diferentes zonas da cidade.

4.1.4, Agua Tratada
Foi recolhida uma amostra de agua tratada a saida da estagéo de tratamento de agua de Vale da
Pedra.

4.1.5. Aguas residuais da ETAR de Beirolas

Foram recolhidas 24 amostras de aguas residuais, sendo que os 6 pontos de amostragem de
aguas residuais foram uma estacdo elevatédria, o afluente de entrada na ETAR, o efluente do
desarenador, o efluente proveniente da decantagdo primaria, o efluente proveniente da decantagéo
secundaria e o efluente de saida da ETAR.

De cada um dos 6 pontos de amostragem, foram recolhidas 4 amostras compostas semanais,

durante um més.

4.2. Padroes Analiticos

. Estriol 99,5%, Dr. Ehrenstorfer

. Bisfenol A 98,5%, Dr. Ehrenstorfer

e Dietilestilbestrol 99,5%, Dr. Ehrenstorfer
. Estrona 99,5%, Dr. Ehrenstorfer

e - Estradiol 96,0%, Dr. Ehrenstorfer

e  Etinilestradiol 99,0%, Dr. Ehrenstorfer
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e  Progesterona 99,0%, Dr. Ehrenstorfer
e  QOctilfenol 98,5%, Dr. Ehrenstorfer
. Mestranol 98,0%, Dr. Ehrenstorfer

e  Nonilfenol 99,3%, Dr. Ehrenstorfer

4.3. Solventes e Gases

4.3.1. Solventes
e Metanol para cromatografia liquida, Pureza = 99,8%, Merck; téxico, facilmente inflamavel, R:

11-23/24/25-39/23/24/25, S:7-16-36/37-45;

e Acetona para analise de residuos, Pureza = 98,0%, Merck; faciimente inflamavel, irritante, R:
11-36-66-67, S:9-16-26;

e Solugdo Amoniaco, 25%, Merck; Corrosivo, Perigoso para o ambiente, R: 34-50, S: 26-
36/37/39-45-61;

e  Agua Ultrapura, Milipore.

4.3.2. Gases

e Azoto - como gas de nebulizagao, de desolvatagdo e de cone no espectrometro de massa
(proveniente do gerador de azoto). Em garrafa, como gas de auxilio na evaporagéo de solventes no
sistema de concentragdo de amostras (Turbovap).

e Argon C55 - em garrafa, como gas de colisdo no espetrometro de massa.

4.4. Preparacao de Solugoes
A preparacédo de solugdes foi efetuada de acordo com o método de Cromatografia Liquida de Ultra

Eficiéncia associada a espetrometria de massa tandem, com extragao em fase sdlida e ionizagdo em
eletrospray (SPE-UPLC-ESI-MS/MS), acreditado na EPAL (ME72,2009), utilizado na andlise em

rotina de desreguladores enddcrinos nas aguas da rede.

4.4.1. Solugoes Padrao Primarias

Para cada composto pesou-se aproximadamente a quantidade indicada na Tabela 4.1.,
transferindo-se posteriormente para um baldo volumétrico adequado e dissolveu-se em metanol. As
solu¢des padrao individuais devem ser armazenadas entre 2 e 8°C, ao abrigo da luz. Estas solugbes

tém um prazo de validade de um ano.
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Tabela 4.1. - Concentragdes aproximadas das solu¢des padrao individuais

Estriol 0,02 10 2000
Bisfenol A 0,02 10 2000
Dietilestilbestrol 0,02 50 400
Estrona 0,02 50 400
B- Estradiol 0,02 10 2000
Etinilestradiol 0,02 10 2000
Progesterona 0,02 10 2000
Octilfenol 0,08 20 4000
Mestranol 0,03 10 3000
Nonilfenol 0,02 10 2000
4.4.2. Solugao Padrao Conjunta

Transferiu-se a quantidade necessaria (Tabela 4.2.) de cada uma das Solugdes Padréo Primarias
para um bal&do volumétrico de 20 mL de capacidade e dilui-se em metanol. A solugao padrao conjunta

deve ser armazenada entre 2 e 8°C, ao abrigo da luz e tem um prazo de validade de 6 meses.

Tabela 4.2. - Concentragdes aproximadas de cada composto na solugao padriao conjunta

Estriol 1 100
Bisfenol A 1 100
Dietilestilbestrol 5 100
Estrona 5 100
B- Estradiol 1 100
Etinilestradiol 1 100
Progesterona 1 100
Octilfenol 0,5 100
Mestranol 0,7 100
Nonilfenol 1 100
4.4.3. Solugao Padrao Intermédia |

A solugéo padrao intermédia | foi preparada transferindo-se 0,5 mL da solugédo padrdo conjunta
(4.4.2.) para um baldo volumétrico de 25 mL, diluindo-se posteriormente em metanol. A solugéo
padrao intermédia | deve ser armazenada entre 2 e 8°C, ao abrigo da luz e tem um prazo de validade

de 3 meses, apresentando uma concentragdo de EDC de aproximadamente 2 mg/l.
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444, Solugao Padrao Intermédia Il
A solugao padrao intermédia Il foi preparada transferindo-se 5 mL da solugédo padrao intermédia |
(4.4.3.) para um baldao volumétrico de 50 mL, diluindo-se posteriormente em uma solugéo

Agua:Metanol (7:3). Esta solugdo deve ser preparada em cada dia de anélise.

4.4.5. Solugdes Padrao de Calibragao

Diluiu-se a solugéo preparada em 4.4.4. de acordo com os volumes estabelecidos para cada um
dos compostos e, posteriormente, preparam-se cada uma das solugbes numa solugdo agua
Ultrapura/metanol (7:3).

As concentragdes de cada EDC nos padrdes de trabalho utilizados no método cromatografico

encontram-se em anexo (Anexo II).

4.4.6. Solugées Padrao de Controlo

As solugdes de controlo sdo preparadas a partir da solugéo padrao intermédia Il (4.4.4.) de origem
independente e os volumes utilizados s&o os utilizados em 4.4.5., na preparagao das solugdes padrao
de calibragdo 3 e 7

4.5. Material e Equipamentos

4.51. Material

e Cartuchos de SPE Waters OASIS HLB, 6 mL, 200 mg;
e  Tubos de concentracao de 200 mL;

e Pipetas volumétricas e graduadas;

e Pipetas de Pasteur;

e Pompete;

e Balbes volumétricos;

e  Gobelés;

e  Provetas;

e Vials de vidro de 2 mL com capsulas de plastico e septos em Teflon;
e Espatulas;

) Kitasato com 1000 mL de capacidade;

e  Funil de Bichner, com 250 mL de capacidade;

e Membranas filtrantes de celulose regenerada, 0,45 um;
) Seringas sem agulha Terumo, 2 mL;

e  Filtros de seringa GHP Acrodisc, GHP membrane, 13 mm, 0,45 um.

4.52. Equipamento

e Balancga Analitica Mettler Toledo (XS204);

e Sistema de SPE, AutoTrace 280, Dionex;

e Sistema de Evaporacéo sob fluxo de Azoto, Turbovap II, Zymark;

e Sistema de agua Ultrapura, Milli-Q Academic A-10, Millipore;
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e Cromatégrafo Liquido Waters UPLC Acquity;
e  Espectrémetro de Massas Waters Acquity TQD (API);
e  Coluna Cromatografica ACQUITY BEH C4g 2,1x50 mm, 1,7 um,;

e Bomba de vacuo, com uma pressao de 700 mbar.

4.6. Procedimento de Higienizagao

Devido a elevada carga organica das amostras de aguas residuais, principalmente as brutas, foi
necessario adotar-se uma etapa de limpeza anterior a extragdo, de modo a prevenir eventuais
contaminagdes do equipamento de SPE. Esta etapa de higienizagao foi feita através de uma filtragao

a vacuo, tal como o representado na Figura 4.1..

A e B - Kitassalo D - Funil de Blichner
C - Trompa de agua E - Tormneira
{bomba de vacuo)

\.

D L‘_ E

Figura 4.1. — Esquema tipo da Filtragdo a Vacuo
(Lorencini et al, 2009)

4.7. Preparacao das amostras: SPE
A preparagao das amostras deve ser efetuada num periodo de 7 dias apds a colheita € a sua
analise num periodo de 40 dias apos a extragao.
1. Colocar o cartucho Waters OASIS HLB (6 mL, 200 mg) e o frasco com a amostra a
preparar no sistema de SPE.
2. Ativar o programa ja validado para a analise de EDC. Este programa executa as
tarefas que constam na Tabela 4.3.
3. Concentrar o extrato final num sistema de evaporagdao com corrente de azoto
(Turbovap), até cerca de 0,3 mL sem deixar ir & secura, com as condi¢cées da Tabela 4.4.
4. Ajustar o volume a 0,5 mL com uma solugdo agua/metanol (7:3).
5. Transferir o extrato para um vial graduado, com tampa revestida a teflon e armazenar
entre 2 a 8°C.

6. Proceder a andlise cromatografica (condi¢cdes indicadas no ponto 4.9. deste capitulo)
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Tabela 4.3. - Condigoes de extragao utilizadas em SPE
Condigao para o SPE

6 mL de metanol:acetona (3:2) + 6 mL de

CEne e e o metanol + 6 mL de agua Ultrapura a 10 mL/min

Aplicagdo da Amostra 500 mL de amostra a 30 mL/min
Lavagem 3 mL de agua Ultrapura a 10 mL/min
Secagem 30 min com corrente de azoto

Eluicao 4 + 2 mL de metanol:acetona (3:2) a 2 mL/min

Tabela 4.4. - Condigdes de concentracdo do extrato com corrente de azoto (TurboVap)
Condigao para o TurboVap
Pressao 0,2 bar

Temperatura do banho de agua 35°C

No caso do SPE utilizado para a preparagado das amostras de aguas residuais, as condigdes séo
semelhantes ao apresentado na Tabela 4.2. divergindo apenas na fase da eluicdo. Nesta, adicionou-
se 4+4+2 mL de metanol/acetona (3:2), a mesma velocidade de fluxo, uma vez que nestas amostras
poderiamos ter maior quantidade de EDC e desta forma garante-se a eluicdo da maioria dos
compostos.

Para as aguas residuais, os extratos ja concentrados tiveram de ser filtrados antes de serem
colocados nos vials. Esta filtragcdo foi feita através de seringas sem agulha em conjunto com os
respetivos filtros de seringa, com 0,45 um de porosidade.

Nas Figuras 4.2. e 4.3. encontram-se, respetivamente, os equipamentos de SPE e o TurboVap
semelhantes aos utilizados neste trabalho.

\p i

Figura 4.2. — Figura 4.3. — Equipamento de
Equipamento de SPE concentragao de amostras
(Thermo Scientific, 2007) (TurboVap) (Uniscience, 2010)
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4.8. Ensaio em Branco
Por cada série de amostras analisadas (maximo de 10 amostras) realizou-se em simultdneo um

ensaio em branco, que integra todo o processo analitico descrito em 4.7., utilizando agua ultrapura.

4.9. Ensaios de Recuperacao

Por cada série de amostras analisadas (maximo de 10 amostras), foi realizado um ensaio de
recuperacgao.

Numa primeira fase, preparou-se o padrdo a utilizar no ensaio de recuperagdo. Assim,
transferiram-se 6 mL da solugao padrdo conjunta (4.4.2.) para um baldao volumétrico com 20 mL de
capacidade.

O ensaio de recuperagao foi preparado em dois baldes volumétricos de 2000 mL , sendo que em
apenas um deles foram pesadas 0,3 g de tiossulfato de sédio p.a. (Na,S,03.5H,0). De seguida,
preencheu-se 2/3 do volume total dos baldes com agua ultrapura e adicionaram-se 2 mL do padréao

de calibragio 6, previamente preparado. Perfez-se os 2000 mL de volume com agua ultrapura.

4.10. Analise Cromatografica: condi¢ées
Foram utilizadas as condi¢des para analise cromatografica correspondentes ao método de analise
de compostos desreguladores endocrinos por SPE-UPLC-ESI-MS/MS (ME72, 2009), implementado

em rotina na EPAL.

4.10.1. Condigées de Injecao e Coluna Cromatografica
As condigbes utilizadas no injetor e na coluna cromatografica na analise dos EDC encontram se
na Tabela 4.5.

Tabela 4.5. - Condi¢des de Injecédo e da Coluna Cromatografica

Volume de Injecédo 20 pL
: Solventes de Agua
Injetor Lavagem Ultrapura/Metanol (7:3) L
Metanol 600 uL
Tipo de coluna ACQUITY BEH C45 2,1 x 50 mm, 1,7 um
Coluna Tipo de Fase Reversa
Cromatografica
grat Temperatura 40°C
4.10.2. Condigoes da Bomba

As condigbes utilizadas na bomba que impulsiona e controla o fluxo e pressao da fase mével na

analise dos EDC encontram-se na Figura 4.4..
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B Modify ACQUITY Binary Solvent Manager Instrument Maethod g

C{;)Ui'ty Binary Solvent Manager Flun Time: [3.00 min
General | Data I Analog I:Il.t] Evefts]
-~ Solvents - - Presswe Linits——— 2]
EE. - |"-.if"atl:r j Low: |0 psi
J Seal Wash
[81 =] [*Methanol ~] Highe 15000 psi | [0 min
Gradient:
Time Flow ~
e | [t |10 %B | Curve
1 1 l:l._ElJEI ?U.I:! :'II:I.EI_ i [
2 |3.00 0.500 5.0 850 6
3 |T.00 0.500 50 450 5
4 [7.20 0.500 oo anag 6
5 |900 0500 700 300 6
6 |12.00 _ _I:I.I:IEI:I ﬁ_ﬂ.ﬂ : 50.0 & 3
Camment | J
| (1]4 I Cancel

Figura 4.4. - Condigoes de fluxo e de gradiente da bomba

4.10.3. Condicoes do Espetrometro de Massas

As condigbes utilizadas no espetrometro de massas TQ estdo descritas na Figura 4.5. e 4.6.,

sendo que a primeira mostra a programagao do método utilizado e a segunda mostra as condi¢des
utilizadas na fonte de ionizagéo e no analisador de massas.

i Experiment Setup - c:\masslynx\dsreguladores_endocrines. prolacqudblanalise 10 desreguladores endocrinos mrm uplc ibel.exp E]@E|
Fie Edt Wew Options Toobars Functions Help

HO 2 = B X

E SR B wEm B msscen B Parents | [ Doughiers B Meutralloss B Survey |

Points Per Peak: [T 012 |

Tetal Flun Time: 500 | ++ 0 1 2 3 4 Senin
No. | Type Infarmation

[ MRM 07 2 mass pairs _Tirrie 0.00 o 1.50, ES- (Estrial
MRM of 2 mass pairs, PIC, Time 1.60 to 2.10, ES- (Bisfenol A)
MREM of 2 miass pairs, PIC , Time 1.90 10 2 40, ES- (Diglilestilbesinal)
MRM of 2 mass pairs, PIC , Time 1.90 to 2.40, ES- (Esfrona)

MRM of 2 mass pairs, PIC, Time 1.90 1o 2.40, ES- (Estradialy

MREM of 2 mass pairs, PIC, Tirme 1.90 to 2.40, ES- (Etinilestradial)
MRM of 2 mass pairg, FIC, Time 2.30 1o 2 .85, ES+ (Progesierona)
MREM of 205.30-=205.30, PIC | Time 2.51 to 5.00, ES- {Qctilfenaol)
MRM 07 311,00-=121,20, PIC , Tifne 2,51 W0 5,00, ES+ Mestranol)
MRK of 219.25-=219.25, PIC |, Time 2.51 to 5.00, ES- (Monilfenol}

e L S = —

=

Figura 4.5. — Janela de programagao do MS Method
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File Wiew IonMode Calbration Gas ‘Wacuum Ramps  Sebup [Fle ew IonMode Calbration Gas Wacuum Ramps  Setug
ES- Source lAnaI_l,lserl FIuidicsl Diagnostic&l ES-Souce Anslysel |F|”'d‘:a| D|agnnshcs|
Vokages fr:ag ge:::;..: 1 135 | }
Capilary k) 30 [zo0 [——F— R n3 J
HM Resolution 1 135 |
Cane [V] w7 = — fi35_ I |
lon Enengy 1 1.0
Extractor [V) -3 2 —J— . =
Mode: i MS # MSMS
EF L ol | S —
drlanlt] | Entrance |56 1 R E—
Temperatures Colizicn |55 | |
Source Temp ['C) 148 150 Esit [G5a [2_[.3_'
Deszaolvation Temp ['C) 3594 400 L2 Resclution 2 [1 5 | _ll
HM Resoluion2 ~ [135 | N
Gaz Flow :
Desalvation (L) Cane (L] lon Enesgy 2 o |
| 3 Gain [Too | |
2 |
T gl Ideal Gain
= — .
500 895 25 24 Colision Cel
Collision Gas Flow [mL/Min)_ [078 [098 [~ ——

Figura 4.6. — Condi¢6es de operagido do Espetrometro de Massa — Fonte e
Analisador

As voltagens de cone utilizadas para a formacgdo do ido percursor para cada composto séo
apresentadas na Tabela 4.6., assim como os ides produto referentes a transigdo de quantificagéo
(MRM1) e transigao de qualificagdo (MRM2) e respetivas energias de colisao.

Tabela 4.6. - Voltagens de cone utilizadas para a formagéao do ido percursor para cada

composto e energias de colisdo aplicadas para formagao de ides produto de quantificagao
e de qualificagao

Estriol ES- 2874 60 1454 40 171.3 40
Bisfenol A ES - 227 4 40 2123 20 1332 20
Dietilestilbestrol ES - 2673 40 2514 25 2374 25
Estrona ES - 2693 60 145.2 40 143.0 ab
p-Estradiol ES - 2714 65 1453 40 143.0 65
Etinilestradiol ES - 2954 30 1450 39 1590 34
Progesterona ES + 3154 50 96.9 20 108.9 25
Octilfenol ES - 205.2 20 133.8 15 1328 20
Mestranol ES + 3114 30 121.2 20 159.2 15
Nonilfenol ES - 2194 40 119,0 22 133,30 30
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4.11. Campo de aplicagao do método
O limite de determinagao do método € definido como a razao entre a concentragcido do padrao mais
baixo da gama de linearidade para cada EDC e o fator de concentragdo (1000x), tendo em conta a

percentagem de recuperagao.

Tabela 4.7. - Limite de determinacao global do método e gamas de linearidade

Estriol 0,05 19,8 - 99,0
Bisfenol A 0,05 20,8 - 104,0
Dietilestilbestrol 0,05 19,9-99,5
Estrona 0,05 20,3-101,5

B- Estradiol 0,05 20,0 - 100,0
Etinilestradiol 0,05 19,9-99,5
Progesterona 0,06 20,1 -100,5
Octilfenol 0,05 21,6 -95,2
Mestranol 0,06 32,0 - 93,9
Nonilfenol 0,05 19,5-100,0
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5. Capitulo V: Resultados e Discussao

No presente capitulo apresentam-se as curvas de calibragdo obtidas através das solugdes
preparadas no Capitulo IV (4.4.5.), utilizadas na quantificagdo de cada composto através de uma
regressao linear. Nas figuras correspondentes as curvas de calibragdo, estdo incluidos o nome do
composto, coeficiente de correlagao e a equacgao da reta obtida.

Posteriormente apresentam-se os cromatogramas carateristicos de cada um dos 10 compostos
em estudo, bem como os graficos de concentragdo (ng/l) obtidos para cada composto. Estas
concentracgdes foram calculadas de acordo com a Equacao 2.7., constante no protocolo do método de
analise utilizado (ME72, 2009) e tendo sido considerada a diluigdo de 1000x, feita na preparacéo da

amostra.

(Equacao 2.7.)

Onde:

Agpc — Area de Pico do composto na amostra

bepc — Ordenada na origem da reta de calibragdo do composto
mepc — Declive da reta de calibragdo do composto

Vextrato - VOlume do extrato (0,5 mL)

Vamostra - Volume da amostra (500 mL)

Recup — Percentagem de Recuperacdo do composto/100

Foram calculados o limite de detecdo (LD) e o limite de quantificagdo (LQ) para cada composto e
foram discutidas as concentragbes de cada composto nas amostras analisadas em fungao destes
limites.

Por ultimo apresentam-se duas tabelas cujo objetivo consiste em sintetizar os resultados obtidos
na andlise das 84 amostras, evidenciando quais os pontos de recolha de amostras de agua que
devem ser objeto de maior atengdo. S&o ainda consideradas as normas de qualidade para
substancias prioritarias em aguas superficiais para o nonilfenol (0,3 ug/l) e octilfenol (0,1 pg/l), do DL
103/2010.
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5.1. Curva de Calibragao para cada composto

Compound name: Estriol

Correlation coefficient: r = 0.999380, r"2 = 0.998761

Calibration curve: 65.7569 * x + -59.7318

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: Null, Axis trans: None

6000

Response
.
o
o
o

2000

~rrm Conc

Compound name: Bisfenol A

Caorrelation coefficient: r = 0.998914, r*2 = 0.997829

Calibration curve: 145.273 * x + 57.9567

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: Null, Axis trans: None

P 10000

c

=]

o

o

& 5000
0 e Cone
0.0 200 40.0 60.0 80.0

Figura 5.1. - Curva de Calibragao do Estriol

Figura 5.2. - Curva de Calibragao do Bisfenol A

Compound name: Dietilestilbestrol

Correlation coefficient: r = 0.999339, r*2 = 0.998679

Calibration curve: 220.85 * x + -1306.93

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: Null, Axis trans: None

2000
15001

10001

Response

500

Conc

Compound name: Estrona

Correlation coefficient: r = 0.999009, r*2 = 0.998019

Calibration curve: 363.966 * x + -410.97

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: Null, Axis trans: None

30000 ’/////«

20000

Response

10000

Figura 5.3. - Curva de Calibragao do
Dietilestilbestrol

Figura 5.4. - Curva de Calibragao da Estrona

Compound name: Estradiol

Correlation coefficient: r = 0.999461, r*2 = 0.998922

Calibration curve: 109.323 * x + 41.1842

|Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None

10000
7500

5000

Response

2500

e e Cone
0.0 20.0 40.0 60.0 80.0

Compound name: Etinilestradiol

Correlation coefficient: r = 0.998420, r*2 = 0.996842

Calibration curve: 73.8462 * x + 82.9622

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: Null, Axis trans: None
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Figura 5.5. - Curva de Calibragao do Estradiol

Figura 5.6. - Curva de Calibragao do
Etinilestradiol
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ICompound name: Progesterona

ICarrelation coefficient: r = 0.998424, r*2 = 0.996851

ICalibration curve: 6396.2 * x + 28238.4

Response type: External Std, Area

ICurve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: Null, Axis trans: None
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Figura 5.7. - Curva de Calibracao da
Progesterona

Compound name: Octilfenol

Correlation coefficient: r = 0.999140, r"2 = 0.998281

Calibration curve: 134.995 * x + -454.589

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: Null, Axis trans: None
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Figura 5.8. - Curva de Calibragao do Octilfenol

Compound name: Mestranol

Correlation coefficient: r = 0.997480, r"2 = 0.894967

Calibration curve: 35.2864 * x +-191.167

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: Null, Axis trans: None
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Compound name: Nonilfenol

Correlation coefficient: r = 0.997395, "2 = 0.994797

Calibration curve: 303.85 * x +-1318.31

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Crigin: Exclude, Weighting: Null, Axis trans: None
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Figura 5.9. - Curva de Calibragao do Mestranol

Figura 5.10. - Curva de Calibragao do Nonilfenol

46




Capitulo V: Resultados e Discusséao

5.2. Cromatograma carateristico de cada composto

Padrao P5
032010 Padran P4 10 MRM of 1 Channel ES-
100 321 TIC (Monilfenol)
.B% 3.04e5
A s L B B L e L A L L L L LA LA L
000 100 200 300 400 500 &00 700 @00 900 1000 1100
032010 Padran P4 9 MRM of 2 Channels ES+
283 TIC (Mestranal)
100 5 2%ed
3 250
LA LA L L L B L L L L s L LR L LR e
000 100 200 300 400 500 &00 700 @00 900 1000 1100
032010 Padrad P 8 MRM of 2 Channiels ES-
283 TIC (Octifendl)
100 47765
g
I T T T e T
000 100 200 300 400 500 &00 700 @00 900 1000 1100
032010 Padra0 P 7 MRM of 2 Channels ES+
218 TIC (Progesteron)
1o 13087
s
LA LA L L L B e L L L L LR L LR e
000 100 200 300 400 &00 600 700 @00 900 1000 1100
032010 Padra0 P & MRM of 2 Channels ES-
203 TIC (Etiniestradial)
WE,, 18885
LA LA L L L B L L L L L L LR L LR e
000 100 200 300 400 500 &00 700 @00 900 1000 1100
032010 Padra0 P 5 MRM of 2 Channels ES-
20 TIC (Estradiol
100
! | 2.18e5
LA N L L L B L e L L L s L LR L L e e
000 100 200 300 400 SO0 800 700 @8O0 900 1000 1100
032010 Padra0 P4 4 WRM of 2 Channels ES-
20 TIC (Estrona)
10000 ﬂ 7.37¢8
A R s L B B L L e L L L L L L L L L L
000 100 200 300 400 SO0 00 7O @O0 900 1000 1100
032010 Padra0 P4 3 MRM of 2 Channels ES-
205 TIC (Dietilestibestral)
100 “ 78268
s
A R s L B B L L e L L LS L L L LR L L L
000 100 200 300 400 500 00 700 BOD 900 1000 1100
032010 Padrao PS 2 MRM of 2 Channels ES-
175 TIC (Bisfenal A)
oo 0 4667
&
A R s L B B L L e L L L L L L N L L L
000 100 200 300 400 &O00 00 700 @O0 900 1000 1100
032010 Padrag P4 1 MRM of 2 Channels ES-
122 TIC (Estriol
WDS% k 1 64ef
DI""I""I""I"''I"'‘I""I"'‘\""I""\""I""\'‘"I""I'‘"I""I""I""I""I""I""\""I""\""TimE
00 100 200 300 400 SO0 00 FOD0 @O0 900 1000 1100

Figura 5.11. - Cromatograma caracteristico de cada EDC em estudo
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5.3. Amostras analisadas

No periodo compreendido entre 23 de Janeiro a 30 de Agosto de 2012, foram analisadas 84
amostras de aguas da rede da EPAL e de aguas residuais provenientes da ETAR de Beirolas.

Os calculos dos LQ e LD foram baseados na gama de trabalho e na razdo Sinal/ruido (S/N),
tal como mencionado no Capitulo Il (2.1.3.). Contudo, na discussdo dos resultados serdo apenas
considerados dois graficos baseados no S/N para demonstracdo das diferengas entre os dois
métodos de calculo dos limites.

Para cada composto em andlise, foram tragados os graficos das respetivas concentragoes
(ng/l) em cada uma das amostras, respetivamente, eixo das ordenadas e eixo das abcissas.

As concentragdes (ng/l) de cada composto em cada uma das amostras, obtidas através do
método SPE-UPLC-ESI-MS/MS (ME72, 2009), encontram-se em anexo (Anexo Il - Agua da rede da
EPAL; Anexo IV - Agua da ETAR de Beirolas).

5.3.1. Aguas da rede da EPAL (n=60)

1. Estriol

35,00

30,00

25,00

Concentragédo do composto (ng/l)

15,00 B Estriol (ng/1)
—Q
10,00 D
6,82
5,00
0,00 |

1 6 11 16 21 26 31 36 41 47 52 58

Amostras Analisadas

Figura 5.12. - Concentragées (ng/l) de estriol em cada uma das 60 amostras de agua da
rede da EPAL, obtidas por analise por SPE-UPLC-ESI-MS/MS, baseadas na gama de
trabalho
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Amostras Analisadas

Figura 5.13. - Concentragdes de estriol em cada uma das 60 amostras de agua da rede da
EPAL, obtidas por analise por SPE-UPLC-ESI-MS/MS, baseadas na razao sinal/ruido (S/N)

O LQ e o LD calculados para o estriol sao, respetivamente, 20,47 ng/l e 6,82 ng/l. para a
gama de trabalho e 0,13 ng/l para o S/N.

Considerando a gama de trabalho (Figura 5.12.), das 60 amostras analisadas, 7 ultrapassam
o LD calculado para o estriol, sendo que apenas uma dessas tem uma concentragdo acima do LQ.

As amostras com valores de estriol acima do LD correspondem a 2 estagdes elevatorias, 4
reservatorios e a uma captacdo subterranea, sendo esta ultima a Unica que ultrapassa o LQ, tendo
uma concentragéo de 30,15 ng/l.

Considerando a razdo S/N (Figura 5.13.), das 60 amostras analisadas, 8 amostras
ultrapassam o LQ calculado para o estriol, uma vez que este corresponde a um valor de
concentragao muito inferior aos LQ e LD baseados na gama de trabalho. Assim sendo, as 8 amostras
contém concentragdes de Estriol quantificaveis para os limites baseados na razao S/N.

Excluiu-se o LD baseado no S/N da Figura 5.13. pois este apresenta valores muito reduzidos,
quando comparado com os valores de LQ. Assim, uma vez que as 7 amostras ultrapassam este
ultimo limite analitico, também s&o superiores ao LD, pelo que as amostras possuem concentragoes

de estriol passiveis de serem detetadas e quantificadas, de acordo com a razao S/N.
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2. Bisfenol A
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Concentragdo de Composto (ng/l)

Amostras Analisadas

Figura 5.14. - Concentragdes de bisfenol A em cada uma das 60 amostras de agua da
rede da EPAL, obtidas por analise por SPE-UPLC-ESI-MS/MS, baseadas na gama de
trabalho
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g 0,50 l
3 - =

1 6 11 16 21 26 31 36 41 47 52 58
Amostras Analisadas

! 0,05

Figura 5.15. - Concentragoes de bisfenol A em cada uma das 60 amostras de agua da
rede da EPAL, obtidas por analise por SPE-UPLC-ESI-MS/MS, baseadas na relagao
sinal/ruido (S/N)
O LQ e o LD calculados para o bisfenol A sado, respetivamente, 18,87 ng/l e 6,29 ng/l. para a
gama de Trabalho, sendo que o LQ calculado a partir da raz&o S/N corresponde a 0,05 ng/l.
Tendo em consideragdo a gama de trabalho (Figura 5.14.) e os LD e LQ a ela associados,
podemos concluir que das 60 amostras analisadas nenhuma possui valores de concentragao tais que
ultrapassem os limites calculados. Contudo isto ndo quer dizer que nado tenham sido detetadas

concentragdes, embora bastante diminutas, de bisfenol A nas amostras.
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Se considerarmos o calculo do LQ baseado na razdo S/N (Figura 5.15.), podemos verificar
que existem 14 amostras cujas concentragdes sédo superiores ao LQ. Assim sendo, sdo quantificaveis
essas concentragoes de bisfenol A para uma amostra de uma captagao subterrdnea, uma amostra de
uma captacdo superficial, duas amostras provenientes de estacOes elevatérias, 10 amostras de
reservatorios.

Tal como o explicado para o caso do estriol, os valores de LD baseados no S/N sao de tal
forma reduzidos que optou-se por excluir a reta do LD da Figura 5.15., para que a leitura do grafico

seja possivel.

3. Dietilestilbestrol
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Amostras Analisadas

Figura 5.16. - Concentragoes de dietilestilbestrol em cada uma das 60 amostras de agua
da rede da EPAL, obtidas por analise por SPE-UPLC-ESI-MS/MS, baseadas na gama de
trabalho

O LQ e o LD calculados para o dietilestilbestrol sdo, respetivamente, 19,63 ng/l e 6,54 ngl/l,
tendo como base o primeiro padrao da gama de trabalho.

As concentragdes obtidas para o dietilestilbestrol ndo ultrapassam os valores de LD e LQ
calculados para a gama de trabalho. Assim sendo, n&o foi quantificada a presenga deste composto
em qualquer uma das 60 amostras. Contudo, existem concentragdes bastante préoximas de LD, o que
pode significar que o dietilestilbestrol podera ser detetado em determinadas amostras (como é o caso
das 3 ultimas barras da Figura 5.16.), ainda que em concentragdes inferiores ao LD.

O LQ calculado para o dietilestilbestrol baseado na razdo S/N é de 0,24 ng/l. Assim sendo,
com base neste LQ, existem 10 amostras que possuem concentragbes do composto em estudo

passiveis de serem quantificadas.
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4. Estrona

25,00

g 21,73

5 20,00

it

8 I Estrona
2 15,00

E ’ O
8 LQ
o 10,00 LD
T

z§ 7,24

& 5,00

5

& 000 i I — P 1 I —— 1

8 1 6 11 16 21 26 31 36 41 47 52 58

Amostras Analisadas

Figura 5.17. - Concentragdes de estrona em cada uma das 60 amostras de agua da rede da
EPAL, obtidas por analise por SPE-UPLC-ESI-MS/MS, baseadas na gama de trabalho

O LQ e o LD calculados para a estrona séo, respetivamente, 21,73 ng/l e 7,24 ng/l. para a
gama de trabalho.

Tendo em consideragdo a gama de trabalho (Figura 5.17.), podemos concluir que das 60
amostras analisadas nenhuma possui valores de concentragdo que ultrapassem os limites
calculados. Assim sendo, ndo ha concentragdes de estrona nas amostras que possibilitem a sua
detegao e quantificagdo, pelo que assume-se que nao ha presenga deste composto nas amostras de
agua de rede da EPAL.

O LQ calculado para a estrona baseado na razdo S/N é de 0,37 ng/l. Assim sendo, com base
neste LQ, existem 22 amostras que possuem concentragdes do composto em estudo passiveis de
serem quantificadas.

5. Estradiol

Apos analise das amostras de agua provenientes da rede da EPAL, pelo método SPE-UPLC-ESI-

MS/MS, n&o foram registadas quaisquer concentragdes (ng/l) de estradiol.

6. Etinilestradiol

Apés andlise das amostras de agua provenientes da rede da EPAL, pelo método SPE-UPLC-ESI-

MS/MS, nao foram registadas quaisquer concentragdes (ng/l) de Etinilestradiol.

7. Progesterona

Apos analise das amostras de agua provenientes da rede da EPAL, pelo método SPE-UPLC-ESI-

MS/MS, n&o foram registadas quaisquer concentrag¢des (ng/l) de progesterona.
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Figura 5.18. - Concentragoes de octilfenol em cada uma das 60 amostras de agua
da rede da EPAL, obtidas por analise por SPE-UPLC-ESI-MS/MS, baseadas na gama de
trabalho

O LQ e o LD calculados para o octilfenol sédo, respetivamente, 21,10 ng/l e 7,03 ng/l. para a
gama de trabalho.

Considerando a gama de trabalho (Figura 5.18.), da totalidade de amostras analisadas
apenas 4 possuem valores de concentragdo (ng/l) superiores ao LD, ou seja, foram detetadas
concentragdes de Octilfenol em uma amostra proveniente de uma Estagdo Elevatoria (7,83 ng/l) e
trés amostras provenientes de reservatorios (7,67 ng/l, 7,24 ng/l e 6,98 ng/l). No entanto, estas
concentragdes encontram-se abaixo do LQ pelo que ndo podem ser quantificadas.

O LQ calculado para o octilfenol baseado na razédo S/N é de 0,27 ng/l. Assim sendo, com
base neste LQ, existem 33 amostras que possuem concentragdes do composto em estudo passiveis
de serem quantificadas.

Tendo em consideragdo que a norma de qualidade para o octilfenol corresponde a um
maximo de 0,1 pg/l e que o LQ é muito inferior a este valor, ndo ha uma preocupacao relativamente a

presenga deste composto na dguas de consumo.
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9. Mestranol
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Figura 5.19. - Concentragdes de mestranol em cada uma das 60 amostras de agua
da rede da EPAL, obtidas por analise por SPE-UPLC-ESI-MS/MS, baseadas na gama de
trabalho

O LQ e o LD calculados para o mestranol séo, respetivamente, 20,20 ng/l e 6,73 ng/l. para a
gama de trabalho.

Considerando a gama de trabalho (Figura 5.19.), da totalidade de amostras analisadas
apenas 3 possuem valores de concentragao (ng/l) superiores ao LD, ou seja, foram detetadas
concentragdes de Mestranol em 2 amostras provenientes de reservatorios (9,25 e 8,81 ng/l) e numa
amostra proveniente de uma captacdo subterranea (6,81 ng/l). No entanto, estas concentragcdes
encontram-se abaixo do LQ pelo que ndo podem ser quantificadas.

O LQ calculado para o mestranol baseado na razdo S/N é de 4,12 ng/l. Assim sendo, com
base neste LQ, existem 7 amostras que possuem concentracbes do composto em estudo passiveis
de serem quantificadas.

54



10. Nonilfenol
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Figura 5.20. - Concentragdes de nonilfenol em cada uma das 84 amostras de agua
da rede da EPAL, obtidas por analise por SPE-UPLC-ESI-MS/MS, baseadas na gama de
trabalho

O LQ e o LD calculados para o nonilfenol séo, respetivamente, 21,50 ng/l e 7,17 ng/l. para a
gama de trabalho.

Considerando a gama de trabalho (Figura 5.20.), pode-se verificar que existe uma série de
amostras cujos valores de concentracdo de nonilfenol estdo acima do LD, ou seja, existem 28
amostras nas quais foram detetadas concentragdes deste EDC. No entanto, apenas 4 destas
amostras possuem valores de concentragédo superiores a 21,50 ng/l (LQ).

As quatro amostras cuja concentragdo de nonilfenol pode ser quantificada correspondem a
uma estacao Elevatéria (33,10 nug/l) e a trés reservatorios (25,00 ng/l; 23,40 ng/l; 21,80 ng/l).

O LQ calculado para o nonilfenol baseado na razdo S/N é de 0,08 ng/l. Assim sendo, com
base neste LQ, todas as 60 amostras possuem concentragbes do composto em estudo passiveis de
serem quantificadas.

Tendo em consideragdo que a norma de qualidade para o nonilfenol corresponde a um
maximo de 0,3 ug/l e que o LQ é muito inferior a este valor, ndo hd uma preocupacao relativamente a

presenca deste composto nas amostras analisadas.
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5.3.2. Aguas da ETAR de Beirolas (n=24)

Nas amostras de agua provenientes da ETAR de Beirolas, um total de 24, foram
considerados 6 pontos de colheita (estagcéo elevatéria, afluente da ETAR, efluente de desarenador,
efluente da decantacao primaria, efluente da decantacdo secundaria e efluente de saida da ETAR) e
para cada um destes pontos foram efetuadas anadlises através do método SPE-UPLC-ESI-MS/MS

(ME 72, 2009), para a monitorizagdo da presenca de EDC nas aguas residuais.

e Estriol

1. Estacgao Elevatéria

O LD e o LQ para o Estriol, baseados na gama de trabalho, correspondem a 3,30 ng/l e

9,90 ng/l, respetivamente.
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Figura 5.21. - Concentragdes de estriol em cada uma das 4 amostras provenientes da estagao
elevatoria, obtidas por analise por SPE-UPLC-ESI-MS/MS, baseadas na gama de trabalho

Considerando a gama de trabalho (Figura 5.21.), podemos verificar que das quatro amostras
provenientes da estagao elevatéria, apenas a correspondente ao dia 9 de Julho se encontra inferior
ao LD, ndo sendo a partida detetado o estriol nessa amostra. Contudo, apesar das trés primeiras
terem concentragdes que possam ser detetadas (acima de 3,3 ng/l), nenhuma delas se encontra
acima do LQ, logo ndo sao quantificaveis valores de concentragdo de estriol nas amostras

provenientes da estagao elevatéria em estudo.
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2. Afluente da ETAR
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Figura 5.22. - Concentragoes de estriol em cada uma das 4 amostras provenientes do
afluente da ETAR, obtidas por analise por SPE-UPLC-ESI-MS/MS, baseadas na gama de
trabalho

Tendo como base a gama de trabalho (Figura 5.22.), podemos verificar que as quatro
amostras provenientes do afluente da ETAR encontram-se acima do LD, sendo por isso o estriol
detetado nas amostras. Contudo, nenhuma das amostras possui concentragbes (ng/l) que
ultrapassem o valor de LQ e, assim sendo, ndo sao quantificaveis valores de concentragdo do

composto no afluente da ETAR em estudo.
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Figura 5.23. - Concentragoes de estriol em cada uma das 4 amostras provenientes do
efluente do desarenador, obtidas por analise por SPE-UPLC-ESI-MS/MS, baseadas na
gama de trabalho

Das quatro amostras recolhidas do efluente do desarenador da ETAR, podemos concluir

através da Figura 5.23. que apenas a amostra do dia 19 de Junho possui uma concentragédo estimada
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(ng/l) de estriol acima do LD. Contudo, apesar da concentracdo de estriol ser detetavel, ndo é
quantificavel pois encontra-se abaixo do LQ.
As amostras dos dias 25 de Junho, 2 de Julho e 9 de Julho ndo possuem valores de

concentragao de estriol que permitam a detecao deste composto.

4. Efluente da decantagao primaria
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Figura 5.24. - Concentragoes de estriol em cada uma das 4 amostras provenientes do
Efluente da decantagao primaria, obtidas por analise por SPE-UPLC-ESI-MS/MS,
baseadas na Gama de Trabalho

Considerando a gama de trabalho (Figura 5.24.), podemos verificar que das quatro amostras
provenientes do efluente da decantacdo primaria, apenas a correspondente ao dia 9 de Julho
apresenta uma concentragao (ng/l) encontra inferior ao LD, ndo sendo a partida detetado o estriol
nessa amostra. Contudo, apesar das trés primeiras amostras terem concentragbes que possam ser
detetadas (acima de 3,3 ng/l), nenhuma delas se encontra acima do LQ, logo ndo sdo quantificaveis

valores de concentragao de estriol nas amostras provenientes do efluente em estudo.

5. Efluente da decantacido secundaria e efluente de saida da ETAR

No que diz respeito aos pontos de colheita do efluente de decantagao secundaria e o efluente

de saida da ETAR, nao existem concentragdes de estriol registadas na analise.
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e Bisfenol A

O LD e o LQ para o bisfenol A, baseados na gama de trabalho, correspondem a 3,27 ng/I
e 9,80 ng/l, respetivamente.

1. Estacado Elevatéria
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Figura 5.25. - Concentragoes de bisfenol A em cada uma das 4 amostras provenientes da
estacao elevatoria, obtidas por analise por SPE-UPLC-ESI-MS/MS, baseadas na gama de
trabalho

Considerando a Figura 5.25., podemos verificar que apenas a amostra do dia 19 de Junho de
2012 possui uma concentracdo (ng/l) de bisfenol A inferior ao LD, pelo que o composto ndo pode ser
identificado ou quantificado na amostra.

As amostras dos dias 25 de Junho e 2 de Julho de 2012 possuem valores de concentragao
(ng/l) acima de ambos os limites analiticos. Assim sendo, estas duas amostras provenientes da
estagéo elevatoria em estudo possuem concentragdes de bisfenol A passiveis de serem discutidas
qualitativa e quantitativamente.

A amostra do dia 9 de Julho de 2012 apenas possui uma concentragdo (8,12 ng/l) tal que
ultrapassa o LD, ndo sendo contudo superior ao LQ. Isto significa que o bisfenol A pode ser detetado

na amostra mas nao pode ser quantificado.
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2. Afluente da ETAR
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Figura 5.26. - Concentragdes de Bisfenol A em cada uma das 4 amostras provenientes do
afluente da ETAR, obtidas por analise por SPE-UPLC-ESI-MS/MS, baseadas na Gama de
Trabalho
Nas quatro amostras provenientes do afluente da ETAR, podemos observar (Figura 5.26.)
claramente que em todas elas é possivel detetar bisfenol A, uma vez que todas possuem
concentragdes superiores ao LD.
A amostra correspondente ao dia 9 de Julho de 2012 possui uma concentragdo de,
aproximadamente, 18,8 ng/l, quase o dobro do LQ. Assim sendo, esta € a Unica amostra passivel de

ser caraterizada quantitativamente.

3. Efluente do desarenador
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Figura 5.27. - Concentragées de bisfenol A em cada uma das 4 amostras provenientes
do efluente do desarenador, obtidas por analise por SPE-UPLC-ESI-MS/MS, baseadas
na gama de trabalho
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Considerando a Figura 5.27.,podemos verificar que as quatro amostras provenientes do
efluente do desarenador da ETAR possuem concentragées de bisfenol A superiores ao LD, ou seja,
em todas as amostras foram detetados vestigios do composto. Contudo, apenas as amostras
correspondentes aos dias 19 de Junho e 9 de Julho de 2012 apresentam valores superiores ao LQ
(10,74 ng/l e 12,72 ng/l, respetivamente), pelo que sé nestas duas sdo quantificaveis os valores de

bisfenol A presentes.

4. Efluente da decantacgao primaria da ETAR
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Figura 5.28. - Concentragoes de bisfenol A em cada uma das 4 amostras provenientes do
efluente da decantagao primaria, obtidas por analise por SPE-UPLC-ESI-MS/MS,
baseadas na gama de trabalho

Atendendo a informacdo fornecida pelo grafico (Figura 5.28.), das quatro amostras de
efluente proveniente do decantador primario, apenas a de dia 19 de Junho de 2012 possui valores de
concentragao inferiores a ambos os limiares analiticos, sendo que nas amostras dos dias 25 de
Junho e 2 de Julho confirma-se a presenga do bisfenol A mas em quantidades n&o quantificaveis.

A amostra correspondente ao ultimo dia de colheita possui uma concentragéo de 10,56 ngl/l,
aproximadamente, valor superior ao LQ e que, assim sendo, permite a quantificagdo do bisfenol A na

amostra em questao.
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5. Efluente da decantagado secundaria da ETAR
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Figura 5.29. - Concentragoes de bisfenol A em cada uma das 4 amostras provenientes do
efluente da decantagdo secundaria, obtidas por analise por SPE-UPLC-ESI-MS/MS,
baseadas na gama de trabalho

Considerando a Figura 5.29, podemos verificar que as trés primeiras amostras provenientes
do efluente da decantacdo secundaria da ETAR possuem concentragdes de bisfenol A superiores ao
LD, ou seja, foram detetados vestigios do composto. Contudo, apenas a amostra correspondente ao
dia 19 de Junho de 2012 apresenta concentragdo do composto superior ao LQ (13,82 ng/l), sendo
possivel a quantificagdo do composto em estudo.

A amostra do dia 9 de Julho de 2012 possui uma concentragdo de bisfenol A de 3,20 ng/l,
quase idéntica ao LD. Assim sendo, consideraremos que também nesta amostra seja possivel

identificar a presenga do composto, embora nao seja quantificavel.

6. Efluente de saida da ETAR
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Figura 5.30. - Concentragoes de bisfenol A em cada uma das 4 amostras provenientes do
efluente de saida da ETAR, obtidas por analise por SPE-UPLC-ESI-MS/MS, baseadas na
gama de trabalho
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Relativamente a presenca de bisfenol A nas amostras provenientes do efluente de saida da
ETAR, atentando a Figura 5.30., podemos concluir que em nenhuma das quatro amostras ha uma
concentracdo (ng/l) do composto que permita uma quantificagdo, ou seja, ndo ha valores superiores
ao LQ. Contudo, podemos considerar que, excetuando a amostra do dia 2 de Julho de 2012, todas as
amostras possuem concentragdes do composto em estudo que permitem a sua detegéo, sendo estas

superiores ao LD.

e Dietilestilbestrol

Em qualquer um dos seis pontos de colheita de amostras de agua residual, ndo foram
registados quaisquer valores de concentracdo de dietilestilbestrol, apds analise laboratorial pelo
método SPE-UPLC-ESI-MS/MS.

o Estrona
Relativamente a estrona, em qualquer um dos seis pontos de colheita de amostras de agua
residual, os valores de concentragéo registados, apds analise laboratorial pelo método SPE-UPLC-

ESI-MS/MS, sdo muito reduzidos, ndo sendo possivel identificagdo do composto em estudo.

e Estradiol
Em qualquer um dos seis pontos de colheita de amostras de agua residual, ndo foram

registados quaisquer valores de concentragdo (ng/l) de estradiol, ap6s analise laboratorial pelo
método SPE-UPLC-ESI-MS/MS.

e Etinilestradiol

Em qualquer um dos seis pontos de colheita de amostras de agua residual, ndo foram
registados quaisquer valores de concentragdo (ng/l) de etinilestradiol, apds analise laboratorial pelo
método SPE-UPLC-ESI-MS/MS.

e Progesterona

Em qualquer um dos seis pontos de colheita de amostras de agua residual, ndo foram
registados quaisquer valores de concentracdo (ng/l) de progesterona, apds andlise laboratorial pelo
método SPE-UPLC-ESI-MS/MS.

e Octilfenol
Relativamente ao octilfenol, em qualquer um dos seis pontos de colheita de amostras de agua
residual, os valores de concentragdo registados, apds anadlise laboratorial pelo método SPE-UPLC-

ESI-MS/MS, sdo muito reduzidos, impossibilitando a identificagdo do composto em estudo.
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e Mestranol

O LD e o LQ para o Mestranol, baseados na gama de trabalho, correspondem a 3,27 ng/l
e 10,40 ng/l, respetivamente.

1. Estacgao Elevatéria

Para a estacdo elevatodria, ndo foram registados quaisquer valores de concentragdo de
mestranol, apés analise laboratorial pelo método SPE-UPLC-ESI-MS/MS.

2. Afluente da ETAR
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Figura 5.31. - Concentragées de mestranol em cada uma das 4 amostras provenientes do
afluente da ETAR, obtidas por analise por SPE-UPLC-ESI-MS/MS, baseadas na gama de
trabalho
Atendendo ao apresentado na Figura 5.31., podemos concluir que existe apenas registo de
concentragao no dia 9 de Julho de 2012, sendo que a concentragao registada (5,61 ng/l) é superior
ao LD. Assim sendo, existe uma concentragdo tal que permite a identificagdo do mestranol na

amostra.

3. Efluente do desarenador

Para o efluente proveniente do desarenador, ndo foram registados quaisquer valores de

concentracdo (ng/l) de mestranol, apés analise laboratorial pelo método SPE-UPLC-ESI-MS/MS.
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Figura 5.32. - Concentrages de mestranol em cada uma das 4 amostras provenientes do
efluente de decantagdo primaria, obtidas por analise por SPE-UPLC-ESI-MS/MS, baseadas

na gama de trabalho

Para o efluente proveniente da decantagéo primaria (Figura 5.32.), houve apenas registo de

concentragdo de composto no dia 2 de Julho de 2012. Este registo (6,20 ng/l) é superior ao LD

calculado para o mestranol, permitindo a identificagdo deste composto na amostra analisada.

5. Efluente de decantagcao secundaria
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Figura 5.33. - Concentragdes de mestranol em cada uma das 4 amostras provenientes do
efluente de decantagao secundaria, obtidas por analise por SPE-UPLC-ESI-MS/MS, baseadas

na gama de trabalho

Nas amostras provenientes da decantagdo secundaria (Figura 5.33.), ha registo de

concentracao no dia 9 de Julho de 2012. Este registo de 5,48 ng/l ultrapassa o limiar analitico de 3,43

ng/l (LD) e, assim sendo, & possivel identificar o mestranol na amostra correspondente ao Ultimo dia

de colheitas.
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6. Efluente de saida da ETAR
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Figura 5.34. - Concentrag6es de mestranol em cada uma das 4 amostras provenientes do
efluente de saida da ETAR, obtidas por analise por SPE-UPLC-ESI-MS/MS, baseadas na
gama de trabalho

Considerando a Figura 5.34., podemos verificar que foram detetadas concentracdes de
mestranol nas amostras correspondentes aos dias 25 de Junho e 2 de Julho de 2012. Esta detegao é

possivel pois foram estimadas concentragdes de 5,84 e 5,48 ng/l, superiores ao LD.

e Nonilfenol

O LD e o LQ para o nonilfenol, baseados na gama de trabalho, correspondem a 3,27 ng/l e

9,8 ngl/l, respetivamente.

1. Estacgao Elevatéria
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Figura 5.35. - Concentragoes de nonilfenol em cada uma das 4 amostras provenientes da
estacao elevatoéria, obtidas por analise por SPE-UPLC-ESI-MS/MS, baseadas na gama de
trabalho
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Considerando a Figura 5.35., podemos verificar que qualquer uma das quatro amostras

possui valores de concentracdo (ng/l) de nonilfenol superiores ao LD, pelo que é possivel detetar o

composto em estudo nas amostras analisadas.

2. Afluente da ETAR
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Figura 5.36. - Concentragoes de nonilfenol em cada uma das 4 amostras provenientes da do
afluente da ETAR, obtidas por analise por SPE-UPLC-ESI-MS/MS, baseadas na gama de

trabalho

Para o afluente da ETAR (Figura 5.36.), em qualquer um dos dias de colheita de amostras

foram registados valores de concentragao (ng/l) tais que permitem a identificagdo do nonilfenol. Esta

identificacdo é possivel pois os ditos valores ultrapassam o LD calculado para este composto.

3. Efluente do desarenador
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Figura 5.37. - Concentragées de nonilfenol em cada uma das 4 amostras provenientes do
efluente do desarenador, obtidas por analise por SPE-UPLC-ESI-MS/MS, baseadas na gama

de trabalho
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Considerando a Figura 5.37., podemos verificar que todas as amostras possuem valores de
concentracao (ng/l) superiores ao LD, pelo que é possivel detetar-se a presenga de nonilfenol através
da analise.

Uma vez que os valores séo inferiores ao LQ, ndo é possivel quantificar o nonilfenol nas

amostras de agua provenientes do efluente do desarenador.

4. Efluente da decantagao primaria
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Figura 5.38. - Concentrag6es de nonilfenol em cada uma das 4 amostras provenientes do
efluente da decantagdo primaria, obtidas por analise por SPE-UPLC-ESI-MS/MS, baseadas
na gama de trabalho
Atendendo a Figura 5.38., houve registo de valores de concentragéo (ng/l) nos quatro dias de
colheita de amostras. Estes valores s&o superiores ao LD e inferiores ao LQ, pelo que o nonilfenol

pode ser identificado nas amostras mas nao quantificado.

5. Efluente da decantagido secundaria
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Figura 5.39. - Concentragdes de nonilfenol em cada uma das 4 amostras provenientes do
efluente da decantagao secundaria, obtidas por analise por SPE-UPLC-ESI-MS/MS, baseadas
na gama de trabalho
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Nos quatro dias de colheita de amostras de efluente da decantacdo secundaria da ETAR
(Figura 5.39.), foram registados valores de concentracdo (ng/l) de nonilfenol, valores que se
encontram acima do LD e, assim sendo, permitem a identificagdo do composto nas ditas amostras.
Contudo, os valores registados sao inferiores ao LQ, pelo que nao é possivel quantificar o nonilfenol
presente nas amostras.

6. Efluente de saida da ETAR
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Figura 5.40. - Concentragoes de nonilfenol em cada uma das 4 amostras provenientes do
efluente de saida da ETAR, obtidas por anélise por SPE-UPLC-ESI-MS/MS, baseadas na
gama de trabalho
Considerando a Figura 5.40., podemos verificar que todas as amostras possuem valores de
concentracdo (ng/l) superiores ao LD, pelo que é possivel detetar-se a presenga de nonilfenol através
da analise.
Uma vez que os valores s&o inferiores ao LQ, é possivel identificar o nonilfenol mas néo é

possivel quantifica-lo nas amostras de agua provenientes do efluente final da ETAR

5.4. Resumo dos resultados da analise das 84 amostras de agua

Os resultados obtidos na analise das 84 amostras de agua encontram-se compilados nas
Tabelas 5.1. e 5.2., sendo que os simbolos a vermelho correspondem as amostras nas quais o
respetivo composto foi quantificado e os simbolos a verde correspondem as amostras nas quais o
composto em questao foi apenas identificado.

Junto a cada um dos simbolos encontra-se o nimero de amostras que ultrapassaram ou o LD

ou o LQ, consoante a cor que o simbolo apresentar.
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Legenda das Tabelas 5.1. e 5.2.:
n - Niamero total de amostras em cada origem
v - Composto identificado em n amostras

\- Composto quantificado em n amostras

Tabela 5.1. — Resumo dos resultados da analise por SPE-UPL-ESI-MS/MS para as amostras de
agua da rede da EPAL

Amostras :
Aguas da rede da EPAL
Captagoes Captagdes Reservatorios Estagdes Agua Amostras Amostras
subterraneas  Superficiais (n=42) Elevatorias  tratada | detetadas | quantificadas
Compostos (n=13) (n=1) (n=3) (n=1) (%) (%)
Estriol v (=) - v (= v = - 10% 1,7%
(7,7%) (9.52%) (66,67 %)
Bisfenol A - - - - = - -
Dietilestilbestrol - - - - = - -
Estrona - - - - = - -
Estradiol - - - o = - -
Etinilestradiol - - - - = - -
Progesterona - - - - = - -
Octilfenol - o Vn=3) V= 5 6,7% -
(7,14%) (33,33%)
Mestranol Vo=t - e - - 5% -
(7,7%) (4,76)
\/ (n=1)
Nonilfenol v (n=3) _ v (n=19) (45,24) (33,33%) _ 38.3 % 6.7%
(23,08%) (n=3) (7,14%) (n=1) ' ’
(33,33%)

Tabela 5.2. — Resumo dos resultados da analise por SPE-UPL-ESI-MS/MS para as amostras de
agua da ETAR de Beirolas

Amostras Aguas da ETAR de Beirolas

Efluente
EI;Zstag:?g Afluente Sl C Eélgae:tt:gg?) 5:3:::::;22 s:i?ia ATESIEE Amt_)stras
evatoria da desarenador primaria secundaria da detetadas | quantificadas
o — 0, 0,
=4 ETAR =) (n=4) (n=4) ETaR | (%) (%)
(n=4) (n=4)
Estriol v (n=3) V (n=4) V (n=1) v (n=3) - - 45,83% -
Bisfenol A Vo= :// (n=3) :// (n=2) :// (n=2) j (n=3) Vi) | 54,17% 29,17%
(n=2) (n=1) (n=2) (n=1) (n=1)
Dietilestilbestrol - - - s - o - -
Estrona - - - - - o o -
Estradiol - - - - - o o -
Etinilestradiol - - - - - o o -
Progesterona - - - - - = o -
Octilfenol - - - - o o - -
Mestranol - v (n=1) - v (n=1) v (n=1) V=2 | 20,83% -
Nonilfenol V (n=4) V (n=4) V (n=4) V (n=4) \ (n=a) \ (n=4) 100% -
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6. Capitulo VI: Conclusoées e Perspetivas futuras

O objetivo desta dissertagdo consistiu na monitorizagdo de dez compostos desreguladores
enddcrinos nas aguas da rede da EPAL, através do método implementado no laboratério para os
referidos compostos. Posteriormente considerou-se enriquecedor estudar a presenga dos EDC
também em aguas residuais, utilizando a mesma estratégia de monitorizagao.

Numa primeira fase, procedeu-se a analise de 60 amostras de agua da rede da EPAL,
provenientes de varios pontos da rede, nomeadamente, reservatorios, agua tratada, captacgoes
superficiais e subterraneas e de estacdes elevatérias.

Posteriormente procedeu-se a analise de 24 amostras de agua provenientes da ETAR de
Beirolas, sendo quatro amostras proveniente de 1 estacao elevatéria e as restantes de 6 pontos de
colheita escolhidos ao longo da linha de tratamento.

Sabendo que as ETAR s&o, de uma maneira geral, concebidas para a remogéo da caréncia
quimica e bioquimica de oxigénio, de azoto e fosforo, por vezes consegue-se uma remogao parcial de
estrogénios, embora uma grande parte ndo seja degradada ao longo da linha de tratamento. Assim
sendo, pretendeu-se com este trabalho pesquisar a quantidade de EDC presentes na agua a entrada
da ETAR, a sua evolugdo durante as etapas de tratamento e a quantidade dos compostos no efluente
de saida da ETAR.

A analise das 60 amostras por SPE-UPL-ESI-MS/MS revelou a presenga de EDC mas em
quantidades muito reduzidas, sem que haja necessidade de preocupagdes de maior.

Concluiu-se que das 60 amostras de agua de rede da EPAL, em 7 delas foi possivel
identificar o estriol, sendo que apenas uma delas (captagao subterranea) possui concentragao (ng/l)
do composto em estudo que permite a sua quantificagdo; 4 amostras apresentam concentragdes de
octilfenol que permitem a sua identificacdo mas ndo atingem valores suficientes para que o composto
seja quantificavel; 3 amostras apresentam concentragcbes vestigiais de mestranol, que permitem a
identificacdo do mesmo; e 24 amostras possuem concentragdes de nonilfenol, sendo que destas
apenas 4 amostras (irés reservatorios e uma estagdo elevatéria) possuem concentragdes
consideraveis do composto que permitem a sua quantificagdo. No entanto, apesar de se confirmar a
presenca de alguns dos compostos desreguladores enddcrinos em estudo nas aguas da rede da
EPAL, esta ocorre em quantidades muito baixas, pelo que se assume que as contaminagdes
esporadicas que ocorrem no sistema de abastecimento ndo se devem as origens de agua.

Relativamente as 24 amostras de &agua provenientes da ETAR de Beirolas, foram
identificados estriol, bisfenol A (BPA), mestranol e nonilfenol nas analises efetuadas. No entanto,
apenas o bisfenol A possui concentragdes (ng/l) que possibilitam a sua quantificagdo em quase todos
os pontos de colheita, a excegdo do efluente de saida da ETAR. Neste ponto de colheita, a
quantidade de bisfenol A é reduzida (sendo vestigial na amostra correspondente ao dia 2 de Julho de

2012), pelo que nado sera necessaria uma preocupag¢ao mais acentuada quanto a este composto.
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A variagdo das concentragbes de nonilfenol ao longo da linha de tratamento é pouco
significativa. No entanto, apesar das concentragbes deste composto serem vestigiais, deve ser tido
em conta que este composto é extremamente téxico mesmo em baixas concentragdoes.

Quanto aos restantes compostos com potencial de desregulagdo enddcrina, observam-se
flutuagdes de concentragdo ao longo da linha de tratamento, o que podera sugerir a necessidade de
melhorias nas etapas de tratamento, promovendo a redugédo das quantidades destes compostos nas
aguas residuais tratadas.

O ponto de colheita que devera ser foco de maior atencédo sera o do efluente de saida da
ETAR, cujo destino final sera o rio Tejo. Assim sendo, de acordo com os resultados obtidos, o BPA, o
mestranol e o nonilfenol sdo os compostos identificados neste ponto de colheita e, apesar das
descargas usufruirem do grande poder de diluigao do rio, devera ser prestada uma maior atencao nos
tratamentos efetuados pela ETAR.

Em suma, ndo foram detetadas concentracdes de compostos com potencial de desregulagio
enddcrina que possam ser consideradas preocupantes ou que coloquem em causa a viabilidade dos
servicos a que cada uma das entidades se propbde. No entanto, devido ao carater imprevisivel
caracteristico dos compostos em estudo e ao nimero de amostras objeto deste estudo ndo ser muito
amplo, devem-se assumir estratégias que viabilizem a diminuigao/eliminagdo de EDC na agua.

Considerando o DL 103/2010, nao existem concentragdes de nonilfenol e octilfenol que sejam
superiores ao valor maximo admitido (0,3 ug/l e 0,1 ug/l, respetivamente).

Futuramente, ainda ha um longo caminho a percorrer no sentido da protecdo do Homem e do
ambiente, sendo urgente e necessaria a obtengdo de informagéo técnica e cientifica que permita
otimizar o tratamento da agua para consumo humano e das aguas residuais. Esta informagao torna-
se o alicerce de toda uma estratégia de mitigagdo destes compostos numa perspetiva a longo prazo,
sendo preponderante perceber-se a importancia das fragdes sollvel e particulada dos EDC, a que
niveis de concentragao se verificam efeitos adversos no Homem, adotar-se o principio da precaugao,
evitando ao maximo a contaminagdo do meio aquatico com contaminantes, convergindo numa
diminuicdo progressiva da estrogenicidade global no ambiente.

Relativamente a ETAR, sugere-se a continuagdo dos estudos da presenga dos EDC nas
aguas residuais, utilizando um maior nimero de amostras de forma a obter-se uma maior
representatividade da realidade da ETAR de Beirolas.

Do ponto de vista ambiental, sugere-se o desenvolvimento de estudos relativamente a
reutilizacdo das aguas residuais, sendo a reutilizacdo para rega a aplicacdo preferencial. Desta
forma, proporciona-se a economia das aguas naturais, a protecdo do ambiente e a recuperacdo de
nutrientes, assegurando a reducéo da poluicdo das aguas superficiais e subterréneas (reduzindo o
caudal descarregado diretamente no rio) e promovendo uma origem alternativa de recursos hidricos.

Tendo em conta que a metodologia utilizada na analise de aguas residuais foi uma adaptagéo
do método validado na EPAL para a analise de EDC em aguas para consumo humano, sugere-se a
realizagdo de um estudo relativamente aos ensaios de recuperagdo na matriz “aguas residuais”, para

que haja uma adequacgéo do método utilizado as carateristicas da matriz em estudo.
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Anexo |: Identificacdo das amostras de agua da rede da EPAL
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39.
40.
41.
42,
43.
44,
45,
46.
47.
48.
49.
50.
51.
52.
53.
54.
56.
57.
58.
59.
60.
61.

7-03-2012

7-03-2012

7-03-2012
23-02-2012
22-02-2012
22-02-2012
20-02-2012
20-02-2012
21-03-2012
23-03-2012
22-03-2012
20-03-2012
20-03-2012
19-03-2012
16-03-2012
04-04-2012
04-04-2012
04-04-2012
30-03-2012
27-03-2012
09-04-2012
10-04-2012

Reservatério
Reservatorio
Captagao subterranea
Reservatorio
Captacao subterranea
Captacao subterranea
Reservatorio
Reservatorio
Reservatorio
Reservatorio
Reservatério
Captacgao subterranea
Captacgao subterranea
Reservatério
Reservatério
Reservatério
Reservatorio
Reservatorio
Reservatério
Reservatério
Reservatério

Reservatorio
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Anexo Il

Anexo lll: Concentracdes (ng/l) de cada composto nas 60 amostras de aqua de rede
da EPAL

Amostras Estriol Bisfenol Dietilestilbestrol Estrona Estradiol Etinilestradiol Progesterona Octilfenol Mestranol Nonilfenol

1 0,00 O,AOO 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 5,50
2 0,33 3,41 0,00 1,70 0,00 0,00 0,00 0,00 1,14 5,20
3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 4,90
4 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,59 5,00
5 0,00 4,12 0,00 1,70 0,00 0,00 0,00 0,00 1,09 4,90
6 0,33 0,00 0,00 1,69 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 5,30
7 0,00 0,00 0,00 1,69 0,00 0,00 0,00 0,00 2,70 5,20
8 0,00 0,00 0,00 1,69 0,00 0,00 0,00 0,00 2,35 4,90
9 0,32 0,00 0,00 1,69 0,00 0,00 0,00 0,00 1,99 4,90
10 0,32 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,13 4,90
11 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,48 5,10
12 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,09 5,00
13 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,29 4,90
14 0,33 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 5,00
15 0,32 0,00 0,00 1,69 0,00 0,00 0,00 0,00 1,39 4,90
16 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 5,40
17 0,00 0,00 0,00 1,69 0,00 0,00 0,00 0,00 2,18 5,00
18 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 5,00
19 0,00 0,00 0,00 1,69 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 4,90
20 0,33 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,40 5,30
21 0,34 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,85 6,10
22 0,32 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,23 5,30
23 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,37 5,20
24 0,00 0,00 0,00 1,69 0,00 0,00 0,00 0,00 3,32 5,10
25 0,32 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,12 4,90
26 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,47 0,00 17,70
27 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,562 0,00 17,80
28 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,44 0,00 17,60
29 0,00 0,00 3,31 0,00 0,00 0,00 0,00 3,72 5,68 18,50
30 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,54 5,06 15,70
31 0,00 0,09 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,63 0,00 16,80
32 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,01 0,00 12,20
33 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,88 5,19 12,00
34 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,82 5,58 12,10
35 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,93 0,00 12,10
36 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,83 0,00 12,40
37 19,33 1,33 4,63 0,00 0,00 0,00 0,00 7,83 9,25 33,10
38 16,10 1,27 3,77 0,20 0,00 0,00 0,00 7,67 0,00 25,00
39 15,48 0,00 0,00 0,50 0,00 0,00 0,00 6,20 0,00 16,30
40 19,65 2,20 5,48 1,51 0,00 0,00 0,00 7,24 8,81 23,40
4 30,15 0,00 0,00 1,81 0,00 0,00 0,00 5,92 6,81 15,70
42 18,09 1,55 0,00 1,14 0,00 0,00 0,00 6,98 5,98 21,80
43 0,00 0,00 3,17 0,00 0,00 0,00 0,00 2,97 0,00 19,50
44 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,05 0,00 15,90
45 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,98 0,00 12,60
47 0,00 0,17 5,92 1,13 0,00 0,00 0,00 3,40 0,00 8,20
48 0,00 0,29 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,47 0,00 7,50
49 0,00 0,00 0,00 0,00 0.0000 0,00 0,00 3,39 0,00 7,70
50

0,00 0,00 0,00 1,14 0,00 0,00 0,00 3,39 0,00 7,10
XIX



51
52
53

56
57
58
59
60
61

0,95
0,00
0,00
11,22
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00
0,04
0,00
0,97
0,28
0,26
0,00
0,09
0,00
0,19

5,92
0,00
0,00
0,00
6,15
6,17
6,16
0,00
0,00
0,00

0,00
0,00
0,00
1,32
1,25
1,32
1,29
1,32
1,13
0,00

0,00
0,00
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0,00
0,00

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

3,46
344
0,00
3,68
3,71
3,70
3,77
3,62
3,51
3,54
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0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

7,10
7,10
7,40
9,70
10,80
10,80
9,70
9,10
7,10
7,20
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Anexo IV: Concentracdes (ng/l) de cada composto em cada uma das 24 amostras de
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