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RESUMO

A validacdo de métodos analiticos em matrizes complexas é fundamental
para assegurar que ele atenda ao seu propésito garantindo a confiabilidade dos
resultados obtidos. No presente trabalho foi desenvolvido um método cromatografico
para determinagédo e quantificagdo de diclofenaco (DCF), estrona (E1) e B-estradiol
(E2) em amostras de efluente doméstico. Para tal, foi utilizado um cromatografo
gasoso acoplado a um espectrobmetro de massas, com sistema de injegcao de
amostras automatico, modo de injecao split/splitless, empregando ionizagdo de
elétrons e uma coluna capilar SLB® 5MS, 30 m x 0,25 mm x 0,25 ym. O método foi
validado de acordo com a resolugdo n° 166 de 2017 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e o documento DOQ-CGCRE-008 do Instituto
Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO) de 2020. Os
parametros de validagéo avaliados foram: linearidade, limites de quantificagéo (LQ),
limite de deteccgao (LD), preciséo e exatidao. A linearidade foi avaliada por meio do
coeficiente de correlagao obtido das analises das curvas analiticas em setuplicata e
pelo teste de Grubbs. A exatidao foi determinada pela recuperacdo dos analitos,
enquanto a precisdo foi avaliada pela porcentagem do coeficiente de variagdo. Os
valores de LD e LQ foram calculados utilizando pardmetros da curva analitica,
incluindo o coeficiente angular da equacao e o desvio padrdao do menor nivel da
curva. O método apresentou linearidade na faixa estudada de 50 a 500 pg.L™' com
coeficiente de correlacao linear superior a 0,99, além de boa seletividade e acuracia
variando de 1,45 a 5,66%. Através deste estudo, pode-se afirmar que a metodologia
empregada € precisa uma vez que apresentou valores de recuperacao entre 90 e
107%. Portanto, pode-se afirmar que o método é confiavel, uma vez que foi validado
e encontra-se apto para aplicado na deteccdo e quantificagdo dos analitos

estudados.

Palavras-chave: cromatografia gasosa; espectrometria de massas; preciséo;

exatidao.



ABSTRACT

The validation of analytical methods in complex matrices is essential to ensure
that it meets its purpose, guaranteeing the reliability of the results obtained. In the
present study, a chromatographic method was developed for the determination and
quantification of diclofenac (DCF), estrone (E1), and B-estradiol (E2) in samples of
domestic effluent. For this purpose, a gas chromatograph coupled to a mass
spectrometer was used, with an automatic sample injection system, split/splitless
injection mode, employing electron ionization and an SLB® 5MS capillary column, 30
m x 0.25 mm x 0.25 pm. The method was validated according to resolution no. 166 of
2017 of the National Health Surveillance Agency (ANVISA) and document DOQ-
CGCRE-008 of the National Institute of Metrology, Quality, and Technology
(INMETRO) of 2020. The validation parameters evaluated were: linearity, limits of
quantification (LQ), limit of detection (LD), precision, and accuracy. Linearity was
assessed using the correlation coefficient obtained from the analysis of analytical
curves in duplicate and the Grubbs test. Accuracy was determined by the recovery of
analytes, while precision was evaluated by the percentage of the coefficient of
variation. The LD and LQ values were calculated using analytical curve parameters,
including the standard deviation of the linear coefficient of the equation and the
angular coefficient. The method showed linearity in the studied range from 50 to 500
ug.L" with a linear correlation coefficient greater than 0.99, in addition to good
selectivity and accuracy ranging from 1.45 to 5.66%. Through this study, it can be
stated that the methodology used is accurate as it presented recovery values
between 90 and 107%. Therefore, it can be stated that the method is reliable since it
has been validated and is suitable for application in the detection and quantification

of these studied analytes.

Keywords: gas chromatography; mass spectrometry; precision; accuracy.
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1 INTRODUGAO

Contaminantes emergentes constituem uma classe de poluentes que vém
chamando a atencdo da sociedade cientifica devido as consequéncias que podem
causar ao meio ambiente, mesmo em concentragdes baixas. A preocupagao em
relacdo a esses contaminantes decorre de suas propriedades persistentes,
bioacumulativas e potencialmente toxicas, bem como de sua presengca em corpos
d’agua, solos e organismos aquaticos (Liu et al., 2019; Zhang et al., 2021).

Nesse grupo de contaminantes estdo presentes diversas classes de
compostos, incluindo farmacos e desreguladores endécrinos. Os farmacos séao
medicamentos utilizados para o tratamento de doencas ou prevengcdao de
enfermidades. Entre eles, encontram-se antibiéticos, contraceptivos, anestésicos,
antilipémicos, meios de contraste de raios-X, anti-inflamatérios, antivirais,
antiparasitarios, antidepressivos, entre outros (Liu et al., 2019; Zhang et al., 2021).

Os desreguladores endocrinos sao substancias quimicas que interferem no
sistema endocrino de organismos, afetando a regulagdo hormonal normal. Essas
substancias podem imitar, bloquear ou alterar a agdo dos horménios naturais do
corpo, resultando em uma série de efeitos adversos, como disturbios hormonais,
problemas de reproducido e desenvolvimento, além de poder aumentar o risco de
certos tipos de cancer (Diamanti-kandarakis et al., 2009; Kwiatkowska et al., 2017)

Uma das preocupagdes associadas aos contaminantes emergentes € o
potencial impacto na saude humana e no ecossistema. Estudos tém demonstrado
efeitos adversos desses compostos em organismos aquaticos, como disrupgao
endocrina, alteragdes no desenvolvimento, efeitos genotoxicos e danos ao sistema
nervoso. Além disso, a presenga destes poluentes em aguas superficiais e
subterraneas pode afetar a qualidade da agua potavel, representando um risco para
a saude publica (Liu et al., 2019; Zhang et al., 2021).

A deteccdo e o monitoramento desses contaminantes sao desafios
importantes para garantir a protecdo do meio ambiente e da saude humana. As
estacoes de tratamento de efluentes desempenham um papel importante no
tratamento de esgotos sanitarios, efluentes hospitalares e efluentes provenientes de
industrias quimicas. No entanto, essas estag¢des tém sido reconhecidas como fontes

significativas de contaminacdo por esses compostos (Brandt et al., 2013). Isso
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ocorre devido ao fato de que os processos de tratamento convencionais nao sao
completamente eficientes na remog¢ao dessas substancias. Associado a isto tem-se
o déficit de infraestrutura em saneamento, o que contribui para a presenca desses
contaminantes em diferentes ambientes (Brandt et al., 2013; Zhang et al., 2020).

A analise desses contaminantes requer o desenvolvimento e a validacao de
metodologias analiticas sensiveis e seletivas, capazes de identificar e quantificar
uma ampla gama de contaminantes emergentes (Liu et al., 2019; Zhang et al.,
2021). Dentre as técnicas instrumentais disponiveis para a identificacdo e
quantificacdo de farmacos e desreguladores enddécrinos, a cromatografia, liquida ou
gasosa acoplada a espectrometria de massas, € bastante utilizada (Martin-pozo et
al., 2019; Robin et al., 2022).

Cromatografia €& uma técnica fisico-quimica de separagdo que esta
fundamentada na migracdo diferencial dos componentes de uma mistura. Essa
migracao ocorre devido a diferentes intera¢des, entre duas fases imisciveis, a fase
movel e a fase estacionaria. A grande variedade de combinagdes entre fases méveis
e estacionarias a torna uma técnica extremamente versatil e de grande aplicagao
(Skoog et al., 2013). Para garantir que um novo método analitico gere informacdes
confiaveis e interpretaveis sobre a amostra, ele deve ser validado (Chiarentin et al.,
2023).

A validagao consiste em demonstrar que o método analitico é adequado para
0 seu proposito (Brito et al., 2003). As figuras de mérito sdo indicadores quantitativos
do bom desempenho das técnicas. Sao elas: seletividade, ajuste da curva analitica e
determinacao da sua faixa de linearidade, sensibilidade do método. Esta ultima é
representada pelos limites de deteccao (LD) e quantificacdo (LQ), precisao, exatidao
e robustez (INMETRO, 2020).

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Desenvolver e validar uma metodologia para identificacdo e quantificagdo de
diclofenaco, estrona e estradiol por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria

de massas (GC-MS) presentes em matrizes ambientais.
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1.1.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a eficiéncia de uma metodologia de preparacdo de amostras eficaz

através da extracdo em fase sélida (SPE);

e Implantar e validar metodologia para identificacdo de diclofenaco (DCF)
por GC-MS;

e Implantar e validar metodologia para identificacdo de estrona (E1) e 17B3-
estradiol (E2) por GC-MS.
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2. REVISAO DE LITERATURA

A gestdo ambiental e a preservagao dos recursos hidricos sdo questdes de
vital importancia na busca por um ambiente saudavel e sustentavel. Nesse contexto,
a analise precisa e confiavel de contaminantes, especialmente os desreguladores
endocrinos encontrados em esgotos domésticos, desempenha um papel
fundamental. A precisa quantificacdo desses poluentes é indispensavel para a
avaliagao dos riscos a saude humana, aos ecossistemas aquaticos e para garantir a
conformidade com as regulamenta¢des ambientais (GEISSEN, et al., 2015; Zhong,
et al., 2022).

Nesse sentido, € importante que as metodologias analiticas destinadas a esse
propoésito passem por um processo de validagao para assegurar a confiabilidade de
seus resultados (ANVISA, 2017). A compreensao desse tema € essencial para
garantir a confiabilidade dos dados gerados em estudos ambientais e na gestéo de
recursos hidricos. Além disso, € necessario enfrentar os desafios sucessivos
associados a crescente urbanizagdo e as crescentes demandas por agua limpa e
segura em todo o mundo. Assim, se faz necessario a analise precisa e eficaz de
contaminantes em esgoto doméstico, contribuindo para a protecédo e

sustentabilidade dos ecossistemas aquaticos e da saude publica (Who, 2006).

2.1. DESREGULADORES ENDOCRINOS

O aumento das atividades humanas tem resultado na elevacdo do numero de
residuos gerados, contribuindo para encontrar uma maior concentracdo de
contaminantes nas aguas. Em especial, os desreguladores endocrinos, que incluem
contaminantes tanto de origem natural quanto sintética, tém se destacado como
agentes causadores de diversos problemas de saude (Vieira et al., 2020).

Esses desreguladores podem ser encontrados em uma ampla variedade de
produtos de uso cotidiano, como, pesticidas, produtos quimicos, cosméticos, entre
outros. Sua liberacdo no meio ambiente pode ocorrer de diversas maneiras, tais
como pelo descarte inadequado de residuos, emissdes industriais e liberacdo de

substancias quimicas em embalagens (Vandenberg et al., 2012).
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Essas substéncias, ao acumularem-se no organismo e desencadearem
alteracdes nos sistemas endocrinos de humanos e animais selvagens, representam
riscos significativos para a saude, podendo causar lesdes cerebrais, hepaticas e
pulmonares, problemas de reprodugdo e cancer mesmo em concentracdes
reduzidas. A natureza recalcitrante dessas substancias também torna o sistema
atual de gestdo de agua e aguas residuais ineficaz para sua remocgao (Olasupo e
Suah, 2021; Vieira et al., 2020).

Estudos tém sido conduzidos para investigar os efeitos dos desreguladores
endocrinos, incluindo a estrona e o estradiol na saude humana e no meio ambiente.
Essas pesquisas sdo fundamentais para a compreensao dos efeitos potenciais
dessas substancias e para o desenvolvimento de estratégias para minimizar a

exposicao e os impactos negativos (Kasonga et al., 2021; Jiang et al., 2020).

2.1.1. Hormonios Esteroides

Os esteroides sdo compostos organicos com um esqueleto de
hidrocarbonetos policiclicos, classificados como lipidios devido as suas propriedades.
Sua estrutura basica consiste em 17 atomos de carbono organizados em quatro
anéis, incluindo trés anéis de seis membros (A, B e C) e um anel de cinco membros
(D), conforme representado na Figura 1. Esses anéis formam um derivado
ciclopentanoperhidrofenantreno. Além da estrutura central, os esteroides possuem

diversos grupos funcionais em diferentes posic¢des.

Figura 1 - Estrutura geral dos compostos esteroides

Fonte: adaptado de Hehenberger (2016)
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Os hormbnios esteroides, que apresentam formula estrutural como
apresentado na Figura 1, sdo essenciais em todos os vertebrados, desempenhando
uma fungao crucial na regulagao de diversos processos fisioldgicos. Eles influenciam
a osmorregulagdo, o desenvolvimento sexual, a reproducdo e as reagbes ao
estresse. Além disso, muitos horménios esteroides de sintese, tanto na esfera
humana quanto veterinaria, sdo amplamente utilizados e difundidos, sendo
empregados como medicamentos (Ojoghoro et al.,2021).

Recentes avangos na quimica analitica ambiental tém viabilizado a avaliagéao
das concentragdes de horménios esteroides presentes nos rios. Diversos horménios
esteroides, tanto de origem natural quanto sintética, incluindo seus produtos de
transformacao, foram identificados e mensurados. Essa constatagcdo destaca a
disseminagdo generalizada desses hormdénios como contaminantes aquaticos
(Gunnarsson et al., 2019; Ojoghoro et al., 2021).

Com base em suas atividades biologicas e efeitos farmacologicos, os
hormdnios esteroidais podem ser categorizados em dois conjuntos distintos: os
corticosteroides, que abrangem os glicocorticosteroides e mineralocorticosteroides, e
os horménios sexuais, 0os quais s&o subdivididos em trés grupos principais: os
estrogénios, relacionados aos hormoénios sexuais femininos; os andrégenos,
associados aos hormoénios sexuais masculinos; e os progestdgenos, que sao
horménios da gravidez (Dellagrave, 2012; Noppe et al., 2005).

Os humanos expelem de forma natural horménios estrogénios, como o 17[3-
estradiol, cujas quantidades sdo notadamente elevadas durante a gestagdo. Nas
estacoes de tratamento de aguas residuais (ETAR), as concentragcbes de um
hormonio estrogénio presente no efluente oscilam de ng.L-' a pg.L"' (Khanal et al.,
2006). Estrona e 17B-estradiol sdo exemplos de esteroides que causam especial
preocupagao, pois manifestam seus efeitos fisioldgicos em concentragdes mais
baixas em comparagdo com outros esteroides de origem sexual. Podem ser
identificados no ambiente em quantidades superiores ao nivel de menor efeito
observavel para peixes e plantas, situando-se na faixa de ng.L' (Shore; Shemesh,
2003).

2.1.1.1 Estrona

A estrona (E1) € um horménio estrogénio produzido principalmente nos
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ovarios e nas glandulas adrenais, sendo mais encontrado em mulheres apos a
menopausa (Labrie et al., 2017), possui uma massa molar igual a 270,36 g.mol’

e sua formula estrutural é apresentada na Figura 2.

Figura 2 - Formula estrutural da estrona

Fonte: adaptado de Dallegrave (2012)

A estrona desempenha um papel importante na manutengcdo da densidade
0ssea e na regulagado do metabolismo lipidico (Labrie et al., 2017). Varios hormonios
sexuais naturais e sintéticos sao utilizados com objetivos terapéuticos. As
quantidades administradas sdo geralmente altas e, em muitos casos, uma
significativa porcentagem nao é assimilada pelo organismo, mas sim excretada pela
urina (Bohrer, 2022).

Nos processos de tratamento de aguas residuarias a remogao de estrona é
altamente variavel, estabelecendo-se como a principal fonte de introdu¢do nos
ecossistemas aquaticos (Koh et al., 2007; Manickum e John, 2014). A presenca da
estrona nos corpos d'agua resulta em bioacumulacdo e bioamplificagdo ao longo da
cadeia alimentar, interferindo no funcionamento normal do sistema enddcrino
(Conroy et al., 2007; Jurado et al., 2012). A exposigdao prolongada a agua
contaminada com estrona é reconhecida por perturbar o desenvolvimento sexual em
animais, mesmo em concentragdes muito baixas (0,1-1,0 ng.L™"). Adicionalmente, o
aumento da quantidade de estrona em aguas superficiais esta associado ao
crescimento da incidéncia de cancer de mama e doengas cardiacas em mulheres

com mais de 50 anos (Cui et al., 2006).
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Além disso, a estrona pode persistir no ambiente por longos periodos devido a
sua estabilidade quimica, o que a torna uma preocupacido em termos de poluentes
persistentes (Ptotka-Wasylka et al., 2015). Portanto, a monitorizagdo e a mitigagao
da presencga da estrona em esgotos domeésticos sdo consideradas importantes para
proteger a qualidade da agua e a saude dos ecossistemas aquaticos (Tang et al.,
2020).

2.1.1.2. 17B-estradiol

O 17B-estradiol (E2) representado na Figura 3, € um horménio enddgeno
produzido pelos animais, desempenhando diversas fungdes fisiolégicas relacionadas
ao desenvolvimento. Nos seres humanos, desempenha um papel crucial no suporte
ao processo reprodutivo e na regulagdo das caracteristicas sexuais secundarias
femininas, sendo sua produgdo influenciada por fatores como género, idade e ciclo
reprodutivo. Este composto € considerado o estrogénio biologicamente ativo e

natural mais significativo (Fernandes et al., 2011; Manickum e John, 2014).

Figura 3 - Formula estrutural do 17B-estradiol

CH3; OH

HO

Fonte: adaptado de Dallegrave (2012)

O horménio E2 exerce influéncia no controle da ovulagdo, nos sistemas
imunoldgico e cardiovascular, além de impactar a pele, os ossos, o figado e até
mesmo o cérebro, assegurando o funcionamento normal dos sistemas organicos e
participando em processos bioquimicos do metabolismo (Limpiyakorn, Homklin e
Ong, 2011; Manickum e John, 2014). Desta maneira, tanto o estradiol quanto sua

forma metabdlica, a estrona, tém sido consistentemente introduzidos no ambiente
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através da excrecdo dessas substancias por humanos e outros animais (Schleicher,
2013).

2.2 FARMACOS

Os farmacos sdo compostos quimicos criados e empregados no tratamento,
prevencdo ou diagndstico de doengas em humanos e animais. Sua agdo no
organismo pode variar, podendo estimular, inibir ou interferir em processos
fisioldgicos. Os farmacos sao substancias biologicamente ativas desenvolvidas para
interagir com diversos receptores humanos, apresentando modos de ag¢do que
podem ser toxicos variados conforme o resultado biologico analisado (Albini, et al.,
2019; Pichler, et al., 2015). A eliminacao integral de produtos farmacéuticos é
desafiadora devido as caracteristicas biolégicas das substancias e a complexidade
de suas estruturas quimicas (Yang et al., 2017).

Uma analise recente de dados sobre exposicdo ambiental e toxicidade de 22
produtos farmacéuticos destaca que antiepilépticos, anti-inflamatoérios e antibiéticos
geralmente representam os farmacos com o0s maiores riscos ecotoxicoldgicos
(Pereira et al., 2022). No entanto, as praticas de consumo e as eficiéncias de
remogao dos sistemas de tratamento de aguas residuarias diferem entre diversas
bacias hidrograficas, resultando em combinagdes complexas que demandam
avaliagdes especificas em cada caso (Altenburger et al., 2015; Téth, et al., 2023).

Esse conjunto de compostos quimicos tem despertado significativa atengao
dos cientistas ambientais. A apreensao em relagcdo a esses compostos decorre
principalmente do fato de serem todos biologicamente ativos e, consequentemente,
podem provocar impactos em espécies ndo-alvo expostas a eles. Essa preocupagao
foi acentuada quando se constatou que a utilizac&o veterinaria do medicamento anti-
inflamatdrio diclofenaco através do consumo indireto de carne de gado resultou na
morte de milhdes de abutres na Asia (Oaks et al., 2004; Ojoghoro et al., 2021).

2.2.1 Diclofenaco
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O diclofenaco (DCF) & um farmaco classificado como um anti-inflamatério ndo
esteroide (AINE), que age inibindo a sintese de prostaglandinas, substancias
envolvidas na inflamacao, dor e febre (Bjarnason et al., 2018). Este farmaco é
comumente usados no tratamento de condigbes inflamatérias, como artrite
reumatoide, osteoartrite, gota, além de dores musculares e articulares, e colicas
menstruais (Amanullah et al., 2022). Ele esta disponivel sem a necessidade de
prescricdo médica e € notavel por ser um dos compostos mais amplamente
utilizados e frequentemente detectados em ambientes aquaticos (Américo-Pinheiro
et al., 2017). Possui massa molecular de 295 g.mol"' e sua formula estrutural esta

representada na Figura 4.

Figura 4 - Férmula estrutural do diclofenaco

Cl

NH

@] OH

Fonte: adaptado de Souza (2014)

O diclofenaco tem sido empregado tanto em seres humanos quanto em
animais domésticos desde a década de 1970 (Caracciolo et al., 2015). Em geral, a
presenca persistente deste farmaco nos ambientes decorre dos residuos
provenientes de industrias farmacéuticas, hospitais e esgotos domésticos, podendo
contaminar o meio ambiente em sua forma original ou por meio de seus metabdlitos
(Lindholm-Lehto et al., 2016; Meyer et al., 2016; Kotecka et al., 2022).

Aproximadamente 75% do diclofenaco utilizado acaba nos ecossistemas
aquaticos e no solo (Schmidt et al., 2018). Adicionalmente, sua afinidade pela agua
e estabilidade sugerem maior probabilidade de persisténcia nos ambientes aquaticos
(Madikizela et al., 2017; Tiedeken et al., 2017). Esse cenario pode também se refletir
em diferentes niveis troficos da cadeia alimentar, com espécies aquaticas expostas
por longos periodos ao diclofenaco, possivelmente apresentando risco ecoldgico
elevado (Mezzelani et al., 2016; Lindim et al., 2019).



23

Contudo, diversos fatores, como o aumento global no consumo de produtos
farmacéuticos, o descarte de aguas residuais ndo tratadas no ambiente, as
disparidades na eficacia das estagcbes de tratamento de aguas e a separagao dos
metabdlitos do diclofenaco, tém contribuido para o aumento nas concentragcbes
desse composto no ciclo da agua (Charuaud et al., 2019; Fekadu et al., 2019;
Williams et al., 2019).

2.3. TECNICAS ANALITICAS PARA DETECCAO DE CONTAMINANTES

Existem varias técnicas analiticas disponiveis para a quantificacdo de
horménios em matrizes ambientais. Como exemplos tem-se: 1) cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massa (LC-MS) que oferece alta sensibilidade,
seletividade;  2) cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), onde ha
possibilidade de empregar diferentes detectores, como UV/Visivel ou fluorescéncia;
3) imunoensaio, onde s&o utilizados anticorpos especificos para detectar e
quantificar os hormodnios; 4) cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massa (GC-MS), onde é utilizada uma fase mével gasosa e a confirmagao pelo
espectro de massas. E uma técnica sensivel e seletiva que permite a identificacdo
de composto em misturas complexas com alta confiabilidade (Arismendi et al., 2019;
Gravitte et al., 2021).

2.3.1. Cromatografia

Cromatografia € uma técnica fisico-quimica de separagdo. Tem uma ampla
gama de aplicagbes em diversos campos, como quimica, bioquimica, farmacologia,
ciéncias ambientais e alimentos. E frequentemente utilizada para separar e analisar
componentes em misturas complexas, identificar substancias desconhecidas,
determinar a pureza de compostos, monitorar reagdes quimicas e controlar a
qualidade de produtos (Skoog et al., 2013; Baciu, 2015).

Uma das grandes vantagens dessa da cromatogafia € a grande variedade de
combinagdes entre fases moveis e estacionarias que podem ser utilizadas. Por isso,
€ possivel empregar a técnica considerando as necessidades especificas de
separagao de analise de diferentes tipos de amostras (Hirose et al., 2019; Patil et al.,
2023).
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A fase estacionaria é responsavel por reter e interagir seletivamente com os
componentes da amostra, enquanto a fase movel os transporta através da coluna
cromatografica. A medida que a fase moével flui pela coluna, os componentes da
amostra sdo separados com base em suas diferentes afinidades e interacbes com a
fase estacionaria. Essas interagdes estao relacionadas com os tipos de mecanismos
de separacdo, sendo eles: adsorcdo, particdo, troca idnica, afinidade seletiva e
exclusao (Skoog et al., 2013; Baciu, 2015).

Existem diversas formas de deteccdo cromatografica, cada uma com suas
caracteristicas e aplicacoes especificas, amplamente descritas na literatura cientifica.
O sistema de detecgdo empregando ultravioleta/visivel (UV/Vis), por exemplo, utiliza
a absorcao de luz nestas regides do espectro pelos analitos. Este tipo de detector é
frequentemente usado em HPLC (Skoog et al., 2013). Ja a detecgdo por
fluorescéncia envolve a excitagdo de moléculas para um estado eletronicamente
excitado e a subsequente emissdo de luz fluorescente, sendo sensivel para
compostos fluorescentes naturais ou marcados (Zhao et al, 2023). A técnica
eletroquimica mede a corrente elétrica em uma célula eletroquimica, variando
conforme os analitos sdo oxidados ou reduzidos, comumente utilizada em
cromatografia liquida e eletroforese capilar (Pobozy; Trojanowicz, 2021). A detecgéo
por condutividade mede mudangas na condutividade elétrica da fase movel
causadas pelos analitos, comumente empregada em cromatografia ibnica e
eletroforese capilar (Santana; Lago, 2021).

E, por fim, a espectrometria de massas (MS) identifica e quantifica compostos
com base na razado entre a massa e a carga de ions gerados a partir dos analitos,
podendo ser acoplada as técnicas de cromatografia gasosa (GC/MS) e
cromatografia liquida (LC/MS) (Niessen, 2011). A deteccao refratométrica detecta
mudancgas no indice de refragdo dos analitos a medida que passam pela fase movel,

sendo utilizada em cromatografia liquida (Wicht et al., 2022).

2.3.2. Espectrometria de massas

A espectrometria de massas (MS) é aplicavel a substancias organicas de
qualquer natureza, desde pequenas moléculas, como metano e acidos de cadeia
curta, a enormes proteinas. Os espectros de massas geram informagdes uteis sobre

a massa molecular e a estrutura dos analitos, podendo ajudar na elucidagdo de
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compostos desconhecidos. A sensibilidade da técnica e as fragmentagdées geradas
dependem da fonte de ionizacdo das amostras. Dada as carateristicas desta técnica
analitica, faz com que ela possa ser amplamente aplicada em varias areas, como
quimica, bioquimica e pretroquimica ( Khanal, 2022; Grzadka e Malinowska, 2024).

A MS tem como base a identificagcdo e quantificacdo precisa dos compostos
de interesse, utilizando diferentes metodologias de analise que variam de acordo
com a resolugcdo e a sensibilidade. A MS de baixa resolugdo é frequentemente
utiizada para identificar e quantificar compostos conhecidos, enquanto a
espectrometria de massas de alta resolugdo é empregada na identificagdo de
compostos desconhecidos, como metabdlitos formados no processo de degradagéo
dos compostos alvo (Unsihuay; Sanchez; Laskin, 2021).

Na espectrometria de massa com fonte de ionizagcdo do tipo lonizagéo por
elétrons (El), as moléculas neutras sdo ionizadas através da colisdo com elétrons de
alta energia. Durante esse processo, elétrons da ultima camada de valéncia s&o
removidos das moléculas da amostra, resultando na formagao de ions positivos, na
maioria das vezes. Esses ions s&o entdo analisados com base em sua massa e
carga elétrica. Essa abordagem € comumente aplicada na cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa (GC-MS), especialmente para a detecgao de

compostos volateis e termicamente estaveis (Skoog et al., 2013).

2.3.2.1 Cromatografia acoplada a espectrometria de massas

A cromatografia acoplada a espectrometria de massas, seja gasosa ou liquida
(GC-MS e LC-MS, respectivamente) é uma técnica analitica poderosa que combina
a separacgao cromatografica com a detecgao e identificacdo de compostos com base
em suas massas moleculares e caracteristicas estruturais. Essa abordagem envolve
a utilizacdo de um sistema cromatografico gasoso ou liquido, para separar os
componentes da amostra com base em suas interagdes com as fases moével e
estacionaria ( Gupta, et al., 2022; Patil, et al., 2022)

Apds a separagdo cromatografica, os compostos eluidos sédo direcionados
para o0 espectrObmetro de massas, onde sao ionizados e posteriormente
fragmentados para analise. A espectrometria de massas permite a determinacéo da

razao massal/carga (m/z) dos ions resultantes, que sdo detectados e registrados
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como espectros de massas (Niessen, 2016). A comparagédo desses espectros com
bancos de dados ajuda na identificagdo dos compostos presentes na amostra. A
combinagao da cromatografia com a espectrometria de massas oferece uma analise
mais precisa e confiavel, uma vez que a separagdao cromatografica reduz as
interferéncias e a espectrometria de massas fornece informagdes estruturais

adicionais para a identificagdo (Chiaradia, et al., 2008).

2.4 PREPARO DE AMOSTRAS

A preparacdo de amostras € crucial em analises instrumentais,
desempenhando um papel significativo em todo o processo analitico. Na quimica
analitica moderna, ha um crescente interesse em amostras diversificadas e
complexas, que provavelmente contenham diversos analitos-alvo e uma matriz
intricada. Esses analitos-alvo podem ser muito similares, mas tém uma presenca
minima na matriz da amostra. Portanto, para evitar interferéncias da matriz, é
necessario realizar a extracdo, separagao e concentracdo dos analitos-alvo em
niveis de tracos antes da analise instrumental. Em termos tedricos, a preparacéo da
amostra envolve concentrar os analitos de uma matriz para uma avaliagao
qualitativa e quantitativa, levando em consideracdo suas diferencas nas

propriedades fisicas, quimicas e biologicas (Xia et al., 2019).

2.4.1 Extracdo em Fase Sdlida

A extracdo em fase sdlida (SPE) € um tipo de preparagcdo de amostra
extensivamente empregada em etapas de pré-tratamento, concentracéo e analise de
amostras, devido a sua elevada seletividade e aptiddo para sistemas de amostras
com baixas concentragcées (Zhang et al., 2021). As etapas principais de um
procedimento padrdo de SPE abrangem a ativagdo da fase sorvente, a
percolacao/sorgao do analito da matriz da amostra (solugdo liquida) para o sorvente,
a eliminacdo de interferéncias da matriz (limpeza), e a eluigdo e concentragdo do
analito através de uma técnica apropriada (Pérez-Rodriguez et al., 2014). No

entanto, os mecanismos de extracao podem variar dependendo do sorvente (Cunha
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et al., 2017). Na Figura 5 tem-se um esquema de como se da o procedimento de
SPE.

Figura 5 - Esquema geral da SPE
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Fonte: Dallegrave (2012)

Na Figura 5 pode-se observar como se dao as etapas da extragdo em fase
sélida. Durante o condicionamento, a fase sélida é preparada para receber o analito
utilizando diferentes solventes e tampdes conforme necessarios, dependendo do
mecanismo de retencdo. Na etapa de percolacdo, a amostra passa pela fase
estacionaria, retendo os analitos de interesse e permitindo a passagem dos
interferentes. Uma etapa de lavagem pode ser realizada para remover o0s
interferentes da fase solida sem eluir os analitos. Por fim, ocorre a eluicdo, onde a
escolha do solvente apropriado € crucial para remover os analitos de interesse da

fase solida.
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2.4.2 Derivatizagao

Uma outra técnica de pré-tratamento de amostras € a derivatizagdo quimica,
a qual altera os grupos funcionais nos analitos por meio de reagées com reagentes
derivados. Este processo é realizado com o intuito de amplificar a resposta através
de diferentes tipos de detectores: ultravioleta (UV), de fluorescéncia ou
espectrometria de massa (Qin et al., 2020). A derivatizagdo quimica pode ser
utilizada para manter as caracteristicas estruturais intactas, ajudando para que haja
uma maior detecgdo com sinais mais intensos (Ptotka-Wasylka, 2015).

A maior parte das derivatizacdes acontece por meio de reacdes de sililagao,
nas quais um hidrogénio facilmente removivel presente em acidos, alcoois, aminas,
amidas, cetonas enolizaveis ou aldeidos é trocado por um grupo trimetilsilila,
resultando em um produto que é mais volatil e termicamente mais estavel (HALKET.;
ZAIKIN, 2003).

Sendo assim, o processo de derivatizagdo melhora a analise cromatografica
ao aumentar a separacgao, a sensibilidade do detector, a precisdo da quantificagao, a
estabilidade do analito e a identificagdo do composto. No entanto, para garantir que
essa etapa de preparacao seja eficaz, € necessario que seja realizada a validagéo
do método (Moldoveanu e David, 2005; Wang, 2022).

2.5. VALIDACAO DE METODOLOGIA ANALITICA

No desenvolvimento de metodologias analiticas para o controle de qualidade
ou pesquisa de um produto, faz-se necessario avaliar e otimizar diversos parametros,
desde o preparo da amostra até a separagdo cromatografica, deteccéo e
quantificacdo de analitos. Esses parametros devem ser intensivamente estudados e
intrinsecamente relacionados com os metabdlitos de interesse, a fim de garantir
resultados precisos e confiaveis (Ribani,2004).

A validagdo de um método deve garantir, através de estudos experimentais,
que este atenda as exigéncias das aplicagbes analiticas, assegurando a
confiabilidade dos resultados (ANVISA, 2003). Os parametros usuais de validagéo
sdo: seletividade, precisao, exatidao, limite de deteccéo (LD), limite de quantificacao
(LQ) e linearidade.
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A seletividade é a garantia de que o método analitico é capaz para quantificar
com precisdo os analitos de interesse na presenca de interferentes. A linearidade
corresponde a capacidade do método em fornecer resultados diretamente
proporcionais a concentragdo da substancia de interesse, dentro de uma
determinada faixa de aplicacdo. No entanto, apenas o coeficiente de correlagcdo nao
indica a qualidade de ajuste. E necessaria a analise cuidadosa do grafico dos
residuos do sinal analitico e a aplicacdo de testes para determinar a faixa na qual a
curva analitica apresenta um comportamento linear (Ribeiro, 2008).

Detectar outliers € um tema interessante no campo estatistico. O teste de
Grubbs é um dos métodos comuns de detecgcdo de observacdes atipicas em
conjuntos de dados univariados. Esse método se baseia na média e no desvio
padrdao dos dados univariados e, portanto, esses dados sao fortemente afetados
pela presenca de valores discrepantes (Alrawashdeh, 2021).

Ao analisar a linearidade de um método é preciso atentar também para a
faixa de concentragdo, que devera ser de 0 a 150% do valor de concentragéo
esperado em amostras reais.

O LD representa a menor concentracdo da substancia em exame que pode
ser detectada, mas nao necessariamente quantificada. O LQ representa a menor
concentracdo da substancia em exame que pode ser medida, com precisao e
exatiddo. A exatiddao representa o grau de concordancia entre os resultados
individuais encontrados em um determinado ensaio e um valor de referéncia aceito
como verdadeiro (INMETRO, 2020).

2.6 ESTADO DA ARTE

Na literatura é possivel encontrar varios trabalhos com diversas técnicas
utilizando tanto cromatografia liquida quanto gasosa para detecgao e identificagao

desses compostos. Alguns desses trabalhos estdo apresentados nas Tabela 1.

Tabela 1 - Trabalhos estudando os analitos em diversas matrizes utilizando cromatografia
liquida

Compostos Tipo de detector Matriz Referéncia
Estrogénios DAD Aguas Gonzalez et al.
residuarias (2020)




Estrogénios DAD
Aguas Yasir et al.
residuarias (2021)
Estrogénios DAD/UV-VIS Aguas Bohrer (2022)
residuarias
E2 DAD/UV-VIS - Daruwati et al.
(2023)
DCF DAD Aguas Hanif et al.
residuarias e (2020)
superficiais
CE MS Aguas Arismendi et al.
residuarias e (2019)
superficiais
DCF UV/VIS Aguas Correia et al.
residuarias (2020)
Estrogénios MS Chafi; Ballestros
Aguas (2021)
residuarias e
superficiais
Estrogénios MS Urina Alladio et al.
(2020)
DCF MS Agua de Becker
torneira (2012)
Estrogénios MS Aguas Davoodi et al.
residuarias e (2020)
aguas
superficiais
Estrogénios MS Aguas Dellagrave (2012)
residuarias e
aguas
superficiais
Estrogénios MS Aguas Hehenberg (2016)
residuarias e
aguas
superficiais
DCF UV/VIS Aguas Romano (2018)
superficiais
DCF DAD Aguas Vicente (2019)
superficiais

DAD: arranjo de diodos; UV-VIS: ultravioleta-visivel,

Fonte: a autora (2024).

MS: espectrometria de massas



31

Como se pode observar, na Tabela 1 o emprego de HPLC-DAD/UV-VIS é
bastante utilizado. Entretanto, a andlise de diversos contaminantes emergentes pode
ser conduzida também através das técnicas cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massa (LC-MS) e cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (GC-MS). No entanto, uma desvantagem de realizar
analises via GC-MS é que, em algumas situagdes, a derivatizagdo dos analitos é
necessaria (Nascimento, 2015).

Os procedimentos descritos na literatura para a quantificacdo de estrogénios
em agua predominantemente empregam a detecgdo por meio da cromatografia a
gas acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) (Nakamura et al., 2001; Boyd et
al.,, 2003; Cargouet et al., 2004; Leusch et al.,, 2006; Tan et al., 2007). Os
equipamentos de GC-MS podem adotar diversas técnicas de ionizagao, sendo a
ionizagao por elétrons a mais comum. Além disso, a ionizagdo quimica também tem
sua aplicagao na analise de estrogénios (Nascimento, 2015).

Por exemplo, Kuch e Ballschmiter (2001) empregaram GC-MS com ionizagao
quimica utilizando metano como gas reagente. Os autores utilizaram como etapa de
preparacdo de amostra a extracdo em fase sdlida e alcangcaram limites de deteccao
da ordem de 50 ng.L-1 em agua tratada e 200 ng.L-1 em efluentes. Nascimento
(2015), explorou a cromatografia a gas com detector de captura de elétrons (GC-
DCE), mas depararam-se com a complexidade das matrizes, gerando um ruido de
fundo com picos nao identificados que interferiram nos sinais analiticos, impedindo

analises quantitativas.
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3 METODOLOGIA

Os padrdes analiticos de DCF, E1 e E2 foram adquiridos da Sigma-Aldrich,
com pureza maior que 99%. O acetato de etila, diclorometano, metanol e piridina
foram adquiridos da Merck. Foi também utilizada agua com resistividade de 18

MQ.cm, por purificagdo em sistema Merck Millipore.

3.1 DETERMINACAO DE HORMONIOS E FARMACOS VIA CROMATOGRAFIA
GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS

A quantificagdo do DCF, E1 e E2 foi realizada por cromatografia gasosa
acoplada a um espectrémetro de massas (Agilent 7890A), com sistema de injegéo
de amostras automatico, modo de injecao split/splitless e detector de espectrometria
de massas (Modelo 7975C da Agilent), empregando ionizagdo por elétrons. Na

Tabela 2 estdo descritas as condi¢gdes cromatograficas do método.

Tabela 2 - Parametros cromatograficos para a separacao do DCF, E1 e E2

Parametros Condicoes
Gas de arraste Hélio
Coluna SLB® 5MS, 30 m x 0,25 mm x 0,25 um
Temperatura de Injecao 275°C
Modo de injegéo Splitless
Fluxo 1,0 mL. min™*
Pressao inlet 8.6411 psi
Temp. da linha de transferéncia 250°C
Temperatura do analisador de massas 150°C
(quadrupolo)
Temperatura da fonte 230°C
Temperatura inicial da coluna 130°C por 1 min.
Rampa de temperatura 25 °C-min' até 235°C; 2 °C-min-" até

265°C; 5 ° C-min-' até 290 °C por 10 °C-

min-' até 305°C por 8 min.

Tempo de analise 26 min
Fonte: adaptado de Hehenberger (2016)
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3.2. PREPARAGCAO DE AMOSTRAS PARA ANALISE CROMATOGRAFICA

Incialmente, as amostras foram filtradas, empregando filtro de celulose
regenerada com poro de 0,45 um Chromafil ® Xtra RC-45/25 da Phenomenex. Na
sequéncia, foi realizada a correcao do pH para 3,0 com uma solucdo de acido
cloridrico (10%) Para melhorar a solubilidade dos compostos na fase aquosa e
facilitar a transferéncia para a fase solida de adsorgao.

Posteriormente, foi realizada a extracdo em fase solida (SPE), para
concentrar a amostra, como também eliminar possiveis interferentes. Para tal, foi
utilizado um cartucho SPE Supel™ Swift HLB C18 (60 mg) da Sigma-Aldrich
acoplado a um manifold e uma bomba para controle do fluxo. Para essa extragao, o
cartucho foi pré-condicionado com 5 mL de acetato de etila seguidos de 5 mL
metanol e 10 mL de agua acidificada (pH 3).

Em seguida, foram percolados 250 mL da amostra adicionada de 50 pL de
17B-estradiol deuterado (E2-D3) (Sigma-Aldrich) na concentracdo de 10 mg.L' e
0 sSpike de uma solucdo padrdo contendo os trés analitos de concentragao
conhecida. Essa amostra foi condicionada no sistema sob baixa vazdo de
aproximadamente 3 mL.min"'. Os cartuchos secaram a uma temperatura de 25 + 3°C
por no minimo 30 min, depois os analitos foram eluidos com 10 mL de uma solugao
1:2 de metanol e diclorometano (V/V).

As amostras passaram por uma etapa de secagem em baixo fluxo de
nitrogénio e, em seguida, passaram pelo processo de derivatizagdo. Este consistiu
na adi¢cao de 50 uL do derivatizante N-trimetilsilil-N-metil trifluoroacetamida (MSTFA)
e 50 pL de piridina. Foram mantidas a uma temperatura constante de 55°C em
estufa por 60 min. Por fim, o volume voi completado com 100 uL de piridina e as

amostras foram analisadas via GC/MS.

3.3. PREPARACAO DOS PADROES DE TRABALHO

Inicialmente, foram preparadas solugdes estoques individuais de DCF, E1, E2
na concentragdo de 1000 mg.L"" em metanol. Em seguida, foram preparadas duas
solugdes mistas contendo os trés analitos nas concentragdes de: 1) solugédo A = 10

mg.L"" de cada analito e 2) solugdo B = 1 mg.L-' de cada analito. As solugdes de
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trabalho foram preparadas através de diluicbes em metanol das solugdes A e B, nas
concentragdes de 50; 125; 200; 275; 350; 425; e 500 ug.L™".

Em seguida, foi adicionado o 173-estradiol deuterado (D3) na concentragao
de 10 mg.L"' a cada uma das concentrages descritas anteriormente. Feito isso,
passou-se para a etapa de secagem em baixo fluxo de nitrogénio e adigdo do

derivatizante, conforme descrito no item 4.2.

3.4. VALIDACAO DE METODOLOGIA

Apods o estabelecimento das condi¢cdes analiticas, foi realizada a validagao do
meétodo, para garantir, através de testes experimentais e tratamento estatistico de
dados, a sua proficiéncia de fornecer resultados quantitativos exatos e precisos,
estimando a sua variabilidade no tempo, matriz e operador. O método foi validado
conforme a legislacdo RE 166 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
sendo os seguintes parametros avaliados: seletividade, linearidade, limites de
deteccgao (LD) e quantificagcéo (LQ), precisao e exatidao.

As curvas analiticas com faixa linear de 50 a 500 pg.L™' foram construidas em
sete niveis, em setuplicatas, uniformemente espacadas na faixa de
concentragdo. Os valores de LD e LQ foram calculados matematicamente através
dos parametros da curva analitica, utilizando os valores da inclinagdo e o desvio

padrdo do menor nivel da curva analitica, segundo as Equagdes 1 e 2.

LD =332

~33;
(1)

Lo = 10>

Q= b

(2)

Onde, s é o coeficiente angular da equacdo e b o desvio padrdo do menor

nivel curva analitica.
De modo a garantir a reproducao dos dados foi ainda realizada uma
analise estatitica empregando o teste de Grubb's. Desse modo, foram avaliados os

valores de G< e G> a 95% de confiabilidade de acordo com as Equacdes 3 e 4
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(3)

G>= (Crrr—c>)
a

(4)

Em que G< representa o teste de Grubb’s para o valor minimo medido,
enquanto G> refere-se ao teste de Grubb’s para o valor maximo medido. O simbolo
Cm denota a média dos valores medidos, C< indica o menor valor medido, C>
representa o maior valor medido, e o € o desvio padrao absoluto.

Em seguida, a preciséo foi avaliada através do coeficiente de variacéo (CV)
(Equacao 5) resultante da analise de nove medi¢cdes de solugdes padrbes em trés
niveis da curva analitica, com trés repeticdes de cada nivel.
cv (%) =2

()

Em que, S é a estimativa do desvio padrdo absoluto (Equagdo 6) e X, a

meédia aritmética do numero de medigdes.

5=fﬁwﬂ=
n—1
(6)

Em que, xi é o valor individual da medig&o, x & a média aritmética do nimero
de medi¢des e n, o numero de medigdes.

A exatidao foi determinada em termos de recuperagao do método pela analise
de trés réplicas auténticas do ponto de menor concentragao, o intermediario e o de
maior concentragdo da curva de analitica. A matriz foi fortificada com o padrédo e o

percentual de recuperacao € calculada conforme a Equacéo 7.

(7)
Em que, x é a média aritmética da concentragdo obtida experimentalmente e,

X corresponde a meédia aritmética da concentragao teorica adicionada a amostra.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir estdo apresentados os resultados deste trabalho e suas respectivas
discussdes de acordo com as diretrizes do INMETRO e da ANVISA.

4.1 VALIDAGCAO DO METODO ANALITICO

Em um primeiro momento, apos as definigdes das condi¢gdes cromatograficas,
foram preparadas solugdes padrdes individuais de cada um dos analitos, a fim de
identificar o tempo de retencdo de cada composto. Foi feita também uma leitura com
0 scan do espectrdmetro de massas, onde a partir da razdo entre a massa de um
ion e sua carga elétrica (m/z), identificou-se cada composto. Na Tabela 3 estao
apresentadas as massas obtidas através dessa varredura, e na Figura 6 os

cromatogramas doa analitos com suas respectivas massas extraidas.

Tabela 3 - Razdes m/z do diclofenaco (DCF), estrona (E1) e 17B-estradiol (E2)

Compostos Razao m/z
DCF 277
E1 342
E2 416

Fonte: A Autora (2024).
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Figura 6 -. Cromatogramas de uma amostra adicionada de solugdo de 500 ug. L' do
diclofenaco (DCF), estrona (E1) e 17B-estradiol (E2) com suas respectivas massas extraidas

300000 300000 4

2300100 4 DCF

]
=
=
=1

200000 E1 m/z
342

m/z
277

‘.
=
2

100000 -

Intensidade mAL
o
&

3 :
Intensidade mAU
s
g

-
:
-
8

;

o 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25

5 1 20 30
Tempo (min) Tempo (min)

300000
250000 EZ2
200000

150000 4

m/z
416

Intensidade mUA

100000 4

£0000 b, Sk

0 5 10 15

Tempo (min)

Fonte: A Autora (2024).

A aquisicdo de dados foi feita a partir de 3,5 min pois o software foi
configurado para que o corte de solvente acontecesse neste tempo, evitando assim,
sujar mais rapidamente o analisador. Para avaliar a seletividade foi feita uma
comparagao entre o cromatograma de uma amostra com o e sem a adicado de um

padrao dos compostos em estudo, e pode ser observado na Figura 7.
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Figura 7 - Cromatograma da analise uma amostra sobreposta de um cromatograma dessa
mesma amostra adicionada de solug&o de 500 pg. L' do diclofenaco (DCF), estrona (E1) e
17B-estradiol (E2)
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Fonte: A Autora (2024).

Os tempos de retengao encontrados foram 10,3; 17,9; 18,56 e 18,64 min para
o DCF, E1, para o D3 e E2, nesta ordem. Ao analisar os cromatogramas
sobrepostos na Figura 7, onde, em vermelho tem-se apenas a matriz, e em preto a
matriz adicionada da solug¢ao padrdo contendo os analitos, pode-se observar que o
método se mostrou seletivo, uma vez que a eluicdo dos compostos em estudos

ocorreu sem interferentes presentes na amostra.

4.1.1 Linearidade

A partir dos dados coletados para a analise das varias concentracdes
estudadas, foram geradas as curvas analiticas, mostradas na Figura 8. Essas curvas
representam a relagdo entre a area média obtida das replicatas de cada ponto e

suas respectivas concentragdes.
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Figura 8 - Curvas analiticas do diclofenaco (DCF), estrona (E1) e 17B-estradiol (E2)
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Fonte: A Autora (2024).

A analise da linearidade das curvas apresentadas na Figura 8 foi feita através
da determinacdo do coeficiente de correlagéo (r). Segundo a literatura, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) classifica uma curva como linear quando
esse coeficiente atinge valores iguais ou superiores a 0,99, em contrapartida, o
INMETRO admite valores superiores a 0,90. Na Tabela 4, encontram-se as
equacdes das curvas obtidas para cada um dos analitos e seus respectivos

coeficientes de correlagao.

Figura 9 - Equagbes da curva analitica e valores de coeficientes de correlagéo do
diclofenaco (DCF), estrona (E1) e 173-estradiol (E2)

Composto Equacao da reta r
DCF y =0,0014x — 0,0119 0,9973
E1 y = 0,0018x — 0,0297 0,9948
E2 y = 0,0016x —0,0053 0,9976

Fonte: A Autora (2024).

De acordo com a Tabela 4, todos os valores de r estdo dentro do que é
preconizado tanto pelo INMETRO quanto pela ANVISA. Além disso, foi feita a

avaliagao da dispersdo dos resultados de cada ponto através da determinagao do
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teste de Grubbs (Grubbs e Beck, 1972). A avaliacdo foi feita considerando o
intervalo de confianca de 97,5%, os resultados obtidos estdo apresentados na
Tabela 5.

Tabela 4 - Resultados dos valores minimos e maximos do teste de Grubbs para o
DCF,E1eE2

Concen- Diclofenaco Estrona B-estradiol

tracao

(ug.L) G< G> G< G> G< G>
50 1,84 1,26 1,37 1,65 1,96 0,95
125 1,23 1,65 1,62 1,5 1,17 1,95
200 1,45 1,22 1,14 1,34 1,15 0,96
275 1,88 1,21 1,91 1,56 1,28 1,07
350 1,30 1,65 1,13 1,58 1,45 0,96
425 1,80 1,48 1,48 1,88 1,30 1,06
500 1,44 1,37 2,01 1,01 1,14 1,84

Fonte: A Autora (2024).

Ao observar os dados da Tabela 5, verificou-se que os valores obtidos estédo
em concordancia, uma vez que os resultados de G< e G> sdo inferiores ao valor
tabelado que é de 2,020. Assim, pode-se afirmar que n&do ha dispersao entre os

valores das replicatas de cada concentragao e atestar a linearidade do método.

4.1.2. Limites de quantificagdo e deteccéo

Os valores dos limites de deteccdo (LD) e quantificagdo (LQ) foram
estimados com base na inclinacdo da curva analitica e o desvio padrdo da
resposta do menor nivel da curva, conforme descrito no item 3.4. Os valores de

LD e LQ obtidos encontram-se na Tabela 6.
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Tabela 5 - Valores dos limites de deteccao e quantificagao

Composto LD LQ
(Mg.L") (Mg.L")
Diclofenaco 6,86 20,80
E1 3,29 9,97
E2 2,15 6,51

Fonte: A Autora (2024).

Ao analisar os valores de LD e LQ dispostos na Tabela 6 pode-se verificar
que embora eles estejam em uma faixa de concentragcdo maior do que se
comparado a outros trabalhos (Dellagrave, 2012; Campos, 2018) que se
encontram na faixa de ng.L-! sdo aceitaveis, pois, as concentragbes presentes na

matriz estudada estio dentro da faixa analisada.
4.1.3 Precisao

A precisao fol estabelecida com base na determinagcdo do coeficiente de

variagéo. Os valores de CV estdo descritos na Tabela 7 para todos os analitos.

Tabela 6 - Valores de CV (%) para diclofenaco (DCF), estrona (E1) e 17B-estradiol (E2)

Concentragao CV(%)
(ug.L") DCF E1 E2
50 3,90 3,21 3,21
125 5,66 4,69 4,59
200 2,94 3,69 3,69
275 3,66 3,13 3,13
350 3,13 2,02 2,02
425 1,45 1,69 1,69
500 1,89 5,24 5,14

Fonte: A Autora (2024).
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De acordo com Ribani et al. (2004), € recomendado que o coeficiente de
variagdo (CV) nao ultrapasse 20% em amostras de tragos ou amostras complexas
para que o método seja classificado como preciso. A avaliagdo do valor de CV foi
realizada em todos os niveis das curvas analiticas e pode-se concluir que o método

em questao é preciso para todos os compostos estudados.
4.1.4 Exatidao

A exatidao foi estudada através da recuperagao em trés niveis de concentragao,
o menor, intermediario e o mais alto da curva analitica, todos com analise em
triplicata, conforme descrito no item 3.4. Com isso, foi possivel obter o percentual
médio de recuperacdo de cada um dos analitos, estando os resultados obtidos

expostos na Tabela 8.

Tabela 7 - Resultados de recuperagéo

Composto Recuperagao Média Desvio Padrao
Diclofenaco 90% 2,45

E1 95% 3,24

E2 107% 3,57

Fonte: A Autora (2024).

A recuperagao é essencial para avaliar o desempenho do método em extrair o
composto de interesse da amostra, levando em consideracdo possiveis perdas
durante a preparagao e analise da amostra. Uma boa recuperagao indica que o
método de preparagdao de amostra empregando extracdo em fase solida é eficaz,
podendo ser realizada a deteccdo e quantificagdo do analito através da técnica
analitica proposta no estudo. Sendo assim, uma recuperagcado proxima a 100% é
usualmente considerada como um indicativo de um método confiavel e preciso. Ao
analisar os resultados de recuperagao apresentados na Tabela 8, pode-se dizer que
o método é exato, pois os valores estao dentro da faixa preconizado pelo INMETRO
que entre 90 e 120% (INMETRO, 2020).

Além de fornecer bons resultados de recuperacdo a SPE também evitou a
coextracdo de interferentes que poderiam comprometer a analise. O uso do
derivatizante MSTFA e da piridina como solvente catalisador também foram

aceitaveis pois ajudaram a aumentar a detecbilidade dos analitos por GC-MS.
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Diante dos resultados apresentados, o método se mostrou satisfatério uma vez
que além de seleto, os tempos de retencdo se mostraram préximos a de outros
trabalhos como o de Dellagrave (2012) onde foi descrito 14,16 min para o E1 e
14,49 min para o E2 se tornando um método rapido. Embora necessario o processo
de derivatizagao, esse método auxilia quando nao se tem LC-MS disponivel uma vez
que é sensivel e consegue alcancgar faixas de concentracdo que a cromatografia

liquida ndo conseguiria realizar a determinagao.
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5 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos € possivel afirmar que a metodologia proposta
para a preparagao de amostras por extragdo em fase solida, aliada a identificagcéo e
quantificacao, através do emprego da cromatografia gasosa de diclofenaco, estrona
e 17B-estradiol, demonstraram um desempenho satisfatério. O método exibiu uma
notavel linearidade, estendendo-se habilmente pela faixa de 50 a 500 ug.L”,
destacando-se ndo apenas pela sua eficiéncia linear, mas também pela exatidao e
precisdo evidenciadas. Essas caracteristicas, assim delineadas, conferem ao

método uma adequacao para a determinacao e quantificagado destes compostos.
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