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RESUMO

A agua é um recurso natural essencial para vida que ultimamente esta
comprometido pela descarga de contaminantes emergentes, dentre os
quais, hormoénios sintéticos. Esses compostos podem ser langados
diretamente através de efluentes industriais e indiretamente através de
esgoto domeéstico. O monitoramento de contaminantes emergentes (ECs) no
ambiente aquatico tem se tornado uma prioridade, visto que eles
apresentam riscos para a saude humana e para meio ambiente devido a sua
capacidade de desregular o sistema enddécrino. Dessa forma, € necessario
analises de verificagdo dos contaminantes emergentes produzidos pelas
industrias farmacéuticas. Os métodos analiticos mais comuns para analises
dessa classe de compostos envolvem o uso de cromatografia liquida ou
gasosa, acoplado a espectrometria de massas tandem (MS/MS) com
procedimentos de preparos de amostras demorados e longas corridas
cromatograficas. Neste trabalho desenvolveu-se uma metodologia para
analise de contaminantes emergentes em agua residual industrial bruta e
tratada de uma linha de producao de horménios de uma industria local, por
uma técnica de ionizagdo ambiente conhecida como Paper Spray lonization
(PSI), cuja principal vantagem é o preparo minimo de amostra. Neste
trabalho, a técnica de PSI com papel contendo barreiras de parafinas foi
empregada para andlise de horménios em aguas residuarias. As andlises
dos horménios sintéticos levonorgestrel e algestona acetofenida ocorreram
através da adicao da amostra sobre um papel triangular que foi umedecido
com solugcado de metanol (0,1% de acido férmico). O papel foi fixado na
entrada do espectrOmetro de massas através de um clipe metalico que
forneceu uma voltagem ao papel. As curvas analiticas apresentaram
coeficiente de correlacdo linear acima de 0,99. Para o horménio
levonorgestrel a precisao intra-dias e inter-dias variou de 0,5 a 5,3%, a
exatiddo variou de -7,0 a 4,2% enquanto a recuperagao variou de 82,2 a
101,3%. Para o horménio algestona acetofenida a preciséo intra-dias e inter-
dias variou de 0,9 a 10,7%, a exatidao variou de -7,7 a 8,9% enquanto a
recuperacéao variou de 88,4 a 101,6%. O horménio levonorgestrel também foi
analisado com o método classico LC-MS, mostrando resultados consistentes
entre as duas abordagens, confirmando assim a confiabilidade do método
proposto.
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ABSTRACT

Water is an essential natural resource for life that is compromised by the
release of emerging contaminants, including synthetic hormones. These
compounds can be released directly through industrial effluents and indirectly
through domestic sewage. Monitoring emergent contaminants (ECs) in the
aquatic environment has become a priority as they pose risks to human
health and the environment because of their ability to deregulate the
endocrine system. Thus, verification analyzes of the emerging contaminants
produced by the pharmaceutical industries are required. The most common
analytical methods for analysis of this class of compounds involve the use of
liquid or gas chromatography coupled to tandem mass spectrometry (MS /
MS) with procedures for the preparation of long samples and long
chromatographic runs. In this study, a methodology was developed for the
analysis of emerging contaminants in raw and treated industrial wastewater
from a local industry's hormone production line by an environmental
ionization technique known as Paper Spray lonization (PSI). Here, we have
proposed an analytical approach based on the use of waxed papers.
Analyzes of the synthetic hormones levonorgestrel and algestone
acetophenide occurred by adding the sample to a triangular paper that was
moistened with methanol solution (0.1% formic acid). The paper was fixed at
the input of the mass spectrometer through a metal clip which provided a
voltage to the paper. The analytical curves presented a linear correlation
coefficient above 0.99. For the hormone levonorgestrel the intra-day and
inter-day precision ranged from 0.5 to 5.3%, accuracy ranged from -7.0 to
4.2% while recovery ranged from 82.2 to 101.3%. For the hormone algestone
acetophenide the intra-day and inter-day precision ranged from 0.9 to 10.7%,
accuracy ranged from -7.7 to 8.9% while recovery ranged from 88.4 to
101.6%. The levonorgestrel hormone was also analyzed with the classic LC-
MS method, showing consistent results between the two approaches, thus
confirming the reliability of the proposed method.
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1. INTRODUCAO

1.1. Espectrometria de massas

A espectrometria de massas (MS) € uma técnica analitica capaz de
detectar e determinar uma quantidade de um dado analito. A MS é também
usada para determinar a composicdo elementar e alguns aspectos da
estrutura molecular de um analito. Estas aptiddes sado realizadas pela
determinacao experimental da massa/carga (m/z) em fase gasosa dos ions
produzidos das moléculas de um analito (HOFFMANN e STROOBANT,
2007).

A informacéao obtida por um espectro de massas pode ser util tanto na
identificagdo quanto na quantificacdo das mais variadas moléculas em
diferentes tipos de matrizes. Um espectrobmetro de massas (Figura 1) é
constituido por fonte de ionizagcdo, um ou mais analisadores de massas, um

sistema de deteccdo e um sistema para processar o sinal.



Discriminacao Deteccao
dos ions dos ions

Fonte de
—) B —)

22 228§

‘ Sistema de
R [, — dados

Introducao
da amostra Espectro de massas

Figura 1: Esquema geral de um espectrémetro de massas.

Em MS, a etapa de ionizacdo é uma etapa critica. Sem ions nao é
possivel determinar qualquer m/z, ou seja, ndo ha um experimento de MS. E

a fonte de ionizagdo que dita a versatilidade da técnica.



1.2. Fontes de ionizacao

As primeiras fontes de ionizag&o, electron ionization (El) e chemical
ionization (Cl) (HOFFMANN e STROOBANT, 2007), por necessitarem das
moléculas em fase gasosa e operarem em alto vacuo, se aplicavam apenas

a moléculas de baixo peso molecular, volateis e termicamente estaveis.

Com o advento de novas técnicas de ionizagcdo, como electrospray
ionization (ESI) (ALBERICI et al., 2010), atmospheric pressure photon
ionization (APPIl) (PURCELL et al., 2006), matrix-assisted laser ionization
(MALDI) (ZENOBI e KNOCHENMUSS, 1998), onde os ions sdo gerados de
forma mais branda e por estratégias que nao necessitam de alto vacuo, uma
revolugdo ocorreu na MS, sendo que agora é possivel acessar praticamente

quaisquer tipos de moléculas.

O método de ionizacdo mais empregado na MS € o electrospray
ionization (ESI) (ALBERICI et al., 2010). A caracteristica principal deste
modo de ionizacdo (Figura 2) € que os ions sdo gerados em solugédo e
transferidos para fase gasosa por um modo muito brando, ou seja, geram
pouco ou nenhum fragmento das moléculas (LI et al., 2015).

Os compostos 4cidos sdo analisados no modo de ionizagdo negativo
com a adicdo de hidréxido de ambnio gerando ions [M-H]. A analise de
moléculas com carater bésico ocorre no modo de ionizagdo positivo com
adicdo de acido férmico gerando ions [M+H]* (KEBARLE e VERKERK,
2009).

A diferenca de potencial entre o capilar e a entrada do analisador
forma um campo elétrico que promove a formacéo de um spray eletrolitico
da solugdo da amostra. O gas de nebulizagdo (N) auxilia na dessolvatagéao

das gotas.

Existem dois processos para a evaporagao dos ions presentes nas
goticulas do spray. Através de sucessivas ficcdes dessas goticulas devido a
alta repulsdo entre elas devido a mesma carga vai haver a formacao de



goticulas com apenas uma carga em seu interior que € o chamado modelo
de carga residual (KEBARLE e VERKERK, 2009). O segundo modelo afirma
que a dessolvatacdo dessas goticulas ocasiona a repulsao das cargas e o
ion vai ser ejetado da goticula para o estado gasoso sendo esse modelo
conhecido como modelo de evaporacao dos ions (KEBARLE e VERKERK,
2009).

0,1 % NH,OH

Gas de

C d 2
Sesifog dessolvatagao—N.;

Taylor

Gas de / \

nebulizagao - N; / \
ESI (-)
K Spray

/\\ .. .

g ///‘ ‘\\\

é’ / 4 N\
¥ 4 Dessolvatacao das \

Capilar / 4 QOIS \

0,1 % HCOOH ? l
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* Entrada do
analisador

Capilar de vidro
=4.00 kV

#
@ e
B> BB > %o — o e
Q Q @ & Residual
A ‘
L Modelod
' —_— —_— —_— L3 Evaop:r:;;o
0“ 0 dosions

Figura 2: Esquema de uma fonte de ionizagdo por electrospray (Adaptado
de NANOTECHNOLOGY SOLUTIONS, 2013).

Recentemente ocorreu uma nova revolugdo na MS com a introducao
de técnicas de ionizacao/dessorcao conhecidas como espectrometria de
massas ambiente (AMS) (ALBERICI et al., 2010). Essas técnicas consistem
na detec¢do e quantificacdo do analito no ambiente natural da amostra com
pouco ou nenhum preparo de amostra (HUANG et al., 2011). As primeiras
fontes de ionizagdo ambiente desenvolvidas foram Direct Analysis in Real
Time (DART) e Desorption Electrospray lonization (DESI). Em seguida
varias outras técnicas de ionizagdo ambiente surgiram como Desorption
Atmospheric Pressure Photo-ionization (DAPPI), Desorption Atmospheric
Pressure Chemical lonization (DAPCI), Desorption Corona Beam lonization

5



(DCBI), Easy Ambient Sonic-Spray lonization (EASI), Laser Ablation
Electrospray lonization (LAESI), Laser Desorption Electrospray lonization
(LDESI), Low-temperature Plasma Ionization (LTP) and Paper Spray
lonization (PSI1) (PEREIRA et al., 2016).

Dentre essas técnicas de ionizacdo ambiente a que tem ganhado
destaque nos ultimos anos é a PSI (Figura 3). A ionizacdo ocorre
adicionando a amostra em um pedaco de papel triangular e os ions séo
gerados a partir da aplicagdo de uma elevada voltagem no papel molhado
(WANG et al., 2010). A diferenca de voltagem entre o papel e a entrada do
espectrometro de massas forma um campo elétrico. Esse campo elétrico
permite que a solugdo com analitos chegue a ponta do papel formando spray
na forma de cone de Taylor (YANG et al.,, 2012). O método de ionizacao é
similar ao ESI, sendo a diferenca, é que no ESI a ionizagdo € promovida no
capilar e no PS a ionizacdo é promovida no papel com efeito similar ao do

capilar.
Garra lons / Analito
l Solucéao /
, r_~_i§, — o °
kV, Papel triangular I\é
—L

Figura 3: Esquema do Paper Spray lonization (Adaptado de Liu et. al,
2010).

Uma das limitagdes do PS, principalmente para analises quantitativas,
€ que o spray é formado em todas as pontas do triangulo devido o
espalhamento da solugdo sobre todo o papel. Uma abordagem para
solucionar esta problematica, foi desenvolvida por COLLETTES et al., 2016,
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que consistiu em construir um canal hidrofébico no papel. Este canal,
construido com parafina, tem a fungéo de conduzir a solucao na direcao da

entrada do MS, inibindo o espalhamento da mesma.

O PSI-MS ja foi aplicado com sucesso em diversas areas como:
andlises de agroquimicos (PEREIRA et al., 2016), cafeina em bebidas e
drogas (TAVERNA et al., 2016), drogas de abuso (SU et al., 2013), proteinas
(ZHANG et al., 2014), monitoramento de reagdes (HSU et al, 2014) e
qualidade de alimentos (TAVERNA et al., 2013). A literatura registra analises
de contaminantes emergentes em agua por PSI-MS (REEBER et al., 2015;
MAHER et al., 2016), porém nao ha registros quanto a aplicagédo do PSI na

caracterizagao de hormoénios em aguas residuais industriais.



1.3. Analisadores de massa

Existem diversos tipos de analisadores em espectrometria de massas
e aqueles com o maior poder de resolucdo sdo o de Ressonancia
Ciclotronica de fons (ICR) e orbitrap (Figura 4), sendo este o mais recente

em espectrometria de massas.

No orbitrap a discriminagcdo dos ions é realizada em funcdo da
frequéncia de oscilagao do ion em um campo eletrostatico (PERRY, COOKS
e NOLL, 2008). O orbitrap é antecedido do C-trap, um dispositivo cuja
funcdo € introduzir os ions dentro da cela do orbitrap com a velocidade
necessdaria para orbitarem ao redor do eletrodo central. Por meio de
colisbes com nitrogénio ainda no C-trap, os ions tem sua energia cinética
(Ec) diminuida. Os ions serdo ejetados tangencialmente para dentro do
analisador quando tiverem Ec aproximadas, e serdao aprisionados em torno

do eletrodo central que estd sob uma alta voltagem.

Devido ao forte campo eletrostatico os ions sdo puxados para a
regido equatorial do analisador e iniciardo oscilagées axiais evitando queda
dos ions no eletrodo central (MAKAROV e SCIGELOVA, 2010).

fons com mesma m/z oscilam com a mesma frequéncia e induzem
uma corrente que é detectada por sensores presentes nas paredes externas
do orbitrap — sinal no dominio de corrente. Este sinal é convertido em
dominio de frequéncia pela transformada de Fourier e, em seguida, por

outras operagdes matematicas, no espectro de massas nm/z.

Como um instrumento de alta resolugdo, o orbitrap fornece
determinacdées de m/z com alta exatiddo o que nos possibilita determinar a
férmula molecular para as m/z detectadas. Com isso, € possivel andlise de
misturas complexas, e o mesmo tem sido muito empregado em areas como
protebmica, glicbmica, lipidémica, analise de residuos e contaminantes em
agua e alimentos, onde uma elevada resolucao por parte da espectrometria
de massas € necessaria.



Eletrodo central
Eletrodo externo

Rampa de voitagem

\_§

>—> {UUW\] Sinal detectado

Amplificador

Orbitrap

Figura 4: llustracdo de um analisador Orbitrap (Adaptado de ELIUK e
MAKAROQV, 2015).



Outro analisador que faz a discriminagdo das m/z com elevada
resolugao e exatidao € o Time of Flight (TOF). O principio de operagéao do
TOF é medir o tempo necessario para que ions de diferentes razbes m/z
viajem por um caminho de comprimento conhecido. No TOF todos os ions
sao acelerados na mesma voltagem (GROSS, 2011). Os ions iniciardo a sua
jornada ao mesmo tempo, ions mais leves chegarao primeiro ao detector. O
TOF é um analisador que n&o apresenta limite de massa. Pacotes de ions
sdo mandados para dentro do tubo para chegarem até o analisador. A

separacao de massa ocorre pelo tempo.

O TOF se caracteriza como analisador viavel para acoplamento com

cromatografia liquida (LC).

A Cromatografia Liquida de Alta Performance (CLAE) do inglés High
Performance Liquid Chromatography (HPLC) € uma técnica analitica de
separacao extremamente Util que consiste em uma fase estacionaria e outra
fase mével (COLLINS, BRAGA e BONATO, 2006).

A facil combinagdo de ESI com LC permitiu a analise de misturas
complexas. Essa abordagem de alta capacidade para caracterizacédo
molecular também depende do alto poder de resolugdo dos sistemas LC-
MS/MS, que inclui varias configuracdes de analisadores hibridos como o
quadrupole time-of-flight (Q-TOF) (HERNANDEZ et al, 2012). Seus

componentes estdo ilustrados na Figura 5.
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Figura 5: Representacdo do analisador de massas Q-TOF, adaptado
(BRUKER Corporation, 2018).

1.4. Agua e poluentes

A agua é um recurso natural essencial para a vida, sendo atualmente
um dos tépicos mais relevantes na quimica ambiental, com foco na
qualidade deste recurso, pois 0 mesmo vem sendo comprometido pela
descarga de contaminantes emergentes (ECs).

Os ECs incluem uma série de novas moléculas como os horménios
sintéticos, mas também incluem moléculas ja conhecidas como os
horménios naturais. O termo emergente esta relacionado ao fato de que
recentemente a exposicdo humana a esses compostos passou a ser
preocupante.

Atualmente, o desenvolvimento mundial é responsavel pela descarga
de poluentes organicos sintéticos e poluentes emergentes nos corpos da
agua (WHO, 1998; NODLER et al., 2016; PEREIRA et al., 2015). Estes

poluentes sdo produzidos por atividades antropogénicas como industria
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quimica, farmacéutica, petroquimica, mineral dentre outras. Devido ao
aumento dos poluentes na agua, 0 monitoramento da qualidade da agua é
um marco para promover a sustentabilidade e deve ser uma prioridade em

termos de pesquisa e desenvolvimento.

Nesse sentido, as industrias farmacéuticas sdo uma fonte de poluicao
das aguas superficiais. Os farmacos sao descartados diretamente ou
indiretamente na agua apos seu uso, por isso pode ser considerado como
risco para a saude humana e para o ecossistema (ARCHER et al., 2017).

Em todo o mundo produtos farmacéuticos sao detectados em aguas
residuais, desde produtos de cuidados pessoais (PPCPs), anti-inflamatérios
néao esteroidais, hormdnios sintéticos ou farmacos anticancerigenos (LIU e
WONG, 2013; YANG et al., 2017; FERRANDO-CLIMENT, RODRIGUEZ-
MOZAZ e BARCELO, 2014; CAUSANILLES et al., 2017).

A principal rota de entrada de residuos de f&rmacos no ambiente é o
langcamento de esgotos domésticos, tratados ou n&o, em cursos de agua. Os
efluentes de industrias farmacéuticas, efluentes rurais e a presenca de
farmacos no esterco animal utilizado para adubacdo de solos também
devem ser considerados (ESPLUGAS et al., 2007), conforme pode ser visto
na Figura 6.
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Figura 6: Possiveis rotas de entrada de farmacos no meio ambiente,
adaptado de (ESPLUGAS et al., 2007).

O monitoramento de ECs no ambiente aquético tem se tornado
progressivamente uma prioridade para as agéncias reguladoras e para o
publico de forma geral. Dentre a variedade de compostos considerados
como ECs houve preocupacao crescente com os chamados disruptores
enddcrinos (EDCs), como horménios esteroides que podem afetar a
reproducao animal com possiveis implicacées também na saude reprodutiva
humana (FAYAD, PREVOST e SAUVE, 2010).

Os processos convencionais de tratamento de aguas, que envolve
etapas de coagulacgao, floculagdo e sedimentacao, tém sido descritos como
ineficazes na remocgao de farmacos, que incluem os disruptores endocrinos
(PAN et al., 2008).

Métodos como oxidagido eletroquimica ou eletro-oxidagdo tém sido
utilizados para remocdo dos EDCs. Nesses métodos, os compostos

organicos sao removidos quando os elétrons sao transferidos diretamente
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para a superficie do anodo, através de eletrdlise direta, ou quando espécies
reativas de oxigénio atuam na transferéncia de elétrons entre o composto
organico e a superficie do eletrodo, através de eletrolise indireta. Na
eletrdlise indireta pode ocorrer adsorgdo fisica do radical hidroxila,
promovendo combustao eletroquimica, ou formacdo de oxigénio ativo
quimicamente adsorvido, gerando conversao eletroquimica dos poluentes
em compostos biodegradaveis (SIRES e BRILLAS, 2012).

Os hormoénios sintéticos sdo comumente usados em métodos
contraceptivos, classificados como estrogénios, em tratamentos de
infertilidade, reguladores de ciclo menstrual, classificados como
progestagénios e apresentam uma variedade de principios ativos como:
enantato de noretisterona, valerato de estradiol, algestona acetofenida,
enantato de estradiol, acetato de ciproterona, etinilestradiol, gestodene e

levonorgestrel.

Os progestagénios como levonorgestrel, gestodene e algestona
acetofenida em geral sdo rapidamente absorvidos pelo organismo, e entéo,
metabolizados no figado.

Levonorgestrel (Figura 7) € o hormdnio contraceptivo feminino
sintético mais utilizado na prevencao da gravidez em humanos. Tem forte
atividades progestativas e anti-ovulativas sem efeitos estrogénicos.
Levonorgestrel € rapidamente e completamente absorvido na circulagdo
sistémica apbés administracdo oral (biodisponibilidade de cerca de 100%)
(WANG et al., 2016).
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Figura 7: Representagéo estrutural do levonorgestrel.

Gestodene (Figura 8) é um progestagénio estruturalmente
relacionado com o levonorgestrel. Ele € usado como o componente
progestagénico de contraceptivos orais combinados e também na reposicao
hormonal na menopausa. Gestodene € amplamente utilizado em
contraceptivos orais combinados de baixa dose por sua alta eficacia,
seguranca e aceitabilidade (ENRIQUEZ et al., 2017).

Figura 8: Férmula estrutural do gestodene.

Algestona acetofenida (Figura 9) é um potente anticoncepcional
injetavel inibidor da ovulagdo. Os contraceptivos injetaveis sdo o segundo
método mais utilizado no Brasil porque permite uma boa alternativa
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terapéutica contraceptiva as mulheres. O mecanismo de ag¢ao ocorre através
da supressdo da ovulagdo, do espessamento do muco cervical, do
desenvolvimento folicular e da reducao de espessura endometrial (BORGES
etal., 2015).

Figura 9: Férmula estrutural da Algestona Acetofenida.

O crescente uso de contraceptivos orais e injetaveis € um indicador
de poluicdo das aguas ambientais, desde a producdo industrial até a
excrecdo humana. Como a deteccdo e quantificagdo do levonorgestrel,
gestodene, algestona acetofenida e de outros desreguladores enddécrinos
sao relativamente recentes, a legislacdo CONAMA 430/2011, que trata da
gestdo do lancamento de efluentes em corpos de aguas receptores nao
estabelece limites das concentra¢cées minimas permitidas para o descarte de

horménios em aguas superficiais e subterraneas.

Numerosos métodos analiticos foram desenvolvidos para identificar e
quantificar horménios esteroides em matrizes de agua. Classicamente as
determinacées de quantificacdo de horménios sdo realizadas utilizando
técnicas hifenadas como cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
acoplada a um espectrdmetro de massas. Essa técnica requer um preparo
mais elaborado de amostras (FAYAD, PREVOST e SAUVE, 2010).
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Tradicionalmente as analises sao feitas por extracdo em fase solida (SPE)
ou extragao liquido-liquido (LLE).

A Tabela 1 apresenta métodos de preparo de amostra para
determinacao de horménios em agua segundo a descricao de Locatelli et al.,
2016.

Tabela 1: Método de preparagdo de amostras para diferentes EDCs em
matrizes de agua, adaptado de (LOCATELLI et al., 2016).

Analito Matriz Preparo da amostra

E1,E2,E3 Agua natural SPE

E1,E2,E3,DES,PROG,NOR,LEV  Agua de rio SPE

17a- EE Efluentes SPE; LLE

PROG Efluentes SPE, silica gel 60,
derivatizacao

E2,EE,E1 Efluentes e outros LLE

tipos de amostras

E1: estrona; E2: estradiol; E3: estriol; DES: dietilestilbestrol; PROG:
progesterona; NOR: noretindrona; LEV: levonorgestrel; EE: etinilestradiol.

As analises de identificacdo e quantificacdo de hormdnios esteroides
requerem exaustivos de demorados protocolos de preparo de amostras além
de longas corridas cromatograficas, o que é um empecilho para a realizagao
de um grande nimero de amostras (FAYAD, PREVOST e SAUVE, 2010).

Neste sentido, a técnica de ionizacao ambiente PSI-MS aparece como
alternativa simplificada para a deteccao e quantificacdo de horménios
esteroides em seu ambiente natural, com o minimo preparo de amostra.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste estudo é o desenvolvimento e a validacao de
método PSI-MS com papel parafinado para analise dos hormdnios
levonorgestrel e algestona acetofenida em amostras de aguas residuais
industriais. Desta forma, os objetivos especificos deste estudo sao:

e Otimizacao das condicdes de analise do PSI-MS.

e (Otimizagao das condi¢des de separacao cromatografica.

e Andlise quantitativa de amostras de agua residuais industriais do
hormonio algestona acetofenida por PSI-MS.

e Andlise quantitativa de amostras de agua residuais industriais do

horménio levonorgestrel por PSI-MS e LC-MS.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Coleta da agua

Amostras de aguas residuais industriais foram cedidas por uma
industria farmacéutica local (Goiania, Goias, Brasil). As amostras foram
coletadas pela propria industria farmacéutica de uma linha onde somente
hormonios séo produzidos. As amostras foram identificadas como Amostra 1
(A1), referente ao efluente ndo tratado e Amostra 2 (A2), referente ao
efluente tratado por um processo de eletro-oxidagao.

3.2. Materiais, reagentes e padroes

Os reagentes analiticos Metanol grau HPLC e acido férmico foram
adquiridos de J.T. Baker (Phillipsburg, NJ, USA) e Sigma-Aldrich (Steinheim,
Germany), respectivamente. Os padrées analiticos levonorgestrel e
gestodene foram obtidos de Sigma-Aldrich e o padrdo analitico algestona
acetofenida foi obtido de Clearsynth. Papel cromatografico grau 1
(porosidade de 11 micrometros) foi adquirido de Whatman (Whatman

International Ltd., Maidstone, England).
3.3. Papel parafinado

A fabricacdo do papel parafinado foi realizada conforme estudo
reportado por DE TARSO GARCIA, et al., 2014. Inicialmente, uma folha de
papel de filtro foi imersa em parafina liquida (a 90°C) durante 1 minuto. O
papel foi entdo removido da parafina, solidificado a temperatura ambiente e
depois colocado na superficie de outro papel nativo, sem parafina. Um
carimbo metalico foi pré-aquecido a 150 °C em uma placa quente por 2

minutos e entrou em contato com o papel parafinado para estampar a
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estrutura microfluidica no papel nativo, formando assim as barreiras

hidrofébicas.

Mediante essa metodologia, o papel cortado em triangulo equilatero
com 1 cm de lado foi colocado entre a folha de papel sulfite e o papel de
filtro parafinado. A seguir, um carimbo de metal pré-aquecido a 180° C em
estufa por 2 minutos foi utilizado para transferir por pressao a parafina para o

papel triangular formando assim, a barreira hidrofébica.
3.4. Preparo de amostra

Para a técnica de paper spray e técnica cromatografica as amostras
de aguas residuais industriais ndo foram submetidas a extracdo. Solucao
estoque dos padrdes analiticos levonorgestrel, algestona acetofenida e
gestodene foram preparadas em metanol na concentragdo de 1ppm. As
solucdes a serem analisadas foram preparadas a partir de 500uL de cada
amostra de agua residual industrial (previamente identificadas em amostra 1
e amostra 2) adicionadas com 10uL de padréo interno gestodene a partir da
solucado estoque de 1ppm. Aliquotas das solucbes estoque dos padrdes
analiticos foram adicionadas a solucao para obter as concentracdes de 2 -
20 ppm; 2,2 - 20 ppm e 2,4 — 20 ppm e completadas com metanol grau
HPLC ao volume final de 1 mL.

Para a analise cromatogréafica as amostras de levonorgestrel foram
centrifugadas, o sobrenadante foi retirado, colocado no recipiente de vidro

vial e entdo injetado no equipamento.
3.5. PSI-MS

A base do papel foi fixada a um clipe metalico onde uma alta tensao
foi aplicada. A quantidade de 15 pL da solucdo de metanol com 0,1% de
acido férmico foi utilizada como solvente para formacao do spray (Figura
10).
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Figura 10: Esquema da fonte homemade de Paper Spray lonization.

3.6. Curva de calibracao

Curvas de calibragdo por adicdo de padréo foram construidas pela
relacdo entre a area do cromatograma de ions extraidos (EICs) dos analitos
de interesse e a area do cromatograma de ions extraidos do padrao interno.
Gestodene (10 ppm) foi utilizado como padrao interno para analises com os
hormonios levonorgestrel e algestona acetofenida. A quantidade de 15uL da
amostra foi adicionada ao papel parafinado e submetida a secagem por
aproximadamente trés minutos. As analises foram realizadas em

quintuplicata.

As curvas de calibragéo, realizadas em quintuplicata para as analises
cromatograficas foram construidas em funcdo das areas dos picos
cromatograficos do levonorgestrel e gestodene. O volume de 20 uL foi

utilizado para as inje¢cdes cromatograficas.
3.7. Figuras de mérito

O desempenho dos métodos de PSI-MS com a utilizagdo de papel
parafinado e LC-MS foram avaliados através da estimativa da precisdo e
exatiddao (intra-dias e inter-dias), linearidade, recuperacdo, limite de
quantificacao (LOQ) e limite de deteccao (LOD).
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A normativa estabelecida pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) em resolucdo RDC n® 27 de 17 de maio de 2012 foi

utilizada para verificar a validagao do método proposto.

A precisao (equacéo 1) e exatidao (equacéo 2) intra-dias e inter-dias
foram calculadas segundo as equacdes:

CV(%) = =100 : (Equagéo 1)
Onde:
CV= coeficiente de variacao

DP= desvio padrao entre as medidas

CMD-= concentracao média determinada

CME-CN

E(%) = CN

100 : (Equacgéo 2)
Onde:

E= exatidao

CME-= concentragdo média experimental

CN= concentragdo nominal

Os valores de recuperacao foram obtidos de acordo com a equacao

R(%) = clc—_:z 100 : (Equacgao 3)

Onde:

R= recuperacao

C1= concentracao determinada na amostra adicionada
C.= concentracao determinada na amostra néo adicionada
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Cs= concentracao adicionada

Para o estudo da linearidade, curvas analiticas foram construidas,

sendo 0 eixo X 0 da concentragéo e o eixo y o0 da resposta obtida.

Os limites de quantificacdo (LOQ) e detecgao (LOD) foram avaliados
de acordo com a Resolugdo n° 899, de 29 de maio de 2003 e estéao

apresentados nas equacoes 4 e 5.

10-dp .,
P

LOQ = (Equacéo 4)

LOD = % : (Equacéo 5)

Onde:
dp= desvio padrao de dez analises do branco

a= coeficiente angular da reta na curva analitica
3.8. Condicoes cromatograficas

As analises cromatograficas foram realizadas em cromatégrafo liquido
Shimadzu LC-20A, com detector por UV/VIS Shimadzu SPD-20A em
comprimento de onda de 225 nm. As separacoes foram realizadas em
coluna Phenomenex Luna C-8 (5 ym, 150 x 4,6 mm). A fase moével
empregada foi acetonitrila e agua acidificada com 0,1% de &cido férmico

50:50, v/v, no modo isocratico com vazao de 1000 pL.min .

3.9. Condicoes experimentais dos espectrometros de

massas

3.9.1.Analisador orbitrap

Os espectros de massa foram obtidos utilizando um espectrémetro de
massas Orbitrap Q Exactive da Thermo Scientific. Todas as analises de PSI-
MS foram realizadas no modo de ionizagéao positivo e 0 modo de aquisicao
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utilizado foi selected ion monitoring (SIM) com uma resolucdo de 70000.
Outros parametros experimentais usados foram: voltagem do spray: 3,5 kV;
Temperatura do capilar: 275 °C; S-lente Nivel de RF: 50%; Média de 3
micro-scans para cada espectro; Resolugdao de 70.000; MS/MS: HCD
(Higher Energy Collisional Dissociation), energia de colisdo: 35 eV.

3.9.2.Analisador Q-TOF

O espectrobmetro de massas utilizado nos experimentos
cromatograficos foi o micrOTOF-Q |Ill fabricado pela Bruker. Os
experimentos foram realizados no modo de ionizagao positivo, com fluxo de
12 L.min" do gas de secagem, temperatura do gas de secagem de 220°C,
pressao do nebulizador foi de 5,5 bar, voltagem no capilar foi de 4000 V.

26



RESULTADOS E
DISCUSSAO

27



4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Método PSI-MS

4.1.1.Amostra

No primeiro momento para verificar espécies presentes na amostra de
agua e a eficiéncia de ionizacao do paper spray aplicou-se 15 uL da amostra
de agua cedida pela industria farmacéutica sobre o papel triangular. A figura
11 mostra que dois horménios foram detectados como aduto de sédio [M +
Na]*, os ions de m/z 335,21790 e 471,25107, referentes , respectivamente

ao levonorgestrel e algestona acetofenida.
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Figura 11: Espectro de PSI(+) obtido com 15 uL da amostra de agua
residual.

4.1.2.0timizagdo do método

A distancia entre o papel cromatografico parafinado e a entrada do
MS é um parametro muito importante no PSI-MS. Distancias superiores a 5
mm possibilita que a intensidade do sinal decaia rapidamente e distancias
inferiores a 5 mm possibilita o risco de descargas elétricas que podem gerar
danos ao equipamento (LIU, 2010). Portanto, o papel cromatografico
parafinado foi mantido a uma distincia de 5 mm da entrada do
espectrébmetro de massas. As demais condicbes de operagdo foram
baseadas no trabalho de Collettes et. al., 2016.

Uma maneira de verificar a eficiéncia e a estabilidade da ionizagdo da
técnica PSI-MS é através dos cromatogramas de ions extraidos (EICs)
realizados neste estudo. A Figura 12 representa o cromatograma de ion

extraido para o horménio levonorgestrel e seu respectivo padrdo interno
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gestodene (Figura 12a) e para o horménio algestona acetofenida e seu
respectivo padrdao interno gestodene (Figura 12b). Apds a adicdo do
solvente (metanol com 0,1 % de acido formico), ligou-se a voltagem até o

decaimento de sinal para cada ciclo de analise.

O decaimento de sinal é explicado pela evaporagdo do metanol
acidificado que é utilizado para auxiliar no processo de ionizacao. Note que
o perfil obtido dos EICs para ambos os horménios avaliados sugere-se uma
boa repetibilidade e a cada ciclo de andlise, a magnitude da corrente ibnica

gerada é similar.
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Figura 12: Cromatograma de ion extraido para o analito levonorgestrel e o
padrao interno gestodene (a) e cromatograma de ion extraido para o analito
algestona acetofenida e o padrédo interno gestodene (b).

A Figura 13 ilustra os espectros de massas para o horménio
levonorgestrel (Figura 13a) e algestona acetofenida (Figura 13b) na
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concentragdo de 20 ppm. Os dois hormdnios analisados, foram detectados
como aduto de sédio [M+Na]*, com exatiddo de massa menor que 1 ppm. A
detecgdo majoritaria como aduto de sodio deve-se a baixa basicidade dos
horménios. Ja a Figura 14, ilustra os espectros de MS/MS para os dois
hormonios analisados. O espectro de levonorgestrel (Figura 14a) apresenta
um fragmento principal com m/z 149,02348 que diz respeito a perda de
C11H1sONa consistente com a clivagem do anel. O espectro de algestona
acetofenida (Figura 14b) mostrou perda de CzyHx9O3, clivagem do anel,
gerando ion produto com m/z 130,15923.
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4.1.3.Determinacdo quantitativa dos hormdnios em aguas
residuais industriais.

A Figura 15a mostra espectros de levonorgestrel (2-20 ppm) para
amostra 1 e a Figura 15b mostra espectros de levonorgestrel (2-20 ppm)
para amostra 2. A Figura 16a apresenta espectros de algestona acetofenida
(2,2-20 ppm) para amostra 1 e a Figura 16b mostra espectros de algestona
acetofenida (2,4-20 ppm) para amostra 2.

Observa-se que com o0 aumento da concentragdo dos analitos ha um
aumento da intensidade absoluta dos mesmos em relacdo ao padrdo
interno. Isso se da pelo fato do padrdao interno ser uma espécie de
referéncia, quimica ou fisica similar ao analito. Sendo, portanto, considerada
a razao entre o sinal do analito e o da espécie de referéncia (LANCAS,
2004).
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Figura 16: Espectros de massa obtidos com algestona acetofenida (2,2-20
ppm) usando padrao interno (IS) gestodene (10 ppm) para amostra 1 (a) e
espectros de massa obtidos com algestona acetofenida (2,4-20 ppm) usando
padrao interno (IS) gestodene (10 ppm) para amostra 2.
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Através das curvas de calibracao construidas (Figura 17) foi possivel

verificar que o quadrado do coeficiente de correlacdo foi maior do que 0,99,

uma vez que os valores ideais esperados para o coeficiente de correlagao

(R) séo 1 e -1 (LEITE, 2008). As curvas atendem com mérito o parametro

linearidade.
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Figura 17: Curvas analiticas para o método PSI-MS(+) para os horménios
levonorgestrel e algestona acetofenida em amostra de agua residual

industrial.

A correlagcédo entre as concentracées nominais versus concentracoes

medidas foram avaliadas utilizando-se amostras de agua residual industrial

por adicdo de padrdo nas concentragdes de 3; 7; 11; 15 e 19 ppm com

concentracao fixa de padrao interno de 10 ppm sendo cada um dos pontos

avaliados em quintuplicata. Os graficos (Figura 18) mostram que

independente do analito os valores medidos se equiparam aos valores

teoricos.
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Figura 18: Grafico concentracao tedrica versus concentracdo medida para
os hormdnios levonorgestrel e algestona acetofenida.

4.1.4.Figuras de mérito

Para o calculo de LOD e LOQ foram realizadas dez medidas das
amostras 1 e 2 preparadas com 500uL de agua residual industrial acrescidas
de 10uL de padrdo interno gestodene e completadas com metanol grau
HPLC ao volume final de 1 mL . As equacgdes 4 e 5 descritas na se¢éo de
Materiais e Métodos foram utilizadas para realizar os célculos. Os limites de
quantificacao para levonorgestrel foram de 1,51 ppm e 0,21 ppm e para
algestona acetofenida foram de 2,33 ppm e 2,19 ppm. Os limites de
deteccéo para levonorgestrel foram 0,47 ppm e 0,06 ppm e para algestona
acetofenida foram de 0,70 ppm e 0,65 ppm.

A Tabela 2 mostra métodos descritos na literatura para andlise de
contaminantes emergentes na matriz a4gua. Os limites de deteccdo sao
encontrados em ng.L"' enquanto que o método verificado nesse trabalho
apresenta limites de deteccdo na ordem de ppm. Esta diferenca deve-se
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principalmente pela nao utilizacao da etapa de pré-concentracdo da amostra
no presente estudo em relagéo aos trabalhos descritos na literatura.

Tabela 2: Métodos da literatura para andlise de contaminantes emergentes.

Meétodo Matriz Analito LOD Referéncia
SPE-LC- Agua Estrona 0,1; 0,2; (JARDIM et al.,
MS/MS potavel 0,2ng.L" 2012)
173-estradiol
Estriol
SPE-LC- Agua Levonorgestrel 5; 3; 10 (VIGLINO et al,
APPI- residual ng.L" 2008)
MS/MS Progesterona
Estrone
On-line Agua de Estrone 5;9,7;49 (NALDI et al,
SPE-LC- rio . ng.L" 2016)
MS/MS Estradiol

17a-ethinylestradiol

A precisdo, exatiddo e recuperacdo (Tabela 3) foram avaliadas
através de trés niveis de concentracao, baixo (4 ppm), médio (10 ppm) e alto
(16 ppm). Para o horménio levonorgestrel a precisédo intra-dias e inter-dias
variou de 0,5 a 5,3%, a exatiddao variou de -7,0 a 4,2% enquanto a
recuperagdo variou de 82,2 a 101,3%. Para o hormdnio algestona
acetofenida a precisdo intra-dias e inter-dias variou de 0,9 a 10,7%, a
exatidao variou de -7,7 a 8,9% enquanto a recuperagao variou de 88,4 a
101,6%.
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Tabela 3: Valores de precisdo e exatidao intra-dias e inter-dias e recuperagdo para o método de PSI-MS com papel
cromatografico parafinado.

Amostra 1 Amostra 2 Amostra 1 Amostra 2
Levonorgestrel Levonorgestrel Algestona Algestona
Intradias
Concentragdao nominal 4 10 16 4 10 16 4 10 16 4 10 16
(ng mL™)
Precisao (CV%) 1,0 0,9 0,9 2,2 0,5 0,8 0,9 1,3 1,9 10,1 2,6 1,8
Exatidao (E%) 4,2 -3,5 3,4 -7,0 1,7 0,9 -3,8 -5,1 3,3 2,5 2,2 -2,1
Recuperagao % 958 932 101,0 822 97,3 98,1 884 918 101,0 952 949 96,1
Interdias
Concentragao nominal 4 10 16 4 10 16 4 10 16 4 10 16
(ng mL™)
Precisao (CV%) 5,3 3,3 3,5 0,8 1,6 0,9 10,1 3,6 3,4 10,7 1,7 1,0
Exatidao (E%) -1,9 -3,0 -0,5 -5,8 3,2 1,4 0,5 -7,7 1,3 8,9 -4,3 -2,0
Recuperacao % 89,7 93,6 97,4 83,3 98,8 98,7 92,8 89,2 994 1020 92,8 96,2

*CV= coeficiente de variacao; E= erro relativo
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Segundo a ANVISA (2012), sdo desejaveis valores de exatidao e
precisdo de -15 a 15 %. Sao desejaveis valores de recuperacao préximos a
100%, porém valores entre 80 e 120% também s&o aceitaveis, desde que a
recuperagao seja precisa e exata. O método proposto apresentou valores
dentro dos padrdes estabelecidos pela ANVISA e mostrou aplicabilidade na

andlise de misturas complexas.

4.2. Método LC-MS

4.2.1.0timizagdo do método

Para a validacdo analitica do método LC-MS as condicdes
cromatograficas foram avaliadas empregando trés colunas diferentes, duas

fases moveis e trés comprimentos de onda, como mostrado na Tabela 4.

Tabela 4: Condi¢cbes cromatograficas avaliadas na otimizagdo do método.

Comprimento

Fase mével Coluna
de onda

Acetonitrila: agua acidificada Agilent XDB 245nm
com 0,1% de &cido féormico C8 (5um, 150x4.6mm)

(70:30 v/v)

Metanol: agua acidificada Agilent XDB 245nm

com 0,1% de &cido formico C18 (5um, 150x4.6mm)

(70:30 v/v)
Acetonitrila: agua acidificada Phenomenex Luna 215nm
com 0,1% de acido formico C18 (5um, 150x4.6mm)

(70:30 v/v)
Acetonitrila: agua acidificada Phenomenex Luna 225nm
com 0,1% de &cido férmico C18 (5um, 150x4.6mm)

(50:50 v/v)
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A maior eficiéncia cromatografica foi obtida com a coluna
Phenomenex Luna C-18, a fase mdvel acetonitrila: agua acidificada com
0,1% de &cido férmico (50:50, v/v) e comprimento de onda de 225 nm.
Nessa condi¢cao o tempo de retencao para o padréao interno gestodene foi
7,2 min e para o padrao analitico levonorgestrel foi 8,9min. As condigbes
experimentais do espectrébmetro de massas foram ajustadas para se
adequar ao fluxo e as condigbes cromatograficas. O cromatograma dos
ions totais e os respectivos espectros de massas estao representados na
Figura 19.
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para o horménio

4.2.2. DETERMINACAO
LEVONORGESTREL EM AGUAS RESIDUAIS INDUSTRIAIS

QUANTITATIVA

DO HORMONIO

Para fins comparativos ao método de PSI-MS curvas de calibracao

levonorgestrel

foram

construidas (Figura 20) e

apresentaram coeficiente de correlacao maior do que 0,99.

Razao levonorgestrel/gestodene

2,3
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Figura 20: Curvas analiticas para o método LC-MS(+) para o horménio
levonorgestrel em amostra de agua residual industrial.

Para verificar a linearidade das concentragbes nominais versus

concentragcdes medidas, foi realizado o mesmo procedimento para o

método PSI-MS. Os gréficos (Figura 21) revelaram que os valores medidos

para o horménio levonorgestrel se equiparam aos valores tedricos.
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21

Amostra 1 Levonorgestrel

y =1,0453x - 0,7474
R2 = 0,9996 Ve

21

Amostra 2 Levonorgestrel

y =0,9433x + 0,333 e
R2 = 0,9952 P

10

0
20 0

Concentragao tedrica

20

Figura 21: Grafico concentracdo tedrica versus concentracdo medida para
o horménio levonorgestrel.
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4.2.3.Figuras de mérito

Os limites de quantificacao para levonorgestrel foram de 0,93 ppm e
0,26 ppm, enquanto os limites de deteccao foram de 0,28 ppm e 0,08 ppm.
A precisdo (Tabela 5) intra-dias e inter-dias variou de 0,2% a 12,1%, a
exatidao variou de 8,8% a 11,3% com taxa de recuperagao variando de
83,7% a 109,1%.

O método de LC-MS também apresentou valores dentro dos
padroes estabelecidos pela ANVISA (Tabela 6) e mostrou aplicabilidade na

andlise de misturas complexas.

Os valores de precisdo, exatidao e recuperacao intra-dias e inter-
dias variou menos nas analises de PSI-MS. Os limites de deteccao e
quantificagdo ficaram proximos e a recuperagdo variou menos no método
de PSI-MS.

Mediante os resultados apresentados neste estudo, foi desenvolvido
um método confiavel, rapido e sustentavel para o ensaio de hormdnios
presentes em 4aguas residuais industriais. A estratégia apresentada
aparece como um método alternativo e mais rapido para as abordagens
classicas para as analises quantitativas comumente usadas e relatadas na
literatura, como os métodos LC-MS. Os parametros analiticos e a
comparagdo direta com as medidas LC-MS suportam a confiabilidade da
técnica PSI-MS
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Tabela 5: Valores de precisdo e exatidao intra-dias e inter-dias e
recuperagao para o método de LC-MS.

Amostra 1 Amostra 2
Levonorgestrel Levonorgestrel
Intradias
Concentragao nominal 4 10 16 4 10 16
(ng mL™)
Precisdao (CV%) 0,9 1,8 1,7 0,4 0,5 0,7
Exatidao (E%) 3,2 -8,8 2,1 4.4 49  -65

Recuperagao % 100,9 90,3 1016 84,0 96,7 884

Interdias
Concentragao nominal 4 10 16 4 10 16

(g mL™)
Precisao (CV%) 7,3 12,1 4.1 0,2 3,8 0,7
Exatidao (E%) 11,3 57 7,2 4.1 4.4 -5,9
Recuperagao % 109,1 104,8 106,6 83,7 96,3 89,0

*CV= coeficiente de variacao; E= erro relativo

Tabela 6: Valores comparativos entre PSI-MS e LC-MS para o hormdnio
Levonorgestrel.

Levonorgestrel
PSI-MS LC-MS
Preciséo 0,5a5,3% 0,2a12,1%
Exatidao -7,024,2% 8,8a11,3%
Recuperacéao 82,2a101,3% 83,7 a 109,1%
LOQ 1,55 e 0,21ppm 0,93 e 0,26ppm
LOD 0,47 e 0,06ppm 0,28 e 0,08ppm
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O método PSI-MS com papel cromatografico parafinado possibilitou
detectar e quantificar contaminantes emergentes, especificamente o0s
horménios levonorgestrel e algestona acetofenida em agua residual

industrial.

Os resultados de LOQ (0,21-2,33 ppm) e LOD (0,06-0,70 ppm)
juntamente com os resultados de precisdo e exatidao (abaixo de 15%) e
recuperacéao (entre 82,2-101,3%) com coeficientes de regressao linear acima
de 0,99 mostram que o método proposto € promissor para identificar e
quantificar contaminantes emergentes em matrizes complexas, uma vez que

nao ha realizagcao de procedimentos laboriosos de preparo de amostras.

Assim, o método desenvolvido neste trabalho mostra ser de grande
aplicabilidade na analise de misturas complexas permitindo assim analises

de forma mais simples, além de rapidez e eficiéncia.

Neste estudo foram validados dois métodos para analises de
contaminantes emergentes, horménios, em aguas residuais industriais, o
método PSI-MS com utilizacdo do papel cromatografico parafinado e o
método LC-MS.

O uso do papel cromatografico com barreira hidrofébica de parafina
melhorou a estabilidade do sinal, aumentou a sensibilidade e o tempo de

spray.

Segundo os parametros da validacao analitica, os métodos propostos
sdo apropriados, pois seus valores de precisdo, exatidao e recuperacao
estdo dentro dos padrdoes estabelecidos pela ANVISA. Além disso, os

métodos apresentam uma ampla faixa de linearidade e valores de correlagéo
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linear, LOD e LOQ adequados. Porém o método de PSI-MS €& menos
laborioso quanto ao preparo de amostras, baixo consumo de solvente,

rapidez e eficiéncia.

O método proposto é de suma importancia, pois apresenta uma
grande inovacao na metodologia analitica para contaminantes emergentes

em matriz agua.

O método PSI-MS, também devera ser avaliado para analises de

outros contaminantes emergentes.
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