Universidade Federal de Juiz de Fora
Pés Graduagdo em Quimica

Mestrado em Quimica

Michele Fabri de Resende

METODOLOGIA ANALITICA PARA DETERMINACAO DE ESTEROIS FECAIS EM
SEDIMENTOS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

Juiz de Fora

2011



Michele Fabri de Resende

Metodologia analitica para determinacao de esterois
fecais em sedimentos por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia

Dissertacdo apresentada ao departamento de
Quimica da Universidade Federal de Juiz de
Fora, como requisito parcial para obtencéo do
titulo de Mestre em Quimica

Orientadora: Professora Dra. Maria Auxiliadora Costa Matos

Juiz de Fora

2011



AGRADECIMENTOS

A Deus, por mais essa conquista.

Aos meus pais, Sonia e Lunei, e as minhas irmas, Amanda e Wanessa, pelo apoio,

paciéncia e carinho de sempre.

A Dora, pela orientacdo, dedicagdo, paciéncia e pela confianca, além da grande

amizade.

Aos meus grandes amigos Mellina, Nelson e Brenda que sempre estiveram

dispostos a me ajudar em tudo que eu precisei.

Aos amigos do grupo de pesquisa NEEM da UFRJF, principalmente Nelson e

Vanessa.
Aos funcionarios do Departamento de Quimica, Fernando e Hilda.

Aos alunos do Grupo de Protozoologia do Mestrado em Comportamento Animal da
UFJF pela enorme ajuda durante as coletas das amostras realizadas: Marcéo, Ralf,

Alissa, Raquel e, principalmente, a Bianca.
Ao professor Mauro e & Camila que me auxiliaram no inicio do trabalho.

A Ingrid e a Rafaela, que além da amizade, contribuiram para a realizacdo do

trabalho.

Ao Lucas, do grupo NAGEA/UFJF, pela construgdo dos mapas da localizagéo das

amostras.

Aos professores Renato e Denise e aos amigos do NUPIS: Carla, Marcos, Diego,

Vanézia, Gilvania , Alessandra, Camila, Angela, William, Thais, Wesley e Daniel.
Aos amigos do grupo de Quimica Analitica: Fernando e Adriana.
A todos os professores do Departamento de Quimica da UFJF pelos ensinamentos.

Aos orgdos de fomento: CAPES, CNPq, FAPEMIG e PROPESQ/UFJF pelo apoio

financeiro.



Dedicado aos meus
pais e as minhas
irmas pelo incentivo e
carinho.



RESUMO

Os esterdis fecais sdo considerados importantes indicadores de
contaminacgédo fecal em ambientes aquéticos. S&o compostos organicos hidrofébicos
e encontram-se associados ao material particulado e podem ser preservados por um
longo tempo com biodegradagéo pouco significativa. As relagdes entre o coprostanol
e os demais esterois encontrados no meio ambiente sdo importantes para confirmar
a presenca de esgoto domeéstico em ambientes aquaticos.

O presente trabalho desenvolveu uma metodologia analitica para extragéo,
separagdo e determinacdo dos ester6is coprostanol, epicoprostanol, colesterol,
colestanol e sitosterol em amostras de sedimento. Em seguida, aplicou-se o método
em amostras de sedimentos coletadas em 6 corregos da cidade de Juiz de Fora.

O método de andlise dos 5 esterois foi otimizado em Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (HPLC) utilizando coluna cromatografica de fase reversa
octadecilsilano (C-18) com deteccdo na regido do ultravioleta. Para otimizar o
processo de separacdo dos esterdis por HPLC, a composi¢do e o fluxo da fase
movel por eluicdo isocratica foram otimizados, assim como o comprimento de onda
de detecgdo. Como os esterdis ndo possuem absortividade molar nessa regido do
espectro, houve a necessidade de realizar o processo de derivatizagéo. Para isso,
foram testados dois reagentes derivatizantes para aumentar a sensibilidade do
método. Desse modo, pode-se separar e quantificar os 5 esterdis fecais.

Ao concluir essa etapa, aplicou-se essa metodologia para os estudos de
tratamento de amostra. O resultado desse estudo permitiu percentuais adequados
de recuperacdo dos analitos. Ap6s o tratamento da amostra, realizou-se o
procedimento de derivatizacdo otimizado dos extratos para posterior analise por
HPLC.

Os niveis de concentragdo de coprostanol nas amostras de sedimento
analisadas variaram entre 0,0050 e 14,48 pg.g'. Com excecdo da amostra do
corrego Fazenda Floresta, todas as outras foram consideradas contaminadas por
fezes utilizando os par@metros e critérios de avaliagdo para esse tipo de
contaminagao.

Palavras-chave: coprostanol, cloreto de benzoila e HPLC.



ABSTRACT

The fecal sterols are considered important indicators of fecal contamination in
aquatic environments. Organic compounds are hydrophobic and are associated with
the particulate material and can be preserved for a long time with negligible
degradation. The relationships between coprostanol and other sterols found in the
environment are important to confirm the presence of domestic sewage into aquatic
environments.

The present work developed an analytical method for extraction, separation
and determination of sterols coprostanol, epicoprostanol, cholesterol, cholestanol
and sitosterol in sediment samples. Then applied the method in sediment samples
collected from six streams in the city of Juiz de Fora.

The method of analysis of the five sterols was optimized (High Performance
Liquid Chromatography (HPLC) using reverse phase chromatography column
octadecylsilane (C-18) with detection in the ultraviolet region. To optimize the
separation of sterols by HPLC, the composition and flow of mobile phase for isocratic
elution were optimized, as well as the wavelength of detection. Because sterols are
not molar absorptivity in this spectral region, it was necessary to make the process of
derivatization. For this, we tested two derivatizing reagents to increase the sensitivity
of the method. Thus, it can separate and quantify the five fecal sterols.

When you complete this step, we applied this methodology for studies of
treatment samples. The result of this study allowed percentage recovery of analytes
suitable. After treatment the sample was held optimized the procedure for
derivatization of the extracts for analysis by HPLC.

The concentrations of coprostanol in the sediment samples analyzed varied
between 0.0050 and 14.48 pg.g™*. Except for the sample stream Farm Forest, all
others were considered contaminated by feces using the parameters and evaluation

criteria for this type of contamination.

Keywords: coprostanol, benzoyl chloride and HPLC
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1 | Introducgéo

1. Introducgéo

1.1. Consideragdes gerais

A qualidade da &gua potavel tem sido um fator determinante para o bem
estar humano. No decorrer dos milhares de anos, a populagdo aumentou
significativamente e as emissfes de poluentes decorrentes das atividades humanas
também aumentaram, deteriorando os recursos hidricos indispensaveis a vida
(ROCHA et al., 2006).

A poluicdo € uma alteracdo de alguma qualidade ambiental provocada pelo
ser humano, para a qual a comunidade exposta é incapaz de neutralizar os efeitos
negativos, sendo identificado algum tipo de risco. Mas nem toda alteracéo ecoldgica
pode ser considerada poluigdo, algumas vezes a palavra contaminagéo € utilizada
equivocadamente no sentido de poluicdo (ROCHA et al., 2006).

A contaminagdo € a presenca de substancias estranhas ao meio. No
entanto, se estas substancias ndo alterarem as relacfes ecoldgicas ali existentes ao
longo do tempo, esta contaminacdo n&o é considerada uma forma de poluicdo
(ROCHA et al., 2006).

As principais fontes de poluicdo tém origem nas atividades humanas, sendo
que a poluicdo por esgoto representa a principal fonte de contaminacdo da agua.
Esse tipo de poluigcdo tem como principal consequéncia a transmissao de doengas
bacterianas e virais causadas por agentes infecciosos, que séo transportados pela
agua, na populacdo que ndo tem acesso a agua potavel. Coélera, pélio e hepatite séo
algumas doengas que podem ser transmitidas em ambientes aquéticos poluidos
(MANAHAN, 2004; GRASSI, 2001).

O langamento de esgotos domeésticos, com ou sem tratamento prévio, em
ambientes aquéticos afeta a qualidade da agua do sistema receptor, provocando
reducgéo do oxigénio dissolvido, aumento da turbidez, mudangas do pH, entre outros
efeitos, e tem reflexos sobre a manutengcdo das condi¢cdes ideais para a
sobrevivéncia dos organismos e sobre a salde humana (CARREIRA et al., 2001).

Em todo o planeta, 2,4 bilhGes de pessoas despejam seus esgotos sem

qualquer tratamento prévio, no solo ou em corpos d’agua que passem perto de suas
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casas, porque ndo possuem acesso a um sistema de coleta de esgoto (Ambiente
Brasil, 2003).

Segundo dados do relatério de 2008 do SNIS (Sistema Nacional de
Informacdes sobre Saneamento), 97,6% da populacéo brasileira ttm acesso a agua
potavel e 76,9% possuem servigos de esgoto em regides urbanas. A rede coletora
chega a 50,6% da populacdo urbana e o indice de tratamento de esgoto gerado é de
somente 34,6%. Sendo assim, a maior parte do volume de esgoto gerado nédo
recebe nenhum tratamento e € despejada desse modo em rios, represas ou no
oceano.

Desta maneira, tdo ou mais importante que a questdo envolvendo a
quantidade de agua disponivel, apresenta-se também a questdo da qualidade da
adgua disponivel, que tem se deteriorado de forma crescente, especialmente nos
altimos 50 anos (GRASSI, 2001).

O Projeto do Milénio das Nac¢des Unidas foi instituido em 2002 para
desenvolver um plano de agdo concreta para que o mundo reverta o quadro de
pobreza, fome e doengas opressivas que afetam bilhdes de pessoas. A Forga-tarefa
sobre Agua e Saneamento ¢ uma das 10 Forgas-tarefa do Projeto Milénio e tem
como meta diagnosticar os principais impedimentos ao alcance dos Objetivos de
Desenvolvimento do Milénio e a apresentar recomendacfes de como superar 0S
obstéculos, colocando as nagbes no caminho certo para atingir as metas até 2015
(PNUD, 2009).

De acordo com esta Forca-tarefa, a falta de acesso a 4gua e saneamento
obstrui esforgcos para reduzir a pobreza em paises em desenvolvimento, cujo
objetivo principal é reduzir pela metade o nimero de pessoas sem acesso a agua e
saneamento ao longo das proximas décadas. Além disso, os paises precisam
melhorar a gestdo da agua, para proteger o meio-ambiente e usar seus recursos
hidricos de forma eficaz (PNUD, 2009).

Muitos compostos quimicos, especialmente os metais pesados e o0s
compostos organicos hidrofébicos, que séo introduzidos em corpos d’agua por meio
do esgoto, apresentam a tendéncia de se depositarem nos sedimentos e a partir
deles os compostos toxicos podem ser transferidos para os organismos que habitam
essa regido. Por esse motivo os sedimentos sdo de grande importancia ambiental
(BAIRD, 2002).
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Os sedimentos sdo as camadas de particulas minerais e organicas que se
encontram em contato com a parte inferior dos corpos de agua natural, como lagos,
rios e oceanos. S&o constituidos por particulas de grande variedade de tamanho,
formas geométricas e composicao quimica, que sao transportados por agua, ar ou
gelo dos pontos de origem nos ambientes terrestres e a proporgédo dos minerais e da
matéria organica varia substancialmente em fun¢éo do local (BICUDO e BICUDO,
2007; BAIRD, 2002).

Os sedimentos se depositam no fundo de corpos d’agua por processos
quimicos, fisicos e bioldgicos. O material que forma o sedimento pode ser
constituido por argila, areia, matéria organica e outros materiais (MANAHAN, 2004).

Argila e areia provém da descamacao da costa dos corpos d’agua. A matéria
organica provem de fontes bioldgicas e combustiveis fosseis. As fontes bioldgicas
podem ser plantas, animais e biomassa microbiana, incluindo materiais como
celulose, lignina e colageno, e também pela degradagéo de substancias hdmicas. As
fontes de combustiveis fosseis incluem carvao, fuligem, coque, carvao vegetal e
residuos de petrdleo, como asfalto (MANAHAN, 2004).

1.2. Bioindicadores de contaminacédo fecal em ambientes aquaticos

A avaliacdo da poluigdo por esgotos em ambientes aquaticos é de grande
importancia para a saude publica, uma vez que com o crescimento demogréfico e
socioecon6mico a demanda por agua aumentou e a sua qualidade é de fundamental
relevancia.

A principal forma de detectar poluigdo por esgotos em ambientes aquaticos €
através da presenca de indicadores microbiol6gicos como coliformes fecais.

O exame bacterioléogico mais comum para avaliagdo da qualidade
microbiolégica de aguas consiste na determinacao da presenca de bactérias do
grupo coliforme, dividido em bactérias fecais (ou intestinais) e ndo fecais. As
primeiras vivem e se multiplicam no trato digestivo de animais de sangue quente
(mamiferos e aves) e s&@o eliminadas junto com as fezes. As ndo fecais séo
encontradas normalmente no solo (GUIMARAES e NOUR, 2001).

Entretanto a analise de coliformes fecais encontra algumas limitacdes,

incluindo baixo tempo de vida e pouca resisténcia a variagdes de temperatura.
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Portanto, necessitam de analise logo apés a coleta, sendo, muitas vezes,
desvantajoso. Por esse motivo, um resultado negativo de coliformes fecais nem
sempre garante a auséncia de organismos prejudiciais ao meio (FROEHNER e
MARTINS, 2008; MARTINS, 2001).

Uma forma mais confiavel de analisar esse tipo de poluicdo é através de
indicadores quimicos como os esterdis fecais. Os esterdis sdo considerados
importantes biomarcadores geoquimicos. Os biomarcadores sdo compostos
organicos que, uma vez langados no ambiente, tém sua integridade estrutural
conservada e, portanto, a origem dos mesmos pode ser determinada
(SAVICHTCHEVA e OKABE, 2006; MUDGE e DUCE, 2005; LEEMING et al., 1996).

Esterdis sdo compostos quimicos lipofilicos, que pertencem ao grupo dos
alcoois. Apresentam um grupo hidroxila na posicdo 3, o que lhes garante

propriedades quimicas semelhantes aos dos alcoois. A estrutura bésica dos esterois

0‘
X

FIGURA 1: Estrutura basica dos esterois

esta representada na FIGURA 1.

O coprostanol (5B-Cholestan-3p-ol) é o principal esterol fecal encontrado em
residuos de esgoto. E formado no intestino de animais superiores como resultado da
bioidrogenac¢éo do colesterol por bactérias. Nesse processo, o colesterol pode ser
transformado em coprostanol e em outro esterol, o colestanol, mas a transformagé&o
em coprostanol é favorecida (MARTINS et al., 2007; MUDGE e DUCE, 2005;
GRIMALT et al., 1990). Essa transformagéo esta representada na FIGURA 2.
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Colesterol

Coprostanol
H

FIGURA 2: Transformagé&o do colesterol para colestanol e coprostanol

Em média, humanos apresentam uma excre¢do per capita de 200 mga 1 g
de coprostanol por dia e que constituem aproximadamente 60% de esterdis totais
encontrados em fezes humanas (WALKER et al., 1982 apud GONZALEZ-OREJA e
SAIZ-SALINAS, 1998 e LEEMING et al., 1996).

Este esterol € um composto orgéanico hidrofébico e encontra-se associado ao
material particulado. Desta forma, 0 mesmo pode ser incorporado aos sedimentos e
preservado por um longo tempo (450 dias a 15°C) em ambiente anaerdbico, onde o
mesmo apresenta biodegradacdo pouco significativa (SAVICHTCHEVA E OKABE,
2006; ISOBE, et al., 2002; MUDGE e NORRIS, 1997).

Devido a especificidade de origem fecal do coprostanol, este composto tem
sido usado como um confidvel biomarcador de poluigédo fecal (COSTA et al., 2011,
FROEHNER et. al., 2010; MUDGE e BEBIANO, 1997; GRIMALT et al., 1990).

Outro esterol também de origem fecal é o epicoprostanol (53-Cholestan-3a-
ol), isbmero do coprostanol, mas que ndo estd presente efetivamente nas fezes de
animais superiores. Este é formado em ambientes aerdbios, quando o coprostanol
se transforma nesse esterol. Essa transformacdo pode ocorrer também durante o

processo de tratamento de esgotos, onde uma das etapas desse processo consiste
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na aeracao dos residuos (MARTINS, R. F., 2008; MARTINS et al., 2007; MUDGE e
SEGUEL, 1999).

Os esterdis como colesterol, colestanol (5a-Cholestan-383-ol) e B-sitosterol
(24-etilicholest-5-em-33-o0l) s&o conhecidos como esterois de origem natural.

O colesterol é o esterol mais abundante em toda a flora e a fauna. Por esse
motivo, concentragdes de colesterol podem ser derivadas de diversas fontes naturais
como membrana celular de plantas, gorduras animais e, também, de fezes de fito e
zooplancton (MARTINS et al., 2008a e MUDGE e NORRIS, 1997).

O pB-sitosterol é encontrado em plantas vasculares terrestres (MUDGE e
LINTERN, 1999 e MUDGE e NORRIS, 1997). O colestanol também é encontrado
em fezes de fito e zooplancton, além de ser um produto formado por processos
bacterianos em sedimentos (GRIMALT et al., 1990).

Pequenas concentragbes de coprostanol podem ser encontradas em
sedimentos ndo contaminados por poluicdo fecal. Estes baixos niveis de
concentracdo podem ser encontrados devido a reducdo do colesterol in situ
(FIGURA 2) e pela presenca de fezes de mamiferos marinhos ou terrestres. Deve-se
considerar, que as chances desta redugédo acontecer S&0 muito pequenas no meio
ambiente, quando comparado a que ocorre no intestino de animais superiores
(MARTINS, R. F., 2008 e GONZALEZ-OREJA e SAIZ-SALINAS, 1998).

Devido a estes fatos, a avaliagdo de poluicdo fecal somente pela
concentracdo de coprostanol encontrada no meio ambiente foi questionada
(GONZALEZ-OREJA e SAIZ-SALINAS, 1998; NICHOLS et al., 1996). Alguns
autores propuseram, entdo, utilizar relagbes entre esse esterol e os demais esterdis
encontrados no meio ambiente para confirmar a presenca de esgoto (MARTINS et
al., 2007; MUDGE e SEGUEL, 1999; GONZALEZ-OREJA et al., 1998; LEEMING e
NICHOLS, 1996, VENKATESAN e SANTIAGO, 1989 apud LOURENCO, 2003).

Segundo LEEMING e NICHOLS (1996), uma concentracdo de coprostanol
acima de 9,0 pg. g' é suficiente para considerar um sedimento altamente
contaminado. Posteriormente, NICHOLS et al. (1996) considerou que um nivel de
concentracdo acima de 0,5 pg. g™ indica poluicdo fecal significativa. De uma
maneira geral, h4 uma tendéncia de que os valores estabelecidos como critérios de
avaliacao sejam cada vez menores, para, desta forma, proteger os recursos hidricos

disponiveis.
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A relagdo coprostanol/colesterol é utilizada para indicar a presenca de
esgoto em sedimentos. Valores acima de 1,00 dessa relagdo indicam resultado
positivo para contaminagéao fecal (MUDGE et al., 1999).

A razéo entre coprostanol e colestanol (coprostanol/coprostanol+colestanol)
€ mais uma relagdo para garantia de que a ocorréncia de esteréis se deve a
poluicdo fecal e ndo a fontes naturais. Valores entre 0,1 e 0,3 séo caracteristicos de
ambientes ndo poluidos, onde o predominio de colestanol é associado a fontes
naturais. Valores entre 0,70 e 1,00 sdo caracteristicos de ambientes contaminados
por fezes. Quando a area estudada apresenta valores entre 0,30 e 0,70, utiliza-se
um outro parametro de avaliacdo de contaminacéo fecal para a confirmacdo dos
resultados (GRIMALT et al., 1990).

A razéo de epicoprostanol/coprostanol pode ser utilizada como indicador de
tratamento ou ndo de esgotos. Isso porque durante o tratamento de esgoto, O
coprostanol se transforma em seu isbmero epicoprostanol. Valores menores de 0,20,
0 esgoto ndo sofreu tratamento e valores acima de 0,80, indica esgoto tratado
(MUDGE e SEGUEL, 1999).

O esterol 3-sitosterol pode ser relacionado com o colesterol como mais um
critério de avaliacdo. Se a razdo colesterol/B-sitosterol for préxima de zero, ha
indicios de que a matéria organica encontrada em sedimentos marinhos ou lacustres
tem origem terrigena (HUANG e MEINSCHEIN, 1979 apud MUDGE e NORRIS,
1997).

Existem outras relagdes que avaliam contaminacdo por esgoto em
ambientes aquéticos utilizando também outros esterdis. Porém, para desenvolver
esse trabalho, foram utilizados os principais critérios e parametros para esse tipo de
avaliacdo, utilizando os 5 esterdis estudados como indicadores de contaminagéo
fecal.

As estruturas dos esterdéis estudados estdo representadas na FIGURA 3 e os
principais critérios e parametros de contaminaco por fezes encontram-se resumidos
na TABELA 1.
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FIGURA 3: Estrutura dos esterdis estudados

TABELA 1: Critérios e parametros de avaliagdo da contaminagdo por esgoto
utilizando esterdis como indicadores de contaminacéo fecal

Parametros de avaliagéo Critérios
1)Concentracéo de coprostanol > 0,50 ug.g* —» contaminado
2)Coprostanol/colesterol >1,00 _, contaminado

< 0,20—> introducdo de esgoto sem tratamento
> 0,80 _, introducdo de esgoto com tratamento
0,00 - 0,30 —» nado contaminado

0,30 -0,70 —» confirmar o resultado com outro

3)Epicoprostanol/coprostanol

4)Coprostanol/(coprostanol+colestanol)

parametro
0,70—-1,00 — contaminado
5)Colesterol/ B-sitosterol Préximo de zero _, n&o contaminado

Assim como o coprostanol, todos os 5 esterois estudados séo hidrofébicos e
apresentam a tendéncia de se agregarem aos sedimentos. Os sedimentos como
argila, silte, areia e substancias humicas atuam como trocadores catibnicos. Esses
materiais adsorvem os compostos organicos por troca ibnica. Esse mecanismo €

relativamente eficaz e reduz, desta forma, a mobilidade idnica desses compostos
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organicos. Quanto mais insoliveis em agua forem, mais fortemente estardo ligados
aos sedimentos (MANAHAN, 2004).

Dessa maneira, 0s esterdis tendem a se agregar aos sedimentos aquaticos,
onde apresentam biodegradagdo pouco significativa em ambientes anodxicos
(MARTINS et al., 2008a; ISOBE et al., 2002; NGUYEN et al., 1995).

A granulometria dos sedimentos influencia a distribuicdo dos esterois nos
mesmos. Os sedimentos constituidos por particulas pequenas apresentam grande
area efetiva e, com isso, adsorvem 0s compostos organicos presentes no ambiente.
Ja os sedimentos constituidos por particulas de maior tamanho, como 0s arenosos,
demonstram uma reduzida capacidade de adsor¢cdo de compostos organicos
(SOUZA, 2007 e MUNIZ et al., 2004)..

1.3. Técnicas analiticas empregadas para tratamento das amostras e

guantificacédo dos esterois

1.3.1. Tratamento das amostras

Amostras ambientais, como sedimentos, usualmente requerem varias etapas
de pré-tratamento antes de serem analisadas. Devido a complexidade desse tipo de
amostra, geralmente, sdo necessarias as etapas de extracdo e purificacdo dos
extratos (JAKUBOWSKA et al., 2009).

1.3.1.1. Extrag&do das amostras

A extracdo das amostras deve ser realizada para remover as substancias
interferentes e aumentar a concentracdo do analito de interesse para a analise
cromatografica (JAKUBOWSKA et al., 2009).

A escolha do método de extragdo depende da matriz, pois ha disponiveis
diferentes métodos para cada tipo de amostra, seja ela sélida ou liquida. A escolha

dos solventes utilizados nesse processo vai depender dos analitos, ja que nenhum
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solvente é universalmente aplicavel a todos o0s grupos de compostos
(JAKUBOWSKA et al., 2009; U.S. EPA, 2007).

Esterdis sdo frequentemente extraidos de sedimentos por extragdo com
solvente por aparelho de Soxhlet (MARTINS et al.,, 2008a; GRIMALT et al., 2002;
MUDGE e BEBIANO, 1997; KAWAKAMI e MONTONE et al., 2002; ou por ultrassom
(HUSSAIN et al., 2010; LOURENCO, 2003; NGUYEN et al., 1995).

A extracdo por Soxhlet extrai compostos organicos de matrizes solidas e se
caracteriza por ser um processo lento, que requer grandes quantidades de solventes
e pode degradar termicamente 0s compostos mais labeis (EMIDIO e DOREA, 2010).

A extracdo por ultrassom também é um procedimento para extracdo de
compostos organicos de amostras solidas, tais como solos, lamas e sedimentos.
Esse processo garante um maior contato da matriz com o solvente (U.S. EPADb,
1996).

Esse tipo de extragdo por ultrassom apresenta algumas vantagens em
relagdo a outros métodos, entre elas, reducdo do volume de solvente orgénico
utilizado e menor tempo de extracdo (LOURENCO, 2003). Tal processo também se
mostra mais simples e mais seguro para 0 analista, uma vez que possibilita
operagcdo a temperatura e a pressao ambientes (LUQUE-GARCIA E CASTRO,
2003).

Alguns trabalhos que analisam esterdis fecais constataram a eficicia
utilizando o método de extracdo por ultrassom, utilizando menor quantidade de
solvente em um menor tempo (HUSSAIN, 2010; LOURENCO, 2003). Sendo
realizado em trés etapas de sonicacdo, esse método garante uma maior eficiéncia
da extracdo dos esterdis (U.S. EPADb, 1996; NGUYEN et al., 1995).

1.3.1.2. Purificagdo dos extratos

Outros compostos além dos esterdis estudados também séo coextraidos nas
condigdes de extragdo realizadas. A andlise de ester6is em sedimentos por HPLC
pode ser afetada por matéria organica extraida, ou seja, por outros contaminantes
gue podem coeluir com os analitos e outros compostos que podem causar picos

interferentes. Para isso, um tratamento prévio para remover esses COmMpostos
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coextraidos pode ser necessario (HYOTYLAINEN e RIEKKOLA, 2007; KAWAKAMI e
MONTONE, 2002).

Portanto, recomenda-se que seja realizado um processo de purificagcdo dos
extratos das amostras antes de serem analisados. A cromatografia por adsorcao € a
técnica mais utilizada para esse processo de purificagdo em andlise de esterdis nas
amostras de sedimentos. (U.S. EPADb, 1996).

Para esse tipo de cromatografia, utiliza-se uma coluna recheada com um
sélido (adsorvente) e uma fase movel liquida, usando o mecanismo de adsorcéo. Os
adsorventes mais empregados nesse tipo de procedimento séo a silica e a alumina
(COLLINS et al., 2009; HYOTYLAINEN e RIEKKOLA, 2007).

1.3.2. Métodos de andlise

A técnica mais frequentemente utilizada para a determinacdo de esterdis em
sedimentos € a cromatografia a gas com detector de ionizagdo de chama (GC-FID)
(FROHENER et al., 2009; KALAS et al., 2009; SAIM et al., 2009; HU et al., 2008;
PENG et al., 2005; KAWAKAMI e MONTONE, 2002; MARTINS, 2001; GONZALEZ-
OREJA e SAIZ-SALINAS, 1998; GRIMALT et al., 1990) e cromatografia a gas
acoplada a um espectrometro de massas (GC-MS) (COSTA et al., 2011; GILL et al.,
2010; GOURMELON et al., 2010; HUSSAIN et al., 2010; LIEBEZEIT e WOSTMANN,
2010; MARTINS et al., 2010; VENKATESAN et al., 2010; SINGH et al., 2010; CHOI
et al., 2009; HIULSTROM e ISAKSSON, 2009; TYAGI et al., 2009; WU et al., 2009;
BLOUNDI et al., 2008; LI et al., 2008; ZHANG et al., 2008; JARDE et al., 2007;
MARTINS et al., 2007; POERSCHMANN et al., 2007; SHAH et al., 2007; BECK e
RADKE, 2006; MUDGE e DUCE, 2005; LOURENCO, 2003).

A técnica Cromatografia a Gas apresenta alta sensibilidade e ha a
necessidade de derivatizacdo dos esterdis devido a dificuldade de volatilizacao
desses compostos por apresentarem alto peso molecular.

O processo de derivatizagédo consiste na transformac¢éo do analito em outra
espécie mais conveniente ou mais facil de ser analisada. Para a andlise por
cromatografia a gas, os esterGis sdo derivatizados utilizando o reagente N,O-

bis(trimetil-sililtrifluor-acetamida)/trimetil-cloro-silano  (BSTDA/TCMS). A reagao
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ocorre por 1 hora em banho-maria a 80°C. Desta forma, séo gerados derivados
volateis dos esterois (COSTA et al., 2011).

A técnica de andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) ainda
€ pouco utilizada para analise de esterdis, somente ha dois relatos na literatura
(HONG et al., 2007; PIOCOS e CRUZ, 2000).

No trabalho de HONG (2007), foram analisados os esterdis colesterol,
coprostanol e sitosterol, além de &cidos biliares e outros lipidios, por Cromatografia
Liguida acoplada a um detector de massas (LC-MS) em amostras de fezes de ratos.
Jé no trabalho de PIOCOS e CRUZ (2000), foi desenvolvida uma metodologia para
andlise somente do coprostanol sem aplicagdo em amostras reais. Este autor
destaca o potencial de aplicagdo desta metodologia em outras amostras.

No presente trabalho, foi utilizada a técnica de HPLC em fase reversa com
deteccdo na regido de ultravioleta, podendo ser uma técnica alternativa de analise
dos esteroéis fecais. A cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa é
recomendada para analitos ndo polares, como os esterdis, ou moderadamente
polares (CIOLA, 2006).

Como os esterdis ndo apresentam capacidade de absorver radiacdo nessa
regido do espectro, o processo de derivatizagéo foi realizado.

No Brasil, a maioria dos relatos encontrados na literatura sobre avaliacéo de
contaminagdo fecal por esterdis sdo relacionados a ecossistemas estuarinos
(COSTA et al., 2011; MARTINS et al., 2010; KALAS et al., 2009; CARREIRA et al.,
2009; MARTINS et al., 2008a; MARTINS et al., 2008b; SANTOS et al., 2008; MUNIZ
et al., 2006; CARREIRA et al., 2004; MATER et al; 2004).

Mas ainda h& poucos estudos no Brasil sobre esse assunto em comparacao
ao mundo (GILL et al., 2010; GOURMELON et al., 2010; HUSSAIN et al., 2010;
LIEBEZEIT e WOSTMANN, 2010; VENKATESAN et al., 2010; SINGH et al., 2010;
CHOlIl et al., 2009; HIULSTROM e ISAKSSON, 2009; TYAGI et al., 2009; WU et al.,
2009; BLOUNDI et al., 2008; HU et al., 2008; LI et al., 2008; ZHANG et al., 2008;
JARDE et al., 2007; POERSCHMANN et al., 2007; SHAH et al., 2007; BECKE e
RADKE, 2006; MUDGE e DUCE, 2005; PENG et al., 2005; GONZALEZ-OREJA e
SAIZ-SALINAS, 1998; MUDGE e LINTERN, 1998, MUDGE e BEBBIANO, 1997,
LEEMING e NICHOLS, 1996; GRIMALT et al., 1990).
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Os trabalhos brasileiros envolvendo ecossistemas lacustres realizam os
estudos com os esterdis como indicadores fecais em amostras de sedimento
coletadas nos Rios Birigui (FROEHNER et al., 2010; FROEHNER et al., 2009;
FROEHNER e MARTINS, 2008) e Capibaribe (FERNANDES et al.,, 1999) e na
Lagoa do Pato (MARTINS, 2008; MARTINS et al., 2007).

1.4. Area de estudo

O Municipio de Juiz de Fora esta contido na bacia do Médio Paraibuna,
pertencente a bacia do rio Paraiba do Sul, e seu perimetro urbano é drenado por
156 sub-bacias de diversas dimensdes (CESAMA, 2010).

O Rio Paraibuna percorre nove cidades: Anténio Carlos, Santos Dumont,
Ewbanck da Camara, Matias Barbosa, Simédo Pereira, Belmiro Braga, Santana do
Deserto, Chiador e Juiz de Fora com 70% do seu curso. Os afluentes dentro da zona
urbana séo: Ribeirdo Ipiranga, Lamacal, Matirumbide, Yung, Séo Pedro, Carlos
Chagas, Humaita, Ribeirdo das Rosas, Facit, Artilharia, Tapera, Ribeirdo dos Burros,
Santa Cruz, Trés Pontes e Ribeiréo do Espirito Santo (CESAMA, 2010).

O rio recebe em seu leito grande volume de esgotos domésticos sem
qualquer tratamento, além de esgoto ndo doméstico de alto grau de concentracdo e
toxicidade, sendo considerado um rio “morto” entre a cidade de Juiz de Fora e a
Barragem de Joasal (antiga Usina Quatro) (CESAMA, 2010).

Apenas 9,76% de todo o esgoto lan¢cado no rio Paraibuna foi tratado em
2009, nas duas estagbes de tratamento de esgoto (ETE) que estdo em
funcionamento na cidade, ETE Barbosa Lage e ETE Barreira do Triunfo
(Acessa.com, 2010).

O Rio Paraibuna € um importante recurso para a cidade de Juiz de Fora e
para as demais cidades nas quais tem seu curso. A degradagédo da qualidade de
suas aguas ao longo dos ultimos anos tem, portanto, impactos altamente negativos.
A busca de alternativas para a localizagao de fontes de abastecimento de agua para
consumo humano, particularmente nas cidades de médio e grande portes, tem
significado investimentos cada vez mais elevados (CESAMA, 2010).

Por isso, a analise de contaminacdo fecal apresenta fundamental

importancia para avaliar a qualidade de recursos hidricos de nossa cidade. Com o
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desenvolvimento socio-econdmico e, consequentemente, aumento populacional das
cidades, hd a contaminacdo e degradacdo desses recursos, como j& foi
mencionado. O conhecimento do grau de poluicdo dos efluentes langados em
determinado corpo d’agua, como rios, € importante ao estabelecimento de medidas
controladoras de poluicdo de origem domeéstica.

Foram selecionados seis corregos afluentes do Rio Paraibuna para estudo.
Foram eles: corregos do Tapera, localizado na regido Nordeste da cidade; corrego
Matirumbide, na regido leste; corrego da Fazenda Floresta, localizado na zona rural
de Juiz de Fora e cérregos Campo Grande, Humaita e Carlos Chagas, localizados
na regido norte.

Com excecao do coérrego da Fazenda Floresta, todos os pontos estudados
apresentaram mau cheiro, lixo, 4guas escuras e descargas diretas de dejetos
domésticos sem qualquer tratamento para descontaminagdo. Estas foram
caracteristicas marcantes desses pontos. O cérrego da Fazenda Floresta é o Unico
localizado em um ambiente mais afastado da cidade, portanto, foi o Unico que

apresentou aguas claras em um ambiente, aparentemente, limpo.

2. Objetivos

O objetivo principal do trabalho foi desenvolver uma metodologia analitica para
identificacdo e quantificagdo dos esterdis colesterol, coprostanol, colestanol,
epicoprostanol e B-sitosterol por cromatografia liquida de alta eficiéncia com

deteccédo na regido do ultravioleta (UV) em amostras de sedimentos lacustres.

2.1. Objetivos especificos:

e Otimizar os parametros de separacdo dos esterdis por cromatografia liquida
de alta eficiéncia com detecgdo no UV.

e Otimizar as condi¢Bes para a extracdo dos esterais.

e Otimizar a etapa de purificagdo dos extratos por cromatografia em coluna,
avaliando-se o uso de diferentes eluentes.

e Otimizar o processo de derivatizacdo dos esterois.
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e Determinar os esteréis em amostras de sedimentos dos principais afluentes

do Rio Paraibuna

3. Material e Método

3.1. Limpeza do material

Todo o tipo de material utilizado nos procedimentos realizados, material
metéalico, de vidro ou de porcelana, foram previamente tratadas em laboratorio.
Foram deixados em banho de detergente alcalino por 8 horas. Feito isso, o material
foi enxaguado em agua corrente e por fim em 4gua deionizada. Em seguida, o
material foi seco em estufa (150°C) e armazenado em ambiente limpo para evitar a
contaminagdo com poeira ou outros contaminantes. No momento da utilizagéo, o
material foi enxaguado com pequenas quantidades de solvente organico de forma a

minimizar a possibilidade da inser¢éo de contaminantes organicos nas analises.

3.2. Material e reagentes

Uma vez que se deseja analisar tracos de compostos, todos os solventes
empregados necessitam ter um alto grau de pureza para que nao interfiram nas
analises.

Dessa forma, foram utilizados apenas solventes grau HPLC em todos os
procedimentos realizados, com excegdo da piridina de grau P.A. Os solventes
organicos utilizados foram diclorometano (DCM), metanol (MeOH), acetato de etila,
n-hexano, isopropanol e tetraidrofurano (THF).

Os padrbes de esterdis e os reagentes utilizados na reacéo de derivatizacao,
cloreto de benzoila e cloreto de p-nitrobenzoila, possuem grau de pureza entre 95 e
99%.

A silica-gel 70-230 mesh foi ativada em estufa a 120° C por 2 horas, resfriada
em dessecador a vacuo e parcialmente desativada com 5% de agua deionizada.

Apos esse tratamento, a silica foi preservada em dessecador a vacuo e utilizada por
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até 5 dias. O sulfato de sodio anidro, a la de vidro e os recipientes descartaveis de
aluminio utilizados nas coletas foram aquecidos a 400°C durante 4 horas para
eliminar possiveis interferentes organicos (U.S. EPAa, 1996). Depois, o sulfato de
sédio anidro e a la de vidro foram armazenados em recipientes de vidro
hermeticamente fechados. Os recipientes de aluminio foram envolvidos por papel

aluminio.

3.3. Solug¢des padréao

As solugdes padrao foram preparadas a partir de uma determinada massa de
cada esterol dissolvida em diclorometano. Em seguida, cada solugdo padrdo dos
esterdis foi derivatizada separadamente com o reagente adequado. A solucéo
padrdo mistura (Mix) foi preparada a partir da diluicdo da combinag&o das aliquotas
de cada uma das solu¢des padrao individuais dos derivados dos esterdis. Todas as
solu¢des padréo foram armazenadas a -20°C.

Os compostos colestanol, epicoprostanol e coprostanol possuem a mesma
formula molecular, ou seja, sdo isbmeros. Os trés isdbmeros e os demais compostos
estudados, sitosterol e colesterol, possuem estruturas similares. Por isso, possuem
propriedades fisicas e quimicas bastante semelhantes.

Por esse motivo, alguns estudos nesse trabalho foram realizados utilizando
solugdo mistura padrdo de somente trés esterdis (colesterol, colestanol e
epicoprostanol) e outra utilizando mistura dos cinco compostos (colesterol,
coprostanol, colestanol, sitosterol e epicoprostanol). Ja que as propriedades
quimicas dos esterb6is sdo semelhantes, os resultados dos testes seguiram as

mesmas tendéncias para todos eles.

3.4. Amostragem

A metodologia adotada foi baseada em publicagbes das agéncias americanas
U.S. Environmental Protection Agency (U.S. EPA) e National Oceanic and
Atmospheric Administration (NOAA).
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3.4.1. Localizagdo dos pontos

A coleta das amostras foi realizada em cooperagcdo com o grupo de pesquisa
do Mestrado em Comportamento Animal (Protozoologia) do Instituto de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Juiz de Fora.

Conforme foi mencionado anteriormente, seis corregos da cidade de Juiz de
Fora afluentes do Rio Paraibuna foram selecionados como pontos de coleta. As
coletas de amostras de sedimentos nesses pontos foram realizadas nos meses de
julho e outubro do ano de 2010. A primeira coleta aconteceu em julho e foi realizada
no dia 15 desse més, entre 8:00 e 12:00 h. A segunda coleta aconteceu no dia 14
outubro, sendo realizada nos mesmos horéarios da anterior. Todas as coletas foram
realizadas em periodos de seca.

Em cada cOrrego, coletou-se apenas uma amostra de sedimento, tendo
apenas um ponto de coleta.

Os pontos escolhidos para as coletas foram de acordo com as condi¢cdes de
acessibilidade e foram coletados em pontos preservados para garantir a integridade
da amostra. A identificagdo dos locais foi feita por meio de fotografias e descricdo de
coordenadas geograficas dos mesmos. As fotos de dois pontos de coletas estédo
apresentadas na FIGURA 4.

As amostras foram coletadas e recolhidas em recipientes descartaveis de

aluminio previamente tratadas em laboratério (FIGURA 5).

FIGURA 4: Fotos dos locais de coleta: cérregos Tapera (a esquerda) e Humaita (a
direita)

e
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FIGURA 5: Amostra de sedimento de cOrregos armazenado em recipientes de
aluminio

Na TABELA 2 encontram-se a identificacdo dos corregos juntamente com as
coordenadas geograficas de cada ponto em que foram feitas as coletas.

O mapa hidrogréfico de parte da cidade de Juiz de Fora com a localizagéo
dos pontos de coleta, juntamente com o mapa hidrografico do estado de Minas
Gerais sdo mostrados na FIGURA 6. Os mapas foram elaborados com dados do
Instituto Brasileiro de Geografia Estatistica (IBGE), sendo a execug¢do do Nucleo de
Anadlise Geo-Ambiental (NAGEA) da Universidade Federal de Juiz de Fora.

TABELA 2: Coordenadas geogréaficas dos pontos de coleta das amostras de
sedimentos nos coérregos afluentes do Rio Paraibuna na cidade de Juiz de Fora
coletadas no ano de 2010

Pontos Corrego Bairro Coordenadas Geogréficas Hora Dia
1 Campo Barr_eira do S 21°39'50.0" | N43°19'24.2" | 9:27 14/10
Grande Triunfo
H - Francis_co S21°39'50.0" | N43°23'46.0" | 11:45 | 15/07
2 umaita Bernardino
3 Carlos Carlos S21°39'50.0" | N43°23'13.2" | 12:00 | 14/10
Chagas Chagas
Santa S 21°39'50.0" | N 43°16'51.1" | 10:15 | 15/07
4 Tapera Terezinha
5 | Matirumbide |  Bonfim | S21°39'50.0" | N43°20'43.1" | 9:21 | 15/07
6 Floresta Floresta S21°39'50.0" | N43°16'51.1" | 10:19 | 14/10
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Mapa hidrografico de Minas Gerais. Fonte: IBGE.
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3.5. Preparo das amostras

As amostras foram conservadas a -20°C e posteriormente submetidas ao
processo de secagem com temperatura controlada até no maximo 65°C (NOAA,
1998). Depois de secas, as amostras foram trituradas em gral e pistilo de porcelana
visando a redugdo da granulometria do sedimento para uma melhor eficiéncia na
extracdo, sendo logo em seguida armazenadas em frascos de vidro até o momento

da anélise.

3.6. Tratamento das amostras

Recomenda-se que o tratamento das amostras de sedimento para anélise de
esterdis consista em duas etapas: extragdo dos analitos e purificagdo dos extratos.

Porém, esse processo é longo e trabalhoso. Portanto, a melhoria da
preparagcdo da amostra em termos de confiabilidade, rapidez e sensibilidade deve
ser considerada. O desenvolvimento mais rapido e com maior custo-efetivo s&o
necessidades prementes para a realizagdo desse processo (HYOTYLAINEN e
RIEKKOLA, 2007).

Para isso, foram testados dois procedimentos para o tratamento das
amostras. No primeiro tratamento testado, foram realizadas as etapas de extracao
dos analitos e purificagdo dos extratos, como foi recomendado. No segundo
tratamento testado, foi realizada somente a etapa de extragdo dos analitos dos
sedimentos sem proceder a etapa de purificagdo dos extratos.

O procedimento de tratamento das amostras foi otimizado a partir dos
trabalhos de HUSSAIN (2010), LOURENCO (2003) e NGUYEN (1995). O processo
de extragdo dos esterdis em amostras de sedimentos para ambos os tratamentos de
amostras testados foi realizado utilizando a técnica de ultrassom.

A seguir, sdo descritos os experimentos realizados para o estudo da

otimizagcao dos tratamentos de amostras propostos.
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3.6.1. Tratamento 1 (etapas de extragado e purificagéo)

Para a extracdo em ultrassom foram realizados experimentos empregando a
mistura de solventes metanol e diclorometano na propor¢édo de 1:1 (HUSSAIN,
2010). Neste estudo foi utilizado um banho ultrassénico Unique, modelo USC2850,
com dois cristais piezelétricos, operando a frequéncia de 25 kHz e poténcia de 120
W.

Esses experimentos foram realizados da seguinte forma: 10 g de amostra
(coletada na Represa de S&o Pedro) de sedimento fortificada conforme o item 3.7,
foram pesados em balanca analitica diretamente em frascos de vidro de
aproximadamente 100 mL. A extragdo em ultrassom foi realizada por um tempo de
30 minutos. ApOs este tempo, os extratos foram recolhidos com auxilio de uma
pipeta Pasteur para bal6es de fundo chato de 125 mL.

A extragao foi realizada em trés etapas de sonicagdo de 30 minutos cada. A
primeira etapa foi realizada com um volume de 20 mL, a segunda e a terceira
etapas, com 10 mL de solvente, totalizando 40 mL de solvente. Os extratos
recolhidos em cada etapa foram combinados em baldo de 125 mL e concentrados
em evaporador rotativo a vacuo até um volume de aproximadamente 1 mL. Em
seguida, esse extrato concentrado foi submetido ao processo de purificagao.

Para realizar essa etapa de purificagdo dos extratos, foi utilizada a técnica de
cromatografia por adsor¢cdo em coluna de silica, utilizando como eluente a mistura
de solventes diclorometano e metanol (1:1), utilizando o volume da mistura de
solventes ideal para eluicdo dos esterdis otimizado conforme descrito no item a
seguir, 3.6.1.1.

Foi utilizada uma coluna de vidro (0,5 cm de diametro interno) com torneira de
teflon, contendo uma primeira camada de 1& de vidro, seguida de 2 g de silica gel,
ativada e parcialmente desativada (item 3.2), e sobre essa ultima, foi adicionada
uma camada superior de sulfato de sddio anidro, em quantidade correspondente a
0,5 cm de altura da coluna.

Depois de concluir essa etapa, os extratos recolhidos foram derivatizados,

conforme a condigdo otimizada e analisados por HPLC.
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3.6.1.1. Teste para eluicdo dos compostos por cromatografia em coluna

Para determinar o volume ideal dos solventes para a eluicdo dos compostos
por cromatografia em coluna, foi realizado o procedimento que consistiu no preparo
de duas colunas contendo silica e sulfato de sddio anidro. Sendo, logo em seguida,
uma delas eluida somente com a mistura de solventes diclorometano e metanol
(1:1), denominada de branco e a outra eluida com a mistura de solventes
diclorometano e metanol (1:1) adicionada da mistura padrdo dos esterdis,
denominada de branco fortificado.

O branco fortificado foi obtido com a eluicdo de 18 mL da mistura de solventes
diclorometano e metanol (1:1), ap6s a adicdo de 200 pL da solugdo mistura padréao
dos trés ester6is colesterol, colestanol e epicoprostanol (1000,0 mg.L™") na coluna.
Quatro fragdes consecutivas foram recolhidas: 12 mL (Fracdo 1) e 2 mL (FragOes

restantes 2, 3 e 4). Esse procedimento esté ilustrado na FIGURA 7.

Eluente: MeOH/DCM (1:1) 18 mL

l 200 pL de solucao 1000 mg.L’1

Mix Esterois

e N-EIzSDq.

— Silica (2 g)

o Ladevidro
I J |
Y / [:- /A

'{_ft ) { \ o

12 F 22 F 32 F 42 F
12mL 2mL 2mL 2mL

FIGURA 7: llustracdo representando a calibragdo da coluna para eluicdo dos
compostos estudados com diclorometano e metanol (1:1)
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Todas as fragdes recolhidas e o branco foram concentrados em evaporador
rotativo, em seguida, derivatizados com o reagente adequado e, posteriormente,

analisados no cromatografo a liquido.

3.6.2. Tratamento 2

Para esse teste foram utilizadas 10 g de amostras coletada na Represa de
Sao Pedro fortificadas com solugdo mistura padréo conforme o item 3.7. Foi
realizado, entdo, o processo de extracdo em ultrassom, utilizando o procedimento e
0os solventes como descrito no item 3.6.1. ApOs a extragdo, os extratos foram
filtrados em preé-filtros de fibra de vidro, com porosidade de 1 pym e 25 mm de
didmetro, para retirar outras particulas. Em seguida foram levados ao evaporador
rotativo para redugdo do volume. Em seguida, foram derivatizados, conforme a
condigéo otimizada para esse procedimento e analisadas por HPLC.

Os dois procedimentos de tratamento das amostras estudados estéo

esquematizados nas FIGURAS 8 e 9.
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Amostra

Extracdo em ultrassom
DCM/MeOH (1:1)

Evaporacgdo rotativa a vacuo

(Purificacao - 2 g de silica gel 70-270 mesh (ativada e
desativada 5% (m/m) com 0,5 cm de camada de Na,SO,)

Eluente: DCM/MeOH (1:1)

Evaporacdo rotativa a vacuo

Derivatizacéo

HPLC

FIGURA 9: Fluxograma
representando o tratamento 1

Amostra

Extracéo em ultrassom
DCM/MeOH (1:1)

Pré-filtro de fibra de vidro (1lum e
25 mm di)

Evaporacdo rotativa a vacuo

Derivatizacao

HPLC

FIGURA 8: Fluxograma
representando o tratamento 2

3.7. Estudo de recuperagao das amostras fortificadas

A recuperacdo dos métodos de tratamento de amostra testados foi avaliada

mediante a extracdo e analise de réplicas da amostra coletada na Represa de Séo

Pedro adicionadas de 160 pL do Mix de esterdis (colesterol, epicoprostanol e

colestanol) 1000,0 mg.L™* denominadas de amostras fortificadas, de forma a se obter

nos extratos finais 80,0 mg.L™* dos padrdes de esterdis. Cada tratamento de amostra

foi testado em duplicata e teve como objetivo avaliar a metodologia analitica

utilizando os dois procedimentos de tratamento de amostra estudados.
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Desse modo, pode-se avaliar qual procedimento de tratamento de amostra
seria adotado para as analises de esterdis nas amostras de sedimentos coletadas.
Utilizou-se o teste t para comparar médias utilizando os dois procedimentos

de tratamento de amostra testados, em um nivel de confianca de 95%.

3.8. Determinacdo da matéria orgéanica extraida (MOE)

Os extratos obtidos apds o processo de extragdo das amostras analisadas
foram concentrados até 10,0 mL em evaporador rotativo a vacuo. Desta solugéo foi
retirada uma aliquota de 1,0 mL e transferida para recipientes de aluminio,
previamente pesados. Em seguida, os recipientes contendo as aliquotas foram
levados ao dessecador a vacuo até a evaporacgao total do solvente e obtencdo dos
valores de massa constante nos residuos obtidos. A outra por¢do do extrato (9,0
mL) foi concentrada até cerca de 1,0 mL e submetida a analise dos esterdis
conforme metodologia estabelecida. O teor de MOE, expressa na forma de

percentual, foi determinado conforme a equagéo 3.

MOE (%) = [ Mr x Vext ] x 100 (Equagéo 3)
Mag) x Va

MOE (%): Percentual de matéria organica extraida

Mr: Massa do residuo apés evaporacao do solvente (g)
Vext: Volume total do extrato (mL)

Ma: Massa da amostra (Q)

Va: Volume da aliquota retirada para determinacéo da MOE (mL)

3.9. Reacgéo de derivatizagao

Os esterois ndo apresentam capacidade de absorver radiacdo na regido do
ultravioleta, por esse motivo, houve a necessidade de realizar o processo de
derivatizacdo dos esterdis. A fim de se obter maior intensidade de sinal dos esterois

na regido do ultravioleta e com isso, maior sensibilidade do método, dois reagentes
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derivatizantes foram testados: cloreto de benzoila (BzCl) e cloreto de p-nitrobenzoila
(NBC).

Além de estudar a reagdo de derivatizagdo dos esterdis utilizando dois
reagentes, cloreto de benzoila e cloreto de p-nitrobenzoila, alguns pardmetros desse
processo também foram estudados. Foram eles: realizagdo do processo de
derivatizagdo em ultrassom ou em repouso, tempo de reacéo e solventes utilizados

na extracao liquido-liquido apos a reacao.

3.9.1. Processo de reacao de derivatizagéo

Para otimizar o processo de reacdo de derivatizagéo, trés procedimentos
diferentes foram testados e estéo descritos a seqguir.

O primeiro estudo realizado para a otimizagédo do processo de derivatizagao
foi realizado utilizando os dois reagentes cloreto de benzoila e cloreto de p-
nitrobenzoila, seguindo, primeiramente, 0 mesmo procedimento descrito por ABIDI
(2004).

A reacdo foi testada, com os padrdes de colesterol, epicoprostanol e
colestanol da seguinte forma: em tubos de ensaio foram adicionados 0,04 mg de
cada esterol, 800 pL de piridina e 200 pL de cloreto de benzoila em um tubo de
ensaio e no outro tubo, 800 pL de piridina e 500 mg de cloreto de p-nitrobenzoila. Os
tubos foram fechados e deixados em repouso a temperatura ambiente por 12 horas.

Apos esse tempo, foi realizada a extragé@o liquido-liquido nos dois tubos de
ensaio, utilizando 5 mL da solu¢do de HCI 0,01 mol/L e 6 mL de solvente n-hexano.
A fase organica de cada tubo de ensaio foi recolhida e analisada por HPLC. A
eficiéncia da reacgédo foi avaliada comparando-se as areas obtidas para os picos dos
esterois derivatizados com cloreto de benzoila e cloreto de p-nitrobenzoila. .

Para a realizacdo do segundo estudo, foram adicionados a 0,02 mg de cada
esterol (epicoprostanol, colestaerol e colestanol), 400 pL de piridina e 100 pL de
cloreto de benzoila e para os testes com cloreto de p-nitrobenzoila, 400 pL de
piridina e 250 mg de cloreto de p-nitrobenzoila, em tubos de ensaio.

O tempo de reagdo foi fixado em 30 minutos e em um banho
ultratermostatico, variou-se a temperatura em 50, 65, 80 e 95°C. Depois de cessado

esse tempo, foi realizada também a extracao liquido-liquido (5 mL de HCl e 6 mL de
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n-hexano) e a fase organica obtida para cada temperatura testada foi analisada por
HPLC para comparar a eficiéncia da reacgdo realizada com os dois reagentes
derivatizantes, cloreto de benzoila e cloreto de nitrobenzoila, em termos de valores
de area dos picos dos analitos dos derivados.

O terceiro estudo para otimizagdo da reacdo de derivatizagdo dos esterois
estudados, teve como objetivo principal comparar os dois tipos de procedimentos de
reagcdo: em repouso por 12 horas e no ultrassom, utilizando o reagente cloreto de
benzoila.

Os compostos utilizados nesse procedimento foram colesterol, epicoprostanol
e colestanol. Esse teste foi realizado da seguinte maneira: em tubos de ensaios
contendo a mesma quantidade de cada padrdo, foram adicionadas quantidades
excedentes de cloreto de benzoila (200 pL) e de piridina (800 pL), obtendo-se uma
concentracéo final de 200,0 mg.L™* para cada analito, expressa na forma de esterol.

A mistura reacional foi levada ao ultrassom, onde variou-se o0 tempo de
reacdo de 30 a 75 minutos. A reacdo também foi realizada em repouso por 12 horas,
para comparar os resultados obtidos para essa condi¢do de reacdo com os obtidos
com a condicdo descrita anteriormente, em ultrassom. Os experimentos foram
realizados em duplicata.

Em seguida, foi realizada a extrag&o liquido-liquido (5 mL de HCl e 6 mL de n-
hexano) e a fase organica recolhida em cada tubo de ensaio, analisada por HPLC.

As éareas obtidas dos picos dos analitos também foram comparadas nesse teste.

3.9.2. Extracgao liquido-liquido

Apos realizar o processo de reacdo de derivatizagdo, recomenda-se uma
extragdo em solucdo &cida ou agua e solvente orgéanico imiscivel em &gua (ABIDI,
2004; FITZPATRICK e SIGGIA, 1973).

Nesta etapa, foi avaliada a eficiéncia da extracdo dos derivados com o0s
seguintes solventes organicos: acetato de etila, diclorometano e n-hexano, que
foram selecionados para o estudo de acordo com a solubilidade dos derivados dos
esterdis formados com o regente cloreto de benzoila nesses solventes.

Para realizar esse teste, foram adicionados 100 pL de cloreto de benzoila e

400 pL de piridina a 200 pL de solugéo padréo de colesterol com concentracgéo igual
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a 1000 mg.L™*. Ap6s o tempo de 45 minutos de reacdo realizada em ultrassom,
procedeu-se a extracao liquido-liquido.

A extracédo foi realizada com a adigcdo de 5 mL solu¢géo de HCI na solugéo
contendo o produto da reacdo de derivatizagdo. O solvente orgéanico foi adicionado
em 3 porcdes consecutivas de 2 mL. Apés cada particdo, a fase organica foi
recolhida e transferida para um baldo de fundo chato. As 3 porcdes de extratos
foram combinadas e o volume reduzido em evaporador rotativo a vacuo. O residuo
obtido foi convenientemente diluido em isopropanol e analisado, nas mesmas
condigdes, por HPLC. O processo de derivatizacdo esta esquematizado na FIGURA
10.

Padrdo de esterol diluido em DCM

1) BzCl ou NBC
2) Piridina

A

Reacéo

1) 5 mL HCI (0,01 mol.L™)
2) 3 x 2mL de solvente

A

Extracao liquido-liquido

Fase aquosa Fase organica

A

Descarte Reducéo do solvente
(evaporador rotativo a vacuo)

Diluicdo em isopropanol

A

HPLC

FIGURA 10: Fluxograma do processo de derivatizacdo dos esterois

Esses testes foram conduzidos em duplicata para cada solvente mencionado,

juntamente com o branco. Os resultados foram avaliados em termos de area do
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pico referente ao padréo de colesterol, ou seja, quanto maior a area do pico, maior

foi a eficiéncia da extragao.

3.10. Otimizacéo da analise por HPLC

A metodologia de andlise foi otimizada em um cromatografo a liquido de alta
eficiéncia (HPLC Agilent 1100 Series) com um software (Agilent Chemstation LC
Systems), injetor manual com alga de injecdo de 20uL e detector fotométrico na
regido do UV-VISIVEL de multiplos comprimentos de ondas (MWD).

A identificacdo dos compostos foi baseada nos respectivos tempos de
retencdo obtidos para inje¢do de padrbes externos dos esterdis derivatizados com o
reagente adequado.

Para os procedimentos descritos a seguir, foram avaliados os seguintes
parametros cromatogréaficos: fator de simetria, fator de separacéo, resolugdo dos
picos e tempo de andlise. Foram avaliados também o perfil do cromatograma e a
sensibilidade do método.

A otimizagdo do método de andlise por HPLC consistiu de algumas etapas

descritas nos itens a seguir.

3.10.1. Fase moével

Os testes iniciais envolveram a otimizacdo da separacdo dos 5 esterdis
empregando uma fase mével composta por um ou mais solventes organicos e pela
dgua. Para tanto, foram testados diferentes solventes organicos (metanol e
tetraidrofurano). Em todas as condi¢Bes de fase movel testadas, o fluxo também foi
avaliado.

Para escolher a condigcdo de andlise mais adequada, alguns parametros
devem ser obtidos, como: fator de simetria entre 0,9 e 1,3 (SNYDER, 1997);
resolucdo dos picos (R) maior que 1,25 (suficiente para quantificagdo) ou maior que
1,5 (indica separagao completa), devendo evitar valores abaixo de 1,0 (COLLINS et
al., 2006); maior fator de separacdo (a) entre os picos possivel e menor tempo de

analise.
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O fator de separacéo é calculado pela razéo entre os respectivos fatores de
retencdo, que sao relacionados aos tempos de retencdo ajustados de acordo com a
Equacéao 4:

a = tlta (Equacéo 4)

a: fator de separacéo
tro e trp: tempos de retencdo dos compostos adjacentes

A resolugcédo entre os pares de compostos foi calculada de acordo com a
Equacdo 5. O fator de separacdo foi calculado pela razéo entre os respectivos

tempos de retengéo de dois picos adjacentes.

R =(2,35/2) (tr, — tra) (Equacéo 5)
W 120 + W 12

tra e tr,: tempos de retengdo dos compostos adjacentes
W 1120 € W y/2: largura do pico & meia altura dos picos adjacentes

3.10.2. Selecdo do comprimento de onda (A) de andlise

O aumento da intensidade do sinal melhora a sensibilidade do método e por
consequéncia, melhora os limites de detecgéo e quantificacdo do mesmo.

Para tanto, a solu¢cdo mistura padrdo dos 5 esterois derivatizados foram
analisados em diferentes comprimentos de onda compreendidos entre 210 e 250
nm. Assim, o comprimento de onda que proporcionou maior area dos picos dos
analitos e menor interferéncia, foi selecionado no método como comprimento de

onda para andlise quantitativa.

3.11. Curva analitica

Uma curva analitica foi construida para cada analito. Foram injetadas as
solugbes padrao da mistura de esterois benzoilados na faixa de concentracao de 20
a 100 mg.L™.
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As solugdes padrao mistura (Mix) estoque e as solugdes padrao individuais de
trabalho foram preparadas de acordo com o esquema da FIGURA 11 e injetadas no
HPLC conforme as condi¢des otimizadas para analise.

Uma massa de cada padréo foi derivatizada separadamente com o reagente
escolhido cloreto de benzoila, de acordo com as condi¢cdes otimizadas para essa
etapa. O derivado obtido foi diluido em isopropanol obtendo-se assim a solugéo
padrdo estoque de cada um dos derivados dos esterois, sendo a concentracao
expressa na forma de esterol. A solucdo padrdo mistura dos 5 esterdis foi obtida a
partir da diluicdo das solu¢des padréo individuais.
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Coprostanol Colesterol B-sitosterol Colestanol Epicoprostanol
(2,0 mg) (2,0 mg) (2,0 mg) (2,0 mg) (2,0 mg)
Baldo 2mL Baldo 2mL Baldo 2mL Baldo 2mL Baldo 2mL
(DCM) (DCM) (DCM) (DCM) (DCM)
Coprostanol Colesterol B-sitosterol Colestanol Epicoprostanol

(1000 mg.L™Y)

(1000 mg.LY)

(1000 mg.LY)

(1000 mg.L'Y

(1000 mg.L'Y)

Derivatizagao

Derivatizag&o

Derivatizacéo

Derivatizag&o

Derivatizacéo

Aliguota Aliguota Aliquota Aliguota Aliguota
(800 pL) (800 pL) (800 pL) (800 pL) (800 pL)
v
»| Baldo2mL |*
Solugéo estoque padrdo mistura
(Mix) dos esteroéis = 400,0 mg.L™
Aliguota Aliguota Aliguota Aliguota Aliguota
(50 pL) (100 pL) (150 pL) (200 L) (250 L)
Baldo 1 mL Baldo 1 mL Baldo 1 mL Baldo 1 mL Baldo 1 mL
(isopropanol (isopropanol (isopropanol (isopropanol (isopropanol
Concentragéo Concentragéo Concentragéo Concentragéo Concentragéo
final ) final final final final
20,0 mg.L’ 40,0 mg.L™ 60,0 mg.L™" 80,0 mg.L™ 100,0 mg.L™
na forma de na forma de na forma de na forma de na forma de
esteréis esteréis esteréis esterdis esterdis

FIGURA 11: Esquema de preparacdo das solugdes padrdo mistura (Mix) dos
esterois derivatizados para a curva analitica
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3.11.1. Avaliacdo do método da curva analitica

Para avaliarmos numericamente a qualidade da curva de calibragéo, que é
um modelo linear y = Ax + B, onde y é a area dos sinais dos analitos (mUA.s), x é a
concentracdo dos analitos ( mg.L™") e, A e B, sdo os parametros do modelo, foram
utilizados os métodos de andlise da variancia, analise de residuos e linearidade do

método.

3.12. Limites de deteccéo e de quantificacao

O limite de deteccdo do método (LD) representa a menor concentragdo da
substédncia em exame que pode ser detectada, mas nao necessariamente
quantificada, utilizando um determinado procedimento experimental. J& o limite de
quantificacdo do método (LQ) representa a menor concentracdo da substancia em
exame que pode ser medida, utilizando um determinado procedimento experimental
(RIBANI et al., 2004).

O LD e o LQ podem ser estabelecidos de diversas maneiras. Uma das
maneiras recomendadas é calcular o LD como 3 vezes o desvio padrdo da analise
de 5 amostras com baixa concentracdo dos analitos. O LQ é calculado como 10
vezes 0 desvio padrdo da andlise dessas amostras (RIBANI, 2004; SERICANO,
1998).

Para este experimento, recomenda-se a andlise de uma amostra limpa ou
com baixos niveis de concentracdo dos analitos. A fortificacdo é necessaria para
garantir a quantificagcdo de todos os analitos na amostra.

Para realizar esse procedimento, foram analisadas 5 por¢des de 10 g da
amostra coletada na Represa de Sdo Pedro (amostra controle) foram extraidas apos
serem fortificadas com 0,06 mg de cada padrdo de esterol, obtendo-se 30 mg.L™
como concentracdo final de cada composto na solugdo. Apds proceder ao
tratamento das amostras, essas foram derivatizadas e analisadas por HPLC,

conforme as condi¢des otimizadas.
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3.13. Controle de qualidade do método

Os procedimentos que avaliaram o controle de qualidade do método foram
realizados através dos resultados obtidos na extragé@o de trés réplicas do branco (B)
e branco adicionado de padrdes, denominados de branco fortificados (BF); de trés
réplicas de uma amostra (M) e da mesma amostra adicionada de padrdes,
denominadas de amostras fortificadas (MF).

O sulfato de sédio anidro foi utilizado como branco para essas analises. Os
brancos e as amostras foram fortificados com a adi¢cdo de 0,12 mg dos padrbes de
esterdis a cada uma das réplicas antes do procedimento de extracdo, obtendo-se a
concentracéo final de 60 mg.L™ na solucéo injetada no HPLC. A amostra utilizada
nesse procedimento foi coletada na Represa de S&o Pedro, utilizando 10 g da
mesma.

Os critérios adotados foram baseados em SERICANO (1998):

1) O branco fortificado deve conter no minimo 80% dos compostos e

apresentar recuperacéo entre 50 e 120%.
2) A amostra fortificada deve conter no minimo 80% dos analitos com
recuperacéo entre 50 e 120%.

3) Desvio padrao relativo (DPR) menor ou igual a 30%.

A repetitividade representa a concordéancia entre os resultados de medi¢des
sucessivas de um mesmo método, efetuadas sob as mesmas condicbes de
medi¢cdo, chamadas condigbes de repetitividade: mesmo procedimento; mesmo
analista; mesmo instrumento usado sob as mesmas condi¢cdes; mesmo local e
repeticbes em um curto intervalo de tempo. A repetitividade envolve vérias medicdes
da mesma amostra, em diferentes preparacdes e pode ser expressa através da
estimativa do desvio padrao relativo (RIBANI et al., 2004).

A repetitividade do método foi avaliada pela injecao de 5 preparacdes de uma
mesma amostra (coletada na Represa de S&o Pedro) analisadas em sequéncia, no
mesmo dia. Para isso, 5 por¢des de 10 g dessa amostra foram extraidas apos serem
fortificadas com 0,06 mg de cada padrdo de esterol, obtendo-se 30 mg.L™ como
concentracao final de cada composto na solucédo injetada no HPLC. Apdés proceder
ao tratamento das amostras, essas foram derivatizadas e injetadas no HPLC,

conforme as condi¢des otimizadas.
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4. Resultados e discussao dos resultados
4.1. Reacdao de derivatizagéo

A reacgdo entre esterbis e o reagente cloreto de benzoila é chamada de
reacdo de benzoilagdo, que consiste em um metodo de derivatizacdo em que o
grupo benzoila é adicionado ao grupo hidroxila de compostos como carboidratos,
aminas biogénicas e esterois.

Alguns trabalhos descritos na literatura empregam esse tipo de reagéo para a
analise de pequenas concentracdes de compostos como carboidratos e esterdis por
HPLC com deteccédo nessa regido do espectro, em diferentes matrizes (FRIELER et
al., 2009; OZDESTAN e UREN 2009; KWANG-KYOK et al., 2005; ABIDI, 2004).

Essa reacdo é realizada em meio de piridina, como pode ser observado na

FIGURA 12, exemplificando a reacao do colesterol com o cloreto de benzoila.

7,
Z "N
Cl \l
o)
(@)
o O

Cloreto de
Colesterol Benzoila Benzoato de Colesterila

,’I

a

FIGURA 12: Esquema da reacdo de derivatizagdo entre colesterol e cloreto de
benzoila

O outro reagente testado foi o cloreto de p-nitrobenzoila e a reagdo entre esse
e os esterdis é chamada de reacédo de nitrobenzoilacdo. Esse procedimento é similar
a benzoilagéo, e consiste em um método de reagcdo em que 0 grupo nitrobenzoila é
adicionado ao grupo hidroxila de compostos como carboidratos e esteréis (MAO et
al., 2004; HORI et al., 2002; KIYOSHIMA, et al., 2001; NOJIRI, et al., 2000; TACHE,
et al.,, 2000). Essa reacdo também é realizada em meio de piridina. Segundo
FITZPATRICK e SIGGIA (1973), a incorporagdo do grupo nitro nos compostos
derivatizados resulta em um aumento na intensidade do sinal analisado,

aumentando a sensibilidade do método.
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Essa reacdo pode ser observada na FIGURA 13, que mostra como o

colesterol reage com o cloreto de p-nitrobenzoila.

o
O=N* Z "N Q\(O
3L
—_— (0]
Cl O:N:r
o
Colesterol Cloreto de Benzoato de nitrocolesterila

Nitrobenzoila

FIGURA 13: Esquema da reacdo de derivatizagdo entre colesterol e cloreto de
benzoila

Para todos os esterdis em questdo, as reacdes para ambos os derivatizantes

seguem 0 mesmo procedimento esquematizado nas FIGURAS 12 e 13.

4.1.1. Processo de reagéo de derivatizagao

O primeiro estudo do processo de reagédo de derivatizagéo foi realizado no
decorrer da otimizacdo das condi¢cbes de analise do método proposto por HPLC. As
condicbes de fase movel utilizadas nas andlises dos testes realizados com o0s
derivados do cloreto de benzoila e cloreto de p-nitrobenzoila foram diferentes, uma
vez que o0s esterdis nitrobenzoilados s&o ligeiramente mais polares que o0s
benzoilados.

Os cromatogramas relativos as reac6es mencionadas obtidos nas melhores
condi¢des de andlise dos esterdis epicoprostanol (Epi), colesterol (Col) e colestanol

(Col), estéo ilustrados nas FIGURAS 14A e 14B na mesma escala para sinal.
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FIGURA 14: Cromatogramas obtidos para eluicdo na coluna RP C18 ZORBAX ODS
(150,0 mm x 4,6 mm, 5 pum); coluna de guarda ZORBAX ODS (12,5 mm x 4,6 mm, 5
pm): (A) esterois nitrobenzoilados, fase movel MeOH/Isopropanol/H.O (50:45:5),
fluxo de 1mL/min, A = 254 nm; (B) esterdis benzoilados fase moével MeOH, fluxo
1mL.min™, deteccéo em 230 nm.

Nas condicdes estudadas, a analise dos esteréis, na forma de derivados
benzoilados, mostrou-se mais sensivel. Conforme foi abordado no item 4.1, os
resultados obtidos nestes experimentos discordam de alguns trabalhos reportados
na literatura, os quais relatam que, de uma maneira geral sob as mesmas condi¢des
de analise, os sinais de esterdis nitrobenzoilados sdo mais intensos que 0s
benzoilados. Sendo assim, outras condi¢des foram testadas para realizar a reagao
de nitrobenzoilacdo com os esterdis estudados.

O segundo experimento foi realizado visando aumentar o rendimento da
reagdo de nitrobenzoilacdo, variando a temperatura da reagdo. Uma vez que,
segundo NOJIRI (2000), a temperatura influencia na eficiéncia desse tipo de reagao.

Os cromatogramas relativos as reacdes mencionadas obtidos nas melhores
condicdes de analise estdo ilustrados nas FIGURAS 15A e 15B na mesma escala

para sinal.
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FIGURA 15: Cromatogramas obtidos para elui¢do na coluna RP C18 ZORBAX ODS
(150,0 mm x 4,6 mm, 5 pum); coluna de guarda ZORBAX ODS (12,5 mm x 4,6 mm, 5
pm): (A) esterdis nitrobenzoilados em diferentes temperaturas, fase movel
MeOH/Isopropanol/H,O (50:45:5), fluxo 1 mL.min™, deteccdo em 254 nm; (B)
esterdis benzoilados em diferentes temperaturas, fase moével MeOH, fluxo de 1
mL.min™, deteccdo em 230 nm

Na FIGURA 15A, pode-se observar que até 65°C houve um aumento em
termos de intensidade de sinal de todos os esterdis derivatizados com NBC. Para
temperaturas acima dessa, houve um decréscimo dos sinais dos analitos, sugerindo
gue houve degradacao dos analitos.

Na FIGURA 15B, pode-se observar que ndo houve diferencas significativas
no sinal ao variar a temperatura.

Ao comparar as FIGURAS 15A e 15B, conclui-se que mesmo variando a
temperatura, os valores de area dos picos dos esterbis benzoilados continuaram
sendo maiores que para os nitrobenzoilados.
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Uma hipotese para esse resultado é que provavelmente a reacdo de
nitrobenzoilagcdo para os esteroéis estudados neste trabalho néo foi eficiente, ou seja,
o rendimento desse tipo de reagéo foi baixo, especificamente, para esses analitos.

Portanto, optou-se por continuar os estudos de otimizagdo com o reagente
derivatizante cloreto de benzoila (BzCl), que sé@o os resultados do terceiro estudo da
reacao de derivatizacao dos esterdis estudados.

De acordo com ABIDI (2004), a reacdo de derivatizacdo entre esterdis e
cloreto de benzoila é realizada em temperatura ambiente, em repouso por 12 horas.
Para diminuir o tempo de reagcdo sem prejudicar o rendimento da mesma, foi
realizado um estudo empregando o ultrassom, uma vez que, 0 mesmo pode
conduzir a um aumento da eficiéncia da reagdo em um menor tempo.

Na TABELA 3 estdo reportados os valores médios das areas (n=2) obtidas

para os compostos estudados analisados por HPLC sob as mesmas condigdes.

TABELA 3: Valores médios de areas dos picos dos compostos (n=2) derivatizados
nas condi¢cbes de reagdo realizadas em ultrassom e em repouso, em temperatura
ambiente

Epicoprostanol Colesterol Colestanol
Tempo de

reacao Area média DPR Area média DPR | Areamédia| DPR
(mAU.s) (%) (mAU.s) (%) (mAU.s) (%)
30 minno US 1961,5 0.1 2043,6 0.6 24852 1.2
45 min no US 20259 2.2 2029,6 3,9 2559,1 33
60 min no US 1956,1 15 1950,9 2.1 24798 1,7
75 min no US 1889,3 33 1861,9 1,6 2390,9 2,4
12 horas em 1990,9 0,1 1451,1 15,9 2388,2 5,4

repouso

Na derivatizacdo em ultrassom, p6de-se observar que até 45 minutos houve
um aumento na eficiéncia da reagao para 0s compostos epicoprostanol e colestanol.
Jé& para o colesterol, o rendimento permaneceu constante. A partir de 45 minutos de
reacdo, observou-se um declinio de rendimento para todos oS compostos,
sugerindo, desse modo, que apds esse tempo de reacdo houve degradacdo dos
compostos. Sendo assim, o maior rendimento de reagao foi obtido em 45 minutos de

ultrassom.
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Para os experimentos realizados em repouso, foi observado que o rendimento
da reacdo foi similar ao obtido por ultrassom em 45 minutos para todos os
compostos estudados, como é mostrado na TABELA 3.

Concluiu-se, ao comparar os valores de area para os compostos estudados,
gue a reacado de derivatizacdo pode ser realizada em ultrassom com um tempo bem
menor, sem ocorrer a diminuigéo da eficiéncia da mesma.

Os valores de desvio padrao relativo (DPR) para o processo de derivatizagao
realizado em ultrassom por 45 minutos ficaram entre 2,2 e 3,9%, enquanto que para
0 processo realizado em repouso por 12 horas variaram entre 0,1 e 15,9%.

Entéo, a melhor condi¢céo de reagéo testada e adotada para a realizagdo dos
experimentos de avaliacdo do método com a mistura padrdo dos 5 estergis foi
utilizando o reagente cloreto de benzoila realizada em ultrassom por um tempo de

45 minutos de reagao.

4.1.2. Solvente utilizado na extragéo liquido-liquido

O excesso de cloreto de benzoila e de piridina é solubilizado na fase aquosa
e 0 meio acido favorece a solubilizag@o da piridina. Neste trabalho, foram utilizadas,
entdo, a particdo solvente organico e solugéo de &cido cloridrico (HCI) 0,01 mol.L™.

Como ja foi mencionado anteriormente, os compostos estudados apresentam
estrutura quimica e propriedades semelhantes. De uma maneira geral, eles
apresentaram a mesma tendéncia ou comportamento nos estudos realizados.
Portanto, o experimento para escolha do solvente de extracdo para a reacdo de
derivatizacao foi realizado apenas com o colesterol, sendo o resultado extrapolado
para os demais compostos.

Os resultados para os valores médios (n=2) de &rea do colesterol para os
testes de extracao realizados com diferentes solventes organicos estéo dispostos na
TABELA 4.
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TABELA 4: Média dos valores das é&reas (n=2) dos picos obtidos nos
cromatogramas para derivatizagdo do colesterol com BzCl empregando diferentes
solventes para extragéo dos derivados com os valores de DPR

Solvente testado Média das areas (n=2) DPR
(mAU.s) (%)

Diclorometano 466,1 14 %
n-hexano 499,5 4 %
Acetato de etila 500,1 15%

DPR = desvio padréo relativo

Os valores de area do pico referente ao colesterol para todos os solventes
utilizados nessa etapa foram similares. Entretanto, os valores obtidos para os
desvios-padréo relativos percentual foram 15% para acetato de etila, 14% para DCM
e 4% para n-hexano, que estao abaixo do valor limite de 30%.

Por isso, o0 solvente mais adequado para a extragcdo liquido-liquido da etapa
de derivatizagdo foi 0 n-hexano por apresentar menor valor para desvio padréao
relativo (DPR), ou seja, maior precisdo. Além disso, para a realizacao da particdo em
tubos de ensaio (com tampa de rosca), a manipulagdo com diclorometano foi mais
dificil, visto que o mesmo é mais denso que a &gua. Neste caso, o procedimento
para recolher a fase organica, que € a fase desejada, se tornou mais dificil, podendo
ocasionar erros durante a execugao do procedimento.

Nenhum dos compostos estudados foi detectado na analise dos brancos dos
solventes.
As condigcbes de reacdo de derivatizagdo pré-coluna estabelecidas para

andlise dos 5 esterois por HPLC estdo esquematizadas na FIGURA 16.
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200uL solucéo esterol 1000 mg.L™ em DCM

1) 100 puL BzCl
2) 400 pL Piridina

A

45 minutos no US

1) 5 mL HCI (0,01 mol/L)
2) 3 x 2mL de hexano
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FIGURA 16: Representagdo do esquema otimizado para reagdo de derivatizagao
dos padrdes de esterdis para analise por HPLC com detec¢éo no UV

4.2. Otimizacédo da separagéo por HPLC

4.2.1. Selecdo da coluna cromatografica

De acordo com SNYDER (1997), para andlise de amostras neutras como 0s
esterdis, a coluna cromatogréfica de fase reversa é a primeira escolha para o inicio
da otimizacdo de um método, uma vez que essa € tipicamente mais conveniente e
robusta, além de gerar resultados mais satisfatorios na separagéo final.

Apesar da coluna de fase reversa ser mais adequada para separacéo de
compostos hidrofilicos e os esterdis serem hidrofébicos, resultados satisfatorios
podem ser obtidos para esses compostos, visto que esse tipo de coluna é mais

eficiente, estavel e reprodutivel que a coluna de fase normal.
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A coluna de fase normal nem sempre € a melhor opcao. Esse tipo de coluna
apresenta algumas desvantagens. Em alguns casos, o niumero de pratos teoricos
observado nesse tipo de coluna é menor do que em colunas de fase reversa, o
controle da variacdo dos solventes pode ser menos previsivel e mais tedioso, o
tempo de reten¢do dos compostos normalmente varia durante sucessivas analises,
além do maior consumo de solvente organico, o que resulta em um maior custo de
andlise.

Devido aos fatores citados acima, optou-se por utilizar uma coluna de fase
reversa C18 ZORBAX ODS (4,6 mm x 150,0 mm, 5 pm) com coluna de guarda
ZORBAX ODS (4,6 mm x 12,5 mm, 5 um). Na literatura também s&o encontrados
resultados satisfatérios na andlise de esteréis em diferentes matrizes apés sua
derivatizacdo utilizando esse tipo de colunas de fase reversa (ZARZYCKI et al.,
2006; ABIDI et. al., 2004).

4.2.2. Otimizagéo da fase movel

Os estudos para otimizacdo de fase mével foram baseados em SNYDER
(1997) e no trabalho de ABIDI (2004).

Para compostos como os esterbis, melhores resultados de separagédo e
resolucdo dos picos sédo obtidos, em fase reversa, utilizando como fase moével a
agua juntamente com solventes organicos mais apolares, como metanol ou
tetraidrofurano. Utilizando acetonitrila (ACN), que é um solvente mais polar que os
demais, poderdo ser obtidos resultados insatisfatorios, como aumento do tempo de
andlise e pouca resolucéo de bandas (SNYDER, 1997).

No inicio do desenvolvimento do método por HPLC, os gradientes
exploratérios foram realizados para estimar a percentagem do solvente orgénico
ideal para realizar uma eluicdo isocratica ou mesmo otimizar as condicbes para
andlise por gradiente (SNYDER, 2007). O gradiente explorat6rio consiste em um
cromatograma com uma variagao linear da proporgéo do solvente organico, partindo
de 0 até atingir 100% em 60 minutos de analise.

Para iniciar a otimizacdo da fase mével na coluna C18, foram realizados dois
gradientes exploratérios. O primeiro foi realizado utilizando os solventes H,O e

metanol e o segundo, utilizando H,O e THF.
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A FIGURA 17 ilustra o cromatograma obtido para o gradiente exploratorio
realizado com HO e THF para a injecdo da mistura padrdo dos 5 esterdis
derivatizados com cloreto de benzoila. A variagdo da porcentagem de THF na fase

movel no decorrer da analise também esta ilustrada na FIGURA 17.
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FIGURA 17: Cromatograma do gradiente exploratério entre H,O e THF, para a
injecdo da solucdo mistura padrédo dos 5 esteréis derivatizados (100 mg.L™" na forma
de esterol), coluna de fase reversa C18, fluxo 1 mL.min™, deteccdo em 230 nm

Através dos resultados obtidos pelo gradiente exploratério da FIGURA 17, foi
verificado que os esterodis eluiram por volta de 74 % de solvente THF e 36 % de H,O.

Para o gradiente exploratério realizado com H,O e metanol, os picos dos
esterdis eluiram com 100 % de metanol sem apresentar separacdo eficiente dos 5
esterois benzoilados, como pode ser visto na FIGURA 18.
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FIGURA 18: Cromatograma do gradiente exploratorio entre H,O e metanol, para a
injecdo da solucdo mistura padrédo dos 5 esteréis derivatizados (100 mg.L™ na forma
de esterol), coluna de fase reversa C18, fluxo de 1 mL.min*, detecg&o em 230 nm
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Os picos que eluem anteriormente aos picos dos esterdis nos cromatogramas
das FIGURAS 17 e 18 sdo os picos dos reagentes utilizados no processo de
derivatizacao.

Uma condigdo para eluicdo isocratica foi estimada pelo gradiente exploratério
H,O/THF a uma propor¢éo de 36:74 viv, respectivamente. No entanto, a andlise da
mistura de padrdo de esterGis nesta condicdo apresentou coeluicdo dos analitos.
Para separar esses compostos, foi preciso diminuir a propor¢do de THF e aumentar
a de H»0O, ou seja, aumentar a polaridade da fase moével.

Com este propdsito, algumas condigbes de fase moével composta por
diferentes propor¢des de agua e THF foram testadas, porém os resultados né&o
foram satisfatorios. O tempo de andlise aumentou consideravelmente, com valores
superiores a 45 minutos, sendo que a separagao ainda foi ineficiente, havendo
coeluicdo dos compostos.

Desta maneira, optou-se por utilizar a fase mével composta pela mistura
ternaria composta por agua e os solventes organicos metanol e THF, mantendo uma
alta proporcéo de metanol.

No gradiente exploratério da FIGURA 18, entre 4gua e metanol, os esterois soO
eluiram quando foi atingido 100% de metanol, porém sem apresentar separacao
eficiente.

Iniciou-se a otimizacao da fase movel ternaria com a seguinte propor¢ao:
metanol/THF/H,O (70:25:5) (ABIDI, 2004). Com essa propor¢gdo dos solventes,
houve coeluicdo dos compostos, ndo havendo separagéo satisfatoria. Entdo, a partir
dessa condigdo, foram realizados alguns testes variando-se aleatoriamente a
composicao da fase movel a fim de chegar a uma condi¢cdo que apresentasse boa
separacao para os compostos estudados.

Com estes resultados, pode-se verificar que para separar esses compostos,
era necessario manter uma alta propor¢do de metanol. Quando aumentava a
proporgdo de THF, o tempo de corrida diminuia, mas a separagdo néo era eficiente.
Ao aumentar a proporcdo de H,0O, a separacdo melhorava, mas o tempo de analise
aumentava muito. Entdo, para otimizar a fase movel, foi preciso encontrar
proporcdes de THF, H,O e metanol que produzissem boa separagéo dos analitos em

um menor tempo de andlise.



46 | 4.2.2. Otimizacao da fase mével

Para chegar a uma condicdo de fase moével satisfatéria, variou-se a
composicdo dos solventes de acordo com a TABELA 5. Doze condi¢cdes foram

testadas e as propor¢des foram inicialmente testadas com essa fase mével ternéria.

TABELA 5: Composicao de fase moével ternéria testados

Condic&o Metanol THF H.O Flux_o .

(%) (%) (%) (mL.min™)
1 90 5 5 1,0
2 85 10 5 1,0
3 75 20 5 1,0
4 83 10 7 1,5
5 81 12 7 1,5
6 79 12 9 1,5
7 77 14 9 1,5
8 75 14 11 1,5
9 81 10 9 1,5
10 81 10 9 2,0
11 83 8 1,5
12 83 8 1,7

As condi¢des de fluxo da fase movel também foram variadas de acordo com o
tempo de andlise de cada condicdo estudada. Se o tempo de analise aumentava
consideravelmente, aumentava-se o fluxo. Assim, pode-se encontrar uma condigao
que apresentasse boa separacdo, de acordo com os parametros cromatograficos
desejados, em um menor tempo de andlise.

Na TABELA 6 encontram-se os valores de fator de separacgéo (a) e tempo de
andlise para cada composicdo de fase movel estudada, com exce¢do da condicdo
de namero 3. Essa condi¢do né&o foi avaliada porque houve coeluicdo dos picos dos

compostos coprostanol e epicoprostanol e dos compostos colesterol e sitosterol.
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TABELA 6: Valores de fator de separacdo (a) e do tempo de andlise para cada
composicdo de fase moével estudada obtidas para a mistura padrédo dos esterois
benzoilados (100 mg.L™ na forma de esterol) analisada por HPLC com detecgéo em
230 nm

Condigéo (mllz_l.lir?icr)]'l) o o 0 % pndlice ((rjnein}
1 10 1,09 1179 1139 1,008 34.0
2 1,0 1,084 1,136 1,133 1,072 22.0
4 15 1,03 1,120 1,148 1,004 213
5 15 1,100 1,098 1,143 1,086 18.0
5 15 1112 1,103 1,155 1,102 28,5
7 15 1,05 1,086 1,151 1,099 235
8 15 1,117 1,091 1,160 1,117 375
9 15 1114 1116 1,155 1,118 34.0
10 20 1116 1114 1,160 1,117 26,5
1 15 1,102 1,144 1,152 1,109 310
12 17 1,107 1,131 1,150 1,107 26.0

As condigcdes foram avaliadas, primeiramente, em termos desses dois
parametros cromatogréficos, (a) e tempo de analise, porque eles avaliam os
principais objetivos desse estudo: separacdo e tempo. Se a condi¢do de fase movel
definida por esses parametros também apresentasse valores aceitaveis para
resolucdo e simetria dos picos, essa seria entdo a condicdo adequada para a
analise.

Pela TABELA 6, concluiu-se que a condi¢cdo de nimero 12 mostrou melhores
valores de separagdo juntamente com um tempo de analise satisfatorio, em
comparacdo com as demais condi¢cdes. A condicdo de numero 10 apesar de ter
apresentado valores de fator de separagcdo maiores que a condi¢cdo 12 da TABELA
5, foi realizada em uma taxa de fluxo maior (2 mL.min™). Fluxos altos aumentam a
pressédo do sistema podendo, ao longo do tempo, deteriorar a coluna cromatogréfica,
diminuindo o seu tempo de vida.

Os parametros cromatogréaficos obtidos para os 5 esterdis benzoilados, de

acordo com sua ordem de eluigéo, estéo apresentados na TABELA 7.
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TABELA 7: Parametros de separacdo obtidos para a mistura padréo dos esterois
benzoilados (100 mg.L* na forma de esterol) eluida no HPLC com
metanol/agua/tetraidrofurano (83:8:9 v/v), fluxo de 1,7 mL.min™, deteccdo em 230
nm

Tempo de Fator de
Analito retencao Separagéao Resolugéo Simetria
(min) (a)

Coprostanol 14,386 - - 1,04
Epicoprostanol 15,907 1,106 1,32 0,98
Colesterol 18,105 1,138 1,72 0,97
Colestanol 20,891 1,154 1,92 0,96
B-sitosterol 23,124 1,107 1,35 0,90

Os valores para resolucdo dos picos dos esteroéis nessa condicao variaram de
1,31 a 1,93; que sao considerados satisfatorios para separacdo e quantificagdo dos
analitos. Os valores de simetria dos mesmos variaram entre 0,960 e 1,040 e também
se encontram dentro da faixa aceitavel dos critérios adotados descritos no item
3.10.1.

4.2.3. Comprimento de onda da analise

Para os esterbis benzoilados, o comprimento de onda (A) de maxima
absorcéo reportado na literatura é de 230 nm. O detector de multiplos comprimentos
de onda permite a analise simultdnea em cinco comprimentos de onda distintos.
Sendo assim, foram selecionados para o estudo os valores entre 210 e 250 nm, com
variagcdo de 10 em 10 nm. O estudo foi realizado injetando-se uma solugdo mistura
padrdo dos cinco esterois derivatizados com cloreto de benzoila (BzCl). Como
podemos observar na FIGURA 19 A, foram obtidos sinais mais intensos em 230 nm.

A partir destes resultados uma faixa de comprimentos de onda mais estreita
foi analisada, com variagdo de 4 em 4 nm, sendo os valores de A de 224 a 238 nm
(FIGURA 19 B). Novamente, o comprimento de onda de maior intensidade dos

sinais dos analitos foi 230 nm.
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De acordo com os resultados obtidos, optou-se por utilizar o comprimento de
onda de 230 nm na analise dos esterdis coprostanol (Cop), epicoprostanol (Epi),
colesterol (Cor), colestanol (Col) e sitosterol (Sit) benzoilados.

Nas FIGURAS 19A e 19B estdo apresentados o0s sinais dos esterois
derivatizados com cloreto de benzoila nos trés comprimentos de onda que
apresentaram os maiores valores de absorvancia.
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FIGURA 19: Cromatograma obtido para eluicdo da solugdo padrdo mistura dos
derivados benzoilados dos esterodis (concentracdes do coprostanol igual a 200 mg.L
! e dos demais esterdis igual a 100,0 mg.L™ na forma de esterol), em coluna de fase
reversa C18, fluxo de 1,7 mL.min™, tempo total de analise de 26 minutos, em
diferentes comprimentos de onda: (A) de 220 a 240 nm e (B) de 226 a 234 nm.
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4.2.4. Condicdo de analise otimizada por HPLC

As condicdes finais empregadas para analise dos esteroéis por HPLC foram:
1) Coluna: Fase reversa, octadecilsilano, C-18

2) Fase moével: metanol/THF/H,O (83:9:8)

3) Fluxo: 1,7 mL.min*

4) Comprimento de onda: 230 nm

5) Tempo total de andlise: 26 minutos

A FIGURA 20 apresenta o cromatograma obtido para andlise da mistura
padrdo dos derivados benzoilados dos ester6is coprostanol (Cop), sitosterol (Sit),
colestanol (Col), colesterol (Cor) e epicoprostanol (Epi), na condicdo de nimero 12
da TABELA 5 otimizada de fase movel.
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Figura 20: Cromatograma obtido para eluicdo da solugéo padréo mistura dos 5
derivados benzoilados dos esterdis (100 mg.L™" na forma de esterol), detecgéo em
230 nm em coluna de fase reversa C18, fluxo de 1,7 mL.min*, tempo total de anélise
de 26 minutos

4.3. Curvas Analiticas

A FIGURA 21 apresenta as curvas analiticas para os 5 esterois resolvidos. Os
padrbes foram derivatizados e analisados por HPLC conforme as condigdes

otimizadas nos itens 4.1 e 4.2.4, respectivamente.



51 | 4.3. Curvas Analiticas

2500 - Coprostanol 2500 - _ .
2 4 Epicoprostanol o
€ 2000 - 2 2000 -
= E
S N
§ 1500 - = 1500 - s
= =1
2 . <
g 1000 5 1000 - y

500 y = 24,272x - 5,4585 g _

l R = 0,9980 500 4 y = 24,085x - 6,6732
R = 0,9966
0 ; ; ; ; .
0 20 40 60 80 100 0 ' ' ' ' '
0 20 40 60 80 100
Concentragado, mg.L" Concentracgdo, mg.L"
2500 - 2500 -
Colestanol Colesterol
*
= 2000 - > 2000 -
< <<
g E
< 1500 - < 1500 -
g 2 4
«o «T *
c 1000 - c 1000 -
[=} [=}
3 3
< 500 - y=20,516x + 58,493 < 500 - y = 22,479x + 9,1537
R = 0,9951 R=0,9936
0 T T T T T D T T T T T
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Concentragdo, mg.L" Concentragdo, mg.L"
1000 1 Sitosterol
*
> 800 - *
I
E
< 600 - .
S
& 3
Z 400
&
2 200 - y = 8,4889x + 12,385
R=0,9950
0 T T T T T
0 20 40 60 80 100

Figura 21: Curvas analiticas preparadas em triplicata dos esterdis bezoilados nas
concentracdes 20,0; 40,0; 60,0; 80,0 e 100,0 mg.L™ (expressas na forma de esterol)
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4.3.1. Andlise da variancia

Segundo NETO et al., (2007) a andlise da variancia é o melhor método para
exame dos residuos, que é de fundamental importancia para avaliar a qualidade do
ajuste de qualquer modelo.

Para aplicar o método de andlise da variancia, os procedimentos
experimentais foram realizados com repeticbes auténticas e de forma aleatéria
(PIMENTEL E NETO, 1995).

Os elementos para Andlise de Variancia estdo reunidos na TABELA 8.

TABELA 8: Tabela de andlise da variancia para o ajuste do modelo pelo método dos
minimos quadrados

Fonte Soma Quadratica G.L. Média Quadratica
Modelo SQreg = YN [(Ve)i — Ym]® p-1 MQreg = SQreq / (p-1)
Residual SQ =3 3 Iyi— (Yo’ n-p MQ; = SQ: / (n-p)
Falta de ajuste SQrq = Y ni [(Ye)i — Yim]? m-p MQsaj = SQtaj / (M-p)
Erro Puro SQep =3 ¥ (Vij — Yim)? n-m MQep = SQep / (N-m)
Total SQ =% % (¥i= Ym)’ n-1

n, = nimero de repeti¢ées no nivel i (n; =3), m= niimero de niveis distintos da variavel x (m = 6), n =
>n; = nimero total de medidas (n = 18), p = nimero de parametros do modelo (p = 2). O indice i
indica o nivel da variavel x; o indice j refere-se as medidas repetidas da variavel y em um dado nivel
de x. O segundo somatdrio das expressdes para SQreq, SQep € SQ; vai de j = | até j = n;. Os outros
somatoérios vao de i = | até i = m. y, € a média de todos os valores de y; yim € a média das
determinacdes repetidas no nivel i. O termo SQ significa soma quadratica e MQ significa média

quadréatica.

Se o0 modelo esta bem ajustado, a média quadratica devida a falta de ajuste
(MQ4sy) reflete apenas aos erros aleatorios. Como a média quadrética devida ao erro
puro (MQep) também € uma estimativa dos erros aleatérios, nesse caso tanto MQxy;
quanto MQe, estariam estimando a mesma grandeza, a variancia populacional.
Entdo, espera-se que seus valores numéricos ndo sejam diferentes. Portanto, a

razdo MQs/MQe, € comparada com o ponto de distribuicdo F correspondente aos
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mesmos numeros de graus de liberdade, no nivel de confianga escolhido. Ou seja, a
razdo MQr/MQep deve ser menor que o valor de Fyjvep tabelado, em um
determinado nivel de confianga.

Ao avaliar as curvas analiticas acima pela Andlise da Variancia, péde-se
concluir que ndo houve falta de ajuste no modelo, ou seja, 0 modelo apresentou
linearidade satisfatéria. Uma vez que os valores de F calculados para as curvas
analiticas apresentadas na FIGURA 21 foram menores que o valor de F4;; tabelado

a um nivel de 95 % de confian¢a. Os resultados sdo mostrados na TABELA 9.

TABELA 9: Valores de F calculado e tabelado para andlise da variancia para cada
analito a um nivel de 95% de confianca

Analitos Valor de F calculado Valor de F4;; tabelado
Coprostanol 0,17 3,36
Epicoprostanol 0,07 3,36
Colestanol 0,75 3,36
Colesterol 0,67 3,36
Sitosterol 0,50 3,36

4.3.2. Andlise de residuos

Além da anélise da variancia, € importante examinar os residuos deixados
pelo modelo. Esses devem dar a impressao de terem sidos produzidos por uma
distribuicdo normal e aleat6ria, indicando que sua variancia é constante (PIMENTEL
e NETO, 1995).

Os gréficos dos residuos séo exibidos na FIGURA 22. Como a curva analitica
foi preparada em triplicata, no gréfico encontram-se os valores de residuos obtidos
para as trés solucdes injetadas em cada nivel de concentragéo.

Através da analise de residuos realizada para cada curva analitica dos
esterdis, pdde-se concluir que os residuos estdo distribuidos aleatoriamente e de

forma n&o tendenciosa, como pode ser verificado nos graficos da FIGURA 22.
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Figura 22: Gréficos de analise de residuos para as curvas analiticas dos esterois
estudados

4.3.3. Linearidade do método

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentracdo da substancia em exame, dentro de uma
determinada faixa de aplicag@o. O coeficiente de correlagcdo € uma medida do grau
de relacéo linear entre o sinal medido (area dos picos) e a concentracao da espécie
a ser quantificada (RIBANI et al., 2004).
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Um coeficiente de correlacdo maior que 0,999 é considerado como evidéncia
de um ajuste ideal do dados para a linha de regressdo. A ANVISA recomenda um
coeficiente de correlagdo acima de 0,99 e o INMETRO um valor acima de 0,90
(RIBANI et al., 2004; SERICANO, 1998).

Os valores de coeficiente de correlagdo das curvas analiticas dos esterdis da
FIGURA 21 variaram entre 0,9935 e 0,9980. Portanto, esses valores representaram
mais uma evidéncia de que as curvas analiticas dos esterdis mostraram-se lineares

na faixa de concentracéo estudada, 20,0 a 100,0 mg.L™.

4.4. Limite de deteccédo e quantificacdo do método e repetitividade

Os valores dos limites de detec¢cdo do método (LD) e de quantificacdo do
método (LQ) calculados para a matriz estéo dispostos na TABELA 10 expressos em
mg.L"" e na TABELA 11, em pg.g™.

Os resultados referentes a repetitividade se mostraram satisfatérios, com
valores de desvio padréo relativo entre 2,87 e 9,50%, sendo todos menores que 0
valor maximo aceitdvel que é 30%. Devem ser consideradas as etapas de

tratamento e as transferéncias ocorridas durante o procedimento analitico.

TABELA 10: Limites de detecgéo e quantificacdo do método (expressos em mg.L™)
e repetitividade obtidos para uma massa da amostra Represa de S&o Pedro de 10,0
gramas (n =5)

Analito LD (mg.L™) LQ (mg.L™) Desvio Padr&o
Coprostanol 2,18 7,28 0,73
Epicoprostanol 4,17 13,90 1,39
Colesterol 3,25 10,82 1,08
Colestanol 3,14 10,48 1,05
Sitosterol 1,90 6,32 0,63

LQ = limite de quantificacdo
LD = limite de detecc¢éo
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TABELA 11: Limites de detecgdo e quantificacdo do método (expressos em pg.g™)e
repetitividade obtidos para uma massa da amostra Represa de S&o Pedro de 10,0
gramas (n =5)

Analito LD LQ Desvio Padréao
(ug.g™) (ug.g™) (ug.g™
Coprostanol 0,001 0,0032 0,0003
Epicoprostanol 0,019 0,063 0,006
Colesterol 0,015 0,049 0,005
Colestanol 0,014 0,047 0,005
Sitosterol 0,009 0,028 0,003

LQ = limite de quantificacdo
LD = limite de detecc¢éo

4.5. Teste para eluigdo dos compostos para a purificagdo dos extratos

O procedimento adotado para esse teste esta descrito no item 3.6.1.1. ApOs
analisar a primeira fragcdo recolhida (12 mL), os percentuais de recuperacdo dos
esterdis utilizando a mistura de solventes metanol e diclorometano 1:1, variaram
entre 89 e 98 %. As trés fracdes restantes de 2 mL ndo apresentaram nenhum dos
compostos estudados e nenhum dos compostos também foi detectado na amostra
em branco eluida na coluna.

Concluiu-se, entdo, que o volume de 12 mL da mistura de solventes utilizada
como eluente para purificagdo dos extratos das amostras de sedimentos foi
suficiente para eluir os compostos estudados no procedimento de purificagdo dos

extratos no tratamento 1 das amostras.

4.6. Estudo da recuperagéo das amostras fortificadas

Os dois procedimentos de tratamento de amostra propostos foram realizados
conforme o item 3.6. O tratamento 1 foi esquematizada na FIGURA 8 e 0 2, na
FIGURA 9, na péagina 23. Os resultados para ambos os testes realizados em

duplicata para as amostras fortificadas encontram-se nas TABELAS 12 e 13.
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TABELA 12: Percentuais de recuperacdo médios e desvios padrbes relativos
obtidos para tratamento 2 das amostras fortificadas com 80,0 mg.L™ de cada padréo
de esterol (sem realizar a etapa de purificacdo dos extratos)

Analito Conci?ntééfil)o +Sd Recupe(r;géo +Sd DPR (%)
Epicoprostanol 58,3+4,6 72,9+57 7,8
Colesterol 62,1+3,1 77,7+3,8 4.9
Colestanol 72,2+ 3,0 90,3+ 3,7 4.1

Sd: desvio padrédo
DPR: desvio padréo relativo

TABELA 13: Percentuais de recuperacdo médios e desvios padrbes relativos
obtidos para tratamento 1 das amostras fortificadas com 80 mg.L™ de cada padréo
de esterol (realizando a etapa de purificagéo dos extratos)

Analito Conc??ntééfil)o + Sd Recupe(r;)g)éo + Sd DPR (%)
Epicoprostanol 59,1+34 73,9+4,3 5,8
Colesterol 61,3+3,4 76,6 +4,3 5,6
Colestanol 71,5+4,1 89,3+51 5,7

Sd: desvio padrédo
DPR: desvio padréo relativo

Os percentuais de recuperagdo para o0 procedimento de tratamento 2
variaram entre 72,9 e 90,3% e para o procedimento de tratamento 1, variaram entre
73,9 e 89,3%.

Pbde-se concluir que ambos o0s processos de tratamento de amostra
estudados apresentaram valores de desvio padrao relativo satisfatorios, com indices
abaixo de 30%, que representa o valor maximo aceitavel para esse tipo de andlise.

Ao comparar os resultados obtidos para amostras fortificadas pelo teste t para
os dois procedimentos, concluiu-se que ndo houve diferengas significativas em
relacdo ao percentual de recuperacdo dos analitos adicionados para os dois
métodos, a um nivel de 95% de confianga para todos os compostos.

Com isso, optou-se por realizar o procedimento de tratamento 2, que nao
realiza a etapa de purificagdo dos extratos. Neste caso, houve a diminuicdo do
namero de etapas de transferéncia e concentracdo das amostras, minimizando,

assim, a possibilidade de inser¢cdo de compostos estranhos ndo desejaveis ou, até
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mesmo, perda de massa das amostras, que pode ser mais critico quando se

trabalha com padronizagao externa.

4.7. Resultado da avaliagdo do controle de qualidade do método

Os resultados obtidos nesse teste realizado para as analises dos brancos
fortificados e das amostras fortificadas descritos no item 3.13 séo apresentados na
TABELA 14.

TABELA 13: Percentuais médios de recuperagdo e desvios padrbes relativos
alcancados para amostra e branco fortificados com mistura padrdo dos esteroéis
(60,0 mg.L™h

Branco fortificado (n=3) Amostra fortificada (n=3)

Analito
Concentracdo Recuperacdo DPR Concentracdo Recuperacdo DPR
(mg.L™) (%) (%) (mg.L™) (%) (%)
Coprostanol 42,3 70,4 9,0 38,8 64,7 2,1
Epicoprostanol 48,4 80,7 5.9 41,5 69,1 51
Colesterol 52,7 87,9 4,7 39,9 66,6 37
Colestanol 60,4 100,6 5,6 53,4 89,1 8,1
B-sitosterol 40,1 66,9 15 44,5 74,1 14,0

Foram realizadas também as analises dessa mesma amostra e do branco
sem fortificacdo, em triplicata, e nessas andlises ndo foram detectados os sinais dos
analitos.

Os percentuais de recuperagdo do branco fortificado variaram de 66,9 a
100,6 % e das amostras fortificadas, de 64,7 a 89,1 %. Todos esses valores estdo
em conformidade com os critérios de controle de qualidade do método. Os valores
de desvio padrdo relativo variaram entre 1,5 e a 14% e encontram-se em

conformidade com os critérios de controle de qualidade do método.
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4.8. Metodologia otimizada para determinacdo de ester6is por HPLC em

amostras reais de sedimentos

A extracdo das amostras consistiu da seguinte maneira: 30 g de sedimento
seco foram pesados em frascos de vidro e adicionados 20 mL da mistura de
solventes diclorometano e metanol (1:1). Os frascos foram fechados e levados o
ultrassom por 30 minutos. Apds esse tempo, os extratos foram recolhidos com o
auxilio de uma pipeta Pasteur para baldes de fundo chato. A extragdo foi realizada
em trés etapas de sonicagdo com combinagdo dos extratos, sendo que a segunda e
a terceira extracdes foram feitas adicionando 10 mL da mistura de solventes utilizada
na primeira extragdo, com um total de 40 mL de extrato por amostra.

N&o houve a necessidade de centrifugar os extratos, uma vez que as
amostras coletadas apresentaram aparentemente granulometria mais grossa, de
caracteristica arenosa.

Em seguida, os extratos foram filtrados em um pré-filtro de fibra de vidro, com
porosidade de 1 um e 25 mm de diametro, e logo depois, concentrados em um
evaporador rotativo a vacuo com um banho termostatizado a 55°C para reducao de
volume até 10,0 mL. Deste volume, foram retiradas aliquotas de 1,0 mL e
transferidas para recipientes de aluminio para determinacdo da matéria organica
extraida. A outra por¢ao do extrato (9,0 mL) foi concentrada para realizar o0 processo
de derivatizagdo das amostras.

Os extratos foram transferidos para tubos de ensaio com rosca, onde
adicionaram-se 100 uL de cloreto de benzoila e 400 pyL de piridina para proceder a
reacdo de derivatizagdo, que foi realizada em ultrassom por 45 minutos. Apos
cessado esse tempo, para realizar a extragdo dos derivados benzoilados foram
adicionados 5 mL de solucdo aquosa de &cido cloridrico 0,01 mol.L™* e 2 mL do
solvente organico n-hexano.

A fase organica foi recolhida e a extragdo foi realizada mais duas vezes,
adicionando 2 mL de n-hexano em cada extracdo. Novamente, os extratos foram
combinados e recolhidos para concentrd-los em um evaporador rotativo a vacuo e
corrente de argbnio. O residuo obtido foi dissolvido em isopropanol obtendo-se o

volume final de 300 pL. As amostras foram, entdo, analisadas por HPLC.
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Com essa metodologia proposta, buscou-se maior rapidez no procedimento
de tratamento das amostras sem perder a eficiéncia e a minimizagdo dos possiveis
interferentes na analise dos esterbis. A FIGURA 23 apresenta o fluxograma da

metodologia proposta para analise dos esterois por HPLC.
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30 g de sedimento seco

< 1 x 20 mL DCM/MeOH (1:1)
2 x 10 mL DCM/MeOH (1:1)

ULTRASSOM
(3 etapas de 30 min)

Residuo Extrato combinado

Pré-filtro de fibra
de vidro (1pum)

Concentragao evaporador
rotativo a vacuo

MOE  |e—10%
90 %
Concentragao evaporador
rotativo a vacuo
100 pL BzCl >

400 pL piridina

Derivatiza¢éo (US por 45 min)

Extracéo
1) 5mL HCI 0,01 mol.L™
2) 3x2 mL n-hexano

v

Concentragao evaporador
rotativo a vacuo

Reducé&o do volume
em fluxo de Ar

A 4

Diluicdo em isopropanol
para 300 pL
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Figura 23: Fluxograma da metodologia analitica utilizada para determinacdo de esterois
fecais em amostras reais de sedimento por HPLC
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5. Anélise das amostras de sedimentos

A metodologia otimizada no item 4.8 para amostras reais foi aplicada para as
andlises das amostras de sedimentos coletadas em 6 corregos da cidade de Juiz de
Fora, afluentes do Rio Paraibuna, que foram selecionados para o estudo. Os
resultados dessas andlises estdo apresentados na TABELA 15.

Os cromatogramas obtidos para andlise das amostras dos cérregos Campo
Grande (ponto 1) e Humaité (ponto 2), juntamente com o cromatograma da solugéo
padrdo mistura dos esterois benzoilados sdo mostrados FIGURA 24.

Os sedimentos das amostras coletadas apresentaram, aparentemente,
granulos maiores, de caracteristica arenosa. Como mencionado anteriormente, 0s
sedimentos constituidos por particulas de maior tamanho demonstram uma reduzida
capacidade de adsorcédo de compostos organicos, como 0s esterois. Porém, apesar
das amostras apresentarem essa caracteristica, foi possivel realizar as analises
desses compostos nos sedimentos coletados.

A amostra corrego Matirumbide (ponto 4), foi a amostra que apresentou maior
concentracdo do coprostanol, principal esterol de origem fecal. O valor de
concentracdo desse esterol obtido nesse ponto ficou bem acima da média
encontrada para as outras amostras. A amostra que apresentou menor concentragao

de coprostanol foi a amostra do cérrego Fazenda Floresta.



63 | 5. Anélise das amostras de sedimentos

TABELA 14: Concentracdes (ug.g™' peso seco) de esterdis nas amostras de sedimento de cérregos da cidade de Juiz de
Fora, coletadas em julho e outubro de 2010.

Coprostanol Epicoprostanol Colesterol Colestanol Sitosterol
Amostras
ug.g* |DPR(%)| ug.g™ DPR(%) | ugg™ |DPR(%)| ug.g" DPR(%)| ug.g™ |DPR (%)
1)Campo Grande 2,08 2,18 0,19 20,86 1,01 7,65 0,11 0,56 0,23 5,92
2)Humaita 0,62 1,27 0,12 5,18 0,45 6,99 0,27 20,98 0,17 29,60
3) Carlos Chagas 3,46 1,41 0,31 0,06 2,07 19,68 0,17 29,30 0,17 16,11
4)Tapera 341 13,47 0,31 19,64 1,89 6,73 0,08 5,84 0,44 21,50
5)Matirumbide 14,48 0,07 1,40 23,57 4,11 7,90 0,67 27,09 0,77 6,87
6)Floresta 5,00x107 7,57 <LQ _ 0,07 19,73 <LQ _ 0,45 22,13
7)Represa de Séao
LPedro (amostra ND — ND — ND — ND — ND —
controle)

ND = Nao Detectado

LQ = Limite de Quantificacdo
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Figura 24: Cromatogramas em diferentes escalas: (A) solu¢cdo padréo mistura dos 5
esterdis benzoilados 100 mg.L™", (B) amostra cérrego Humaita (ponto 3) e (C)
amostra Campo Grande (ponto 1). Coluna Zorbax ODS (4,6 mm x 150,0 mm, 5 pm),
coluna de guarda ZORBAX ODS (4,6 mm x 12,5 mm, 5 um), coluna de guarda
ZORBAX ODS (4,6 mm x 12,5 mm, 5 pum), fase movel: metanol/THF/H,O (83:9:8),
fluxo 1,7 mL.min™, deteccdo em 230 nm.

Os critérios e parametros de avaliacdo da contaminac&o por esgoto, descritos

na TABELA 1, foram aplicados para as amostras coletadas para caracterizagéo
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desses ambientes e os resultados dessa avaliagdo estéo apresentados na TABELA

16.

TABELA 15: Resultado da avaliagdo realizada pelos critérios e parametros de que
avaliam a contaminacgao fecal nas amostras analisadas

Critérios e pardmetros de avaliacéo

Pontos Concluséo
de Critério 1

Coleta (9.0 Critério 2 | Critério 3 | Critério 4 | Critério 5

Hg.g
1 2,08>0,50 | 3,53 >1,00| 0,10 <0,20| 0,96 >0,70 1,15 Contaminado
2 0,62>0,50 | 1,38 >1,00| 0,20 =0,20| 0,70 =0,70 2,65 Contaminado
3 3,46>0,50 | 1,67 >1,00| 0,09 <0,20| 0,95 > 0,70 1,22 Contaminado
4 3,41>0,50 | 1,80 > 1,00| 0,09 < 0,20| 0,98 > 0,70 4,25 Contaminado
5 14,48 > 0,50| 2,06 > 1,00] 0,10 < 0,20] 0,96 > 0,70 5,30 Contaminado
6 0,005 < 0,50 0,75 < 1,00{ 0,15 < 0,20 B 0,18 N&o
contaminado

Critério 1: Concentracao de coprostanol
Critério 2: Coprostanol/colesterol

Critério 3: Epicoprostanol/coprostanol

Critério 4: Coprostanol/(coprostanol+colestanol)
Critério 5: Colesterol/sitosterol

A concentragdo de coprostanol nas amostras pontos de 1 a 5 foram maiores
que 0,50 ug.g™ (critério 1), indicando que todas est&o contaminadas por poluigdo de
origem fecal. Somente a amostra do corrego Fazenda Floresta (ponto 6) apresentou
concentracao de coprostanol abaixo desse valor estabelecido como critério. Porém,
a utilizacdo desse critério ndo deve ser considerada como parametro conclusivo. Por
esse motivo, a possivel introducéo fecal nesses ambientes foi avaliada também por
outros parametros.

A raz&o coprostanol/colesterol (critério 2), pode indicar se a area € afetada
por esgotos ou ndo. Esse pardmetro foi calculado e a Unica amostra que apresentou
indice abaixo de 1,00 foi a amostra coletada no corrego Fazenda Floresta (ponto 6),
caracterizando, assim, auséncia de contaminagéo fecal.

A relagdo epicoprostanol/coprostanol (critério 3) permite estimar o grau de

tratamento de efluente descartado em uma area. Todas as amostras mostraram
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receber esgoto sem tratamento de descontaminagdo. Realmente, todos esses
corregos recebem esgotos “in natura” nos seus corpos d'agua.

Outra ferramenta importante da origem da contaminagdo fecal é a
coprostanol/(coprostanol+colestanol) (critério 4). O coprostanol € mais associado ao
trato intestinal de mamiferos superiores, enquanto que o colestanol é associado a
fontes naturais. Os resultados obtidos através desse indice mostraram que todas as
amostras apresentaram valores acima de 0,70, portanto, contaminadas. Para a
amostra ponto 6 ndo foi possivel utilizar esse critério, jA que nessa amostra néo foi
detectado o sinal de colestanol.

O esterol B-sitosterol esta associado a plantas vasculares terrestres. A razdo
colesterol/B-sitosterol (critério 5) préximo de zero, caracteriza o ambiente como néo
contaminado por fezes. A Gnica amostra que apresentou esse indice foi a amostra
do corrego Fazenda Floresta (ponto 6). Esse foi mais um critério de avaliagdo que
indicou auséncia de contaminacéo fecal nesse local de coleta.

Os resultados obtidos pelos parametros de avaliacdo de contaminagéo fecal
estdo de acordo com a realidade dos cdrregos da cidade de Juiz de Fora. Concluiu-
se que a amostra ponto 6 foi a Unica das amostras analisadas caracterizada como
ndo contaminada por fezes. Como mencionado anteriormente, essa se localiza em
uma regido afastada da cidade, sendo assim mais preservada que os demais pontos
de coleta.

As demais amostras foram caracterizadas como contaminadas por fezes, o
que na realidade é verdade. Esses coérregos recebem esgoto sem nenhum
tratamento prévio para descontaminacdo, possuem mau cheiro e os sedimentos se
apresentam de cor bem escura.

A amostra cérrego Matirumbide (ponto 4) apresentou maior concentracdo de
coprostanol e maior indice de contaminagdo fecal. Esse local foi o apresentou
visualmente mais caracteristicas de ambientes poluidos: lixo, sedimentos de cor bem
escura e mau cheiro.

Esses coérregos se situam perto de domicilios, alguns deles no quintal de
diversas residéncias. O contato direto com esses corregos é prejudicial ao homem e
outras espécies de animais, uma vez que esses ambientes podem ser transmissores

de doencgas.
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5.1. Percentual de matéria organica extraida (% MOE)

Os resultados obtidos para determinacdo da matéria organica extraida (MOE)
para as amostras de sedimento estdo apresentadas na FIGURA 25. Os valores
médios de MOE (% m/m) variaram de 0,0033 a 0,12 %.
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Figura 25: Percentual de matéria organica extraida das amostras de sedimento

Os valores de teor de matéria organica extraida foram correlacionados com
os resultados de concentracdo dos ester6is nas seis amostras de sedimento
analisadas. Os resultados obtidos indicaram que, em um nivel de 95% de confianca,
ndo houve correlagdo linear entre o teor de matéria organica extraida e

concentracao dos esterbis nas amostras.

6. Comparagdo com outros estudos

A TABELA 17 compara os resultados obtidos nesse trabalho para os niveis de
concentracao de coprostanol, que € o principal esterol de origem fecal, obtidos nas
amostras analisadas com outros trabalhos realizados em diferentes regides do

mundo referentes a amostras de sedimentos lacustres.
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TABELA 16: Comparacdo dos niveis de concentracdo de coprostanol obtidos em
amostras de sedimentos lacustres de diferentes areas de estudo

Area estudada Concentragédo de Coprostanol Fonte
(Hg.9™)
Cérregos de Juiz de Fora 0,0050 a 14,48 Presente trabalho, 2011
Rio Mississipi, EUA 0,05a1,60 BARBER e WRITER, 1998
Rio Han, Coréia do Norte 0,00034 a 3,8 Ll et al., 2007
Rio Barigui, Brasil 0,25 a 196 MARTINS, R. F., 2008
Lagoa dos Patos, Brasil 0,00014 a 0,0918 MARTINS et al., 2007
Rio Capibaribe 0,52a7,32 FERNANDES et al.,1999
Rio Formosa, Portugal 0,10 a 41,80 MUDGE e BEBIANNO, 1997
Rios da Malasia 0,037a155 ISOBE et al., 2002

Todos esses autores utilizaram a técnica de Cromatografia a Gas para
quantificar o coprostanol em amostras de sedimentos. Somente os niveis de
concentragdo de coprostanol foram utilizados como parametros de comparagao,
uma vez que nem todos esses trabalhos analisaram os mesmos esterois analisados
nesse trabalho.

Entéo, pela TABELA 17 pdde-se concluir que as faixas de concentragdes
obtidas no presente trabalho sédo comparaveis aos valores reportados referentes a

outras regides do mundo.

7. Conclusodes

O objetivo principal deste trabalho foi de otimizar uma metodologia de andlise
dos 5 esterois fecais: coprostanol, epicoprostanol, colesterol, colestanol e (-
sitosterol por cromatografia liquida de alta eficiéncia em amostras de sedimentos.
Analisando esses analitos nesse tipo de ambiente, possibilita avaliar se esses estédo
ou ndo contaminados por fezes. Neste trabalho, buscou-se também otimizar os
processos tratamento das amostras e de derivatizagdo para posterior analise por
HPLC.
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O processo de tratamento de amostra foi otimizado de forma a ser realizado
em menor tempo sem perder a eficiéncia do processo. Para a analise de esterdis, foi
necessdaria uma pequena quantidade de amostra de sedimento, 30 g. Com isso,
utilizou-se menor quantidade de solventes gerando, assim, menor quantidade de
residuos ao fim do processo de tratamento das amostras.

A extracdo foi realizada em ultrassom, em trés etapas de 30 minutos cada,
utilizando a mistura de solventes: diclorometano e metanol, na proporgéo de 1:1. Em
seguida, as amostras foram filtradas em pré-filtro de fibra de vidro (1um) e
derivatizadas com o reagente cloreto de benzoila em meio de piridina. Esse
reagente garantiu maior eficiéncia da reacdo e, consequentemente, maior
sensibilidade do método. O processo de derivatizacao foi realizado em ultrassom por
um tempo de 45 minutos que proporcionou maior rapidez e melhor rendimento da
reacao.

Os estudos de separagdo cromatogréfica utilizando coluna de fase reversa
C18, possibilitaram a separacdo dos 5 ester6is em comprimento de onda de
deteccdo de 230 nm. As analises foram realizadas isocraticamente, utilizando a fase
movel ternéria otimizada, composta pelos solventes metanol, tetraidrofurano e agua
nas proporcbes de 83/9/8 vlv, respectivamente. Conforme o0s parametros
cromatogréficos utilizados para avaliar o método de andlise por HPLC, os picos dos
esterdis apresentaram resolucdo, simetria e fator de separagéo satisfatorios, em 26
minutos de andlise.

Conforme os critérios de qualidade estabelecidos para a metodologia, o0s
percentuais de recuperacdo dos compostos obtidos para amostras fortificadas foram
satisfatorios. A média de recuperacdo dos compostos foi de 64,7 a 89,1%. Em todos
0s casos avaliados os desvios padrdo relativos foram menores que 14%, néo
ultrapassando o valor de 30,0%, estabelecido como critério. Os resultados de
recuperacao da extragdo podem ser melhorados com a adi¢éo de padréo interno.

Os limites de detec¢do do método variaram entre 1,90 a 4,17 e os limites de
quantificacéo, entre 3,79 a 8,94; expressos em mg.L ™. Esses valores possibilitaram
a aplicacdo da metodologia em amostras reais de sedimentos.

Com essa metodologia, foi possivel avaliar e comprovar a contaminagao por
fezes nos 6 coérregos afluentes do Rio Paraibuna, selecionados como locais de

amostragem. De acordo com critérios das agéncias NOAA e U.S. EPA, a
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metodologia analitica implementada mostrou-se eficiente e adequada para analise

dos 5 esterdis estudados em amostras de sedimento lacustre.
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