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RESUMO

Os hormonios B-Estradiol, estrona, estriol e 17a-etinilestradiol vém sendo detectados em
efluentes principalmente porque os atuais processos de tratamento de esgotos sdo incapazes
de remové-los, sendo uma parte descartada em corpos receptores. Estas substancias causam
danos a salde humana e ambientais (organismos aquaticos e terrestres) por isso 0 seu
monitoramento € necessario. No presente trabalho, empregou-se extracdo em fase solida
(SPE) utilizando cartuchos adsorventes de octadecil silica (C1g) e andlise por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) para a determinacdo simultdnea desses horménios em
amostra de agua do Corrego Tubardo. A analise cromatografica foi realizada em modo
isocratico, fase mével 50% ACN:H,O pH 3,0; coluna Cig, vazdo 1 mLmin™, injecdo
10 pL, A = 281 nm, T=40°C. Os limites de quantificacdo encontrados foram de 3,75 pgL™
para 0 17o-etinilestradiol a 7,75 pgL™ para o estriol. Os limites de deteccdo encontrados
foram de 1,12 pgL™ para o 17a-etinilestradiol a 2,32 ugL™ para o estriol. Na faixa de 0 a 60
ngL™, os horménios analisados apresentaram altos coeficientes de correlacdo (R? > 0,99). A
precisdo (inter e intra-ensaio) avaliada em 4 diferentes niveis de concentracdo apresentou
coeficiente de variancia (%CV) e exatidao inferiores a 3%. Foram realizados diferentes testes
de extracdo SPE mostrando que o condicionamento utilizando-se acetonitrila, eluicdo com
metanol mostrou valores de recuperacdo superiores a 75%. A metodologia validada foi
aplicada na andalise de uma amostra de agua do cdrrego Tubardo (Santo André, SP)
destacando-se a presenca dos horménios estriol 0,4 gL™ e estrona 0,32 gL™*. A metodologia
proposta apresentou-se adequada para a determinacdo de hormdénios estrogenos em aguas
naturais.

Palavras-chave: contaminacdo, desreguladores enddcrinos, poluentes emergentes, poluicdo aquatica.

Simultaneous determination of estriol, B-estradiol, 17a—ethinyl
estradiol and estrone employing solid phase extraction (SPE) and high
performance liquid chromatography (HPLC)

ABSTRACT
The hormones B-estradiol, estrone, estriol and 17a-ethinyl estradiol have been detected in
effluents because the current processes of sewage treatment are unable to remove them, the

Rev. Ambient. Agua vol. 9 n. 4 Taubaté - Oct. / Dec. 2014
IPABH?


http://www.ambi-agua.net/seer/index.php/ambi-agua/index
http://dx.doi.org/10.4136/1980-993X
http://dx.doi.org/10.4136/1980-993X
http://www.ambi-agua.net/splash-seer/
http://www.ambi-agua.net/splash-seer/
mailto:ambi-agua@agro.unitau.br
http://dx.doi.org/10.4136/ambi-agua.1346
http://dx.doi.org/10.4136/ambi-agua.1346

Determinacéo simultanea de estriol, B-estradiol ... 689

residue is being discarded into receiving bodies. These substances cause harm to human and
environmental health (aquatic and terrestrial organisms), which is why there is a need for
monitoring them. In the present work, we used SPE methodology using C18 cartridges and a
HPLC method for simultaneous determination of these hormones in effluent samples. HPLC
analysis was performed in isocratic mode, mobile phase 50% ACN: H,0O pH 3.0, C18 column,
flow 1 mLmin™ Injection 10 p L, A = 281nm, T = 40 ° C. The measurements ranged from
3.75 ugL™ for 17a-ethinylestradiol to 7.75 pgL™ for estriol. Detection limits varied from
1.12 ugL™ for 17a-ethinylestradiol to 2.32 pgL™ for estriol. In the range of 0-60 ugL™ the
hormones analyzed showed high correlation coefficient (R > 0.99). The precision (inter- and
intra-assay) assessed at 4 different concentration levels presented coefficient of variance
(%CV) and accuracy lower than 3%. Different tests have been performed showing that the
SPE extraction using acetonitrile elution with methanol showed recovery values higher than
75%. The validated methodology was applied in the analysis of a sample of water from
Tubaréo Stream (Santo André, SP) highlighting the presence of the hormones estriol 0.4 pgL*
and estrone 0.32 pgL™. The proposed methodology was found to be adequate for the
determination of estrogen hormones in natural water.

Keywords: contamination, emerging pollutants, endocrine disrupters, water pollution.

1. INTRODUCAO

Desreguladores enddcrinos sdo substancias exdgenas capazes de causar efeitos adversos
a saude, interferindo no sistema enddcrino de organismos aquaticos, e nos Gltimos anos tém
sido um dos principais tépicos de pesquisa em diferentes areas do conhecimento
(Chang et al., 2009).

O estrogénio sintético 17a-etinilestradiol (EE2), amplamente usado na medicina em
terapias de reposi¢do e métodos contraceptivos, e 0s naturais estrona (E1), 17p-estradiol (E2)
e estriol (E3) sdo considerados como responsaveis pela maioria dos efeitos de desregulacéo
enddcrina (Reis Filho et al., 2006) pois afetam o sistema enddcrino de peixes em
concentracdes de 1 ngL™, podendo ser encontrados no ambiente em concentracées da ordem
de ugL™ a ngL™ (Bila e Dezotti, 2007).

A persisténcia da atividade dos estrogénios tem origem na continua introducdo em
ambientes aquaticos por meio da disposicao inadequada de esgoto sanitario e industrial, como
também pelo uso de lodo ativado de estacdo de tratamento de esgoto na agricultura.
(Reis Filho et al., 2006; Qiujin et al., 2009; Lin et al., 2013).

O uso de aguas superficiais para 0 consumo humano, bem como a transformacao de seus
mananciais como receptores de esgotos sanitarios tratados ou ndo, tem sido os principais
motivos de preocupacéo acerca da contaminagéo das fontes de agua.

Ha trabalhos que demonstraram que as substancias estrogénicas ndo s6 sdo importantes
na fase aquosa, mas tambeém podem se acumular em sedimentos marinhos e assim afetar os
organismos presentes no meio. Porém, pouco é conhecido sobre a exposicdo de organismos
em ambientes aquaticos a substancias estrogénicas presentes em sedimentos marinhos
(Legler et al., 2002).

Diante da problematica de poluicdo dos compartimentos aquaticos que servem de fonte
de captacdo de &gua para o abastecimento publico, ha consideraveis possibilidades de
contaminacdo também da agua potavel, por esses estrégenos. Além disso, os tratamentos
convencionais de agua e de esgoto sanitario ndo sdo capazes de remover completamente tais
substancias, que permanecem no meio aquatico. Diversos trabalhos tém sido dedicados a
desenvolver métodos para determinacdo e quantificacdo de desreguladores enddcrinos e
avaliacdo de sua atividade estrogénica em organismos aquaticos (Chang et al., 2009).
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Técnicas de preparo de amostras (SPE, SPME) (Girotto et al., 2007; Servos et al., 2005)
e cromatograficas (LC, GC) com diferentes detectores (DAD, FLD, MS) e outras
fundamentadas em testes toxicologicos (YES, ELISA, E-screen, ELRA) (Verbinenn et al.,
2010) tém sido desenvolvidas.

Estudos conduzidos por pesquisadores de Campinas, SP, apontaram a presenca de
hormdnios estrégenos no Rio Atibaia, que abastece 92% do municipio (Ghiselli, 2006). Em
2006, Sodré e colaboradores (Sodré et al., 2010) identificaram, neste mesmo ecossistema
aquatico, em um ponto a jusante da cidade de Campinas, niveis de 17p-estradiol e
17o-etinilestradiol que chegaram a 2,51 ¢ 0,31 ug L™, respectivamente.

No presente trabalho foi desenvolvida uma metodologia de extragéo e clean-up utilizando
cartuchos de extracdo em fase solida (SPE) comerciais (C1g) e também uma metodologia via
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) para a determinacdo simultanea de estriol,
B-estradiol, 17a-etinilestradiol e estrona em amostra de agua do corrego Tubardo na divisa
entre Santo André e Maua que desagua na Represa Billings.

2. MATERIAIS E METODOS

Desenvolveu-se e otimizou-se uma metodologia HPLC com deteccdo UV utilizando-se
um sistema Agilent 1220 Infinity gradiente equipado com detector DAD, sistema de
degaseificacdo online, forno para coluna, injetor automatico e software de aquisicdo e anélise
de dados OpenLab EZChrom. As condi¢des de analise foram: fase moével 50% ACN:H,0
acidificada com uma solucdo 3 mmolL™ de 4cido fosférico (v/v) pH 3,0; coluna Cyg (2,1 mm
x 250 mm, 5 pm procedéncia Supelco), fluxo 1 mLmin?, injecdo 10 pL, A = 281 nm,
T=40°C. Para a otimizacdo do método foram utilizados os padrées de hormonios estriol,
B-estradiol, 17o-etinilestradiol e estrona (procedéncia Sigma-Aldrich). Os padrbes de
estrogénio, grau analitico foram pesados em balanca analitica e dissolvidos com os solventes
da fase mével antes do uso na concentracdo de 100 mgL™ e armazenados em frasco ambar
com 2 mL de capacidade e conservados em geladeira antes do uso por até 48horas. A
metodologia foi validada segundo o protocolo ICHQ2R1 (ICH, 2005).

No desenvolvimento da metodologia de extracdo em fase sélida foram utilizados
cartuchos SPE C18 (Strata Phenomenex C18-E, 100 mg, 3 mL).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 sdo mostrados os limites de deteccdo e quantificacdo obtidos pela
metodologia HPLC desenvolvida e otimizada. Os limites de deteccdo e quantificacdo foram
avaliados utilizando-se curva analitica empregando-se a leitura do branco analitico do
sistema. A curva analitica foi obtida a partir da analise cromatografica de diluicdes em agua a
partir de uma solugo estoque contendo os 4 padrdes de estrogénio de 100 mgL™.

Tabela 1. Limites de detec¢do (LD), quantificagdo (LQ) obtidos para os horménios analisados e
linearidade na faixa de concentracéo estudada (0 a 60 pgL™).

Horménio LO (ugL'l) LD (ugL"l) Linearidade obtida e coeficiente de correlacao

obtido (R?)
estriol 7,75 2,32 y = 7397x + 11,579, R?*=0,9998
p-estradiol 5,41 1,62 y = 10624x + 150,75, R*=0,9999
17a—etinilestradiol 3,75 1,12 y = 9784x + 231,23, R?=0,9998
estrona 5,25 1,57 y = 6956x + 551,82, R?=0,9999
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Na Figura 1 € mostrada a separacao otimizada obtida experimentalmente.
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Figura 1. Cromatograma obtido para (1) estriol, (2) B-estradiol,
(3) 17o-¢etinilestradiol e (4) estrona. As condi¢des de analise foram:
fase movel 50% ACN:H,0O acidificada com solucéo 3 mmolL™? de
H3PO, pH 3,0 (v/v) coluna Cyg fluxo 1 mLmin?, injecdo 10 pL,
A =281 nm, 6=40°C.

Observando-se a Tabela 1 e a Figura 1 verifica-se que a separacdo cromatografica obtida
é excelente com resolucdo na linha de base para todos os analitos e com tempo de analise
inferior a 7min. A metodologia proposta apresenta limites de deteccdo e quantificagcéo
adequados, e os valores obtidos sdo satisfatorios para a determinacdo de horménios
estrdgenos em esgoto doméstico e agua tratada. A validacdo foi realizada utilizando-se
replicata de amostra e de injecdo (n = 36, sendo 3 replicatas de cada concentracdo e 3 injecdes
diferentes de cada uma das 3 replicatas de amostras).

Na Tabela 2 sdo apresentados os valores obtidos para as figuras de mérito avaliadas.

Tabela 2. Valores de coeficiente de varidncia (%CV) para as figuras de mérito avaliadas na
validacéo da metodologia HPLC utilizando o protocolo ICHQ2R1 (n=36).

Compostos

intra-ensaio (%oCV)

inter-ensaio(%CV)

Exatidao (%oCV)

Niveis de concentracéo
avaliados (pgL™)

Niveis de concentragéo
avaliados (pgL™)

Niveis de concentracéo
avaliados (ugL™)

125 25 5 10

1,25 25 5 10

125 25 5 10

estriol
B-estradiol
17a—etinilestradiol

estrona

01 32 19 1
22 14 03 24
05 24 09 04

29 01 15 0.2

01 32 19 1
17 08 02 01
03 26 1 03

2 02 08 02

01 26 1 0,2
162 1 02 02
2 08 05 03

2,1 1 02 02

A metodologia cromatografica proposta apresenta valores de preciséo e exatiddo para 0s
quatro niveis de concentragdo estudados aceitaveis e menores que 3%. Os valores obtidos sao
satisfatorios para a determinag@o de hormdnios estrogenos em esgoto domestico, dgua tratada
e cursos de agua natural, uma vez que essas substancias tém potencial presenca em agua
potavel, o que exige o0 seu monitoramento utilizando-se métodos analiticos que alcancem

niveis de tracos.
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N
A
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Para o desenvolvimento do processo de extracdo e clean-up dos horménios estudados
foram utilizados 100 mL de uma soluc&o aquosa contendo 1 mgL™ de cada um dos horménios
em analise. Baseado no trabalho de Verbinenn et al. de 2010 publicado na revista Quimica
Nova. Foram realizados testes de condicionamento e elui¢do dos cartuchos C18 comercias
conforme é mostrado no fluxograma da Figura 2:

Mix estrégeno
100 mL, 1 mgL*

Condicionamento: 3
mL ACN: H,0
(50%, v/v)
ELUICAO
CH,CL:C.H MeOH:ACN
3mL, 5006 (viv) MeOH 100% 3mL, 50% (V/v)

\ )
f

N, até secura

Ressuspensiao em 250 pl
(Acetonitrila e H,O ¢/H,PO, (aq) pH =3 (50%, v/v))

Figura 2. Esquema mostrando os testes experimentais realizados para extracdo e clean-up
dos hormonios estrogenos utilizando cartuchos SPE C18.

A partir dos testes experimentais realizados e apds a quantificacdo dos extratos SPE obtidos
através da metodologia HPLC desenvolvida pode-se afirmar que 0 processo que gerou 0s
melhores resultados, avaliados em termos de recuperacao para os compostos analisados (%R)
(Miller e Miller, 2005) foi a rota de extragdo utilizando o condicionamento do cartucho SPE
com 3 mL de ACN;H,0 (50%, v/v) seguida da eluicdo em metanol (MEOH). Na Tabela 3 s&o
mostrados o0s valores de recuperacdo alcancados pelo processo. Os valores séo
correspondentes a analise de triplicata de preparo de amostra seguida da triplicada de injecéo
de cada uma das amostras (n=36). A recuperacdo dos analitos foi obtida comparando-se a
concentragdo obtida apds o ensaio e a adicionada inicialmente.

Na Tabela 3 observa-se que os valores obtidos variaram de 88,6 a 78,4% e sao
reprodutiveis com base nos valores de exatiddo apresentados.

Foram realizados testes de sensibilidade utilizando-se o horménio estanozolol e
verificou-se que 0 mesmo ndo coelui com nenhum dos picos referentes aos hormdénios
estrogenos estudados assim como ndo provoca modificagdes no tempo de retencdo dos
mesmos.
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Tabela 3. Valores de Recuperagéo alcangados para a extracdo SPE com
cartucho C18 utilizando-se condicionamento com acetonitrila:agua
(50%, v/v) seguida da eluicdo com metanol para os 4 hormdnios

estudados.
Hormonios %R Exatidao (%CV)
estriol 88,61+0,8 0,009
[-estradiol 86,6+0,4 0,004
17a-etinilestradiol 78,4+0,8 0,010
estrona 84+1,4 0,017

A metodologia validada foi aplicada a uma amostra de agua retirada do cérrego Tubaréo
que fica localizado na divisa entre os municipios de Santo André e Maua (SP) e desagua na
represa Billings. Na Figura 3 é mostrado o cromatograma para a amostra de dgua analisada.

Foi submetida a analise uma aliquota de 100 mL da amostra coletada.

mAU(0.1)
1 (93]
3.07

] 1)) G
2.0

0.4

2.0]

— — — — I I 7
0.0 25 50 min

Figura 3. Cromatograma obtido para amostra de
agua do cérrego Tubardo da regido metropolitana
de Santo André. As condigdes analiticas sdo as
mesmas descritas na Figura 1.

A andlise da amostra de agua revelou a presenca de estriol,

[-estradiol,

17a-etinilestradiol e estrona. A identificacdo dos picos foi feita através de pureza espectral e
adicdo de padréo destaca-se a presenca dos horménios estriol 0,4 gL™ e estrona 0,32 gL™ na

amostra analisada.

4. CONCLUSAO

A metodologia proposta apresenta limites de deteccdo e quantificacdo adequados, além
de valores de precisdo e exatidao para os niveis de concentracdo estudados e menores que 3%.
Os valores obtidos sdo satisfatorios para a determinacdo de horménios estrégenos em esgoto
domeéstico, agua tratada e efluentes uma vez que essas substancias tém potencial de presenca
em agua potavel, o que exige o seu monitoramento utilizando-se métodos analiticos que

DAY
N
A
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alcancem niveis de tracos uma vez que os tratamentos atuais de dgua e esgoto ndo sdo capazes
ainda de retirar esses compostos durante 0 processo.
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