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Artigo

DETERMINATION OF ESTROGENS IN DRINKING WATER USING HPLC-DAD. An analytical procedure for determination of
estriol, 17B-estradiol, estrone and 170-ethinylestradiol in drinking water is presented. The method employs solid phase extraction
(SPE) and sample dechlorination as cleanup procedures, followed by HPLC-DAD analysis. Validation was carried out using RE No.

899/2003 guidelines established by the Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (National Agency of Sanitary Surveillance, Brazil),

with some adaptations. The statistically evaluated results have shown that the method is selective, precise (0,06% to 19,40% CV)

and accurate (91,52% to 109,41% average recoveries). The developed method was applied to the analysis of these contaminants in

drinking water from Sao Luis, MA.
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INTRODUCAO

Desreguladores enddcrinos (DE) sdo definidos como substancias
exdgenas capazes de causar efeitos adversos a sadde, interferindo
no sistema enddcrino de organismos aquaticos, e nos dltimos anos
tém sido um dos principais topicos de pesquisa em diferentes dreas
do conhecimento.!

O estrégeno sintético 17c-etinilestradiol (EE2), amplamente
usado na medicina em terapias de reposi¢do e métodos contracep-
tivos, e os naturais estrona (E1), 17B-estradiol (E2) e estriol (E3)
sdo considerados como responsdveis pela maioria dos efeitos de
desregulacdo enddcrina,” pois afeta o sistema enddcrino de peixes
em concentra¢des de 1 ng L'’ podendo ser encontrados no ambiente
em concentragdes na ordem de ug L' e ng L1.%7

A persisténcia da atividade dos estrogénios tem origem na con-
tinua introdu¢do em ambientes aqudticos por meio da disposicao
inadequada de esgoto sanitdrio e industrial, como também pelo uso
de lodo ativado de estagdo de tratamento de esgoto na agricultura.>®

O uso de dguas superficiais para o consumo humano, bem como a
transformacio de seus mananciais como receptores de esgotos sanitd-
rios, tratados ou ndo, t€ém sido os principais motivos de preocupagio
acerca da contaminagio das fontes de dgua.’

Diante da problemadtica de poluigdo dos compartimentos aquéti-
cos que servem de fonte de captacdo de dgua para o abastecimento
publico, ha considerdveis possibilidades de contaminagdo também
da dgua potdvel, por esses estrogenos, jd que no Brasil o indice de
tratamento de esgotos ainda € baixo, principalmente na Regido Nor-
deste.!® Além disso, os tratamentos convencionais de dgua e de esgoto
sanitdrio nao sdo capazes de remover completamente tais substancias,
permanecendo ainda no meio aqudtico.”!!!?

Diversos trabalhos tém sido dedicados a desenvolver métodos
para determinagdo e quantificagdo de desreguladores enddcrinos e
avaliagdo de sua atividade estrogé€nica em organismos aquaticos.'
Técnicas de preparo de amostras (SPE, SPME) e cromatogréficas
(LC, GC) com diferentes detectores (DAD, FLD, MS)®!*!4 e outras
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fundamentadas em testes toxicolégicos (YES, ELISA, E-screen,
ELRA)"“" tém sido desenvolvidas.

Estudos conduzidos por pesquisadores de Campinas, SP, aponta-
ram a presenga de hormonios estrégenos no Rio Atibaia, que abastece
92% do municipio.'* Em 2006, Sodré e colaboradores!” identificaram,
neste mesmo ecossistema aqudtico, em um ponto a jusante da cidade
de Campinas, niveis de 17B-estradiol e 170-etinilestradiol que che-
garam a 2,51 e 0,31 ug L', respectivamente.

Em Sdo Luis, MA, a dgua potdvel que ¢ distribuida a popula-
¢do € proveniente de diferentes mananciais. O rio Itapecuru, que
recebe efluentes de cerca de 3 milhdes de pessoas e cuja estagiio de
tratamento de dgua (ETA) dista 56 Km da rede de distribuicdo,' e
o Reservatério do Batatd, que recebe impactos antrépicos de mais
de 40 mil pessoas, sdo as principais fontes de dgua superficial. Até
0 momento, nenhum estudo objetivando verificar se estd ocorrendo
contaminacdo por hormonios estrégenos foi realizado nessas dreas,
ndo obstante a premente necessidade. Isso se deve, de uma parte,
a caréncia de laboratérios que se proponham a otimizar métodos
analiticos e torna-los procedimentos de rotina, e de outra, a falta de
pessoal com formagdo em andlise desses poluentes.

Este trabalho objetivou desenvolver um método analitico que
fosse, a um sé tempo, sensivel, simples e relativamente rapido, voltado
para andlise de hormonios estrégenos mais comumente encontrados
em amostras de dgua. Posteriormente, pretende-se empregd-lo em
monitoramentos rotineiros e em estudos ecotoxicolégicos na regido.

PARTE EXPERIMENTAL
Reagentes e solucoes

Todos os padrdes de estrégenos, com pureza minima de 97%,
foram obtidos da Sigma-Aldrich e da Fluka. Os solventes organicos
de grau cromatografico, metanol (MeOH), acetonitrila (ACN) e
acetona (ACT), foram obtidos da J.T.Baker. Agua desionizada foi
obtida a partir dos sistemas Milli- e Direct-Q, da Millipore e o gas
nitrogénio, com 99,999% de pureza, da White Martins. Da Agilent,
foram obtidos cartuchos de extracio em fase sdlida do tipo seringa,
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Tabela 1. Procedimentos de extracio usados neste estudo
Etapa Extragdo em Fase Solida (EFS)
P-1 P-2 P-3 P-4

Condicionamento 5 mL MeOH?*; 7 mL ACNP; 9 mL MeOH; 6 mL Hex®; 2 mL ACT¢; 2 mL ACT; 6 mL MeOH;

5mL H,0 9mL H,0 6 mL MeOH; 10 mL H,O pH 3 10 mL H,O pH3
Adigdo de amostra 200 mL 200 mL 200 mL 200 mL
Lavagem 5 mL dgua 10 mL MeOH:H,O (1:9) 10 mL MeOH:H,0 (1:9) 10 mL MeOH:H,O (1:9)
Eluicao 6 mL ACN 2 x2mLACT 4 mL ACT 4 mL ACT
Secagem do extrato nitrogénio nitrogénio nitrogénio nitrogénio
Reconstitui¢do 0,5 mL MeOH 0,5 mL MeOH 0,5 mL ACN 0,5 mL ACN

2Metanol; ® Acetonitrila; ° Hexano; ¢ Acetona.

séries AccuBondII ODS-C18 (500 mg, 6 mL) e SampliQ OPT (150
mg, 6 mL). Para acidificag@o da fase mével, foi empregado o dcido
acético glacial P.A., com pureza 99,9% (Merck).

Solucdo aquosa de metabissulfito de sédio (Sigma-Aldrich) foi
preparada a uma concentracdo de 3% (m/v). As solucdes-padrao
estoque dos horménios estrégenos [estriol (E3), 17 B-estradiol (E2),
estrona (E1) e 17 o-etinilestradiol (EE2)] foram preparadas em
MeOH em uma concentragdo de 100 mg L. A partir destas, foram
obtidas as solugdes de trabalho, mediante dilui¢do com MeOH. Todas
as solugdes preparadas foram acondicionadas em frasco dmbar e
armazenadas em refrigerador a 4 °C.

Todas as vidrarias foram lavadas com dgua e detergente comum,
deixadas de molho em uma solucdio a 5% (v/v) de Extran alcalino
(Merck) por cerca de 12 h, e em seguida enxaguadas seqiiencialmente
com 4gua de torneira e dgua destilada, antes do uso.

Extracao dos analitos

Foram testados quatro procedimentos de EFS, um (P-1) segundo
descrito por Aratijo* e outro (P-3) de acordo com Lopes.?’ Ambos 0s
trabalhos empregaram cartuchos preenchidos com C ; para a extrago.
Os demais procedimentos, denominados P-2 e P-4 (Tabela 1), foram
propostos a partir destes, buscando-se empregar solventes de baixos
custo e toxicidade.

Alda e Barcel6® indicaram bons resultados de recuperacdo ao
aplicar o adsorvente polimérico (Oasis HLB, Waters) para a extragio
dos quatro estrégenos aqui investigados, portanto incluiu-se no estudo
a extragdo empregando um adsorvente polimérico similar (OPT, da
Agilent), usando-se os mesmos procedimentos descritos na Tabela
1, para comparacio das performances de cada material adsorvente.

Os fluxos foram de 3 mL min™! no condicionamento, de 2 mL
min! na adi¢do da amostra e na lavagem do cartucho e de 1 mL
min' na elui¢do, controlando-se por vicuo via manifold. Os extratos
foram secos sob suave fluxo de gés nitrogénio e reconstituidos em
MeOH (P-1 e P-2) e em ACN (P-3 e P-4). Utilizou-se 4gua desioni-
zada fortificada com solucdo-padrao mista dos estrégenos, em uma
concentragdo inicial de 2,5 pg L' de cada hormonio. A eficiéncia
dos procedimentos de extragdo foi medida através do percentual
de recuperagdo, tendo sido aplicado o teste “t” de Student para
comparacio das médias.

Volume de ruptura

Ap6s definicdo do adsorvente e do procedimento de extragdo,
avaliou-se a capacidade maxima de adsor¢do, ou seja, o volume
maximo de amostra que pode ser percolado para a concentracdo e
separacdo dos analitos de interesse. Foram preparadas solugdes aquo-
sas (amostra testemunha) fortificadas com os analitos, mantendo-se

Tabela 2. Volume, concentragdes e massa das solucdes empregadas para
determinag@o do volume de ruptura

Volume (mL) Concentragdo (ug L) Massa (ug)
200 15,00
400 7,50
600 5,00 3,0
800 3,75
1000 3,00

sempre a mesma massa das substancias (3,0 pg), alterando-se o volu-
me de dgua potdvel e, conseqiientemente, a concentracdo (Tabela 2).

Descloracgiao

Esta € uma etapa de substancial importincia para prevenir a
diminuic¢@o da concentracdo dos estrégenos foco deste estudo. Le-
galmente, dgua potdvel deve conter cloro residual, agente que previne
contra contaminac@o microbioldgica®' e também capaz de degradar
hormoénios estrégenos. 227

Para verificagcdo da necessidade da descloragdo, amostras-tes-
temunhas contendo cloro residual (1,5 mg L) e outras descloradas
com metabissulfito de sédio (Na,S,0,) foram fortificadas com 2,5 ug
L' de cada estrégeno e analisadas por CLAE-DAD.

Neste estudo, usou-se metabissulfito de sédio como agente neu-
tralizador de cloro livre. Conforme descrito em Standard Methods,**
adicionou-se aos frascos de polietileno de alta densidade (PEAD),
ainda antes da coleta, o equivalente a 0,1 mL de solucdo a 3% deste
reagente, para cada 100 mL de amostra coletada.

Analise cromatografica

As condigdes cromatograficas para separagdo dos estrogenos foram
verificadas por meio da elui¢do dos analitos frente a diferentes fases mé-
veis (H,0, ACN, MeOH), variando-se seus constituintes e propor¢ao,
pH e fluxo. Como ponto de partida, procedeu-se as andlises conforme
descrito em diferentes bibliografias pesquisadas, as quais foram modi-
ficadas ou desconsideradas no estudo, mediante os resultados encon-
trados.>*19202 Foram verificadas fases méveis bindrias empregando-se
ACN, MeOH e dgua desionizada em diferentes proporcdes; fluxos de
0,8 a 1,0 mL min'; e varia¢do de pH da fase mével aquosa.

O sistema cromatografico utilizou CLAE (Varian Inc., ProStar
210) acoplado a DAD (Varian Inc., ProStar 335). Os esteréides foram
separados empregando-se coluna Chromsep Microsorb 100 C18 (250
X 4,6 mm, 5 um, Varian). A introdu¢do da amostra no sistema foi
manual com loop de 20 pL.
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Validacao

O procedimento e os critérios para valida¢ao do método analitico
proposto neste estudo seguiu as orientacdes do “Guia para Validagio
de Métodos Analiticos e Bioanaliticos” publicado pela Agéncia Na-
cional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA), mediante a Resolu¢do —RE
n® 899, de 29 de maio de 2003.%¢

Os limites de deteccdo (LD) e inferior de quantificagdo (LIQ)
foram determinados analisando-se a matriz contendo concentracdes
decrescentes do analito injetadas em quintuplicata. Os resultados
obtidos foram comparados aos fornecidos pela andlise da amostra
branco. O LIQ correspondeu ao menor nivel quantificivel com
precisdo (20%) e exatidao (80% a 120%) aceitdveis. Aquele que se
apresentou como o menor nivel detectdvel em compara¢do com o
branco da matriz e que no satisfez as condi¢des para ser considerado
LIQ, foi identificado como LD do método.

Concomitantemente, a seletividade do método foi avaliada por
meio da andlise de 5 amostras da matriz fortificadas em concentracdo
proxima ao LIQ e injetadas em triplicata, tendo sido os resultados
comparados com aqueles obtidos das amostras em branco.

A curva analitica foi construida para cada estrégeno, utilizando-
se a mesma matriz proposta para o estudo, incluindo-se a andlise
de amostra em branco e de 6 amostras fortificadas com o padrao do
analito, contemplando a faixa desde o LIQ até 120% da concentragido
mais alta a analisar. O cdlculo da regressio linear pelo método dos
minimos quadrados foi usado para andlise dos resultados, obtendo-se
a equacdo da reta e o coeficiente de linearidade.

Para a validagdo da quantificacdo da substancia de interesse e
corre¢do de um possivel efeito da matriz, recorreu-se a adigio de
padrdo; com isso se garantiu ainda a compensagdo de mudangas da
resposta do equipamento, fornecendo melhor exatiddo e precisao ao
método como um todo.”

A precisdo e a exatiddo foram verificadas utilizando-se 3 concen-
tracOes (baixa, média e alta), contemplando a faixa linear dindmica
do método, com 5 repeti¢des para cada nivel. Estatisticamente,
verificou-se a precisdo, calculando-se o desvio padrao relativo (DPR).
No ensaio de recuperagdo, os resultados analiticos de amostras for-
tificadas extraidas, com os obtidos a partir de solugdes-padrdo nao
extraidas. Os resultados encontrados foram submetidos ao teste “t”
de Student em nivel de 95% de significancia e 4 graus de liberdade,
para comparacio de médias.

Analises de amostras coletadas no sistema de distribuicio de agua

As amostras de dgua potdvel foram coletadas em abril de 2009,
sendo duas na saida de duas ETAs distintas, uma em um reservatorio
de distribui¢@o de dgua e outras duas na rede de distribui¢do de dgua,
j4 em ponto disponivel para uso do consumidor.

Em conjunto com as amostras em andlise, foram preparadas
quatro amostras de controle do método, denominadas “controle de
qualidade” (CQ), de maneira a assegurar a correta execugdo deste
e facilitar a identifica¢do de algum erro durante alguma etapa da
andlise em curso. Uma das amostras foi fortificada no nivel do
LIQ (CQ-LIQ), uma em concentragdo baixa menor ou igual a trés
vezes menor o LIQ (CQB), outra em concentragdo igual a média
aritmética entre CQB e a concentracdo alta (CQA) e a ultima em
concentracdo alta equivalente a faixa de 75 a 90% (CQA) do ultimo
nivel da curva analitica.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As maiores dificuldades encontradas na separa¢do cromatogra-
fica foram localizar o pico do E3 em regido de baixa interferéncia e
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estabelecer andlise em tempo relativamente curto, apresentando picos
com boa resolugdo (Rs).

MeOH foi testado como alternativa ao uso de acetonitrila (ACN)
na fase mével, porém apds 25 min de andlise nenhuma das substancias
foi eluida. Valores de pH (= 4,00 e = 5,00) foram também testados,
adicionando-se 4cido acético glacial PA a fase mével, resultando em
supressdo dos sinais analiticos. Igual modo foi a variacdo do fluxo de
elui¢do que apenas alterou o tempo de retengdo (t,) das substancias
sem, no entanto, oferecer melhores respostas.

A fase moével selecionada consistiu de ACN e dgua, em modo
gradiente, iniciando-se a propor¢ao de 10:90 (ACN:H,0), alterando-se
para 50:50 em 5 min e, em seguida, para 54:46 ao longo dos 10 min
seguintes, sendo esta tltima propor¢do mantida até o fim da corrida
com duragio total de 16,5 min. O fluxo foi mantido em 1 mL min’!
e o comprimento de onda em 280 nm. Nestas condicdes, 0s picos
apresentaram-se com boa resolucdo e sem interferéncias consideraveis.

Na Figura 1, € apresentada a sobreposi¢do do cromatograma de
uma amostra no-fortificada (branco) por um obtido a partir da injegao
de solugdo-padrio mista na concentracdo de 3 mg L.

Etinilestradiol

Estradiol /

Estriol

\ Estrona

W
|
0 5 10 15
tempo / min

Figura 1. Sobreposi¢do de cromatogramas, mostrando a ndo ocorréncia
de interferentes no t, dos analitos. Amostra branco ndo-fortificada () e
solugdo-padrao mista a 3 mg L' (—). Condi¢do usada: ACN:H,0, em gra-
diente, fluxo de 1 mL min’', volume de inje¢do de 20 uL, h = 280 nm, temp.
ambiente 27+0,5 °C

Na Figura 2 sdo comparadas as recuperacgdes obtidas mediante uso de
dois materiais adsorventes para cada procedimento de extracdo. Observa-
se nitidamente que o adsorvente C ; apresentou menor dispersao entre 0s
valores de recuperagdo, em relagfio aos poliméricos, principalmente os
procedimentos P-1, com recuperacdes variando de 88,41% (estradiol) a
96,47% (estriol); e P-2, de 76,81% (estrona) a 95,02% (estriol).

Para a ANVISA, € desejavel que os valores de recuperacio, na va-
lidacdo dos métodos voltados para analises de tragos, sejam proximos
a 100%, admitindo-se valores menores, desde que néo apresentem
precisiio e exatiddo superiores a 20%.%® Ribani e colaboradores”
afirmam que intervalos de recuperagdo entre 70 e 120% sdo geral-
mente aceitdveis, informagéo corroborada por Brito e colaboradores?
e Amarante Junior, Brito e Ribeiro.? Portanto, os procedimentos
P-1, P-2 e P-4, empregando o adsorvente C,,, e procedimento P-1
baseado em cartuchos com adsorvente polimérico (OPT), podem
ser considerados adequados, enquanto os demais, por apresentarem
resultados fora da faixa aceitdvel, sdo estatisticamente inadequados.
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Figura 2. Comparagdo dos valores de recuperagdo entre adsorventes C
e OPT (polimérico), para os quatro procedimentos de extra¢do (P-1, P-2,
P-3 e P-4). As linhas em destaque correspondem ao valor mdximo (120%) e
minimo (70%) aceitos para andlises de residuos

Dentre os procedimentos considerados adequados, P-1 apresentou
melhor recuperacio; entretanto, a sua utilizagdo pode tornar-se de
custo elevado, face a atual escassez mundial do solvente acetonitri-
la. No ano passado, a pequena disponibilidade deste produto para
comercializac@o fez seu preco aumentar até dez vezes,* restando
entdio como alternativa, o procedimento P-2 (uso do adsorvente C ),
ja que este apresentou desempenho similar ao P-4 (Tabela 1). Tal si-
milaridade confirma-se pela comparagdo estatistica das recuperacdes
médias obtidas para cada procedimento. Foi empregado o teste de
significincia “t” de Student, que resultou em valor de t = - 1,125,
dentro da faixa de aceitagdo da igualdade entre as médias avaliadas
(-t <t <t.)> sendo t = 2,353 e considerando 95% (0=0,05 e
v=0,025) de significancia € 6 (n +n,-2) graus de liberdade.

Contrariamente as amostras com cloro residual, as descloradas
apresentaram resultados semelhantes as solucdes-padrdo, forne-
cendo picos nos mesmos t,’s dos hormonios estrégenos (dados ndo
mostrados). Na amostra que ndo foi tratada com metabissulfito de
sodio foram identificados varios interferentes, além da auséncia do
sinal de alguns dos analitos investigados. Tais resultados indicaram
a importancia de se manter a desclorag¢@o no preparo da amostra.

O fendmeno de desativacdo dos estrégenos por a¢do do cloro resi-
dual presente na dgua potédvel, que € oriundo da etapa de desinfec¢do
ao término do tratamento da agua, j4 era esperado, por se tratar de um
processo oxidativo, um dos principios que vém sendo estudado por
diversos pesquisadores para a eliminagdo da atividade estrogénica
de diferentes substancias.”?*3! Conforme descreve Lopes,”® mesmo
na andlise imediata de dgua potdvel fortificada, foi observada uma
redu¢d@o na recuperagdo para um limite abaixo do minimo aceitdvel.
De acordo com Huber (2005) apud Lopes,* os agentes desinfetantes
mais comuns, como o diéxido de cloro e o cloro gasoso, reagem
primeiramente com grupos funcionais que apresentam muitos elé-
trons, como fendis e aminas, sendo, portanto, efetivos na oxidacéo de
estrogénios quando aplicados no tratamento de d4gua. Assim, espera-
se que tais reagdes de oxidacdo resultem na desarticulagdo do anel
aromadtico presente nas moléculas dos estrégenos e, por conseguinte,
na inativacio de efeito estrogénico.

Hu e colaboradores®? submeteram solugio aquosa de 17B-estradiol
a cloracdo com hipoclorito de sédio sob condicdes controladas para
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avaliar a atividade estrogénica potencial devida aquela substancia
em dgua potéavel. Alguns produtos e subprodutos da oxidagio foram
identificados como sendo 2,4-dicloro-17-estradiol, 2,4-dicloroes-
trona, monocloroestrona e 4-[2-(2,6-dicloro-3-hidroxifenil) etil]-
7a-metiloctahidroinden-5-one. Observaram que a solu¢do aquosa
exposta a hipoclorito de sédio ainda apresentou, nos tempos de 120 e
180 min, atividade estrogénica cerca de 40% menor em comparacio
a esta mesma solucdo antes da cloragdo. Sugerem que tal ocorréncia
deve-se principalmente as substancias 2,4-dicloro-17-estradiol e
2 4-dicloroestrona. Deborde et al*3 estudaram, na presenca de excesso
de cloro total e sob condi¢des controladas, a cinética de cloracdo
de 6 desreguladores endécrinos em meio aquoso, dentre eles os 4
hormonios objetos deste estudo. Observaram que todas as moléculas
constituidas com grupo fendlico em sua estrutura foram rapidamente
oxidadas por agdo do cloro. Relataram ainda que o tempo de meia-
vida, em pH 7, para os estrégenos avaliados variou de 6 a 8 min.

A Figura 3 ilustra o comportamento da recuperacdo obtida para
cada volume de amostra e tipo de analito tratados. A linha horizontal
em destaque indica o menor valor (70%) considerado aceitdvel para
a recuperagdo. Na avalia¢@o dos resultados obtidos, considerou-se a
dependéncia das recuperagdes para cada analito como condigao limi-
tante para a selegdo do volume de amostra. Para 800 e 1000 mL, os
valores de recuperagao foram inferiores a faixa adequada. No volume
de 600 mL, apenas estriol e estrona apresentaram resultados na faixa
aceitdvel (70 a 120%). Ao contrario, os volumes de 200 e 400 mL
apresentaram recuperacio adequada para todos os analitos. Tendo em
vista conseguir-se maior fator de concentragdo e, consequentemente,
menores LD e LIQ para o método, selecionou-se o volume de 400
mL como sendo o adequado para a pré-concentra¢do da amostra.
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Figura 3. Avaliagdo do volume de ruptura, mediante aplicagdo do procedi-
mento P-2, com cartucho CI18 e 3 ug de cada substdincia

Sabendo que o extrato, apds secagem em nitrogénio, foi reconsti-
tuido em 0,5 mL de MeOH, o fator de concentragao foi de 800 vezes.
O tempo total de preparo da amostra para a andlise cromatografica foi
aproximadamente de 4 h, considerado aceitdvel para andlise de rotina.

Os valores encontrados para t_, indicam que nio hd diferenca

calc

estatisticamente significativa entre as recuperagdes obtidas e o valor
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desejado de 100%, jd que todos eles sdo menores doque ot (2,132).
Ademais, observando-se os valores para exatiddo e DPR, € possivel
afirmar que o método desenvolvido € exato e preciso. A ANVISA
admite que o DPR seja <20% para o LIQ, ndo sendo superior a 15%
para os demais niveis.?® O método foi linear na faixa de 1,25 a 7,50 pg
L' (LD =0,0625 ug L"), paraE3 e de 3,75 a 7,50 ug L' (LD = 1,25
ug L) para as demais substincias. Os coeficientes de regressao linear
(r?) resultaram em valores maiores que 0,98, e os DPRs de cada ponto
das curvas de calibragdo também foram adequados (Figura 4). Tais
resultados indicam que nesta faixa o método de separacdo cromato-
gréfica € seguramente adequado para a determinacao dos analitos de
interesse. Na Tabela 3 sdo mostrados os resultados de recuperagio,
precisdo e exatiddo obtidos para cada substincia estudada.

= Estrona ® Etinilestradiol = Estradiol = Estriol

Ponto da curva analitica

1 1

0,00 5,00 10,00 15,00 20,00

Desvio padrdo relativo (RSD) / %

Figura 4. Flutua¢dao dos DPRs calculados a partir das dreas obtidas na
construgdo das curvas analiticas. As linhas em destaque representam o limite
mdximo para valores adequados

Observando-se a Figura 5, € possivel notar que ndo foram de-
tectados picos de nenhum dos hormonios estudados nas amostras
analisadas. Entretanto, mesmo a Amostra 3 tendo apresentado picos
proximos dos t,’s do estradiol (=12,6 min) e do etinilestradiol (=14,0

Determinacdo de hormdnios estrégenos em dgua potdvel usando CLAE-DAD
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min), estes ndo foram relativos a hormdnios mediante a comparacio
dos espectros de absor¢do fornecidos por estes sinais. O fato de tal
amostra resultar em mais picos interferentes que as demais pode estar
relacionado com o aspecto visivelmente mais turvo por ela apresen-
tado, ocorréncia que ndo era esperada por se tratar de dgua potavel.
Ja que este acontecimento foi isolado, pode-se atribuir a tubulagdo
préxima ou a torneira do ponto de coleta que se apresentavam sujos.
Para ter avaliacdo mais criteriosa quanto a isto, sugere-se que, em
outro estudo, sejam avaliadas as influéncias das caracteriticas fisico-
quimicas da dgua sobre o método desenvolvido.
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Figura 5. Sobreposicdo dos cromatogramas das 5 amostras analisadas e da
amostra-testemunha fortificada em nivel baixo (CQB)

Finalmente, os limites de detecc@o e inferior de quantificaciio
do método ndo foram suficientemente baixos para a eficiente deter-
minagdo destas substancias em dgua potdvel, pois conforme estudos
j@ publicados,”!62%34 estas substdncias tém potencial presenca em

Tabela 3. Resultados de recuperagio, precisao e exatidao obtidos para cada hormdnio estrégeno em trés niveis de fortificacdo e cinco repeticoes (n=5)

Substancia Nivel Concentragéo (ug L) Recuperagio * (%) to" DPR ¢ (%) Exatidao (%)
Estriol baixo 1,25 94 (80-119) -0,6870 19,40 109,41
médio 3,75 85 (77-91) -5,3908 0,07 99,22
alto 6,25 98 (87-104) -0,8137 0,06 99,66
Estradiol baixo 3,75 73 (70-75) -34,3382 2,41 100,62
médio 5,00 84 (77-89) -7,0292 6,34 96,73
alto 6,25 103 (95-109) 1,2753 5,44 101,69
Etinilestradiol baixo 3,75 81 (70-91) -4,8067 11,22 94,96
médio 5,00 107 (101-117) 1,8603 6,27 102,95
alto 6,25 104 (100-105) 2,0367 3,11 100,09
Estrona baixo 3,75 96 (87-105) -1,4606 6,80 96,26
médio 5,00 101 (91-107) 1,4907 6,56 91,52
alto 6,25 104 (97-107) 1,3204 5,79 104,69

*Corresponde a média aritmética dos valores e entre parénteses os valores minimo e maximo, respectivamente,  “t”de Student, ¢ desvio padrio relativo (precisdo)
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dgua potével, o que exige o seu monitoramento mediante métodos
analiticos que cubram niveis traco.

CONCLUSAO

O estudo possibilitou a separacéo cromatografica dos hormonios
estriol (E3), 17 B-estradiol (E2), estrona (E1) e 17 a-etinilestradiol
(EE2) em tempo relativamente curto. O preparo da amostra, incluindo
adescloracdo e a extragdo em fase sélida (EFS), resultou em valores
de recuperacdo dentro do limite aceitdvel.

O método desenvolvido foi considerado validado, ap6s avaliagdo
dos parametros: seletividade; linearidade; precisao; exatiddo; limite
inferior de quantificacdo; limite de deteccio; recuperagio e repetiti-
vidade, mostrando-se, portanto, seletivo, linear, exato e preciso para o
procedimento de preparo da amostra e as condi¢des cromatograficas
estabelecidas.

Durante a aplicacdo do método validado as andlises de amostras
de dgua potdvel coletadas, observou-se que o mesmo nao foi capaz
de identificar ou quantificar hormonios estrégenos, no nivel de
sensibilidade exigido, mas existe a possibilidade de realmente os
hormdnios ndo estarem presentes na dgua potavel, na época da coleta.
Sabendo-se que o cloro residual presente pode degradar as substancias
estrogenas!!32333 e que, antes de chegar a rede de distribuic@o, a dgua
potével ao sair de uma das ETAs percorre mais de 56 Km de tubulacao
(tempo de detengdo =8 h), pode-se também supor a sua degradacio
durante o deslocamento em fun¢@o do contato com cloro residual.
Desta forma, € necessdrio pesquisar as dguas naturais superficiais
que sdo captadas para o tratamento, podendo-se assim investigar a
remocdo destas substancias pelo processo de tratamento das ETAs.
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