X1 SIMPOSIO DE RECURSOS HIDRICOS DO NORDESTE

OTIMIZACAO DE METODOLOGIA DE ANALISE DE HORMONIOS EM
AGUA POR HPLC-DAD

Nadia Hortense Torres *; Carina Nazato'; Juliana Heloisa Piné Américo %; Franz Zirena Vilca® &

Valdemar Luiz Tornisielo*

RESUMO - Este trabalho discute a otimizacdo do método de validacdo por cromatografia liquida
dos hormonios estriol (E3), 17p-estradiol (E2) e 17a-etinilestradiol (EE2), os quais sdo encontrados
em corpos d’agua e efluentes (entre ug/L a ng/L), apresentando sérios riscos aos organismos vivos.
Com isto, metodologias para analise destes horménios por cromatografia liquida tém sido
desenvolvidas, utilizando diversos solventes, objetivando maior sensibilidade metodologica. O
objetivo deste trabalho foi otimizar o processo de analise dos trés hormonios por cromatografia
liquida acoplada a detector de arranjo de diodos (HPLC/DAD) e aplicar o mesmo em amostras
reais, testando as seguintes condicdes: fluxo 1 mL min™, solventes (metanol, acetonitrila e agua
ultrapura), comprimentos de onda (1) de 210, 230, 254 e 280 nm. A melhor condi¢do para E3 foi
utilizando agua pura e metanol (49:51) com tempo de retencdo de 9,24 min, para 0 EE2 o tempo de
retencdo foi de 53 min e, para 0 E2 o tempo de retencdo foi de 58 min, comprovando-se que 0
método é capaz de detectar os hormdnios estriol, 17p-estradiol e 17a-etinilestradiol. Amostras dos
Rios Piracicaba e Corumbatai foram analisadas e ndo foram detectadas contaminagdes pelos
hormonios E3, E2 e EE2.

ABSTRACT- This paper discusses the optimization of the method validation by HPLC hormone
estriol (E3), 17p-estradiol (E2) and 17a-ethynilestradiol (EE2), which are found in water bodies and
effluents (between pg/L and ng/L), presenting a serious risk to living organisms. With this,
methodologies for analysis of these hormones by liquid chromatography have been developed, using
various solvents, aiming more sensitive methodology. The objective of this study was to optimize
the analysis process of the three hormones by liquid chromatography coupled with diode array
detector (HPLC / DAD) and apply it in real samples, testing the following conditions: flow 1 mL
min-1, solvents (methanol, acetonitrile and ultrapure water) the wavelength (1) of 210, 230, 254 and
280 nm. The optimum conditions for E3 was using pure water and methanol (49:51) with a
retention time of 9.24 min, EE2 to the retention time was 53 min and E2 to the retention time was
58 min, proving that the method can detect the hormone estriol, 17p-estradiol and 17a-
ethynilestradiol. Samples of the Piracicaba and Corumbatai were analyzed and were not detected
contamination by hormones E3, E2 and EE2.
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INTRODUCAO

Alguns farmacos, como 0s estrogenos e progestogenos, sao considerados contaminantes

emergentes, dos quais ndo € possivel determinar os seus efeitos no ambiente, ndo havendo leis que
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vigorem sobre os valores maximos permissiveis em diversas matrizes ambientais (Kuster et al.,
2011; Torres et al., 2012).

Estes compostos também sdo considerados interferentes endocrinos, por poderem apresentar
tanto um comportamento estrogénico como androgénico. Os estrogénios sdo esterdides hormonais
que regulam e sustentam o desenvolvimento sexual feminino, bem como suas funcdes reprodutivas,
enquanto que os androgénios sdo classificados como esterdides hormonais responsaveis pelo
desenvolvimento das caracteristicas sexuais secundarias masculinas (Ghiselli e Jardim, 2007).

Os compostos disruptores enddcrinos (EDCs) afetam negativamente o sistema enddcrino,
tanto da vida aquética quanto da humana. Pesquisas envolvendo organismos aquéticos tém
explicado disturbios reprodutivos de acordo com a disposicao de estrogenos no ambiente (Céspedes
et al., 2005; Diniz et al., 2010; Wang et al., 2008).

Apds sua administracao, os hormoénios sdo excretados via urina e fezes, quer como substancia
inalterada ativa, metabdlitos ou ainda sob a forma de conjugado de glucorénico ou &cido sulfarico,
podendo ser encontrados em ambiente aquatico, uma vez que o processo de purificacdo da agua nas
estacOes de tratamento de aguas residuérias (ETES) nem sempre é eficiente (Gros, 2009), podendo
chegar ainda as aguas subterraneas por meio da lixiviacdo (Farré et al., 2008; Kumar, Mohan e
Sarma, 2008).

Sendo assim, a taxa de remocdo dos horménios em estaces de tratamento de efluentes é
dependente ndo somente do processo de tratamento aplicado, mas também de varios fatores, como a
idade do lodo ativado, o tempo de retencdo hidraulica e a temperatura dependendo da estacdo do
ano (Petrovic, Gonzéalez e Barceld, 2003; Lopez-Serna et al., 2010; Verlicchi et al., 2010) devido
aos tratamentos convencionais ndo conseguirem remové-los do corpo hidrico (Barcel6, 2007; Gros
et al., 2009; Kock-Schulmeyer et al., 2011).

Os esterdides naturais e sintéticos 17B-estradiol, 17a-etinilestradiol (EE2) sdo dispostos em
corpos d’agua e efluentes (Diniz et al., 2010) e o estriol (E3), particularmente, em quantidades
entre 0,1-1 ng/L, ele pode apresentar sérios riscos para a vida aquatica (Kuster et al., 2010).

Geralmente essas concentragdes s&0 muito baixas e a méxima encontrada é na faixa de pg L™,
referente a alguns contaminantes industriais e, devido a sua introducdo continua no ambiente, suas
propriedades bioativas e farmacéuticas podem colocar em risco a vida de organismos aquaticos e
humanos (Bila e Dezotti, 2007; Farré et al., 2008; Hernando et al., 2006; L6opez-Serna et al., 2010).

No ambiente, estes compostos podem afetar alguns organismos vivos, como 0s peixes, que
assimilam algumas substancias quimicas provenientes de sua alimentacao, ou através da ingestdo de
material particulado adsorvido nos sedimentos ou ainda em suspensdo nas aguas. Normalmente, elas

ndo sdo metabolizadas pelo peixe, ou seja, acabam por se acumular nos tecidos adiposos. Algumas
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aves predadoras que se alimentam destes peixes, por consequéncia, apresentardo concentracfes mais
elevadas destas substancias no organismo, fenébmeno este conhecido por biomagnificacdo (Ghiselli
e Jardim, 2007).

Em paises como os Estados Unidos, Canada, Alemanha e Espanha foram encontrados
compostos 17p-estradiol e 17a-etinilestradiol na ordem de 0,5 ng L™, ao passo que no Brasil foram
encontrados em concentracfes 1000 vezes superiores (Torres et al., 2012). Em amostras de agua
potavel, dados da literatura demonstram concentragées de 2,1 ng L™ e 0,5 ng L™ para o estradiol e
etinilestradiol (Bodzek e Dudziak,2006).

Com isso, 0 desenvolvimento progressivo de novos métodos e de técnicas analiticas sensiveis
utilizando analises multi-residuos por cromatografia (em concentracfes da ordem de ng.L-1),
auxiliam na detecgdo e quantificagdo destes compostos nos corpos d’agua naturais (Ginebreda et al.,
2010).

O comportamento e o destino dos farmacos e seus metabolitos no ambiente ndo sdo bem
conhecidos (Lopez-Serna et al., 2010), sendo que, alguns destes metabdlitos sdo onipresentes no
ambiente (Farré et al., 2008). Assim, para analises de f&rmacos em ambiente aquético, as técnicas
analiticas sdo recentes, a exemplo, da extracdo em fase sélida (SPE), utilizada para analise de 6
tipos de farmacos (LOpez-erna et al., 2010) e também a combinacdo de SPE com a técnica de
deteccao por espectrometria de massas (MS) (Farré et al., 2008).

Portanto, o monitoramento de uma ampla gama de compostos farmacéuticos, torna-se pré-
requisito para sua avaliacdo de seguranca. Como a concentracdo dos estrogénios é extremamente
baixa e devido a complexidade das matrizes ambientais (Bila e Dezotti, 2003; Petrovi¢, Gonzalez e
Barceld, 2003), hd um extenso nimero de metodologias analiticas, sobretudo usando cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massa (LC-MS/MS) para a determinacao destas moléculas em
efluentes (Serna et al., 2010). Analises destes compostos também podem ser feitas utilizando
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com detector de arranjo de diodos (DAD) (Almeida
e Nogueira, 2006).

A técnica utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE ou HPLC) e globalmente
aceita para analises, pois compreende uma gama de vantagens técnicas para monitoramento de
horménios esteroides em matrizes aquaticas, tendo os procedimentos analiticos baseados em
extracdo em fase sélida (Almeida e Nogueira, 2006).

Diante disso, 0 objetivo deste trabalho foi otimizar o processo de validagdo do 17p-estradiol
(E2), estriol (E3) e 17a-etinilestradiol (EE2) por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
detector de arranjo de diodos (HPLC/DAD) de modo a torné-lo eficiente para as analises de

amostras reais para a verificacdo de contaminagdo por estes farmacos.
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METODOLOGIA
Reagentes e solventes

Foram utilizados os solventes metanol (MTedia Company, EUA), acetonitrila (MTedia
Company, EUA) e agua ultrapura (Pura-Q). Os padrdes analiticos empregados foram o horménio
estriol E3 (pureza 99,0%), hormonio 17a-etinilestradiol EE2 (pureza 98,5%) e 17p-estradiol E2
(pureza 99,0%), obtidos da Dr. Ehrenstorfer GmbH (Augsburg, Alemanha).

HPLC/DAD

No presente trabalno foram empregadas as seguintes condi¢bes cromatogréaficas:
cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia acoplado a detector de arranjo de diodos (HPLC-DAD,
modelo 1200, Agilent Technologies), coluna Kromasil 100 C18 (5umx 4,6 x 250 mm), fluxo 1 mL
min, comprimentos de onda (L) testados foram de 210, 230, 254 ¢ 280 nm e solventes agua
ultrapura, metanol e acetonitrila. Nesta etapa foram utilizadas solu¢des de 10 ppm contendo os trés

analitos E3, E2 e EE2 diluidos em metanol.
Selecdo do modo de eluicéo e solventes

As fases mdveis utilizada para os testes por cromatografia liquida do E2, E3 e EE2, é
acetonitrila com agua de acordo com Magnér et al. (2010) e metanol e agua segundo Diniz et al.
(2010). Partindo-se de condigdes de eluigdo apresentadas na literatura (Almeida e Nogueira, 2006;
Wang et al., 2008) as condicdes foram otimizadas de modo a obter a melhor resolucdo possivel
entre os analitos. Para tanto, foram utilizados os padrdes separadamente na concentragdo de 10 mg
L. Os testes foram realizados de modo que os analitos apresentassem picos com alta resolucéo, de

acordo com os comprimentos de onda testados.

RESULTADOS

Escolha do comprimento de onda

Os espectros de absorcdo UV do E3, E2 e EE2 foram obtidos considerando-se que 0s
maximos de absorcdo para estas substancias situam-se entre 200 e 280 nm. Por isto, optou-se por
testar alguns comprimentos de onda entre estes valores, ou seja, 210, 230, 254 e 280 nm. Este
método de andlise foi escolhido pois, se uma varredura é realizada, ocorre uma perda de
detectabilidade, se comparado ao comprimento de onda fixo. O E3 e o EE2 foram detectados em
seus maximos de absor¢do nos comprimentos de onda de 210 e 280 nm, respectivamente e,

portanto, nas condicdes de detectabilidade maxima.

X1 Simposio de Recursos Hidricos do Nordeste 4



Otimizagao das condic¢des cromatograficas

Para a escolha da fase mdvel, cinco tipos de fases moveis foram avaliadas para separacéo
dos horménios E3 e EE2: a) &gua/metanol (gradiente isocratico 50% de &gua e 50% de metanol); b)
agua/metanol (gradiente isocratico 20% de agua e 80% de metanol); c) dgua/metanol (gradiente
isocratico de 80% de agua e 20% de metanol); d) &gua (gradiente isocratico de 100% de &gua); €)
metanol (gradiente isocratico de 100% de metanol); f) agua/acetonitrila (0-5 min 70% de agua e
30% de acetonitrila; 5-60 30% de &gua e 70% de acetonitrila) e; g) &gua/metanol (gradiente 0-12
min 49:51 e de 12-62 min 51:49).

Na Tabela 1 estdo descritas as condicGes dos testes realizados para otimizacdo do método
cromatografico, nos quais foi utilizada a coluna Kromasil 100 C18 (5umx 4,6 x 250 mm),
comprimentos de onda de 210, 230, 254 e 280 nm, fase mdvel metanol, agua ultrapura e
acetonitrila, volume de injecdo de 20 pL e tempo de corrida cromatografica de 62 minutos em todos

o0s testes realizados.

Tabela 1 - Gradientes testados para analise dos hormdnios E2, E3 e EE2 nos comprimentos de onda (A =
210, 230, 254 e 280 nm).

Fase movel Proporcéo
Agua / metanol 50:50
Agua / metanol 20:80
Agua / metanol 80:20

Agua 100:0
Metanol 100:0
Agua/ Acetonitrila 0— 5 min (70:30)

5 — 60 min (30:70)

Agua/ Metanol 0— 12 min (49:51)
12 — 62 min (51:49)

Extracdo das amostras

Para a extracdo dos compostos E2, E3 e EE2 nas amostras a metodologia foi adaptada de
Alda e Barcel6 (2001) em amostras de agua bruta e tratada. Para tanto, cartuchos HLB 500 mg
(OASIS, Waters Corporation) foram condicionados com 4 mL de metanol e 4&gua. Enquanto isto, as

amostras a serem extraidas foram homogeneizadas em ultrassom e 200 mL foram filtrados em filtro
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de fibra de vidro 0,45 um. Em seguida, a amostra foi transferida para os cartuchos. Depois disto 0s
cartuchos foram lavados em duas vezes com 4 mL de agua ultrapura e o sistema permaneceu sob
vacuo durante 30 min. A eluicdo dos analitos foi feita utilizando 8 mL de metanol grau HPLC e o
eluato foi levado a secura banho-maria 40°C com fluxo de gas N». O eluato foi ressuspendido com 4
mL de solugdo (49% de metanol e 51% &agua ultrapura). Injetou-se 20 uL do extrato por injecao

manual.

Validagao da metodologia

A validacdo do método proposto foi obtida por meio da avaliagdo dos parametros de

seletividade, linearidade, preciséo, repetibilidade e exatidao.

DISCUSSAO

Os resultados apresentados neste trabalho confirmaram que, para o EE2, a melhor absorcéo
foi obtida em um comprimento de onda a (1) de 280 nm no tempo aproximado de 53 minutos. Com
relagcdo ao E3, o tempo de retengéo obtido foi de 9,24 minutos no comprimento de onda (A) de 210
nm (Figura 1). Na figura 1 estd apresentado o cromatograma que ilustram a melhor condicao para a
resolucéo cromatogréafica dos trés horménios e na Tabela 2 estdo as condi¢des otimizadas.

Diferentemente de Almeida e Nogueira (2006), os quais obtiveram o tempo de retencdo de
25,5 min para o EE2, e 26,4 min para o estrona, utilizando como fase movel a solucdo aquosa de
acetonitrila 10% (sovente A) e acetonitrila, como solvente B, em um gradiente linear de 60 minutos,

onde o solvente B foi gradativamente aumentando de 0-100%, a comprimento de onda de 200 nm.
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Figura 1 - Melhor condicdo de metodologia para anélise dos hormonios E3, E2 e EE2.

O cromatograma da Figura 1 mostra que o uso da fase movel contendo 51% de metanol e

49% de agua ultrapura foi a que proporcionou melhor separacdo dos analitos, sendo considerada
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adequada a analise. A Tabela 2 apresenta o gradiente utilizado para as analises dos hormonios
avaliado, E2, E3 e EE2. O solvente A foi agua ultrapura filtrada o B foi metanol grau HPLC
filtrado.

Tabela 2 - Gradiente utilizado para as analises dos horménios E3, E2 e EE2.

Tempo (min) Gradiente A (%) Gradiente B (%)
0-12 49,0 51,0
12 -62 51,0 49,0

Utilizando também um cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia acoplado a detector de arranjo
de diodos (HPLC/DAD), Almeida e Nogueira (2006), expressaram a melhor absorcdo para o E3 e 0
EE2 em 200 nm, utilizando agua e acetonitrila (50:50 v/v) como fase mével no modo isocratico. A
acetonitrila foi testada, mas ndo apresentou detectabilidade para os compostos em estudo, por isto
ndo foi utilizada para as analises.

O fato de o composto EE2 apresentar maior tempo de retencdo nas condi¢Ges acima
apresentadas se deve ao fato de haver maior interagdo com a coluna Kromasil 100 C18 (5um x 4,6 x
250 mm) devido a fase movel utilizada (metanol e agua ultrapura), diferentemente da utilizada por
Almeida e Nogueira (2006).

As fases moveis metanol e agua ultrapura (49:51) no modo gradiente apresentaram picos
bem definidos, isentos de interferéncia. As demais fases avaliadas ndo apresentaram picos no tempo
de retencdo do padréo e nas outras fases moveis nao foram identificados picos referentes ao padréo.
Os hormonios E2, E3 e EE2 apresentaram absor¢do em trés comprimentos de onda diferentes, mas
apresentaram sensibilidade ao utilizar fase movel metanol e agua ultrapura (49:51), no modo
gradiente e, por estas razdes estes trés farmacos foram avaliados nas mesmas fases maoveis.

Para avaliacdo da seletividade, foi feita uma comparacdo da matriz isenta da substancia de
interesse e a matriz adicionada com esta substancia (padrdo), sendo que, nesse caso, nenhum
interferente deve eluir no tempo de retengdo da substancia de interesse e deve estar bem separada
dos demais compostos presentes na amostra. Como resultado obteve-se os tempos de retencdo do
E3, E2 e EE2, 10 min, 52,8 min e 58,4 min, respectivamente.

O método cromatografico empregado foi, portanto, considerado seletivo, pois o nivel de
contaminacdo e/ou interferente presente na amostra branco foi inferior a 30% do limite de
quantificacdo (Torres et al., 2012).

A linearidade para os hormdnios avaliados neste trabalho foi observada por meio das
equacdes da reta e os valores dos coeficientes de correlacdo (r?). Para tanto, foram utilizadas 5

concentragdes injetadas em triplicata, dos quais obteve-se a curva de calibragdo para cada composto,
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assim como Wang et al. (2008). A linearidade foi observada na faixa entre 0,5 e 4,0 ng L™ para o
método analitico e os coeficientes de correlacdo foram acima de 0,99 para o E3, E2 e EE2.

Para avaliar a repetibilidade do método cromatografico, uma mesma amostra do padréo
contendo os trés compostos a 1,0 ng L™ foi injetada sete vezes pelo mesmo operador, nas mesmas
condigdes de operacdo e no mesmo dia. A média, o desvio padrdo e o desvio padréo relativo das
medidas do tempo de retencdo e da altura dos picos obtidos dos horménios E3, E2 e EE2, séo

apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 - Repetibilidade do método cromatogréfico para a determinacdo do E3, E2 e EE2.

Hormonio Parametro Tempo de retengédo Altura (mAu)
(min)

Média 10,55 7,14

E3 Desvio Padrdo 11,94 0,39
Desvio Padrdo Relativo 1,81 5,46

Média 52,90 1,93

E2 Desvio Padrao 8,44 0,21
Desvio Padrdo Relativo 1,09 10,88

Média 58,46 2,98

EE2 Desvio Padrao 10,59 0,24
Desvio Padrdo Relativo 0,78 8,05

A precisdo do método também foi avaliada repetindo-se trés vezes a extracdo seguindo o
método ja descrito anteriormente e as amostras foram fortificadas em trés niveis de concentracao
(1,0, 2,0 e 3,0 ng L™, com trés repeticdes cada e injetadas em triplicata. Calculou-se o desvio
padrdo (S) e o coeficiente de variacdo (CV) ou desvio padrdo relativo (RSD) para cada um dos
hormdnios. As recuperagdes variaram de 82 — 112% para o E3, 97 — 100% para 0 E2 e 65 — 116%
para o EE2.

Andlise das amostras

As amostras coletadas mensalmente de novembro de 2007 a abril de 2009 (n = 54 amostras),
tanto de agua tratada, quanto nos pontos de captacdao (Rios Piracicaba e Corumbatai) das Estacdes
de Tratamento de Agua da cidade de Piracicaba. Mas, durante a aplicacdo da metodologia adaptada
e validada, o método nédo detectou contaminag6es por nenhum dos horménios alvo deste estudo (E3,
E2 e EE2).

Contudo, durante os periodo de coletas, é possivel que as amostras ndo estavam
contaminadas e o0 contato da &gua tratada com cloro residual poderia atenuar possiveis
contaminantes na agua, sabendo-se que o mesmo degrada estas substancias. A Figura 2 ilustra o

cromatograma de uma amostra do Rio Corumbatai.
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CONCLUSOES

O método otimizado e validado apresentou caracteristicas como simplicidade,
confiabilidade, baixo custo, baixo consumo de solventes, necessidade de pouca vidraria e resultados
satisfatorios para os hormonios E3, E2 e EE2. O método de SPE e HPLC/DAD desenvolvido e
validado apresenta valores dos limites de deteccdo e de quantificacdo adequados para analisar
hormdnios nas amostras de 4gua. A metodologia HPLC-DAD nas condigdes testadas alcangou 0s
objetivos propostos, pois foi demonstrado que representa uma ferramenta valiosa para a utilizacdo
da metodologia testada para a monitoracdo dos hormonios esterdides E2, E3 e EE2 em matrizes
reais. Contudo, ndo foram detectadas contaminagfes por horménios em nenhuma das amostras de

agua bruta e tratada dos Rios Corumbatai e Piracicaba analisadas.
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