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Foque nos seus objetivos, no seu caminho, nos seus
desejos, nas suas vitorias, mas principalmente nas suas
derrotas, pois é através delas que vocé se motiva a

continuar tentando, errando, crescendo, aprendendo.

Assim, procurar entender, procurar sonhar e
imaginar a vida de outra maneira. Problemas vém e véo,
mas a maneira como vocé ira soluciona-los é o que conta
e sempre vocé ird se lembrar de que foi forte e superou

todos os obstaculos que foram postos para voce.

(Luhana Baldan)
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RESUMO

Os desreguladores enddcrinos tém chamado a atencdo da comunidade cientifica
devido aos problemas que podem causar aos animais em geral, quando liberados no meio
ambiente. Portanto, avaliou-se na dgua consumida presenca do estrogénio 17B-estradiolna
Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD) unidade 11 e em uma amostra do sistema
de abastecimento da cidade de Dourados. O procedimento de analise foi realizado por
extracdo em fase sélida, aos quais possibilitaram a extracdo, purificacdo e concentracdo do
estrogénio para determinacdo por espectrometria de ultravioleta.Como resultado dessa
pesquisa foi sugerido que poderia ter quantidades significativas do estrogeno na agua

analisada.

PALAVRAS CHAVES:17B-estradiol; extracdo em fase sélida; contaminacéo
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1.0 INTRODUCAO

A grande preocupac¢do da comunidade cientifica quanto a qualidade da agua potavel,
a disposicdo do esgoto sanitario tratado e 0 seu reaproveitamento para consumo humano,
deve-se & presenca de micropoluentes organicos de concentragio da ordem de pg Lt e ngL™.
Esses micropoluentes, os desreguladores enddcrinos, como sdo chamados, causam danos ao
meio ambiente e aos seres vivos que nele vivem. Alguns desses produtos quimicos tém a
habilidade de limitar ou bloquear a acdo dos hormonios naturais nos animais, Exemplos
dessas substancias sdo: estrogénios naturais e sintéticos, farmacos, pesticidas, produtos de
higiene pessoal, hidrocarbonetos aromaéticos policiclicos, organoclorados, bisfenois,
parabenos, etc (DEZOTT], 2007). Os desreguladores enddcrinos sdo substancias capazes de
interferirem no funcionamento normal do sistema endocrino de humanos e animais.

Os desreguladores endocrinos sdo definidos pela “Environmental ProtectionAgency”
(EPA), como sendo um: “agente exogeno que interfere com sintese, secreg¢do, transporte,
ligacdo, acdo ou eliminacdo de horménio natural no corpo que sdo responsaveis pela
manuten¢ado, reproducdo, desenvolvimento e/ou comportamento dos organismos” (US. EPA,
1997). Podendo ainda, segundo a Unido Européia (2001): causar dano diretamente a um
6rgdo enddcrino, alterar diretamente a sua funcdo, interagir com receptores hormonais e
alterar o metabolismo hormonal tanto em um 6rgdo endocrino como perifericamente.

Os estrogénios naturais e sintéticos também sdo classificados como desreguladores
enddcrinos. Estrogénios sdo esterdides hormonais que regulam e sustentam o
desenvolvimento sexual feminino e suas fungdes reprodutivas (JARDIM, 2007). O
estrogénio natural 17p-estradiol (Figura 1) é o estrogénio predominante durante 0s anos
reprodutivos da mulher e o principal responsavel pela formacdo das caracteristicas
femininas.

Os estrogenos naturais 17 B-estradiol e a estrona. Nos organismos superiores, a
estrona & produzida como um metabdlito do 17 PB-estradiol. Essas substancias sao
responsaveis pelo desenvolvimento de caracteristicas femininas no inicio da puberdade e
pelo aumento das glandulas mamérias durante a gravidez. Além dessas fungdes, também
assumem importante papel na diferenciacdo sexual e no desenvolvimento de caracteristicas

femininas pré e pds-nascimento (REIS FILHO et al., 2006).
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Figura 2- Formula estrutural 17 p-estradiol. Fonte. O autor.

Quantidades significativas de desreguladores enddcrinos sdo encontradas em:
efluentes e lodo biol6gico das Estagdes de tratamento de esgoto sanitario (ETESs), fontes de
agua potavel, 4guas subterréneas e aguas superficiais, sedimentos marinhos e solo; causando
alteracdes tanto na fauna quanto na flora desses ambientes. Sendo assim, podendo estar
presentes em altos niveis nas carnes, leite e derivados e ovos de mamiferos e também nos
peixes. Onde também ha ocorréncia de 17p-estradiol e estrona entre outros (HARTMANN
et. al., 1998).

Para isolamento e purificacdo os métodos analiticos descritos na literatura baseiam-
se basicamente na extracdo em fase sélida onde sdo empregados uma variedade de sorventes
(LOPES, 2007; TAN et al., 2007; KOYUNCU et al., 2008; TOMSIKOVA et al., 2012).

Nos métodos de extracdo em fase sélida para andlises desses hormdnios podem ser
usados cartuchos de fase polimérica como o HLB (copolimero hidrofilico - lipofilico),
nestes casos é usado como solvente de eluicdo acetato de etila, MeOH ou misturas de
solventes (GABET et al., 2008). O uso de fase de poliestireno-divinil-benzeno (Strata-X,
Phenomenex) foi descrito para uma série de horménios (E1, E2, E3, e EE2) analisados
simultaneamente em efluente de ETE (VULLIET & JEAN-BAPTISTE, 2007).

Discos e cartuchos de C18 também sdo utilizados, geralmente a elui¢cdo ocorre com
acetona ou MeOH. Diferentes tipos de sorventes de SPME (micro extracdo em fase solida)
podem ser empregados para extragdo dos horménios como PDMS (polidimetilsiloxano),
poliacrilato, = PDMS-divinilbenzeno, carboxin-PDMS e  carbowax-divinilbenzeno
(CARPINTEIRO et al., 2004).

No processo de condicionamento dos cartuchos varias combinagdes de solventes séo
utilizadas com o intuito de desembaracar as cadeias deixando-as totalmente abertas para a
penetracdo dos hormonios, aumentando a adsor¢do. Alguns métodos utilizam solugédo acida

(pH=3) para evitar que ocorra a ionizag¢ao dos grupos OH fendlicos dos estrogénios.
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1.1 Estudo do 17p-estradiol

O estudo dol7pB-estradiol é de grande interesse cientifico, devido essa substancia
pertencer ao grupo de substancias quimicas presentes no ambiente que podem interferir no
sistema enddcrino de humanos e outros animais, 0 crescimento e a reproducdo. Todos 0S
seres humanos, bem como os animais, excretam estrégenos, através da urina ou fezes, os
quais sdo lancados no ambiente, sendo encontrado nos esgotos domésticos chegando aos
mananciais superficiais e/ou subterraneos (BILA e DEZOTTI, 2003, REIS FILHO et al.,
2006, GHISELLI e JARDIM, 2007). Uma vez que a producdo dessas substancias ocorre de
forma natural ou através do consumo na forma de medicamentos, elas sdo introduzidas de
forma continua no ambiente.

Grande parte dos estrogenos € metabolizada e excretada na forma inativa, conjugadas
com &cido glicurdnicos e sulfatos. A acdo de enzimas produzidas por bactérias comumente
encontradas em areas de despejo de efluentes biotransformam em compostos biologicamente
ativos (YING et al., 2002; REIS FILHO et al., 2006).

Muitos residuos das estacGes de tratamentos, lodos, sdo utilizados como adubos
organicos para a agricultura, permeiam o solo, e com as chuvas esses compostos podem ser
levados até o lencol freatico e por muitas vezes contaminam as aguas subterraneas. Outro
caso importante sdo os usos das fossas tradicionais de dejetos humanos, que acarreta a
contaminacdo do solo e subsequentemente a agua subterranea. Entdo as aguas de pogos
também ndo estdo livres desses compostos, visando que pocos de 30 metros sdo diferentes
de pocos de 100 metros. No entanto a contaminacdo de um poco mais proximo a superficie
torna-se maior.

O material de estudo escolhido foi amostra de dgua consumida na unidade Il da
UFGD devido ela ser capitada diretamente do subsolo, “e ndo possuir tratamento adequado”.

Por esses motivos o trabalho busca desenvolver a possivel determinacdo do
hormoénio 17B-estradiol em amostra de agua coletadas nos bebedouros da FACET/UFGD,

Visto que essa agua é de pogos artesianos.

1.2 Espectroscopia molecular UV-Visivel

A espectroscopia molecular de UV-Visivel € um dos métodos analiticos mais usados
nas determinagBes em diversas areas. E aplicada para determinacdes de compostos organicos

e inorgénicos, como, por exemplo, na identificagdo do principio ativo de fa&rmacos.
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A espectroscopia de absorcdo molecular UV-Visivel é adequada para a identificacao
dos grupos funcionais na molécula. Mais importante, entretanto, sdo as aplica¢fes da
espectroscopia de absorcdo molecular para a determinagdo quantitativa de compostos
contendo grupos absorventes.

A regido ultravioleta do espectro € geralmente considerada na faixa de 200 a 400 nm,
e a regido do visivel entre 400 a 800 nm. As energias correspondentes a essas regides estao
em torno de 150 a 72 Kcal/mol™regido ultravioleta, e 72 a 36 Kcal/mol'para a regifo
visivel. Energias dessa magnitude correspondem, muitas vezes, a diferenca entre estados

eletronicos de muitas moléculas.
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2.0 OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

O presente projeto visa a determinacdo do 17B-estradiol em amostras de &gua
consumida na unidade Il da UFGD e no abastecimento da cidade de Dourados por extragao

em fase sélida e andlise por espectrometria na regido do ultravioleta.

2.2 Objetivos Especifico

-Realizar a extracdo, purificagdo e concentracdo de 17p-estradiol em &gua para consumo
humano;

-Determinar a presenca da substancia por espectroscopia de absor¢do molecular.
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3.0 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Materiais

- Vidraria de uso comum em laboratdrio (béquer, erlenmeyer, pipeta, baldo volumétrico e
tubos de ensaio de 15 mL graduados);

- Micropipeta automatica de volume variavel de 100 e 1000 pL, fabricada pela Hamilton;

- Conjunto de filtracdo para extracdo em fase sélida, com 12 posic6es, Agilent Technologies;
-Cartucho para extracdo em fase sélida de octadecilsilanoTHAL-UBC181M6 de 1000 mg e
6 mL.Thorium;

- Papel indicador de pH.ColorpHast;

- Outros materiais: suporte, garra.

3.2 Reagentes, Solventes e Padroes

-Hexano P. A. Neon;

-Acetona, P.A.Proquimicos;

-Alcool metilico.P.A. CRQ.

- padrbes do hormonios17 B-estradiol, com grau de pureza 99,4%, FLUKA.

3.3 Equipamentos

- Compressor-aspirador modelo DIA PUMP CAL. Fanem;
- Sistema de purificacdo de dgua por osmose reversa GEHAKA modelo OS10LXE;
- Espectrometro de absor¢cdo molecular “Cary 50~ (Varian),

3.4 Limpeza de vidraria

As vidrarias foram lavadas com agua corrente e detergente alcalino. Em seguida,
enxaguados com agua da torneira, agua destilada e etanol (96%), sendo deixados para secar

a temperatura ambiente de 25 °C.

18



3.5 Preparo das Solucdes

Todas as solugBes foram preparadas a partir de uma solucéo estoque de 100 mg Lde
17B-estradiol em acetonitrila.

As solucBes de trabalho foram preparadas através da diluicdo da solucdo estoque em
baldes volumétricos de 5,0 mL com agua deionizada. As concentragdes das solugdes
trabalho foram de 0,5 — 8,0 mg Lpara preparo da curva de calibragio e de 10 mg L™ para a
realizacdo da varredura no espectrometro de absorcdo molecular para determinacdo do
comprimento de onda do horménio. As solucbes de trabalho foram armazenadas em

geladeira a temperatura aproximadamente de 4 °C.
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4.0 METODOLOGIADO PROCEDIMENTO DE EXTRACAO

4.1 Extragdes

A metodologia analitica foi conduzida por testes de adicdo e recuperacao do analito,
linearidade e faixa de aplicacdo. Foram utilizadas amostras de agua destiladas fortificadas
com o analito17p-estradiol.

Foram realizados testes de recuperagdo em dois niveis de recuperacdo, esses niveis
foram estabelecidos ap0s a obtencdo da curva de linearidade e calibracdo para o sistema de
espectrometria de ultravioleta. Para cada nivel de fortificacdo foram realizadas duas
extragOes e uma testemunha que consiste na extracdo sem que houvesse a adi¢do do padréo
na amostra pelo cartucho de C18.

Amostras de agua destiladas foram fortificadas com 17p-estradiol nas concentracfes
obtidas de 8,0 ug L™ e 32,0 pug Lt ap6s a diluigdo em 250 mL estando dentro do intervalo
da curva de calibracdo. As amostras tiveram o pH corrigido para 5,0 com &cido cloridrico
0,1 mol L para evitar que ocorresse a ionizac¢ao dos grupos OH fendlicos do estrogénio, uma
vez que possui pKa relativamente elevado (17 p-estradiol) ele tende a se ionizar aumentando
a polaridade e prejudicando a adsorcdo do analito. Aplicou-se entdo o método descrito na
Tabela 1.

Apos a eluicdo as amostras foram secas sob fluxo de nitrogénio sendo ressuspendidas
com 2,0 mL de &gua deionizada e submetida a leitura no espectroscopia de absorcao

molecular .

Tabela 1 - Procedimentos de extragdo utilizado na recuperagdo do 17 p-estradiol

Volume de  Massade Condicionamento do  Limpezado  Volume do

Metodo
amostra sorvente cartucho cartucho eluente

3mL de Hexano
250mL 1000 mg 2mL de Ace

3 mL de MeOH

10 ml de 3mL de
metanol 10% MeOH

Fonte: O autor
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4.2 Amostragem

As amostras foram coletadas no bairro Jardim dos Estados proveniente do sistema de
abastecimento da cidade de Dourados (Amostra 1) e do prédio da FACET encontrado na
Unidade Il da UFGD que € abastecido por um poco artesiano. As amostras foram coletadas
em um frasco de poliuretano de 1,0 L e a analise realizada em seguida ndo sendo necessario

0 armazenamento da mesma.

5.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Escolha do comprimento de onda para analise das 17 p-estradiol

A Figura 2 mostra o espectro na regido do ultravioleta do 17 p-estradiol. Verificou-se
absorcdo méaxima (Amax) entre 270 e 280 nm. O comprimento de onda de 270nm foi
escolhido para anélise do 17 p-estradiol o comprimento de onda de 280 nm n&o foi utilizado

para que ndo houvesse uma saturacdo do sistema.
0,08
0,06 -

0,04

Absor¢io

0,02 4

0.00

T T T T T T T T T T T
240 260 280 300 320 340

Comprimento de onda (nm)

FIGURA 2 - Espectro de absorbancia ultravioleta para o 17 B-estradiol: Com varredura de 240 a 350
nm. Solucéo de 10 mg L* em é&gua.
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5.2 Curvas de Calibragdo

Com a determinacdo do comprimento de onda foi obtido uma curva de calibracéo
para posterior quantificagdo do analito na amostra. O intervalo de concentragéo utilizado na
obtencdo da curva analitica foi de 0,5 — 8,0 mg L. A Figura 3 apresenta a curva obtida

neste intervalo.

y=bc+a
) a=-0,00156
0024 'b=0,00271 .
R =10,92963 ]
|
0,01 o
,lf_\_.
=
|
0,00 H
]
|
-0,01 T T T 1
0 3 6 g

Concentragao (mg L)

Figura 3 - Curva analitica obtida para quantificacdo do 17 B-estradiol.

5.3 Procedimentos de Extracdo

Apos a realizacdo do teste de recuperacdo pode se observar pelas Figuras 4 e 5 que
houve absor¢do na regido de 270 nm evidenciado a recuperagdo do analito submetido ao
procedimento.

0,6 -
0,5
0.4

0.3 4

Absorbancia

0.2 4

0.1+
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Figura 4 - Teste de recuperacdo para ol17B-estradiol na concentracéo de 8,0 pug L™

0,6 -

0,5 4

0.4

Absorbancia

0,3

0,2 4

0,1

T T T T T T T T T T T T
220 240 260 280 300 320 340

Comprimento de onda (nm)
Figura 5- Teste de recuperagdo para o17p-estradiol na concentragdo de 32,0 ug L.
As recuperacbes em ambas extracOes ficaram a cima de 100% (Tabela 2)
evidenciando que o processo de extracdo foi eficiente na faixa de concentragdo analisada.

Desta forma este procedimento foi aplicado as analises das amostras.

Tabela 2 — Niveis de recuperagao obtidos para o 17-estradiol.

Substancia Nivel de Fortificacao Recuperagéo (%) CV

8,0 ug L™ 120
32,0 ug L* 115

17B-estradiol
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5.4 Andlises das Amostras

O metodo foi aplicado em duas amostras diferentes, uma obtida em um bairro da
cidade de Dourados proveniente do sistema de abastecimento da cidade (amostra 1) e outra
do prédio da Unidade Il da UFGD-FACET proveniente de um pogo artesiano (amostra 2).

A Figura 5 mostra o resultado encontrado para a amostra 1, pode-se observar que
ndo houve absor¢do no comprimento de onda de 270 nm o que evidenciaria a presenca do

17p - estradiol na amostra.

Absorbancia
=
1

0.8
0.6 -
0.4 -

0,2

0.0 ' . ; . ; . .
200 250 300 350

Comprimento de onda (nm)

Figura 6 - Espectro de absorcdo para a determinacdo de quatro amostras do sistema de

abastecimento de 4gua de Dourados-MS (amostras 1).

Para a amostra 2, foram coletadas aguas do piso térreo e do piso 1 da unidade dois
da UFGD-FACET, como apresentado nas Figuras 6 e 7 podemos observar que no
comprimento de onda de 270 nm houve a ocorréncia de absorcdo evidenciando a presenca

do 17 - estradiol nas amostras do piso térreo e do piso 1 respectivamente.
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Figura 7 - Espectros de absorcdo para a determinagdo de duas amostras obtidas no piso térreo da
UFGD-FACET (amostras 2).
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Figura 8 - Espectros de absorcdo para a determinacéo de duas amostras obtidas no piso 1 da UFGD-
FACET (amostras 2).

A concentragdo média de 17p — estradiol encontrada no piso térreo foi estima em
26,40 ug L, enquanto que no piso 1 a concentragdo encontrada foi de 16,88 pg L. Assim
podemos concluir que mesmo em pequena quantidade ocorre uma contaminagdo da agua por

essas substancias.
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O 17 B-estradiol possui atividade bioldgica a uma concentragdo de 10 ng L*
(BAREL-COHEN et al., 2006) valor muito menor do que a determinada neste trabalho.

Uma analise com a aplicacdo de um método oficial e com um numero maior de
amostra € necessario para se ter uma extensao desta contamina¢do no campus da Unidade
dois da UFGD uma vez que a metodologia aqui proposta € apenas um estudo de verificacao

da eficiéncia do método e novos parametros devem ser estudados.

26



6.0 CONCLUSOES

O sistema extracdo em fase solida mostrou-se um procedimento analitico confiavel
para a extracdo do 17f estradiol, em amostra de agua apds testes de recuperacao.

Conforme os gréaficos apresentados foram sugeridos a presenca de estrogénios 17p-
estradiol, na faixa de comprimento de onda de 270 a 280 nm em amostra coletadas nos
bebedouros de uso coletivo da FACET-UFGD. No piso térreo foi estima em 26,40 pg L,
enquanto que no piso 1 a concentragdo encontrada foi de 16,88ug L.

Os dados encontrados na presente pesquisa demonstram a necessidade de construir
um sistema de tratamento de agua mais eficientes na unidade 1l da UFGD. Pois comunidade
académica vem crescendo a cada ano. E também sistema mais eficiente de tratamento de
efluente, para ndo ter possiveis problemas futuros relacionados & saude dos consumidores

dessa agua e a0 meio ambiente.
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8.0 APENDICES

Figura 9 Sistema de secagem utilizando nitrogénio

Figura 10 Extracdo em fase solida
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Figura 11 extragdo em fase solida. Imagem visual dos cartuchos C-18
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