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Resumo: Muitos métodos analíticos estão sendo desenvolvidos visando à determinação de

contaminantes orgânicos, especialmente alteradores endócrinos. Tais métodos baseiam-se geralmente

na extração em fase sólida (SPE) seguida por determinação cromatográfica (CG ou HPLC). No presente

trabalho utilizou-se ferramentas quimiométricas no processo de SPE para avaliar os principais fatores

que influenciam tal processo e as interações entre os mesmos. Foram analisadas matrizes de água

subterrânea fortificada com hormônios    (17 β estradiol, estrona e 17 β etinilestradiol) e a determinação

analítica foi feita por HPLC/Fluorescência. Um planejamento fatorial completo foi utilizado. Os fatores

escolhidos incluíram: condicionamento da fase sólida, concentração dos analitos, volume da amostra e

solvente de eluição. As melhores condições obtidas foram: 500 mL da amostra, condicionamento da fase

sólida (C18) com acetona (4mL), metanol (6 mL) e água pH 3(10 mL), e eluição dos analitos com 4 mL de

acetona.

Palvras-chave:  alteradores endócrinos; planejamento fatorial; extração em fase sólida.

Introdução

Alteradores endócrinos (EDCs) ),

fármacos ativos (PhACs) e produtos de uso

pessoal (PCPIs) vem despertando grande interesse

em estudos ambientais pelo fato de estarem

relacionados, dentre outros fatores, ao surgimento

de anomalias no sistema endócrino de diversas

espécies aquáticas e em seres humanos [1].

Dentre os contaminantes que afetam o

ambiente aquático, os mais relevantes são os

provenientes de efluentes industriais e domésticos,

com ou sem tratamento, nos corpos d´água. A

contaminação difusa proveniente da agricultura

(fertilizantes e pesticidas), bem como a deposição

seca e úmida de contaminantes atmosféricos

também são relevantes.

Pesquisas realizadas em diferentes

regiões do mundo [3-8] exibem dados que

comprovam a presença destes micropoluentes e

seus metabólitos em rios, o que denota que os

efluentes domésticos ou não estão sendo tratados

(realidade presente na maioria dos municípios

brasileiros) ou a eficiência do tratamento utilizado

não é adequada.

Estes microcontaminantes podem

apresentar efeito biológico em concentrações muito

baixas (nanogramas/litro), principalmente a

organismos aquáticos.

Dentre os efeitos mais preocupantes está

o fato de apresentarem potencial de alteradores

endócrinos. Em humanos alguns efeitos como a

diminuição no número de espermatozóides em

homem e o aumento da incidência de câncer de

mama em mulheres tem sido correlacionados com

a exposição ambiental a estes compostos. [9].

Diversos métodos analíticos vêm sendo

desenvolvidos visando à determinação e análise

de substâncias como (EDCs), (PhACs) e (PCPIs)

em águas [10]. Estrógenos produzidos

naturalmente por mamíferos, como o 17 ß-estradiol

e seus metabólitos, estriol e estrona, excretados

principalmente por mulheres em idade fértil e

estrógenos sintéticos como o etinilestradiol,

usados extensivamente como contraceptivos e
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propósitos terapêuticos (controle da síndrome da

menopausa e câncer de próstata) tem tido grande

interesse pela comunidade científica [11,12].

Uma das etapas mais críticas envolvidas

na determinação de estrógenos consiste na prévia

extração, isolamento e concentração dos analitos

de interesse. Umas das técnicas que tem obtido

maior êxito para tal processo é a extração em fase

sólida (SPE) [13].

Diversos são os sorventes utilizados na

SPE de EDCs, PhAs e PCPIs em amostras

ambientais. Dentre as comercialmente disponíveis

destacam-se pela grande utilização a contendo o

grupo octadecilsilano (C-18) quimicamente ligado

à sílica e a fase polimérica polidivinilbenzeno

(PEDVB) conhecida por sua habilidade e eficiência

em reter um grande número de compostos [14].

Na SPE vários são os fatores

intervenientes no sucesso do processo de

isolamento e concentração dos analitos. Na

literatura encontra-se uma profusão de métodos

díspares para um mesmo propósito, denotando que

o estudo aprofundado da otimização da SPE muitas

vezes não foi efetuado. Verifica-se, a distinção

tanto na escolha dos fatores quanto aos  níveis

selecionados [14-19].

De modo a verificar as interações

existentes entre cada etapa do processo buscou-

se o auxílio da quimiometria, ferramenta útil no

planejamento e analise experimental, e que permite

a análise multivariada, ou seja, a análise simultânea

dos vários fatores, fornecendo dentre outros

resultados, os efeitos de interação entre os mesmos.

As técnicas de análise estatística multivariada

tiveram sua aplicação em química iniciada no Brasil

no Instituto de Química da Universidade Estadual

de Campinas na década de 1980. A grande expansão

destas ferramentas foi acompanhada da expansão

de suas aplicações na análise química. Dentre

alguma de suas aplicações estão inseridas a

otimização de processos analíticos na determinação

de compostos orgânicos como as técnicas

cromatográficas, de análise térmica e de extração e

pré - tratamento de amostras, envolvendo nesta

última a concentração e isolamento dos compostos

de interesse [20].

As necessidades da utilização de

ferramentas quimiométricas na otimização de

processos de extração, concentração e isolamento

de substâncias baseia-se no fato de o processo

admitir a otimização de uma série de fatores

intervenientes e que possam ter interação entre si,

suprindo desta forma algumas das lacunas

deixadas pela análise univariada.

Nos trabalhos reportados na literatura,

diversos são os fatores considerados na

otimização do processo de extração em fase sólida

(SPE) de compostos orgânicos. Dentre eles se

encontram o tipo de fase sólida, o volume da

amostra, o volume e a composição do solvente de

eluição, a temperatura da extração, o pH e a

quantidade de sais dissolvidos na amostra. A gama

de aplicações de técnicas quimiométricas na

otimização da extração por SPE é bastante ampla,

incluindo diferentes analitos e matrizes, com o por

exemplo a determinação de quimioterápicos

antimicrobianos em plasma sangüíneo,

determinação de ácidos orgânicos em vinhos e
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determinação de pesticidas em águas [22,23]  .

Além da SPE outros métodos de extração

são também utilizados como a microextração em

fase sólida (SPME).

Nota-se, nos trabalhos reportados na

literatura duas grandes tendências. A primeira

envolve uma sondagem inicial geralmente feita a

partir de um planejamento fatorial, completo ou

fracionado, visando estabelecer os fatores

principais na analise para o direcionamento de um

estudo mais aprofundado e a segunda tendência é

apresentar um segundo planejamento que

acrescente informações ao primeiro a partir de

experimentos mais específicos como o a

construção de superfícies de resposta. A Tabela 1,

lista o tipo de extração, a fase sólida utilizada, os

procedimentos observados e os compostos

analisados para uma série de artigos.

O presente trabalho consiste na utilização

de ferramentas quimiometricas com o objetivo de

inferir quais fatores apresentam importância

significativa na determinação das melhores

condições de SPE e conseqüentemente a melhor

recuperação para os estrógenos: estrona, 17 ß-

estradiol e etinilestradiol, cujas fórmulas

moleculares são mostradas na Figura 1 [24]. Têm-

se também como objetivo verificar a influência nos

níveis de cada fator visando estabelecer uma faixa

ideal de trabalho para que posteriormente, a partir

de estudos mais detalhados possa se estabelecer

às condições ótimas para a análise.

Material e Métodos

A otimização das condições de extração

foi realizada para a fase sólida C-18. Os fatores

selecionados para o procedimento foram baseados

nas diferentes condições observadas na literatura

(3-8) e posteriormente comparado ao processo

utilizado por nosso grupo de pesquisa, o qual

utiliza a metodologia desenvolvida por Ternes et

al [27] modificada. Os fatores selecionados foram:

concentração dos analitos, volume da amostra,

solvente de eluição e condicionamento da fase

sólida.

As concentrações foram definidas

obedecendo à faixa de resposta linear da técnica

HPLC/ Fluorescência para os estrógenos em

questão.

A Tabela 2 ilustra os fatores escolhidos

com seus respectivos níveis. O condicionamento

denominado método 1 (HAMW) consiste em

passar pelo cartucho 6 mL de hexano, 2 mL de

acetona, 6 mL de metanol e 10 mL de água pH 3. O

condicionamento pelo método 2 (AMW) consiste

em 4 mL de acetona, 6 mL de metanol e 10 mL de

água com pH 3. Um planejamento fatorial 24 foi

realizado. A ordem de execução dos experimentos

foi gerada e randomizada utilizando-se o aplicativo

computacional MINITAB.

Estrona

 17ß – estradiol

17 α – etenilestradiol

Figura 1: estruturas dos estrógenos que serão estudados

[13]
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Os experimentos foram realizados em oito

blocos de dois experimentos cada um escolhido

aleatoriamente pelo programa. Cada experimento

foi realizado em triplicata, analisando-se também

uma amostra testemunha (água sem a adição dos

estrógenos).

Instrumentação

O sistema analítico utilizado foi um

cromatógrafo líquido (Varian Pro-Star 230),

equipado com injetor automático (Varian 400), e

detector de Fluorescência (Varian 320).  A separação

cromatográfica foi obtida em uma coluna de fase

reversa, C-18 octadesilsilano (Phenomenex) de 250

x  4,60 mm D.I. com partículas de 5 microns Os

dados foram adquiridos utilizando o software Varian

PRO STAR. O planejamento fatorial e a análise dos

dados recolhidos foram realizados utilizando-se o

software MINITAB.

Reagentes

Estrona pureza 97,0%, 17-β-Estradiol pureza

97,0%  e 17-β-Estinilestradiol pureza 98% da Sigma

Aldrich.

Os solventes metanol e acetonitrila da J.

T. Baker e acetona e hexano da Mallickrodt.

Soluções estoque mistas de 10 mg/mL dos

hormônios estrona, 17-β-Estradiol e 17-α-

etinilestradiol foram preparadas em acetonitrila e

armazenadas em ambiente sem a presença de luz e

a –15 º.C. Por diluição, preparou-se as soluções em

concentrações adequadas à realização dos

experimentos.

Extração em fase sólida

Neste estudo foi utilizada água subterrânea,

obtida em Araraquara (SP), enriquecida com os

estrógenos de interesse, nas concentrações

previamente escolhidas.

O processo de SPE foi desenvolvido,

utilizando o cartucho ACCUBOND C-18

(Octadecilsilano), 500 mg de sorvente e 6 mL de

reservatório.  A fortificação das amostras de água

subterrânea foi efetuada adicionando-se 500 mL.L-

1 de uma solução o padrão mista (contendo os três

estrógenos) de concentração conhecida, para a

obtenção de água contendo os analitos nos níveis

apresentados na Tabela 2.

Figura 2: Cromatograma de recuperações. a) recuperação baixa; b) recuperação alta.

A amostra de água foi filtrada utilizando

membrana de fibra de vidro de 0,45ìm de poro,

(Schleicher & Schuell) e percolada pela fase sólida

após o condicionamento. Após a eluição dos

estrógenos, o eluato foi evaporado até a secura

sob fluxo de nitrogênio. O resíduo foi redissolvido

em 500mL de acetonitrila, filtrado com filtros

MILLIPORE transferido para vials de (1,8 mL)

analisado por HPLC/Fluorescência. Todas as

análises foram efetuadas em triplicata, sendo a

quantificação efetuada mediante a comparação com

a curva analítica traçada para os estrógenos.

Condições cromatográficas

Na análise de estrógenos por HPLC, a

mistura de solventes mais utilizada, é acetonitrila:
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água [29-31]. Lopes, em trabalho desenvolvido

anteriormente neste grupo de pesquisa [32]

otimizou a separação cromatográfica dos

estrógenos estudados utilizando gradiente de

eluição de acetonitrila (solventeA) e água

(solventeB), variando de 50:50 (v/v), mantido por

7 minutos, seguida de variação linear até 60:40 (v/

v).

Resultados e discussão

A recuperação dos analitos foi obtida

comparando-se a concentração obtida após o

ensaio e a adicionada inicialmente. A Figura 2

apresenta um cromatograma de duas recuperações

realizadas, obtendo-se para a primeira recuperação

baixa e para a segunda recuperação alta. Os dados

de recuperação foram tratados com o programa

MINITAB, o qual através dos gráficos gerados

propiciou estimar as condições que apresentaram

maior influência para a realização da extração.

Estrona

O gráfico dos efeitos principais (Figura

3) para estrona apresenta quais fatores são de

maior significância nos resultados finais da análise.

As condições melhores são indicadas pelas retas

e a inclinação indica o nível de significância, onde

o ponto mais alto indica a melhor condição. Quanto

maior a inclinação maior a variação na resposta

causada por aquele efeito. Deste modo, para a

estrona vemos que há uma variação na

concentração, sendo a melhor condição obtida na

concentração em nível alto, no solvente de eluição

sendo o mais adequado o metanol e no

condicionamento apresentando melhores

resultados o condicionamento AMA. Quanto ao

volume da amostra percebe-se uma reta com pouca

inclinação, o que indica menor influência em relação

aos demais fatores, para a análise. Entretanto, pode-

se ainda estabelecer o melhor volume como sendo

o de 0,5 L.

Estradiol

Na Figura 4 temos o gráfico referente aos

efeitos principais para o estradiol demonstrando

que as melhores condições para a extração são:

concentração em nível alto, acetona como solvente

de eluição e condicionamento pelo método AMA

e 1 L de amostra.

Verifica-se pelo gráfico que a variação do

solvente de eluição praticamente não apresenta

alteração nos resultados da análise, sendo deste

modo pouco significativa.

Etinilestradiol

Na Figura 5 apresenta o gráfico referente aos

efeitos principais para a extração do etinilestradiol

demonstrando que as melhores condições para a

extração são: concentração em nível baixo, acetona

como solvente de eluição e condicionamento pelo

método AMA e 0,5 L de amostra.

 A partir do gráfico verifica-se que os fatores mais

significativos são a concentração e o solvente de

eluição. Outro ponto de destaque é a melhor

condição para o volume como sendo 0,5 L. Isto

pode ser explicado pelo efeito de arraste do solvente

devido ao maior volume de água [33]. Outros

autores também concluíram que volumes menores

podem acarretar em melhores recuperações para

etinilestradiol em esgoto [34].
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Figura 4: Gráfico dos efeitos principais para Estradiol
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Conclusões

A utilização de métodos quimiométricos

para a realização do planejamento e tratamento dos

resultados se mostrou eficiente, fornecendo

informações úteis para a otimização da análise.

A partir dos dados gerados podemos

estabelecer os fatores que apresentam maior

influência para a extração em fase sólida dos

analitos de trabalho, para o adsorvente C18.  A

Tabela 3 ilustra as melhores condições obtidas no

ensaio para a extração dos três hormônios.

Como os procedimentos descritos na

literatura apresentam variações nas condições da

extração, pode-se a partir dos dados obtidos

padronizar este procedimento, evitando desta forma

analises que promovam resultados não

satisfatórios, resultando também em economia de

tempo e material de consumo.

Recebido em: 16/03/2007

Aceito em: 05/06/2007
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