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Introducao

Os estrégenos, ou hormébnios estrogénicos,
constituem um grupo de compostos biologicamente
ativos que se apresentam como alteradores
endécrinos (AE’s)'. Devido & maior incidéncia no
meio ambiente e ao alto poder nocivo a saude, os
estrogenos 173-estradiol (E2), estriol (E3), estrona
(E1) e 17o-etinilestradiol (EE2) tém despertado
grande preocupacdo. A determinacdo destes
hormdnios constitui-se uma tarefa dificil, tamanha
complexidade das matrizes e os baixos niveis de
concentracdo (<ug.L™)? Tal tarefa exige métodos
analiticos validados com um maior poder de
detectabilidade, eficiéncia e alta resolucdo®. Neste
trabalho foi desenvolvido e validado um método por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia usando
deteccdo por Fluorescéncia (CLAE-FLU) e Extragcdo
em Fase Solida (EFS) para a determinagdo
simultanea de E3, E2, EE2 e E1 em amostras de
agua do rio Cuia da cidade de Jodo Pessoa-PB.

Metodologia Experimental

Foram coletadas seis amostras de agua (6L), de
um unico ponto do rio Cuia, acidificadas, filtradas
(0,45pum) e submetidas a EFS com cartuchos
SAMPLIQ C18: MetOH-HPLC (Condicionamento);
MetOH/H,O — 10/90 (Clean Up); N, (secagem) e
MetOH/ACN - 50/50 (Eluic&do). A etapa completa de
preparagcdo de cinco amostras foi estimada em
78 minutos. Apds extracdo, as amostras foram
fortificadas com trés niveis de concentragdo de
estrégenos: baixo; médio e alto. A Fig. 1 mostra um
cromatograma dos estrogenos no nivel de
fortificagcdo alto com corrida efetivada em 15
minutos.

Figura 1. CLAE-FLU de E3, E2, EE2 e E1. Modo
Isocratico (50%ACN/50%H,0), coluna C18:100A; 5y,
fluxo de 1 ml/min, Agx= 230 nm e Agm= 306 nm.
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Resultados e Discussao

Na Tabela 1 sdo apresentados os parametros
estimados de validacdo. Curvas de calibracdo de E1
(0,15 a 5,0 mg.L™") e de E2, E3 e EE2 (3,125 a
100,0 pg.L™) apresentaram boa linearidade (R* >
0,997). A precisdo, a exatiddo e a recuperacdo
foram estimadas com medidas de area de pico das
amostras fortificadas. LD e LQ se basearam na
amplitude de ruido, altura de pico e nivel de
fortificacdo baixo de E1, E2 e EE2.

Tabela 1. Pardmetros estimados de validagéo.

Nivel | DPR | Exat. | Rec. LD LQ
(9 (C4) (&)
E1 | Baixo | 11,32 | 98,50 | 85,47 0,03 | 0,08,
Médio 80,27 | (mg.L™)| (mg.L™)
Alto 87,13
E2 [ Baixo | 10,25 | 98,66 | 90,42 0,56, 1,69,
Médio 80,33 | (ng.L7)| (ug.L™)
Alto 92,8
EE2 | Baixo | 7,23 | 100,3 | 89,16 0,56_1 1,691
Médio 5 [86,99] (Mg.L7)| (ug.L?)
Alto 94,72

Para o E3 nao foi possivel estimar os parametros
de validagao em virtude da interferéncia (co-eluicao)
de substancias presentes nas amostras reais. Os
resultados da precisdo refletram a pouca
reprodutibilidade das andlises, uma vez que as
mesmas foram realizadas em dias diferentes e por
operadores diferentes o que sugere investigacdo
dessas fontes de incerteza.

Conclusodes

Foi validado um método CLAE-FLU usando EFS
apenas para a determinagdo de 17B-estradiol (E2),
estrona (E1) e 17a-etinilestradiol (EE2). Resultados
satisfatorios foram encontrados para a exatidao,
recuperacao e limites de deteccdo e quantificacéo.
O tempo total de andlise, incluindo a preparacao de
amostra, nao ultrapassou 32 minutos por amostra.
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