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Otimizagdo e validag¢do de metodologia para determinagdo de
horménios sexuais em matrizes aquosas por SPE e GC/MS:
determinacdo de horménios sexuais em matrizes aquosas

Os hormonios sexuais tém sido considerados contaminantes emergentes do ecossistema aquético e podem desencadear sérios problemas na base da cadeia
alimentar. O objetivo deste estudo foi otimizar uma metodologia analitica, envolvendo extragdo em fase sélida (SPE) com C18 de Estriol, Estradiol e Testosterona
em matrizes aquosas e sua determinagdo por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC/MS). O estudo foi desenvolvido utilizando amostras
aquosas fortificadas, sendo avaliados: volume de amostra, pH, volume de eluigdo com diclorometano no processo de SPE. Para avaliar a metodologia otimizada,
foram analisadas amostras de esgoto sanitario fortificado e ndo fortificado. O método mostrou precisdo (RSD 8,6 e 12,4%), recuperagdo (121,2 e 120,6%), LDs
(0,022 e 0,015 g L-1) e LQs (0,073 e 0,053 pg L-1), aceitos para as faixas de pg L-1 (para estradiol e testosterona), o estriol apresentou recuperagdes de 48,2% e
RSD de 20,7%. A aplicagdo da metodologia em amostras reais permitiu detectar a presenca de testosterona e estradiol nas amostras de efluentes de esgoto
doméstico.

Palavras-chave: Contaminantes emergentes; Disruptores enddcrinos; Extragdo em fase sdlida.

Optimization and validation of methodology for determining sex
hormones in aqueous matrices by SPE and GC/MS: determination of
sex hormones in aqueous matrices

Sex hormones have been considered contaminants emerging from the aquatic ecosystem, and can trigger serious problems at the base of the food chain. The
objective of this study was to optimize analytical methodology, involving solid phase extraction (SPE) with C18 of Estriol, Estradiol and Testosterone in aqueous
matrices and its determination by gas chromatography coupled with mass spectrometry (GC/MS). The study was developed using aqueous fortified samples, being
evaluated: volume de amostras, pH, volume de eluigdo com diclorometano no processo de SPE. To evaluate the optimized methodology, samples of fortified and
unfortified sanitary sewage were analyzed. The method showed precision (RSD 8.6 and 12.4%), recovery (121.2 and 120.6%), LDs (0.022 and 0.015 ug L-1), and LQs
(0.073 and 0.053 pg L-1) accepted for the pg L-1 ranges (for estradiol and testosterone), estriol showed recoveries of 48.2% and RSD of 20.7%. The application of
the methodology to real samples allowed to detect the presence of testosterone and estradiol in the sewage effluent samples.
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INTRODUGAO

Os hormdnios sdo mensageiros quimicos que respondem pela comunicagao entre diferentes tipos
de células. Dentre os hormonios sexuais, os estrogenos vém recebendo bastante destaque em estudos, por
serem extremamente ativos biologicamente e por estarem relacionados a etiologia de varios tipos de cancer
(VIALLI, 2014). A relevancia dos hormonios estrogénicos na perturbacdo enddcrina se deve: a alta afinidade
dos estrdogenos aos receptores presentes nos organismos de outras espécies permitindo a agdo, mesmo em
baixissimas concentracdes (ng L?); a ampla excrecdo destes hormdnios por seres humanos e por outros
animais nas fezes e urina; e ao posterior despejo dos esgotos, tratados ou ndo, nos ecossistemas aquaticos
(TEIXEIRA et al., 2018).

A testosterona é o principal hormonio sexual masculino e um esteroide anabolizante. Em humanos
e animais do sexo masculino, a testosterona desempenha um papel fundamental no desenvolvimento de
tecidos reprodutores masculinos, como testiculos e préstata, bem como a promog¢do de caracteristicas
sexuais secunddrias, como o aumento da massa muscular, aumento e maturacao dos 0ssos e o crescimento
do cabelo corporal. Além disso, a testosterona esta envolvida na salde, no bem-estar e na prevengao da
osteoporose. Niveis insuficientes de testosterona nos homens podem levar a anormalidades, incluindo
fragilidade e perda éssea (TUCK et al., 2009).

O hormodnio estradiol é um mediador de suma importancia para o crescimento, diferenciacdo e
funcdo de diversos tecidos alvos, incluindo os sistemas reprodutivos masculinos e femininos, a glandula
mamaria e os sistemas cardiovascular e esquelético (COSTA, 2018). Na pré-menopausa, em mulheres
saudaveis, mais de 90% do estradiol é sintetizado pelos ovdérios, onde a androstenediona, seu percursor, é
convertido em estrona e posteriormente metabolizado em estradiol. Esta conversdo é mediada por
aromatases da familia do citocromo P450, podendo este processo ocorrer nos tecidos extragonadais como o
cérebro, musculo, osso, tecido adiposo e na mama (MORSELLI et al., 2017).

O Estriol é um estrégeno natural que esta presente na circulagdo sanguinea das mulheres e aumenta
suas concentragdes plasmaticas durante a gravidez. Trata-se de um metabdlito oriundo da oxidacdo do
Estradiol. No que diz respeito a ocorréncia ambiental, tem sido detectado em diversos paises (DALLEGRAVE,
2013). Com a crescente preocupac¢do ambiental cientifica, quanto a presenca dessas substancias no meio
ambiente e seus efeitos cada vez maiores, muitos pesquisadores tém otimizado metodologias para o
desenvolvimento de andlise em matrizes ambientais. Busca-se desta forma metodologias que permitam o
controle dos niveis destes contaminantes, para que sirvam de ferramentas em estudo de degradacdo e
monitoramento destes hormoénios em efluentes e ambientes hidricos que possam vir a receber estes
contaminantes, como rios e lagos (SOUZA et al., 2015).

Basicamente, a analise de hormdnios sexuais compreende as etapas de extracdo e pré-concentracdo
do analito, eliminacdo de interferentes, separacdo, deteccdo e sua quantificagdo. As técnicas analiticas mais
utilizadas para quantificacdo de hormoénios sexuais em amostras ambientais estdo fundamentadas em
técnica cromatografica (SOUZA et al., 2015). Dentre elas destaca-se a cromatografia gasosa com detector de
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massas (do inglés gas chromatography coupled to mass spectrometry GC/MS), cromatografia gasosa com
espectrOmetro de massa em série (GC/MS?) (HE et al., 2019), cromatografia liquida com detector por arranjo
de diodos (LC-DAD) (QUEIROZ et al., 2013) e cromatografia liquida com espectrometria de massas (LC-MS)
(GOEURY et al., 2019).

Estas técnicas necessitam de etapas de extracdo, pré concentracdo e clean up em fungdo dos niveis
de concentracdo dos analitos, presenca de interferentes e efeito de matrizes nas amostras, desta forma, o
objetivo deste estudo foi otimizar metodologia analitica, envolvendo extragdo em fase sdlida (SPE) com C18
de Estriol, Estradiol e Testosterona, em matrizes aquosas e a sua determinacao por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (GC/MS) utilizando derivatizacdo com MSTFA (N-metil-N-trimetilsilil-

trifluoroacetamida).

MATERIAIS E METODOS
Material, Solugdes e Reagentes

Foram utilizados para o preparo das solugdes de trabalho: Estradiol Base, marca Infinity Pharma, grau
de pureza 97%; Estriol Base, marca Infinity Pharma, grau de pureza 97%, Testosterona Base, marca Infinity
Pharma, grau de pureza 97%; Solventes: Acetonitrila, grau de pureza 99,98% (Merck), Metanol, grau de
pureza 99,99% (Merck), Diclorometano, grau de pureza 99,99% (Merck), todos destilados; dgua ultrapura
obtida através de sistema de purificacdo MiliQ (Milipore Co). Cartuchos para SPE C18 (Chromabond® EC 6,0
mL/1000 mg) foram utilizados para otimiza¢do da extracdo em fase sélida, adquiridos da Sulpelco (Bellefonte,
PA, USA). Para a derivatizagcdo foi utilizado N-metil-N-trimetilsilil-trifluoroacetamida (MSTFA, Sigma —
Aldrich), grau de pureza 98,5%, em ampolas de 1,0 mL.

As solucGes estoques individuais de cada analito (Estradiol, Estriol, Testosterona), foram preparadas
pesando- se 200 mg de cada analito e avolumando-as, o estradiol e a testosterona com acetonitrila e o estriol
com metanol a 10,0 mL obtendo-se solu¢des estoques a 20 g L. As solucdes de trabalho foram preparadas
a partir de diluicGes, desta solugdo, em acetonitrila para que o metanol ndo reagisse com o agente

derivatizante, afetando a etapa de derivatizacdo. As solu¢Ges foram estocadas em um freezer a - 4°C.

Anilise cromatografica - GC/MS

Para determinac¢do dos compostos foi utilizado um cromatégrafo a gas acoplado a um espectrometro
de massas da Shimadzu, modelo GC/MS - QP2010 Ultra, equipado com uma coluna OV-5MS (30,0 m x 0,25
mm x 0,25 um), com uma temperatura de inje¢do de 250 °C, volume de injecdo de 1 L pelo modo SPLITLESS,
com gés de arraste Hélio com fluxo de 1,0 mL min, com 280 °C de temperatura na interface e 200 °C na
fonte de ions. Os espectros de massas foram obtidos através eletro-ionizacdo a 70 eV. A programacdo do

forno foi variada conforme a Tabela 1, sendo o espectrometro de massas operado em modo SCAN e SIM.
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Derivatizacao

Todo o extrato a ser derivatizado foi transferido para frascos de 1,0 mL, onde foram adicionados 0,5
mL de diclorometano, e 40 pL de derivatizante (MSTFA), passando por um banho de areia a 80°C por 30
minutos, esfriado e avolumado para 1,0 mL para posterior analise por GC/MS segundo Orata (2012). Os

hormaonios passaram a ser referidos neste estudo como Horménio TMS.

Extra¢do em fase solida — SPE

Foi empregada uma solucdo aquosa de 50 pg L a partir da diluicdo da solucdo estoque de 2000 mg
L' em acetonitrila da mistura dos trés analitos. Para o acondicionamento dos cartuchos C18, utilizou-se 2,0
mL de metanol seguido de 1,0 mL de agua ultrapura, e como eluente utilizou-se diclorometano. Foram
avaliados volume de amostra (100 e 200 mL), pH de 3,0 e 7,0 da amostra (o ajuste de pH foi feito com uma
solugdo de &cido cloridrico 0,1 mol L?) e volume de elui¢cdo 5,0 e 10,0 mL com diclorometano. Para a
otimizacao, foi verificado a precisdao do método, através do desvio padrao relativo em porcentagem (RSD %),
calculado a partir dos resultados de repeti¢des (triplicatas) do processo de SPE e recuperagao considerando

50 pg L™ como 100%.

Otimiza¢ao do método cromatografico

Para a otimizacdo do método cromatogréifico foram preparadas solu¢des a 1000 mg L! em
acetonitrila de cada analito sendo derivatizados separadamente, cada solugdo estoque foi cromatografada
isoladamente em modo SCAN, para determinacdo da ordem de saida através dos tempos de retencdo, e
identificacdo dos principais ions no espectro de massas. As condi¢cdes cromatograficas foram adaptadas a
partir de Dallegrave (2013). Posteriormente buscando melhora na resolucdo dos picos cromatograficos,
foram variadas diferentes condi¢des de programac¢Ges de temperatura do forno, utilizando uma mistura dos
analitos a 1000 mg L't em diclorometano. As condi¢des de analise do GC/MS estdo apresentadas na Tabela
1.

A linearidade foi avaliada através da construcdo de curva de calibragdo numa faixa de 10 a 200 pgL™
dos padrdes. Os estudos de precisdo foram determinados através do cdlculo do desvio padrdo relativo das
areas obtidas a partir da repeticdo de 5 vezes do padrdo de 100 pg L. Os limites de deteccdo (LD) e
quantificagdo (LQ) foram calculados com base na andlise do sinal de brancos considerando 3 vezes desvio
padrdo para LD e 10 vezes o desvio padrdo para LQ e dividido pelo coeficiente angular das curvas analiticas

respectivamente (IUPAC, 1997).

Tabela 1: Programacdo de temperatura para analises cromatografica dos hormonios.

Condigdes 1° programagao 2° programacgao 3° programagao

Rampa de | 150°C (2min) — 10°C/min — 300°C | 200°C (Omin) — 5°/min — 300°C | 150°C (Omin) — 5°C/min — 300°C
aquecimento (15min) (15min) (15min)

Modo de leitura SCAN SCAN SCAN

SCAN — Varredura total para m/z entre 35 a 500; SIM Select lon Monitoring
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Aplicacdo da metodologia em amostra real

Apds a otimizagdo de todas as etapas e para avaliar os efeitos de matriz, a metodologia foi aplicada
a 3 amostras de efluentes de esgoto: Efluente esgoto bruto (EEB); Efluente de esgoto tratado (EET); Efluente
de esgoto tratado fortificado (EETF).

As amostras de efluente de esgoto foram obtidas, na lagoa de estabilizacdo que possui uma area de
quatro hectares e sua capacidade é de 7.500 m? por dia. Esta lagoa tem o objetivo de minimizar a carga
poluidora dos efluentes de esgotos das residéncias e industrias. Onde os residuos sdo tratados antes de
serem lancados no Arroio Santa Barbara e apds para o Canal Sdo Gongalo. As amostras de efluente foram
coletadas (500 mL) na entrada e na saida das lagoas de estabilizacdo. Amostragem foi realizada em abril
de 2019, com o auxilio de frascos de vidro, os quais foram acondicionados sob-refrigeracdo a -4°C e
transportados até o laboratério. As amostras antes das analises foram filtradas com papel filtro, para que se
retirassem os residuos sélidos suspensos. As amostras EETF foram obtidas através da fortificacdo da amostra
da saida da lagoa de estabilizacdo com 50 pg L partir da solucdo estoque de 2000 mg L't em acetonitrila da

mistura dos trés analitos. Os ensaios foram feitos em triplicatas acompanhados de analises de brancos.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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Figura 1: Cromatogramas modo e espectro de massas em modo SCAN: (A) Estradiol TMS, (B), Testosterona TMS e (C)
Estriol TMS.

Com base no estudo cromatografico de cada analito, isolado e em modo SCAN, foi possivel
determinar ordem de saida de cada Hormonio TMS, a Figura 1 apresenta o cromatograma para cada
composto com os tempos de retengdo e seus respectivos espectros de massa. Selecionaram-se os ions com
razdo massa/carga (m/z) 416 e 285, 432 e 360 e 311 e 504 para estradiol, testosterona e estriol, sendo estes

utilizados para o modo SIM. Foi possivel observar que o padrao de testosterona apds a derivatizagao
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constituia-se de uma mistura de Androsterona (Tr 17,028 min) e Testosterona (Tr 17,128) sendo neste
trabalho, tratadas através da soma das areas e expressas como testosterona.

Inicialmente foram utilizadas as condi¢des descritas por Dallegrave (2013), descrita programa 1
temperatura expressa na tabela 1 por CG/MS. O cromatograma obtido esta apresentado na Figura 2A, o
composto 1 estradiol TMS apresentou um tr de 16,976 minutos seguido da testosterona e androsterona
(composto 2a em 17,023 min e composto 2b em 17,143 min) e o composto 3 estriol com tr de 18,806 min.

(Figura 2)

ic)

©

%

Figura 2: Cromatogramas para mistura de padrao derivatizado a 1000 mg L%, durante a otimiza¢io do método
cromatografico.

Tentando reduzir os tempos de retencao, modificou-se a programacao do forno, a elevacao da
temperatura (200°C) promoveu a reduc¢do do tempo de reten¢do, mas, houve co-eluicdo e perda na resolucédo
do estradiol e testosterona (Figura 2B), mesmo com rampa de temperatura mais suave (Figura 2C).

Para o aumento da sensibilidade a detec¢do no espectrémetro de massas foi alterada do modo SCAN
para modo SIM, empregando os ions m/z, previamente selecionados. Podemos verificar na Figura 2D os picos
relativos aos ions m/z 432 do estradiol TMS, 416 da testosterona TMS, encontrando-se praticamente
resolvidos, ndo interferindo nas determinagBes quantitativas, uma vez que estes sdo especificos de cada
analito, um ndo estd presente no espectro do outro. Também se observa o clean up eletrénico com o
desaparecimento de alguns contaminantes. Estas condi¢des reunidas foram utilizadas para as demais etapas
do estudo. A tabela 2 apresenta as figuras de mérito para o método cromatografico. Os dados demonstram
gue o método se comporta de forma linear com r2 de 0,995 para estradiol, 0,991 para testosterona e 0,998

para estriol.

Tabela 2: Figuras de mérito para o método cromatografico otimizado.

Hormonios TMS Equagdo da reta R? LD (ugL?) LQ (pg L) RSD (%)
Estradiol y=40,6-15,1 0,995 2,2 7,3 7,5
Testosterona y=50,9-31,1 0,991 1,5 51 5,4
Estriol y=30,8+82,7 0,998 1,8 5,9 5,1

r2 = coeficiente de correlagdo linear; LD = limite de detec¢do; LQ = limite de quantificacdo; RSD%= desvio padrio relativo
em % (coeficiente de variagao).

O limite de deteccdo (LD) e o limite de quantificacdo (LQ) encontrado foram: 2,2 e 7,3 ug L' para o
estradiol, 1,5 e 5,1 pg L para a testosterona e 1,8 e 5,9 pg L para estriol, respectivamente. Estes valores
sdo inferiores aos descritos por Araujo (2006), que encontrou LD 16,4 a 80 pg L e LQ 49 a 250 pg L? para
uma gama de hormonios estrogénios, utilizando cromatografia liquida e detecgdo ultravioleta. Os RSD %
indicaram que o método foi preciso, estando em uma faixa de 5,1% a 7,5%, segundo Wood (1999) valores
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menores que 20% s30 aceitos para esta faixa de concentrac3o (10 a 200 pg L), além disso, estes valores
estdo em acordo com Campos (2018) que encontrou valores 6,3% a 7,6% seguindo o critério do INMETRO
(2016) que também estabelece valores aceitdveis menores 20% para analise de substancias em niveis trago

por GC/MS.

Otimizacao do SPE

O volume de 100,0 mL garantiu recuperagdes 121,2% e 120,6% para o estradiol e testosterona, com
um CV inferior 20% o que representa uma precisdo aceitavel. Para amostra com concentrages na ordem de
ug L recuperacdes na faixa de 50 a 120% e CV de até 20% sdo adequadas segundo Brito et al. (2003) que
apresenta estes valores em seu trabalho “Validacdo de métodos analiticos” e estdo em acordo com as
descritas por Filippe (2018) que encontrou 20 a 120%, porém, para o estriol o método apresentou uma
recuperacao de 48,2% o que pode ser justificado por este composto apresentar 3 hidroxilas o que favorece
sua interacdo com a matriz aquosa. Recuperagdes entre 40 e 101% foram descritas por Silva et al. (2011),
para determinacdo de CE utilizando a técnica de SPE para dgua de rio e efluentes domésticos.

Aumentado o volume para 200,0 mL observa-se uma queda das recuperagdes com valores inferiores
a 40%, acompanhados do aumentou dos valores de RSD% (Tabela 3) indicando uma perda na repetibilidade
do processo. Neste volume ja ocorre a lixiviagdo dos compostos retidos na fase extratora (volume de
Breakthrough). Novamente o estriol apresentou o menor valor de recuperacdo em funcdo da sua polaridade

sendo assim, o volume de amostra a ser percolado no processo de SPE com C18 foi definido em 100,0 mL.

Tabela 3: Recuperag¢des do Método SPE com C18 em fungdo do Volume e estudo de precisdo

Hormonios 100 (mL) RSD (%) 200 (mL) RSD (%) LD* (pug L?) LQ* (ug L)
Estradiol 121,2 8,6 35,1 24,9 0,022 0,073
Testosterona 120,6 12,4 40,3 23,5 0,015 0,051
Estriol 48,2 20,7 2,3 35,9 0,018 0,059

LD = limite de detec¢doo; LQ = limite de quantificagdo; RSD%= desvio padrao relativo em %, (coeficiente de variagdo).
* calculado para 100,0ml de amostra.

Quanto ao estudo dos volumes de eluicdao dos analitos adsorvidos, estes foram detectados apenas
nos primeiros 5 mL de DCM, ficando definido, portanto, o volume de 5,0 mL deste solvente. Quando
comparados os resultados de recuperagao utilizando 100,0 mL da solu¢ao aquosa com o pH 3 e pH 7, ndo se
observou alteragdo. Portanto optou-se por utilizar pH 3 que restringe a ionizagdo dos hormonios, como
descrito na bibliografia (DALLEGRAVE, 2013).

Para o método SPE com C18 otimizado, os LD’s variam entre 0,015 a 0,022 e para os LQ’s variam
entre 0,051 a 0,073, estando na mesma faixa como descrita em outros estudos. Baronti et al. (2000),
determinou estriol em niveis de 24 - 188 ng L'* em esgoto doméstico na Itdlia, o estradiol foi encontrado de
0,5 - 17,0 ng L'* em esgoto doméstico na Itélia e Holanda (JONHSON et al., 2000) e 0,021 pgL! em esgoto
doméstico no Brasil (TERNES et al., 1999) e Kolpin et al. (2002) encontrou 0,116 pg L de testosterona em

agua natural nos EUA.
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Aplicacdo da metodologia em amostra real

A Figura 3A compara os cromatogramas resultantes das andlises das amostras EETF e EET em modo
SCAN, pode-se verificar a presenca dos picos referentes aos analitos no cromatograma EETF que ndo foram
detectados no EET, além de uma série de outros compostos co-extraidos. Estes compostos co-extraidos
podem explicar a influéncia da matriz, o que foi comprovado através da redugdo nas recuperagdes dos
hormonios descritas na tabela 3 (121, 2%; 120,6% e 48,2%) para 71,4%; 40,3%; e 27,7% para estradiol,
testosterona e estriol, respectivamente (tabela 4). RecuperagGes de 71,4% ainda sdo consideras aceitaveis
para estradiol (BRITO, 2003) (tabela 4), estando em acordo com recuperacdes encontradas por Jaukovi¢, et

al., (2017), onde obteve recuperac¢des entre 70% - 114% de hormonios esteroides em aguas residuais.
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Figura 3: Cromatogramas dos extratos de efluente esgoto tratado (EET) e efluente esgoto tratado fortificado EETF. (A)
modo SCAN; (B) modo SIM.

O estudo nas amostras reais também apresentou precisdes adequadas com RSD% abaixo de 20%. A
reducdo da recuperagdo pode ser justificada pela concorréncia nos sitios ativos do SPE com outros compostos
presentes na matriz. O grupo octadecil ligados a silica (C18) interagem com compostos organicos hidrofébicos
pela acdo das forcas de Van der Waals (CHRISTIAN, 1994) estes resultados indicam que estudos futuros de
otimizacdao aumentando a massa de adsorvente podem vir a melhorar estas recuperacoes.

A Figura 3B compara os cromatogramas resultantes das analises das amostras EETF e EET em modo
SIM. Esta imagem evidéncia o clean up eletronico produzido neste modo de andlise. Comparando a figura 3B
com a 3A observa-se uma redugdo nos picos da matriz, tanto na quantidade quanto na intensidade. O
aumento da area dos picos dos analitos em relagdo aos picos da matriz comprova o aumento da sensibilidade
promovida pela analise cromatografica em modo SIM. A Tabela 4 apresenta os resultados para os niveis de
hormonios em amostras reais (EETF, EET, EEB) bem como o desvio padrao relativo (%). Foi possivel quantificar

os analitos apenas nas amostras EETF.

Tabela 4: Niveis de Hormbnios em amostras reais.

Hormonios EETF (ug L?) RSD (%) REC EEB EET
Estradiol 35,7 7,5 71,4 D D
Testosterona 20,2 20,0 40,3 D D
Estriol 13,8 18,0 27,7 ND ND

EETF: efluente esgoto trato fortificado; REC: recuperagdo; RSD%= desvio padrdo relativo em % (coeficiente de variagdo).
; EEB: efluente esgoto bruto; EET: efluente esgoto tratado D: detectado; ND: ndo detectado.

Ao aplicar a metodologia otimizada, SPE com C18 e GC/MS em modo SIM, as amostras EEB e EET foi

possivel detectar a presenca de estradiol e testosterona em ambas, numa faixa de 0,02 ug L a 0,07 pg L?
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para o estradiol e 0,02 pug L't a 0,05 pg L'! para testosterona (os niveis destes analito situaram-se entre LD e
o LQ descritos na tabela 3. Estes resultados indicam ineficiéncia da lagoa de estabilizagcdo na redugdo destes
analitos uma vez que foram detectados na mesma faixa em amostras obtidas na entrada (EEB) e na saida da
lagoa (EET).

Estes compostos foram descritos por outros autores em amostras de efluentes de esgoto, como
Pessoa et al. (2014) que determinou concentragdes de hormonios sexuais em regides de seca, no Ceara na
faixa de 0,776 ug L't a 3,180 pg L, ja as concentracdes encontradas por Ferreira (2013) em esgoto do Rio de

Janeiro estiveram na faixa de ng L'* em acordo com os resultados apresentados neste estudo.

CONCLUSOES

A metodologia otimizada neste estudo, combinando extracdo em fase sélida (SPE) com C18,
derivatizagdo com MSTFA e quantificagdo no modo SIM por GC/MS apresentou potencial para determinacdo
tanto da testosterona como estradiol em efluentes de esgoto sanitario podendo ser aplicada a outros analitos
com estrutura quimica similar. O método apresentou precisado, recuperac¢do e exatiddo aceitas para as faixas
de pg L. A aplicagdo da metodologia a amostras reais permitiu detectar a presenca de testosterona e

estradiol tanto em amostra de esgoto doméstico bruto quanto tratado sinalizando a ineficiéncia do

tratamento para estes analitos.
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