1l Workshop “Estudio, aprovechamiento y gestién del agua en terrenos e islas volcanicas”
Las Palmas de Gran Canaria, 2015

ISBN: 978-84-938046-4-0

DETERMINACION DE HORMONAS ESTEROIDEAS EN AGUAS DEPURADAS DE
LA ISLA DE GRAN CANARIA

Rayco GUEDES ALONSO, Zoraida SOSA FERRERA y José€ Juan SANTANA
RODRIGUEZ

Departamento de Quimica. Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. 35017. Las Palmas de Gran
Canaria, Espafia. rayco.guedes@ulpgc.es

RESUMEN

La comunidad cientifica internacional ha mostrado su preocupacion en las ultimas
décadas sobre la presencia de hormonas esteroideas en el medio ambiente, las cuales han
sido catalogadas como “compuestos disruptores endocrinos” (EDCs). Las hormonas pueden
llegar al medio a través de diferentes vias, siendo la fuente principal la descarga al medio de
los efluentes de las estaciones depuradoras de aguas residuales (EDARs), debido a la
eliminacion incompleta de estos compuestos que se produce en ellas. Las concentraciones
de hormonas presentes en el medio acuatico suelen ser del orden de ng-L™, por lo que se
necesitan metodologias analiticas sensibles y selectivas para su determinaciéon. La
extraccién en fase solida, combinada con cromatografia liquida de alta o ultra resolucion,
cumple estas condiciones por lo que se ha elegido este proceso para realizar la extraccion,
preconcentracion y determinacién de estos compuestos en aguas residuales. En el presente
trabajo se determinan 15 hormonas, pertenecientes a cuatro familias de hormonas
esteroideas, mediante extraccion en fase sélida y cromatografia liquida de ultra resolucion
con deteccion de espectrometria de masas (SPE-UHPLC-MS/MS), presentes en muestras
de aguas residuales de entrada y salida de estaciones depuradoras de la isla de Gran
Canaria.

Palabras clave: Hormonas, Extraccion en Fase Soélida, Cromatografia Liquida, Aguas
residuales.

ABSTRACT

For the last decades, the scientific community has noticed the presence of steroid
hormones in the environment which has been classified as “endocrine disrupting
compounds” (EDCs). Hormonal compounds could reach the Environment through different
ways, but the principal way is through the effluents of the wastewater treatment plants
(WWTPs), due to the incomplete removal of the compounds in them. The hormone
concentrations present in aquatic environment are about ng-L™ so it is necessary the develop
of sensible and selective analytical methods for its determination. Solid phase extraction
coupled with high or ultra-high performance liquid chromatography is
appropriate for this analysis. For this reason, this methodology has been chosen for the
extraction, preconcentration and determination of hormonal compounds in wastewater. In
this work, the determination of 15 hormonal compounds from all the subfamilies of hormones
using solid phase extraction coupled with high or ultra-high performance liquid
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chromatography with mass spectrometry detection in tandem (SPE-UHPLC-MS/MS) is
shown. This method allows the determination and quantification of hormonal compounds in
influent and effluent waters from wastewater treatment plants of Gran Canaria Island (Spain).

Key words: Hormones, Solid Phase Extraction, Liquid Chromatography, Wastewaters

INTRODUCCION

El desarrollo del mundo moderno ha llevado consigo una importante industrializacién y
una gran produccion, que han hecho que aumente la preocupacién por el Medio Ambiente y
el desarrollo sostenible. Desde esta perspectiva, es preciso suministrar informacién con un
nivel de calidad suficiente para evaluar el estado de éste. En general, podemos suponer que
mas de 100.000 compuestos quimicos diferentes pueden entrar en el Medio Ambiente,
muchos de ellos en cantidades muy pequefas. Muchos de estos compuestos no estan
recogidos en la legislacién como contaminantes. Son los denominados contaminantes
emergentes, que causan efectos sobre el ecosistema. Estos contaminantes emergentes son
compuestos que, aunque aun no estan regulados como contaminantes, son firmes
candidatos a estarlo en el futuro, dependiendo de la investigacién sobre sus potenciales
efectos toxicos y de los datos disponibles que puedan demostrar su existencia.

Las hormonas esteroideas son un grupo de compuestos dentro de los contaminantes
emergentes, las cuales se suelen clasificar en diferentes subgrupos como son los
glucocorticoides, andrégenos, estrogenos y progestagenos (Tabla 1). Las hormonas
esteroideas ayudan al control del metabolismo, inflamacién, funciones inmunoldgicas,
equilibrio de sal y agua, desarrollo de las caracteristicas sexuales y capacidad de resistir
enfermedades (Ying et al.,, 2002). El término esteroide describe tanto las hormonas
naturales producidas por el cuerpo asi como a los medicamentos producidos artificialmente
que duplican la accién de los esteroides naturales. Las hormonas esteroideas, tanto
naturales como artificiales, excretadas diariamente, alcanzan el medio a través de los
efluentes de las estaciones depuradoras de aguas residuales (EDARSs), por lo que muchos
autores han determinado que las EDARSs son la principal fuente de contaminacién del medio
acuatico por hormonas (Stafiej et al., 2007; Robinson et al., 2007). Esta contaminacion se
debe a la estabilidad, resistencia a la degradacion microbiana y biodisponibilidad de los
compuestos hormonales (Lange et al., 2002).

El hecho de que las hormonas esteroideas sean consideradas contaminantes emergentes
se debe a que diversos estudios, desde los desarrollados por Jobling y Sumpter a principios
de los anos 90, han determinado efectos tdxicos sobre organismos acuaticos. Estos efectos
comprenden cambios fisiolégicos en peces, producidos por la presencia de estrégenos
(Sumpter & Jobling, 1995), disminucién de la reproduccion de peces como el “zebra fish”
(Colman et al., 2009) o cambios de niveles de vitelogenina en organismos marinos
expuestos a concentraciones de 1 ng-L-1 de estradiol (Hansen et al., 1998).

El objetivo de este trabajo es la determinacion de 15 hormonas, pertenecientes a cuatro
familias de hormonas esteroideas, mediante extraccion en fase sélida y cromatografia
liquida de ultra resolucion con deteccidon de espectrometria de masas (SPE-UHPLC-
MS/MS), presentes en muestras de aguas residuales de entrada y salida de estaciones
depuradoras de aguas residuales de la isla de Gran Canaria, con diferentes tratamientos.
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Tabla 1. Nombre y acrénimos de los compuestos hormonales estudiados, asi como valores de
pKa, estructura quimica y tiempo de retencion.

Compuesto pKa (Scifinder Database) Estructura tgr (min)
E3 Estriol 10.3 N \}J } o 2.12

0,
PRED Prednisone 12.4 QT:j;gm 2.29
G

COR Cortisone 124 O Bf"' 2.32
Joui

OH
AN {
BOL Boldenone 15.1 ,\’/;[T.ij 2.87
JOOL
NAN Nandrolone 15.1 3 L?h( 2.93
FOOL

PR 2
PREDNL Prednisolone 12.5 ﬂ\)vfj:gl 2.45

v &
NORET  Norethisterone 13.1 T__b 2.95
= aH
E2 1783-estradiol 10.3 A 2.97
R A
H
$
E1 Estrone 10.3 s 2.99
40L
17a-
EE ethynilestradiol 103 3.00
HD- Ty
DES Diethylstilbestrol 10.2 L~ e S 3.02
. g
ry
TES Testosterone 15.1 \[/E § ﬁw? 3.15
ORG 13.1 ,f; k- 3.29
NOR Norgestrel . ) j [ j-- [ .
N :}r
Megestrol 4\{, o,
MGA acetate - dﬁ’i&?’ I 3.54
. -
PRO Progesterone -- 3.71
1] A
E N."! ",

403



R. Guedes Alonso et al. — Determinaciéon de hormonas esteroideas en aguas depuradas de la isla de Gran Canaria

METODOLOGIA
Reactivos

Todos los compuestos hormonales presentan una pureza superior al 95% y son de la
marca Sigma-Aldrich (Madrid, Espafia). Se prepararon disoluciones patréon de 1000 mg-L™
de cada compuesto, asi como una mezcla de todos los compuestos a una concentracion de
10 mg-L™", las cuales fueron guardadas a -20°C. A partir de estas disoluciones patrén se
realizaron diariamente las de trabajo. El agua ultra-pura utilizada se obtuvo a partir de un
sistema Milli-Q de Millipore (Bedford, EEUU). El metanol calidad HPLC, calidad LC-MS,
agua LC-MS, asi como el amoniaco utilizado para regular el pH de la fase movil se
obtuvieron de Panreac Quimica (Barcelona, Espana)

Toma de muestras

Las muestras se tomaron en el influente y el efluente de dos estaciones depuradoras de
aguas residuales (EDAR) situadas en el norte de la isla de Gran Canaria en los meses de
mayo y agosto de 2012 y mayo de 2013. La EDAR1 utiliza un método de lodos activos como
sistema de depuracién, mientras que la EDAR2 presenta un tratamiento de biorreactor de
membrana. Las muestras fueron tomadas en botellas de vidrio ambar de 2 L, lavadas
previamente con agua ultrapura y metanol. Una vez en el laboratorio, las muestras se
filtraron a través de filtros de membrana de 0,65 ym precedidos de un prefiltro de fibra de
vidrio (Millipore, Irlanda) y se guardaron en oscuridad a 4°C hasta el momento de ser
extraidas.

Instrumentacion

Las muestras han sido analizadas en un sistema de cromatografia liquida de ultra-
resolucion, con deteccion de espectrometria de masas en tandem (UHPLC-MS/MS) de la
marca Waters (Barcelona, Espana) formado por una bomba binaria (BSM) utilizada para
impulsar la fase moévil, un autosampler modelo 2777 equipado con una jeringa de 25 pL y
una bandeja de muestras de viales de 2 mL y un detector de espectrometria de masas de
triple cuadrupolo (TQD) con interfase de ionizacién por electrospray (ESI). Todos estos
modulos se controlan a través del software Masslynx 5.1, suministrado también por la
compania Waters (Barcelona, Espafa). Los parametros de la ionizacién por electrospray
son los siguientes: voltaje de capilar de 3 kV en modo positivo y -2 kV en modo negativo,
150 y 500°C de temperatura de la fuente y de desolvatacion, respectivamente y nitrogeno
como gas de desolvatacion a un flujo de 1000 L-hr". Como gas de colision se utilizé argén a
un flujo de 50 mL-hr™.

Las masas utilizadas para la identificacion y determinacion de cada uno de los
compuestos hormonales se presentan en la Tabla 2. Estos parametros fueron optimizados
inyectando directamente en el detector una disolucion patréon de cada compuesto
individualmente a una concentracion de 1 mg-L" a un flujp de 20 pL-min™. Asi se
optimizaron variables como los diferentes iones precursores, los voltajes de cono, los
distintos iones “hijos” o de fragmentacién y los potenciales de colision correspondientes.

Condiciones cromatograficas

La columna utilizada ha sido una ACQUITY UPLC BEH C4s de 50 x 2,1 mm y tamafo de
particula de 1,7 ym de Waters (Barcelona, Espafia) a una temperatura de 35°C. Para la
separacion cromatografica de los compuestos se utilizé6 agua con un 0,1% de amoniaco y
metanol sin aditivos con el siguiente gradiente: comienzo a 50:50 de mezcla agua:metanol,
cambio a 25:75 en 3 minutos, vuelta a las condiciones iniciales en 1 minuto y reequilibrio de
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la presion del sistema durante 1,5 minutos mas. El flujo de fase moévil fue de 0,3 mL-min™" y
el volumen de inyeccién fue de 5 L.

Tabla 2. Parametros del detector de espectrometria de masas para la determinacion de los
compuestos hormonales de estudio.

lon de cuantificacion, m/z  lon de confirmacion, m/z
(potencial de colision) (potencial de colision)

Voltaje de cono

Compuesto  lon precursor, m/z (Modo de ionizacién)

E3 287.2 65 \V (ESI -) 171.0 (37V) 145.2 (39V)
PRED 359.3 30 V (ESI +) 147.0 (15V) 237.0 (20V)
COR 361.3 30 V (ESI +) 163.0 (25V) 121.0 (45V)
PREDNL 361.3 20 V (ESI +) 147.1 (20V) 173.1 (25V)
BOL 287.2 30 V (ESI +) 121.0 (28V) 135.1 (15V)
NAN 275.2 35V (ESI +) 109.1 (20V) 83.0 (30V)
NORET 299.2 30 V (ESI +) 109.1 (25V) 91.0 (40V)
E2 2712 -65 V (ESI -) 145.1 (40V) 183.1 (31V)

E1 269.2 65 V (ESI -) 145.0 (36V) 143.0 (48V)
EE 295.2 60 VV (ESI -) 145.0 (37V) 158.9 (33V)
DES 2671 -50 V (ESI -) 2371 (29V) 2511 (25V)
TES 289.2 38 V (ESI +) 97.0 (22V) 104.0 (21V)
NORG 313.2 38 V (ESI +) 109.0 (26V) 245.1 (18V)
MGA 385.5 30 V (ESI +) 267.3 (15V) 224.2 (30V)
PRO 315.3 30 V (ESI +) 97.0 (18V) 109.1 (25V)

Extraccion de los analitos

Como método de extraccidon se ha utilizado la extraccién en fase sélida (SPE por sus
siglas en inglés) con cartuchos Sep-Pak Ci3 de Waters (Barcelona, Espana). Las
condiciones Optimas de extraccion son: 250 mL de muestra a pH = 8 y 0% de adiciéon de
NaCl, paso de lavado de 5 mL de agua Milli-Q y desorcién con 2 mL de metanol. Estas
condiciones se han obtenido como 6ptimas en el desarrollo del método de extraccién
publicado por Guedes-Alonso et al., 2013.

RESULTADOS Y DISCUSION
Parametros analiticos

Para determinar los parametros analiticos del método, asi como para cuantificar las
concentraciones en las muestras reales se realizaron curvas de calibrado diluyendo la
disolucién patrén en concentraciones de entre 1 y 100 pg-L™". Una vez obtenidas las areas
de cada concentracion para cada compuesto, se realizaron las rectas de calibracién
correspondientes, obteniéndose coeficientes de regresion lineal satisfactorios (r* > 0,99)

Los limites de deteccion (LD) y cuantificacion (LC) de cada compuesto se calcularon
utilizando la relacion entre la sefal y el ruido de fondo. Una relacion igual a 3 fue definida
como limite de deteccion, mientras que la relacion igual a 10 se escogié como limite de
cuantificacion. Los LDs obtenidos se situaron en el rango de 0,15 a 9,35 ng-L™", mientras que
los LCs obtenidos variaron entre 0,49y 31,18 ng-L'1.

La calidad y fiabilidad del método analitico se comprobaron determinando la repetibilidad
del proceso analitico asi como los porcentajes de recuperacion del proceso de extraccion,
utilizando 6 muestras (n=6). Para la repetibilidad se calculd la desviacién estandar relativa
(RSD) para cada compuesto, las cuales estuvieron siempre por debajo del 8,4%. En cuanto
a los porcentajes de recuperacion, fueron variables dependiendo de la matriz, pero
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superiores al 70% en la mayoria de los casos.
Andlisis de hormonas en aguas residuales.

El método desarrollado se aplicé a muestras de agua residual procedentes de dos
estaciones depuradoras de aguas residuales (EDARs) de la isla de Gran Canaria que
emplean diferentes tratamientos. La denominada EDAR1 utiliza un sistema de tratamiento
clasico de lodos activados, mientras que la EDAR2 emplea un método de depuracién
basado en un biorreactor de membrana. Una vez analizadas las muestras obtenidas en
mayo y agosto de 2012 y mayo de 2013, se determiné la concentracion de los compuestos
detectados. Dichas concentraciones vienen reflejadas en la Figura 1.
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Figura 1. Concentraciones detectadas de hormonas en las estaciones depuradoras de estudio.

Se puede comprobar que en la EDAR1 se detectan menos compuestos, aunque,
normalmente, en concentraciones por encima de 50 ng-L™". Por el contrario, en la EDAR2, se
detectan compuestos que no se detectan en la EDAR1, como el 17B-estradiol, el estriol o el
norgestrel, pero las concentraciones detectadas son mas bajas. Rara vez se supera en esta
depuradora el valor de 50 ng-L" para algin compuesto, excepto para el estriol en el
influente del primer muestreo, el dietilestilbestrol en las muestras del segundo o la estrona
en el influente del tercer muestreo. Comprobamos ademas que existe gran variabilidad entre
muestreos, debido principalmente a la complejidad de las muestras.

En cuanto a la eliminacién de este tipo de compuesto por parte de las tecnologias usadas
en cada EDAR, se pueden ver algunas tendencias, aunque seria necesario aumentar el
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numero de muestreos para determinar una eliminacion real. En la EDAR1 se produce una
eliminacion superior al 88% para todos los compuestos, excepto para el dietilestilbestrol, que
presenta una baja eliminacién en el segundo muestreo y un aumento de la concentracién
durante la depuracién en el primero. En la EDAR2 ocurre algo parecido, pues todos los
compuestos detectados en el primer muestreo se eliminan totalmente o sus concentraciones
son mas bajas, con excepcion del norgestrel, aunque su concentracion en el efluente es de
menos de 10 ng-L™". En esta EDAR el dietilestilbestrol si se elimina parcialmente (entre un 5
y un 34%) y sélo aumenta la concentracion de testosterona en el segundo muestreo, que
pasa de 3,5 ng-L™" en la muestra de entrada a casi 8 ng-L™" en el efluente. Finalmente, hay
que destacar que en ambas depuradoras se produce una buena eliminacion de los
compuestos hormonales en el tercer muestreo al detectarse concentraciones de
compuestos hormonales sélo en la muestra de influente de ambas.

CONCLUSIONES

Se ha desarrollado un método analitico para determinar compuestos hormonales en
aguas residuales procedentes de la isla de Gran Canaria. EI método es sensible,
reproducible, con limites de deteccion y de cuantificacion en el rango de 0,15 a 9,35 ng-L'1,
y 049 y 31,18 ng-L'1, respectivamente, adecuados para el estudio de este tipo de
contaminantes emergentes en el medio acuaticos. Una vez desarrollado, el método se utilizd
para determinar compuestos hormonales en muestras de influente y efluente de dos
estaciones depuradoras de aguas residuales que utilizan diferentes tecnologias de
depuracion.

En ambas EDARs se detectaron diversos compuestos hormonales (hasta 5 diferentes en
la EDAR1 y hasta 8 diferentes en la EDAR2) en concentraciones normalmente inferiores a
50 ng-L”", aunque en algunos casos las concentraciones para compuestos como el
dietilestilbestrol, la estrona o el estriol, fueron mas altas, llegando hasta casi 300 ng-L'“. En
cuanto a la eliminacién de los compuestos, se produce una alta eliminacion de los
compuestos hormonales durante el proceso de depuracién, excepto para algunos
compuestos como el dietilestilbestrol.
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