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RESUMO

O uso de aguas superficiais para tratamento e fornecimento para consumo humano tem sido 0s principais
motivos de preocupacao acerca da contaminacéo das fontes de 4gua. Tém chamado a atencdo da comunidade
cientifica os contaminantes que ainda ndo eram detectados ou considerados de risco (contaminantes
emergentes), 0s quais tém uso no dia-a-dia e ainda ndo sdo regulamentados como poluentes pela legislag&o.
Dentre os compostos classificados como contaminantes emergentes estdo incluidos alguns farmacos de
diferentes classes como: analgésicos, anti-inflamatérios, drogas psiquiatricas, antilipémicos, antibiéticos, dentre
outros. Dentre estes, destacam-se alguns compostos chamados interferentes endécrinos (IEs), que sdo
substancias com propriedades que podem provocar alteracfes no sistema endécrino de animais e humanos. Para
analise destes compostos, uma técnica que vem sendo bastante aplicada é a Cromatografia Liquida de Alta
Resolugdo (HPLC). Logo, este trabalho teve como objetivo desenvolver metodologia para identificacdo e
analise de compostos emergentes em amostras de dgua por cromatografia liquida de alta resolucéo acoplada a
um detector de arranjo de diodos (HPLC/DAD).

PALAVRAS-CHAVE: Interferentes enddcrinos, contaminantes emergentes, cromatografia (HPLC — DAD).

INTRODUCAO

Produtos quimicos sdo amplamente utilizados na sociedade moderna, sendo produzidos mundialmente em larga
escala para as mais variadas aplicagdes. No entanto, uma das desvantagens da producao e utilizacdo destes esta
nos residuos que sdo gerados, sejam eles derivados diretamente das atividades industriais ou produzidos apds
seu consumo pela sociedade, que podem impactar de forma negativa o meio ambiente.’

A presenca de micropoluentes em aguas — poluentes presentes em concentragdes de pg L™ e ng L™ — tem
despertado o interesse da comunidade cientifica. Farmacos, interferentes enddcrinos (IEs) e poluentes
organicos persistentes (POP) sdo as classes mais investigadas pelos efeitos no meio ambiente.?

Os interferentes enddcrinos sdo definidos como agentes exdgenos que interferem na sintese, transporte,
recepcdo, acao, ou eliminacdo dos estrogénios naturais do corpo e abrangem uma grande faixa de classes de
estruturas distintas, dentre as quais estdo os hormdnios estrogénicos ou estrogénios.>®
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O interesse no estudo dos interferentes enddcrinos € relativamente recente e foi motivado a partir de
observacGes sobre a ocorréncia de anormalidades no sistema enddcrino de animais submetidos a exposicao a
alguns compostos organicos. Alteragdes cronicas no desenvolvimento e na reproducdo de varias espécies
presentes em diferentes compartimentos ambientais tém sido atribuidas a ocorréncia de uma grande variedade
de substancias quimicas, principalmente em sistemas aquéaticos naturais. Mesmo em concentracdes-traco, alguns
compostos exdgenos, sintéticos ou naturais, tém sido detectados em amostras de aguas superficiais em todos 0s
continentes do planeta, principalmente em funcdo da atividade antrépica.’

O grande progresso na instrumentacdo analitica nos Gltimos anos e o desenvolvimento de técnicas de extragdo
mais robustas possibilitaram a deteccdo e identificagdo de novos compostos em faixas de concentracdo mais
baixas, contribuindo, assim, para o melhor entendimento do problema de contaminac&o do meio ambiente.®

Dessa forma os contaminantes emergentes tém sido determinados nas mais variadas matrizes ambientais como
aguas, efluentes industriais, solos, sedimentos, emissdes gasosas, amostras biolégicas (urina, sangue, leite,
saliva, tecidos, etc), alimentos e até ovos de passaros,'® sendo que as matrizes aquosas s30 as mais analisadas.™
13

Os analitos que mais tém chamado atengdo da comunidade cientifica e, por isso, sdo 0s mais estudados, sdo 0s
principios ativos de farmacos, substancias classificadas como interferentes enddcrinos e substancias contidas em
produtos de higiene pessoal, devido ao fato de que até as mais modernas estacGes de tratamento de agua e
efluentes ndo apresentam processos de tratamento capazes de degrada-los ou elimina-los completamente,
principalmente 0s contaminantes emergentes que apresentam alta solubilidade em &gua ou sdo pouco
degradaveis, como farmacos polares.?****

O presente trabalho tem por objetivo desenvolver metodologia para a validagdo de um método capaz de
analisar os compostos emergentes em amostras de dgua por cromatografia liquida de alta resolucéo acoplada a
um detector de arranjo de diodos (HPLC-DAD).

MATERIAIS E METODOS

Inicialmente foi realizado um procedimento para a separacdo e quantificacdo dos cinco compostos escolhidos
empregando HPLC-DAD, em seguida, foram avaliados métodos de extracdo dos analitos baseados em extracdo
em fase solida SPE.

Foram utilizados padrfes de estrogénios (dietilestilbestrol, 17 a-etinilestradiol ¢ 17 B-estradiol) e farmacos
(cafeina, ciprofloxacina) com pureza minima de 98%, que foram obtidos da SIGMA-ALDRICH, Figura 1.
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Figura 1: Estrutura quimica dos compostos estudados.

Os solventes organicos de grau cromatografico, metanol (MeOH), acetonitrila (ACN) e acetona foram obtidos
da J.T.BAKER. Agua deionizada foi obtida a partir do sistema MILLI-Q. Para a acidificacdo da fase movel, foi
empregado acido cloridrico (HCI) P.A., da marca VETEC.
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SolugBes estoque de 1000 mg/L dos compostos cafeina, ciprofloxacina, 17f-estradiol, 17a-estradiol e
dietilestilbestrol foram preparadas através da dissolugao de 10 mg do analito em 10 mL de MeOH grau HPLC.
Solugdo multielementar de concentracdo 10,0 mg/L foi preparada em metanol grau HPLC, a partir das solucBes
individuais, e diluidas para as concentracdes requeridas.

Os parametros utilizados para validagdo do método foram: linearidade, limite de deteccdo, limite de
quantificacdo, precisdo e eficiéncia da extragdo em fase sdlida.

A linearidade foi avaliada pela resposta em fungdo da concentracdo do analito, a qual foi estudada em um
intervalo de concentracdo que variou de 0,01 a 1,0 pg/mL para a cafeina e 0,005 a 0,5 ug/mL para a cipro, E2,
EE2 e DES. A linearidade foi determinada pelo coeficiente de correlagdo (r?), obtido pelo grafico relacionando
a resposta do equipamento em funcéo de 7 concentragdes do analito. Para estimar os coeficientes das curvas
analiticas, utilizou-se 0 método da regressao linear.

A determinacdo da linearidade das curvas analiticas foi feita a partir de padrfes analiticos preparados em
metanol, nas concentra¢bes de 0,01; 0,05; 0,1; 0,2; 0,5; 0,8 e 1,0 pg/mL para cafeina e 0,005; 0,008; 0,01;
0,05; 0,1 e 0,5 pg/mL para cipro, E2, EE2 e DES e injetadas em triplicata. Apds as injegdes foram calculados a
média das éreas, a estimativa do desvio-padrdo (s), o coeficiente de variacdo (CV) e a equacdo da regressdo
linear da curva analitica para cada analito.

Os limites de deteccdo (LD) e de quantificagdo (LQ) foram calculados a partir do método baseado em
parametros da curva analitica, uma vez que esse método é considerado de maior confiabilidade, pois leva em
consideracéo o intervalo de confianca da regressao linear. *® As equacdes utilizadas para o célculo do LD e LQ
sdo apresentados nas Equacdes 1 e 2.

DP_x3
LD = :—C (1)
DP_. x10
LQ = —%—
Q Ic @

Onde, DP, ¢ a estimativa do desvio padrdo do coeficiente linear da equacéo; e IC € a inclinagdo ou coeficiente
angular da curva analitica.*®

A precisdo foi avaliada em termos de repetibilidade através do célculo da estimativa do coeficiente de variagéo
(CV) para um nimero de sete repeticdes, de acordo com a Equacao 3.

cv (%) _ Desvio Padrio x 100 -

Concentracio Média

No estudo de extracdo dos compostos foram testados trés cartuchos comerciais: HyperSep C18 (Thermo
Scientific), HLB (Oasis) e DVB (Supelco) de 500 mg/6 mL cada. A extracdo foi realizada percolando 250 mL
de agua Milli-Q fortificada com 0,04 pg/mL dos cinco padrdes nos cartuchos HLB e DVB, no cartucho C18 a
agua foi fortificada com 0,4 pg/mL dos padrdes. Os cartuchos foram previamente condicionados ¢ o fluxo foi
mantido em 2 mL/min durante toda a extragdo. As amostras pré-concentradas foram injetadas em duplicatas no
cromatografo liquido (HPLC-DAD). A Tabela 1 mostra as condi¢des utilizadas na metodologia de extrago dos
cinco compostos.
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Tabela 1: Testes de extracdo preliminares para definicdo da metodologia.
Cartucho Dopagem Condicionamento Eluicéo
5 mL ACN
+
c18 0,4 5 mL MeOH 1x3 mL-MeoH
pg/mL +
5 mL H,0 1 x 2 mL MeOH
5mL ACN
+
HLB 0,04 5 mL MeOH 1 x 3 mL MeOH
pg/mL + +
5 mL H,0 1 x2 mL MeOH
5 mL ACN
+
DVB 0,04 5 mL MeOH 1 x 3 mL MeOH
pg/mL + +
5 mL H,0 1x2 mL MeOH

A avaliagdo dos cartuchos foi realizada em termos de recuperacéo (%) dos IEs.

O método para a determinacdo dos compostos cafeina, ciprofloxacina, 17B-estradiol, 17f-estradiol e
dietilestiloestrol em &gua foi otimizado utilizando Cromatdgrafo Liquido de Alta Resolu¢do (HPLC), marca
Shimadzu, modelo 20 A. Foi empregado um detector na regido do ultravioleta com arranjo de diodos (DAD),
modelo SPM-M20A. Para separacdo foi utilizada a coluna CLC — ODS (M), de 250 mm de comprimento e 4,6
mm de didmetro interno. O volume de inje¢cdo manteve-se constante e igual a 20,0 pL. em todas as medidas.

RESULTADOS

O gradiente de concentracdo e as condi¢cdes cromatograficas utilizadas no método estdo descritas na Tabela 2.

Tabela 2: Gradiente de concentra¢do do método empregado para anélise dos 5 compostos de interesse.
Comprimento de onda igual a 280 nm.

Tempo Solv. A (%)* Solv. B (%0)** Fluxo

0 min. 90 10 1,0
10 min. 50 50 1,0
10,5 min. 50 50 2,0
17 min. 20 80 2,0
19 min. 90 10 1,0
25 min. FIM FIM FIM

* Agua MILI-Q pH 2,0; ** Acetonitrila grau HPLC.
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Inicialmente foram injetadas solugdes individuais dos compostos (10,0 mg/L) para determinacdo do tempo de
retencdo de cada composto e em seguida uma solugdo multielementar (5,0 mg/L) para verificar a separacdo dos
compostos. A Figura 2 mostra o cromatograma obtido na separacdo dos compostos.
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Figura 2 - Cromatograma de uma solucéo multi (5,0 mg/L) contendo os cinco compostos em MeOH
grau HPLC. (1) Cafeina, (2) Ciprofloxacina, (3) 17p-estradiol, (4) 17a-estradiol e (5) Dietilestilbestrol.

Neste trabalho, a padronizacdo externa foi empregada para a quantificacdo dos compostos de interesse nas
amostras de agua superficial. Os limites de deteccdo e de quantificacdo foram determinados pelo método
baseado nos pardmetros da curva analitica e estdo mostrados na Tabela 3 juntamente com a faixa linear de
trabalho para cada composto.

Tabela 3: Parametros de validacio dos interferentes endécrinos cafeina, ciprofloxacina, 17p-estradiol
(E2), 170-etinilestradiol (EE2) e dietilestilbestrol (DES).

Pacto i "ty pontos cunva C el et
Cafeina 8,78 10 - 1000 5 Y =51046x — 206,49 0,9999 2,078 6,926
Cipro 9,53 5-500 5 Y =26051x — 232,05 0,9990 1,722 5,741
E2 14,24 5-500 4 Y =4022,6x — 47,623 0,9994 2,418 8,060
EE?2 14,72 5-500 5 Y =3075,3x + 35,64 1,000 1,850 6,168
DES 15,33 5-500 5 Y = 11325x + 975,72 0,9997 4,277 14,256
Legenda:

Tr — Tempo de retencdo;

r? — Coeficiente de correlacdo linear;
LD - Limite de deteccdo;

LQ - Limite de quantificacdo.

De acordo com a Tabela 3 observa-se que, dentro das faixas lineares estudadas, o método analitico por HPLC-
DAD atendeu as exigéncias da ANVISA, pois os valores dos coeficientes de correlag&o (r?) foram superiores a
0,99.

O limite de deteccdo (LD) obtido pelo método na determinacéo simultanea dos cinco interferentes endécrinos
em estudo variou de 1,722 — 4,2477 nug/L, e o limite de quantificagdo (LQ) variou de 6,168 — 14,256 pg/L. Ndo
foi encontrado na literatura nenhum estudo que tenha envolvido a determinagdo simultnea desses cinco
compostos em estudo por HPLC-DAD, dessa forma fica dificil realizar algum tipo de comparagdo quanto aos
limites de deteccdo e quantificacdo do método proposto.

A precisdo do método cromatografico empregado nesse trabalho foi avaliada por meio da repetibilidade
intradia. A precisao intradia foi representada pela concordancia entre os resultados de oito medidas sucessivas
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do método, efetuadas pelo mesmo analista, sob as mesmas condi¢cdes de analise, no mesmo instrumento, no
mesmo local e no mesmo dia, no intervalo de tempo de horas. A Figura 3 apresenta os valores dos coeficientes
de variacdo para cada um dos compostos estudados.
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Figura 3 - Repetibilidade dos resultados obtidos para uma solugdo-padréo contendo 1,0 mg L™ de cada
um dos cinco compostos expressa por meio do coeficiente de variacdo (CV) para um ndmero de oito
repeticGes realizadas no mesmo dia.

Os coeficientes de variacdo foram inferiores a 5 % para todos 0s 5 compostos. A ANVISA nédo admite valores
de CV superiores a 5 % para determinacdo de farmacos em medicamentos, mas para a determinacdo destes em
amostras mais complexas como soro, sangue ou plasma é permitido CV de até 15 % .*°

Como ndo ha uma legislacdo especifica para a determinacdo desses farmacos em aguas superficiais, os limites
admitidos para CV pode variar quando se valida o método com padrdes ou avalia a precisdo através de uma
replicata da mesma amostra de agua superficial, sendo que os limites de CV devem ser menos rigorosos para
esse (ltimo, por se tratar de uma matriz mais complexa.'’

Os ensaios para os testes de recuperagdo utilizando extragdo em fase solida (SPE) estdo em andamento até o
presente momento.

Os estudos para avaliar a percentagem de recuperagdo dos analitos foram realizados utilizando cartuchos, C18,
DVB e HLB. Um volume de 250 mL de solugdo aquosa de concentragdo de 40 pg/L dos interferentes
enddcrinos foram percolados nos cartuchos DVB e HLB previamente condicionados. No cartucho C18 a
concentragdo utilizada foi de 400 pg/L. A eluigdo foi feita utilizando 5 mL de MeOH.

A Figura 4 apresenta os percentuais de recuperacdo dos cinco compostos estudados nos diferentes cartuchos de
extracéo testados.
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Figura 4 - Teste de recuperagéo para cinco compostos empregando-se extracdo em fase sélida em 3
diferentes cartuchos e determinacéo cromatogréafica por HPLC-DAD.
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Os valores obtidos para a recuperacdo da ciprofloxacina (cipro) e do dietilestilbestrol (DES), para o cartucho
C18, foram insatisfatérios. O cartucho DVB apresentou resultados satisfatorios para a cafeina (98,6 %) e para a
cipro (62,9 %), no entanto, ndo foram detectadas recuperacdo dos hormdnios (E2, EE2 e DES).

O cartucho Oasis HLB apresentou resultados de recuperacdo satisfatérios para a cafeina e para os hormdnios
(E2, EE2 e DES), no entanto, para o farmaco ciprofloxacina a recuperacéo foi insatisfatdria (35,5 %).

Liu et al. (2004) analisaram diversos tipos de materiais adsorventes visando um alto valor de recuperacdo dos
contaminantes, sendo que o cartucho que apresentou melhor recuperacéo foi o Oasis HLB, chegando a um
valor de 118% para os estrogénios E2 e EE2."°

Esse resultado pode ser confirmado por Ghiselli (2006) e por Huang et al. (2011), os quais encontraram valores
6timos de recuperacio (82-95%) utilizando cartucho Oasis HLB.?> #* Quando grupos hidrofilicos, como N-
vinilpirolidona, sdo adicionados aos sorbentes poliméricos, estes tornam o material mais efetivo na retencédo do
analito, especialmente para amostras ambientais.”? A maior eficiéncia dos materiais poliméricos pode ser
atribuida ao tipo de interacdo entre o analito e o sorbente. Este fato é atribuido porque a superficie do grupo
hidrofilico contém um nimero maior de sitios aromaticos, o que permite interagdes do tipo m-m, enquanto que a
interaggg do grupo funcional do analito e a silica modificada (C-18) seja devido as forgas do tipo van der
Waals.

Com os resultados de extracdo obtidos, optou-se por utilizar o cartucho DVB para a extracdo da ciprofloxacina
e o cartucho HLB para a extragdo da cafeina e dos horménios, 17B-estradiol, 17a-etinilestradiol e
dietilestilbestrol.

CONCLUSOES

Com base no trabalho realizado, concluiu-se que:

Para identificacéo e quantificagdo dos compostos por HPLC-DAD foi construido um gradiente de concentragdo
com solucédo &cida pH 2 (com HCI) e acetonitrila (ACN), programado da seguinte maneira: A proporcao de
ACN em agua variou de 10 até 80 % em 17 minutos. Essa proporcéo diminuiu para 10% de ACN nos Gltimos 2
minutos, permanecendo constante até um tempo final de corrida de 25 minutos. O fluxo variou de 1,0 até 2,0
mL min™ no tempo de corrida de 10 a 17 minutos;

Foram obtidas curvas de calibragio com excelentes coeficientes de correlaco, r’ > 0,999:

Os limites de deteccdo (LD) e quantificagdo (LQ), bem como a precisao (em termos de repetibilidade) também
foram satisfatorios, verificados através dos valores de coeficiente de variagdo (CV);

O cartucho DVB apresentou melhor percentual de recuperacdo para a ciprofloxacia, e o cartucho HLB foi
escolhido como para a extragdo dos outros compostos.
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