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RESUMO

Atualmente, frente a percepgao do homem sobre a necessidade de se preservar o ambiente e da busca incessante
pelo desenvolvimento sustentavel, a protecdo das fontes de &gua natural é de longe um dos fatores mais
preocupantes para a conservacgdo da vida. O aumento de sensibilidade na deteccdo de poluentes quimicos e seus
efeitos bioldgicos, com o advento de novos métodos, tém chamado a aten¢do da comunidade cientifica para os
contaminantes que ainda ndo eram detectados ou considerados de risco. Estes sdo denominados contaminantes
emergentes, 0s quais tém uso no dia-a-dia e ainda ndo sdo regulamentados como poluentes pela legislag&o.
Neste trabalho buscou-se uma metodologia capaz de separar e identificar cinco compostos considerados
interferentes enddcrinos; cafeina, ciprofloxacina, dietilestilbestrol (DES), 17a-etinilestradiol e 178- estradiol,
utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a um detector de arranjo de diodos (HPLC-DAD).

PALAVRAS-CHAVE: Interferentes enddcrinos, contaminantes emergentes, aguas de abastecimento,
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC-DAD).

INTRODUCAO

O aumento de sensibilidade na detec¢do de poluentes quimicos e seus efeitos biolégicos, com o advento de
novos métodos, tém chamado a atencdo da comunidade cientifica para os contaminantes que ainda ndo eram
detectados ou considerados de risco. Estes sdo denominados contaminantes emergentes, 0s quais tém uso no
dia-a-dia e ainda ndo séo regulamentados como poluentes pela legislacdo (ALDA et al, 2003).

Dentre os compostos classificados como contaminantes emergentes estdo incluidos alguns farmacos de
diferentes classes como: analgésicos, antiinflamatérios, drogas psiquiatricas, antilipémicos, antibiéticos (de uso
humano e veterinario), contrastes de raio X, hormdnios e esterdides, além de componentes presentes em
protetores solares, produtos de higiene pessoal como fragrancias contendo grupos nitro e ftalatos, inseticidas
repelentes e anti-sépticos, bem como os surfactantes amplamente utilizados no consumo doméstico
(RAIMUNDO, 2007).

Dentre estes, destacam-se alguns compostos chamados interferentes enddcrinos (IEs), que sdo substancias com
propriedades que podem provocar alteragdes no sistema enddcrino de animais e humanos. Eles constituem uma
classe de substancias ndo definidas pela sua natureza quimica, mas pelo seu efeito biolégico. Sdo compostos
organicos hormonalmente ativos que podem causar distdrbios no sistema enddcrino mesmo em baixas
concentragdes (RAIMUNDO, 2007).
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O interesse no estudo dos interferentes endocrinos é relativamente recente e foi motivado a partir de
observacBes sobre a ocorréncia de anormalidades no sistema enddcrino de animais submetidos a exposicdo a
alguns compostos organicos. Alteragdes cronicas no desenvolvimento e na reproducdo de vérias espécies
presentes em diferentes compartimentos ambientais tém sido atribuidas a ocorréncia de uma grande variedade
de substancias quimicas, principalmente em sistemas aquaticos naturais. Mesmo em concentragdes-trago, alguns

compostos exdgenos, sintéticos ou naturais, tém sido detectados em amostras de,éguas superficiais em todos os
continentes do planeta, principalmente em funcéo da atividade antrépica (SODRE et al, 2007).

A origem da hip6tese da acdo dos interferentes enddcrinos deve-se a acontecimentos importantes, tais como, o
aparecimento de cancer no sistema reprodutivo de filhas de mulheres que usaram DES (dietilestilbestrol) na
gravidez, entre os anos de 1940 a 1970 (TERNES, 2001); anomalias no sistema reprodutivo observadas em
jacarés que habitavam um lago na Flérida contaminado com o pesticida DDT e seu metabélito DDE3 e um
estudo na Dinamarca que relata o declinio da qualidade do sémen de homens durante aproximadamente 50
anos, entre os anos de 1938 e 1990 (BIRKETT e LESTER, 2003).

Diante da contextualizacdo exposta e tendo em vista a crescente preocupacdo ambiental dedicada aos
“interferentes enddcrinos”, principalmente no Brasil, faz-se necessario uma avaliagdo da ocorréncia de
interferentes endécrinos nos agudes da Regido Metropolitana de Fortaleza, principalmente naqueles destinados
ao abastecimento publico.

Dessa forma o presente trabalho tenta Propor uma metodologia capaz de separar, identificar e quantificar a
cafeina, ciprofloxacina, ofloxacina, dietilestilbestrol, 17 a-etinilestradiol e 17 p-estradiol utilizando
cromatografia liquida (HPLC-DAD).

MATERIAIS E METODOS

Até o presente momento, foram realizados experimentos a fim de se desenvolver e otimizar um método que
fosse capaz de separar € identificar os cinco compostos escolhidos (cafeina, ciprofloxacina, dietilestilbestrol, 17
a-etinilestradiol e 17 B-estradiol) por HPLC-DAD, figura 1.

17p- Estradiol 170- Etinilestradiol Dietilestilbestrol

Figura 1 — Estrutura quimica dos interferentes endécrinos estudados.

REAGENTES E PADROES

Foram utilizados padrdes de estrogénios e farmacos com pureza minima de 98%, que foram obtidos da Sigma-
Aldrich. Os solventes organicos de grau cromatografico, metanol (MeOH), acetonitrila (ACN) e acetona, foram
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obtidos da J.T.Baker. Agua desionizada foi obtida a partir do sistema Milli-Q. Para a acidificacio da fase
mével, foi empregado acido fosférico (HsPO,) P.A., da marca Vetec.

Inicialmente foi preparada solugdo padrdo estoque de cada composto na concentragdo de 1000,0 mg.L™ em
metanol grau HPLC. Em seguida foi preparada uma solu¢cdo multi contendo os cinco compostos escolhidos
numa concentracdo de 100,0 mg.L™ em metanol grau HPLC . Também foi preparada uma solucio de &cido
fosforico 0,11% (m/v) em &gua ultrapura Milli-Q.

EQUIPAMENTO UTILIZADO

A separacdo por HPLC foi realizada em um aparelho Shimadzu, modelo 20A, equipado com uma coluna de
separacdo Hichrom, modelo HI-5C18-250A, de 250 mm de comprimento e 4,6 mm de didmetro interno. Foi
empregado um detector na regido do ultravioleta com arranjo de fotodiodo, modelo SPD-M20A. O volume de
injecdo manteve-se constante e igual a 20,0 pL em todas as medidas.

No desenvolvimento da andlise cromatografica foi avaliada inicialmente a eficiéncia da separacdo dos cinco
compostos da solugdo multi 100,0 mg.L™.

Foram testadas como fase moével (FM): MeOH e H3PO,4 0,11% e ACN e HsPO,4 0,11%. Foram testados dois
tipos de eluigdo: isocratica e gradiente.

RESULTADOS PRELIMINARES OBTIDOS

A primeira parte do trabalho consistiu no desenvolvimento de um método analitico que pudesse ser aplicado a
determinacéo simultanea das cinco substancias escolhidas para serem monitoradas em &guas superficiais.

Durante a realizagdo das analises utilizando-se como fase mével metanol e acido fosforico 0,11% observou-se
que 0s compostos apresentavam-se coeluidos. Dessa forma, a FM formada de MeOH e H;PO, 0,11% foi
descartada dos experimentos.

Nas andlises utilizando FM acetonitrila e acido fosforico 0,11%, foram testados a eluicdo isocrética e por
gradiente. Dentre essas, a eluicdo por gradiente se mostrou mais adequada do que a isocratica, uma vez que 0s
picos com eluigdo isocratica apresentaram-se coeluidos.

Foram testados 11 gradientes de eluicdo da FM acetonitrila e acido fosforico 0,11%, onde a percentagem de
ACN em &cido variou de 10 a 100%. Os tempos de analise variaram entre 12 e 42 minutos, as vazdes de FM
também variaram de 0,8; 1,0; 1,4 e 2,0 mL.min™ e a temperatura do forno variou entre 28 e 35°C.

A Figura 2 apresenta o cromatograma obtido quando foi injetado uma solugdo multi 100 mg.L™ utilizando o
seguinte gradiente de eluicdo: Aumento de 10 até 100% de ACN em 10 minutos, retornando a 10% de ACN
em 4 minutos. O fluxo inicial foi de 1,4 mL.min" e apés 5 minutos de corrida o fluxo foi aumentado para 2,0
mL.min™. A temperatura do forno mantida em 35°C.
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Figura 2- Cromatograma de uma solucéo multi 100 mg.L™ contendo os cinco compostos em
metanol, FM composta por ACN e &cido fosférico 0,11%, obtido por HPLC-DAD com absorgéo em 280
nm.

Como pode ser observado na figura 2, os compostos 1, 2, 3, 4 e 5 podem ser detectados, separadamente,
quando se utiliza esse gradiente.

Padrdes individuais foram analisados nessas condigBes para se obter a ordem de eluicdo dos compostos. A
figura 3 mostra os cromatogramas dos cinco compostos injetados individualmente, foi utilizado o mesmo
gradiente de elui¢do da solugdo multi.

1 Cafeina | ] cipronoxacina

100 17a -Etinilestradiol . 17 B-estradiol

o] Dietilestilbestrol

Iy —
1] e 70 80 M) "}
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Figura 3- Cromatogramas dos cinco compostos injetados individualmente. Gradiente de elui¢ao:
aumento de 10 até 100% de ACN em 10 minutos, retornando a 10% de ACN em 4 minutos. Fluxo inicial
de 1,4 mL.mine apés 5 minutos, o fluxo foi aumentado para 2,0 mL.min™*. A temperatura do forno
mantida em 35°C.
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De acordo com a figura 3 podemos concluir que cada composto apresenta um tempo de retencdo caracteristico,
e dessa forma podemos atribuir nomes aos respectivos nimeros da figura 2. A tabela 1 apresenta os tempos de
retencdo e 0 comprimento de onda caracteristico para cada composto analisado.

Tabela 1- Tempos de retencdo e 0 comprimento de onda caracteristico para cada composto analisado.

Tempo de Retencédo Comprimento de onda
Composto Nome . o
(min) caracteristico (nm)
1 Cafeina 55 269
2 Ciprofloxacina 5,7 278
3 17 B-estradiol 8,8 280
4 17 a-etinilestradiol 9,0 280
5 Dietilestilbestrol 9,4 270

Com os resultados preliminares apresentados acima, podemos concluir que o método analitico desenvolvido
para a separacdo e identificacdo dos compostos de interesse pode ser utilizado posteriormente para a
quantificacdo desses compostos, considerados interferentes enddcrinos, nas aguas dos agudes que abastecem a
regido metropolitana de Fortaleza. No entanto, pode-se ainda buscar uma otimizagdo do presente método a fim
de se conseguir uma melhor separacdo nos picos da cafeina e ciprofloxacina.

Vale salientar ainda que, o gradiente utilizado no desenvolvimento do método permitiu que a andlise fosse
realizada em apenas 10 minutos, com baixo gasto de ACN, o que vem a ser uma vantagem gquando comparado
com outros gradientes aqui testados, os quais chegaram a um tempo de analise de 42 minutos.

O trabalho tera continuidade durante os préximos meses no intuito de se realizar a validacdo do método
analitico. Os parametros analiticos normalmente utilizados para a validagdo de métodos de separagdo sdo:
seletividade, linearidade, precisdo, exatidao, limite de deteccdo e limite de quantificagdo. (Lancgas, 2004)

Tao logo validado, o método serd utilizado nas andlises das éguas dos acudes que abastecem a regido
metropolitana de Fortaleza.

CONCLUSOES

Com base nos trabalhos até agora realizados, pode-se concluir que:

Para as andlises dos interferentes enddcrinos utilizados (cafeina, ciprofloxacina, 17a- etinilestradiol, 17B-
estradiol e dietilestilbestrol) a fase mével que permite uma melhor separacdo dos picos é a formada por
acetonitrila (ACN) e &cido fosférico 0,11%;

O tipo de eluicdo que mostrou-se mais adequada foi a por gradiente;

Dentre os 11 gradientes de eluicdo testados, o que melhor apresentou a separacdo e identificacdo dos
compostos de interesse foi 0 programado como: Aumento de 10 até 100% de ACN em 10 minutos, retornando
a 10% de ACN em 4 minutos. O fluxo inicial foi de 1,4 mL.min> e apés 5 minutos de corrida o fluxo foi
aumentado para 2,0 mL.min™ e a temperatura do forno mantida em 35°C.
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