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APPLICATIONS OF HIGH PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY FOR THE STUDY OF EMERGING ORGANIC
POLLUTANTS. Emerging organic pollutants (EOP) include many environmental contaminants based on commercial products such

as pharmaceuticals, personal care products, detergents, gasoline, polymers, etc. EOP may be candidates for future regulation as they

offer potential risk to environmental and human health due to their continual entrance into the environment and to the fact that even

the most modern wastewater treatment plants are not able to totally transform / remove these compounds. High performance liquid

chromatography is recommended to separate emerging organic pollutants with characteristics of high polarity and low volatility,

especially pharmaceuticals, from environmental matrices.

Keywords: emerging organic pollutants; high performance liquid chromatography; environmental contaminants.

INTRODUCAO

Produtos quimicos sdo amplamente utilizados na sociedade mo-
derna, sendo produzidos mundialmente em larga escala para as mais
variadas aplicacdes. No entanto, uma das desvantagens da producio
e utilizagdo destes estd 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
0 meio ambiente.!

Ao longo dos tltimos anos, agéncias ambientais regulatérias dos
paises desenvolvidos vém tentando estabelecer procedimentos de ca-
racterizagdo e controle de substincias prejudiciais a0 meio ambiente e
mais especificamente & saide humana.” Os chamados poluentes orgé-
nicos, como o agrotdxico DDT (diclorodifeniltricloroetano), sio um
topico de grande destaque dentro da ciéncia e tecnologia ambiental,
sendo determinados desde os anos 70 em baixas concentragdes nas
matrizes ambientais.>*

Atualmente a Agéncia de Prote¢ao Ambiental dos E.U.A. (USE-
PA, United States Environmental Protection Agency) apresenta uma
lista com mais de 120 poluentes prioritdrios*>e a Comissao Europeia
sobre Meio Ambiente (European Commission for Environment)
designa 132 compostos perigosos ao meio ambiente®® sendo 12
deles classificados como as mais toxicas substincias conhecidas, os
chamados poluentes organicos persistentes (POP).

POLUENTES ORGANICOS EMERGENTES

Poluentes organicos emergentes (POE) ou simplesmente conta-
minantes emergentes referem-se a qualquer composto quimico pre-
sente numa variedade de produtos comerciais como medicamentos,
produtos de uso veterindrio, embalagens de alimentos, produtos de
higiene, agrotdxicos, etc., ou ainda qualquer micro-organismo, que
podem ser encontrados em matrizes ambientais e biolgicas, que nao
sdo usualmente monitorados ou que ainda ndo possuem legislacio
regulatéria correspondente, mas que apresentam risco potencial a saide
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humana e ao meio ambiente”* Como risco potencial a saide humana
e ao meio ambiente pode-se citar a disfun¢do no sistema enddcrino
e reprodutivo de seres humanos e dos animais, abortos espontaneos,
distirbios metabdlicos e incidéncia de neoplasias malignas, além da
indugdo de bactérias mais resistentes.*!* Ao contrario dos POP, ndo
necessitam ser persistentes para causar efeitos negativos devido a en-
trada continua desses compostos no meio ambiente, como resultado de
processos industriais, descarte de produtos comerciais ou ainda por sua
excregdo na forma nao metabolizada ou metabolizada, sendo langados
diretamente nos corpos d’dgua ou na rede de esgotos. Também podem
ser descartados no solo e sedimentos, o que leva a contaminacdo de
mananciais superficiais por escoamento e aquiferos por infiltragao. !¢

A Tabela 1 traz a listagem das principais classes de poluentes
organicos emergentes.

O grande progresso na instrumentagao analitica nos tltimos anos e
o desenvolvimento de técnicas de extragdo mais robustas possibilitaram
a detecc@o e identificagiio de novos compostos em faixas de concentra-
¢do mais baixas, contribuindo, assim, para o melhor entendimento do
problema de contaminag@o do meio ambiente.®!” Dessa forma POE tém
sido determinados nas mais variadas matrizes ambientais como dguas,
efluentes industriais, solos, sedimentos, emissdes gasosas, amostras
bioldgicas (urina, sangue, leite, saliva, tecidos, etc), alimentos e até ovos
de passaros,'® sendo que as matrizes aquosas sio as mais analisadas.'!
Os analitos que mais tém chamado a atengdo da comunidade cientifica
e, por isso, sdo os mais estudados, sdo os 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 estacoes de tratamento de dgua e efluentes nio apresentam
processos de tratamento capazes de degradd-los ou elimind-los comple-
tamente, principalmente os POE que apresentam alta solubilidade em
dgua ou sdo pouco degradéveis, como farmacos polares.!1210

CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA
APLICADA AO ESTUDO DOS POE

As separagdes em quimica ambiental geralmente envolvem as
duas técnicas cromatograficas mais conhecidas: a cromatografia
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Tabela 1. Principais classes de poluentes organicos emergentes
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<11,12,14

Classe

Exemplos

Produtos farmacéuticos
Antibidticos
(uso humano ou veterinario)

Analgésicos e anti-inflamatdrios

Drogas de uso psiquidtrico

Reguladores lipidicos e seus
metabolitos

B-Bloqueadores

Meio de contrastes de raio-X

Contraceptivos
Produtos de higiene pessoal

Fragrancias

Protetores solares
Repelentes de insetos
Antissépticos
Interferentes endécrinos
Retardantes de chama

Aditivos industriais

Surfactantes
(n@o idnicos)
Aditivos de gasolina

Inibidores de corrosio

Horménios naturais

Agrotoxicos

Hidrocarbonetos poliaromaticos
(PAH)

Bifenilas policloradas
(PCB)

Ftalatos

Dioxinas e Furanos

Drogas de abuso

clorotetraciclina, eritromicina, sulfa-
metoxazol, lincomicina, trimetoprim

acido acetilsalicilico, diclofenaco,
paracetamol, cetoprofeno,
acetoaminofeno, ibuprofeno

diazepam, fluoxetina, carbamazepina,
paroxetina

benzafibrato, dcido clofibrico,
acido fenofibrico

atenolol, propanolol, metoprolol,
betaxolol

iopamidol, diatrizoato, Iopromida,
Tomeprol

etinilestradiol, desogestrel, mestranol

almiscares nitrados, policiclicos e
macrociclicos

benzofenonas, parabenos
N, N-dietiltoluamida

triclosano, clorofeno

difenil éteres polibromados (PBDE)

acido etilendiaminotetra-acético
(EDTA), acido nitriloacético (NTA)

alquilfendis lineares, carboxilados
(SPC) e etoxilados (APEO),
compostos perfluorados

metil-z-butil éter (MTBE)
benzotriazois, benzotiazois

17B-estradiol, progesterona,
testosterona, estrona

atrazina, clordano, dieldrin,
hexaclorobenzeno

benzo[a]pireno, fluoranteno,
antraceno, naftaleno

3,3’,4,4’- tetraclorobifenil (PCB 77),
3,4,4°,5-tetraclorobifenil (PCB 81)

dietilftalato, dibutilftalato

2,3,7,8-tetracloro-p-dioxina
(2,3,7,8-TCDD)

anfetaminas, cocaina,
tetra-hidrocanabinol, 3,4- metileno-
dioximetanfetamina (MDMA)

liquida de alta eficiéncia (HPLC, high performance liquid chro-
matography) e a cromatografia gasosa (GC, gas chromatography).
Diagramas de polaridade-volatilidade podem esquematizar de
forma didética qual a técnica de separagdo a ser utilizada, dividindo os
poluentes organicos de acordo com suas propriedades fisicoquimicas
de volatilidade e polaridade.?> A Figura 1 pode ser interpretada da
seguinte forma: poluentes voldteis e semivoldteis, ndo polares/lipo-
filicos sdo frequentemente separados por cromatografia gasosa. As
separagdes por cromatografia gasosa podem utilizar detectores uni-
versais como detector de ionizagao por chama (FID, flame ionization
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detector) ou ainda detectores de maior detectabilidade e seletividade,
como o detector por captura de elétrons (ECD, electron capture
detector) ou detector de nitrogénio e fésforo (NPD, nitrogen—phos-
phorus detector).”> A deteccao utilizando espectrémetro de massas
(MSD, mass selective detector) e ioniza¢ao por impacto de elétrons
tornou-se a mais utilizada, devido aos excelentes limites de detecgio
e as possibilidades de utilizacdo de softwares de tratamento de dados
com bibliotecas contendo milhares de espectros de massas para con-
firmacdo das estruturas dos compostos analisados. Este vem sendo
o detector mais utilizado para determinagao de poluentes organicos
volateis ou semivoldteis por GC.

Hidrofilico

i

Polaridade

Lipofilico

-]
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Volatilidade e

N&o-volateis

Figura 1. Faixa de aplica¢do da HPLC e GC para determinacdo de poluentes
orgdnicos emergentes baseados em suas propriedades fisico-quimicas de
polaridade e volatilidade Adaptado da ref. 22

Meétodos baseados na HPLC sdo adequados para uma variedade de
compostos organicos que apresentam polaridade mais alta e volatili-
dade mais baixa ou ainda elevada instabilidade térmica, caracteristicas
de alguns POE,?* o que pode ser visto através da Figura 2.
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Figura 2. Posicdo de alguns dos poluentes orgdnicos emergentes no diagrama
de polaridade volatilidade. Adaptado da ref. 22

Propriedades fisico-quimicas dos analitos

O conhecimento das propriedades fisico-quimicas dos analitos é
de extrema importancia para evitar problemas na quantifica¢do, que
podem estar relacionados com reagdes secunddrias, com impurezas
ou degradacdes na sua estrutura durante a aplicacdo do método
analitico. Por exemplo, os antibi6ticos tetraciclinas podem interagir
de forma irreversivel com os fons metdlicos residuais presentes nos
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sorventes dos cartuchos de extraciio em fase sdlida a base de silica
modificada com grupos alquila (C,,, C,, etc) e certos metais podem
catalisar a abertura do anel de B-lactamas. Esse problema pode ser
resolvido adicionando-se um agente quelante a matriz a ser extraida
(Na,EDTA, por exemplo), ou substituindo o sorvente dos cartuchos
por material polimérico.”

A solubilidade dos analitos na amostra ambiental e no solvente
de elui¢do, assim como na fase movel a ser utilizada, também merece
atencd@o. Por exemplo, alguns antibidticos formam complexos lipo-
filicos insoldveis em dgua quando na presenca de cdtions de metais
alcalinos. Além disso, os padrdes das penicilinas sofrem metandlise,
quando solubilizados em metanol, devendo ser preparados em ace-
tonitrila ou em outro solvente compativel.”

Durante a etapa de deteccio, quando se utiliza um espectrometro
de massas (MS), pode ocorrer algum tipo de fragmentagdo caracte-
ristica do analito, dependendo da faixa de pH que se encontra. Por
exemplo, a eritromicina em solucio dcida apresenta uma perda de
massa de 18 Da, correspondente a perda de uma molécula de dgua.”

Um dos parametros criticos a serem observados durante a deter-
minacdo dos POE, principalmente fdrmacos, € o que se refere ao pH
da amostra pois, em muitos casos, o pH do meio determina a forma
quimica do analito em solucdo e, consequentemente, interfere na efici-
éncia da extracdo. Por exemplo, o baixo percentual de recuperacao do
processo de extracio de quinolonas foi melhorado apés acidificagio
da solucdo em pH 2,5. No entanto, € importante escolher uma faixa
de pH onde também nio ocorra degradagio dos analitos.”

POE com caracteristicas dcidas, como analgésicos e anti-inflama-
térios ndo esteroidais (diclofenaco, naproxeno, dcido acetilsalicilico,
etc.) ou bdsicas, como farmacos de uso psiquidtrico (fluoxetina, car-
bamazepina, etc.) ou analgésicos (morfina, codeina, etc.), necessitam
do ajuste do pH da fase mével, onde seu valor depende do pKa dos
compostos a serem analisados.'® A concentragdo de tampio reco-
mendada fica na faixa entre 2-20 mmol L para evitar problemas de
solubilidade na fase mdvel, bem como facilitar o modo de ionizag¢do
quando se utiliza o detector MS.!¢

Métodos de extracio, limpeza e concentracio dos analitos

A etapa de extracdo, limpeza (clean-up) e concentragdo € uma
das mais importantes quando se realiza a determina¢@o de POE, uma
vez que as concentracdes desses analitos nas matrizes ambientais ou
bioldégicas complexas sdo baixas, podendo chegar até ng L .16

A extrac¢do em fase sélida (SPE, solid phase extraction) é atu-
almente a técnica mais empregada para amostras liquidas, como
matrizes de dguas superficiais e efluentes.'®?* Os materiais sorventes
dependem das caracteristicas de acidez dos compostos analisados.
Para antibidticos, medicamentos antifungos e antiparasitdrios de
uso humano e veterinario, os materiais sorventes mais utilizados
s@o os cartuchos com sorvente de copolimero divinilbenzeno e N-
vinilpirrolidona que, por apresentarem caracteristicas de interacio
mista hidrofilica-lipofilica, podem extrair analitos de média a alta
polaridade, apresentando os melhores percentuais de recuperagio.?
Para extracdo de analitos com caracteristicas mais bdsicas, como
farmacos de uso psiquidtrico (por exemplo, fluoxetina, sertralina,
etc.) e B-bloqueadores (por exemplo, propanolol, metoprolol, etc.)
podem ser utilizados sorventes de copolimero divinilbenzeno e
N-vinilpirrolidona modificados com grupos sulfonato, para troca
cationica. Para analitos com caracteristicas dcidas, como farmacos
da classe dos anti-inflamatdrios ndo esteroidais (por exemplo,
diclofenaco, naproxeno, etc.) podem ser utilizados sorventes com
grupos dimetilbutilamina, capazes de realizar troca anidnica, ou a
base de silica modificada com C ;. Uma alternativa € a utilizacao
de cartuchos em série, como utilizados na extragdo de 15 farmacos
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com caracteristicas distintas de acidez (bésicos, neutros e dcidos)?’
ou na determinagdo de antibiGticos da familia das -lactamas em
amostras de alimentos de origem animal.?® Para eluigdo dos analitos,
sdo utilizados solventes com caracteristicas polares, como acetona,
metanol, acetonitrila e acetato de etila.'® 252

A extracdo em fase s6lida em linha (on-line solid-phase extrac-
tion) aparece como um procedimento promissor devido as vantagens
desse tipo de extracao, principalmente devido a pequena manipulacio
de amostra em fun¢do da automagdo do processo extrativo, o que
reduz os riscos de contaminagéo e o tempo de anélise.?>?

A microextra¢do em fase sélida (SPME, solid phase micro-extrac-
tion) inicialmente foi utilizada para separagdes por GC. No entanto,
essa técnica de extracdo pode ser aplicada também a HPLC, devido
as vantagens que apresenta, como alto poder de concentragdo dos
analitos sem a necessidade do uso de solventes, sendo utilizada para
determinagdo de antibiéticos em amostras de leite e anti-inflamatdrios
esteroidais em urina.*

A microextragdo em fase liquida com a utilizagdo de membranas
de polipropileno (LPME, liquid-phase microextraction) € aplicada a
amostras aquosas, oferecendo como vantagem a possibilidade de se
utilizar uma pequena quantidade de amostra e de solvente extrator.
Na LPME, analitos com elevado coeficiente de parti¢do podem atin-
gir elevados fatores de concentracdo, uma vez que sao transferidos
por difusdo de um volume de amostra, da ordem de 1-5 mL, para
um diminuto volume de extrato (5-50 pL).*! Nesse sentido, pode-se
variar a relacdo de volume de amostra e solvente extrator de forma
a se obter fatores de concentrac¢do desejdveis, de modo que fatores
de concentragdo de 25000 vezes ja foram obtidos a partir da LPME,
utilizando membranas de polipropileno de 28 cm de comprimento,
na determinacdo de fairmacos antidepressivos em amostras de dguas.*?

Para matrizes sélidas e semiss6lidas, como material biolgico
(tecidos) e alimentos, a extracio por dispersdo de matriz em fase
solida (MSPD, matrix solid phase dispersion) tem sido utilizada.
Analitos presentes em tecido animal ou vegetal podem ser extraidos
utilizando silica com fases ligadas modificadas com grupos alquila
(Cq, C,g) ou a base de silicato de magnésio, principalmente para a
extragdo de analitos de baixa polaridade, como bifenilas policloradas
(PCB), bifenilas polibromadas (PBB) e hidrocarbonetos poliaromati-
cos (PAH).* Para material sedimentar (lodo de estag@o de tratamento
de efluentes, solos, sedimentos de rio, lagos, etc.), a extracdo liquido/
solido pode utilizar o extrator Soxhlet ou a extrag@o por liquido pres-
surizado (PLE, pressurized liquid extraction), sendo que a extragdo
por liquido pressurizado, combinada ao pré-tratamento das amostras
por liofilizacdo, apresentou maior eficiéncia na extracio de farma-
cos polares em amostras de lodo de uma estacdo de tratamento de
efluentes na Alemanha.**

A extracgdo sortiva em barra de agitagdo (SBSE, stir-bar sorptive
extraction), utilizando uma barra de agitacdo magnética revestida
com polidimetilsiloxano (PDMS), o qual € a fase extratora, apresenta
detectabilidade analitica de 50 até 250 vezes maior que SPME, uma
vez que sdo utilizados volumes de revestimentos nas barras de 24 até
126 pL, valores bem maiores que os 0,5 uL do SPME. O resultado
¢ limite de quantificagdo de ng mL".% Além disso, essa técnica ndo
geraresiduos e, na teoria, ndo hd perdas do analito durante o processo
de extrag@o. Nesse sentido, essa técnica tem sido aplicada para deter-
minagdo de formacos em amostras bioldgicas (sangue, soro, plasma,
urina, etc.) e hormdnios sexuais em dguas com recuperagdes de até
100,2% para o interferente endécrino mestranol.*

Fases moveis e fases estacionarias para HPLC

As fases estaciondrias mais utilizadas na HPLC para separagdo
de compostos organicos sdo do tipo fase reversa (RP, reversed phase),
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com base de silica com grupos C,,. Fases estaciondrias com grupos C
podem ser utilizadas para 3-bloqueadores e antibidticos (tetraciclinas,
penicilinas, sulfonamidas e macrolideos).!®-%

As fases modveis utilizadas na RP-HPLC s@o misturas de
metanol:dgua (MeOH:H,0) ou acetonitrila:dgua (ACN:H20) com
ajuste da forca cromatogrifica e seletividade da fase mével até se
obter resolucio, Rs, suficiente para que ocorra a separagdo de todos
0s picos cromatograficos no minimo tempo de andlise. A adicdo de
modificadores, como acido férmico, acetato de amonio, amonia, etc.,
é realizada com o objetivo de favorecer o processo de ionizagdo dos
analitos através do ajuste de pH do meio, melhorando suas intera¢des
com a fase movel e a fase estaciondria. O controle do pH do meio
também pode ser realizado através do uso de fases méveis tampo-
nadas. Quando se utiliza o detector espectrdometro de massas (MS)
e o processo de ionizacdo por eletronebulizacdo (ESI, electrospray-
ionization) também se podem utilizar modificadores, com o objetivo
de favorecer o processo de ionizagdo dos analitos.!®?

Detectores para HPLC

Os detectores de absor¢ado espectrofotométrica na faixa do ultra-
violeta (UV) e por fluorescéncia foram inicialmente utilizados nos
equipamentos de HPLC para andlise de compostos que absorvem na
regido do ultravioleta ou sdo fluorescentes, incluindo alguns POE
como surfactantes ou PAH.?> Algumas publica¢Ges recentes tém
empregado a deteccio por UV para determinacio de antibidticos da
classe das fluorquinolonas em matrizes biolégicas (urina e musculo
de frango)*’ e ambientais (efluente hospitalar)*’ ou anti-inflamatérios
em efluentes,* ou o detector de fluorescéncia para determinacéo de
produtos veterindrios em amostras de leite bovino,* por se tratarem
de equipamentos de mais baixo custo quando comparados com os
HPLC-MS. Porém, os valores dos limites de detec¢do alcangados
para detectores de UV s@o bem mais altos, na faixade ug L"'ang L',
comparados ao detector MS que consegue atingir limites de deteccio
da ordem de ng L'a pg L', quando utilizado em série (MS/MS),
oferecendo, também, a possibilidade de confirmagdo dos compostos
analisados. Para andlises ambientais com o propdsito de triagem
(screening), com limites de deteccdo na faixa de concentracio de
ug L, o detector de UV pode ser perfeitamente utilizado ou ainda,
quando a concentragio dos analitos na matriz € elevada, como o caso
das publicagdes citadas acima.’”

O vasto emprego da HPLC-MS/MS em quimica ambiental'é &
devido ao fato de que a maioria dos métodos oficiais da USEPA utiliza
esse modo de separagio e detecgdo,** inclusive para alguns POE que ja
apresentam método oficial de referéncia estabelecido,**’ devido aos
bons limites de detec¢do, além da possibilidade de confirmagao estru-
tural dos compostos analisados, combinada a robustez do método.*!

O modo de ionizacdo por eletronebulizagdo € o mais utilizado
na detec¢do com espectrometro de massas (MS) por se tratar de
uma forma de ionizagdo mais versatil para analitos com polaridade
mediana a muito polares e pouco voldteis, como € o caso da maio-
ria dos fadrmacos, ou analitos termicamente instdveis, como alguns
antibidticos, quando comparado com o modo de ionizag@o quimica
a pressdo atmostérica (APCI, atmospheric pressure chemical ioniza-
tion), que utiliza aquecimento na sonda na faixa de 300-400 °C para
a dessorcio térmica dos analitos.”

O modo de ioniza¢@o dos analitos depende dos tipos de sitios,
acidos ou bdsicos, que as moléculas apresentam. Fdrmacos anti-
inflamatérios nio esteroidais, derivados do 4cido fenil acético, foram
ionizados no modo negativo [M-H]J-, com perda tipica de CO, (m/z
44), produzindo o fon benzilico o qual € estabilizado pelo efeito de
conjugacio do anel aromadtico. A detectabilidade para farmacos 4ci-
dos foi testada em ESI e APCI, onde foi aproximadamente 10 vezes
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maior utilizando o modo de ionizacdo ESI quando comparada ao
modo de ionizac¢do por APCL.'® O mesmo resultado foi obtido com
farmacos utilizados como reguladores lipidicos.'® Farmacos com sitios
bésicos, como o farmaco de uso psiquidtrico carbamazepina e seus
metabdlitos, foram determinados em amostras aquosas utilizando o
modo positivo [M+H]*, sendo que a perda caracteristica dos principais
metabdlitos € a do grupo HNCO (m/z 43), com detectabilidade maior
por ESI do que quando ionizados pelo modo de APCL.'¢

Os analisadores de massas mais utilizados para deteccdo dos
analitos sdo o triplo quadrupolo (QqQ) para o modo sequencial
(massas em série), por tempo de voo (TOF, time of flight) e o fon
trap. O analisador tipo TOF foi empregado na determinagdo de far-
macos (analgésicos, antibidticos, B-bloqueadores e antiepiléticos)
em amostras de dguas superficiais, dguas subterraneas e efluentes
por apresentar maior detectabilidade, faixa dindmica linear e exatiddo
de massa do que os analisadores do tipo triplo quadrupolo (QqQ),
porém os melhores limites de detec¢dao foram encontrados para o
analisador do tipo QqQ.'¢

Recentemente, o analisador hibrido tipo quadrupolo-tempo de
voo (Q-TOF, quadrupole time-of-flight hybrid analyzer) tem sido
utilizado por oferecer melhor resolugdo e detectabilidade do que os
do tipo quadrupolo convencional, sendo aplicado para identificagido
e quantificacdo de metabdlitos desconhecidos de farmacos.'®22%

Efeito de matriz

Matrizes complexas como dguas superficiais ou esgotos do-
mésticos podem exercer efeito de matriz elevado, ocorrendo efeitos
que podem diminuir ou aumentar o sinal do analito, principalmente
quando se trabalha com detectores de alta detectabilidade como o MS
em série (MS/MS). Isso pode ser resolvido através da utilizacio de
padrdes internos (PI) com estrutura semelhante a dos compostos a
serem analisados ou compostos isotopicamente marcados, cuja drea
serd comparada nas inje¢des das solucdes padrdo e nas inje¢des da
matriz para verificar se houve alguma varia¢ao nas areas dos compos-
tos devido ao efeito de matriz'* (Figura 1S, material suplementar).

ALGUNS EXEMPLOS DE DETERMINACAO DE POE
Produtos farmacéuticos

Os produtos farmacéuticos sdo a classe de poluentes orgénicos
emergentes que mais tém chamado a atengdo dos pesquisadores,
devido aos nimeros crescentes de utilizagdo de medicamentos. Esses
nimeros sdo considerados alarmantes em paises desenvolvidos, como
é o caso da Alemanha, onde o consumo de medicamentos superou
(desde 2001) a quantidade de 100 toneladas por ano (Figura 2S, ma-
terial suplementar).*? A quantidade real de medicamentos consumidos
¢ ainda maior, pois nesses dados ndo estdo inclusos medicamentos
consumidos sem receitudrio médico ou adquiridos ilegalmente. No
caso do Brasil, os nimeros de consumo de medicamentos podem
ainda ser maiores, porém ainda nfo hd dados disponiveis.

A andlise de produtos farmacéuticos em amostras ambientais
aquosas foi inicialmente realizada utilizando a cromatografia gasosa
acoplada ao detector por espectrometria de massas (GC-MS). Quando
a andlise envolvia farmacos ou metabdlitos polares, como diclofenaco,
ibuprofeno, dcido clofibrico, etc., a etapa de derivatizagdo era neces-
sdria.” No entanto, essa etapa apresenta algumas desvantagens tais
como o fato de ser trabalhosa, de contribuir para baixos percentuais de
recuperagdo dos analitos e ao alto custo dos reagentes derivatizantes.

Virios trabalhos recentes** utilizam métodos analiticos base-
ados na separagdo por HPLC com deteccdo por espectrometria de
massas em série com ionizagdo por ESI (HPLC-ESI-MS/MS) para
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a determinagdo de farmacos em matrizes aquosas. Tal fato pode ser
explicado pela versatilidade desse modo de ionizagdo, podendo ser
utilizado para analitos com polaridades que variam entre médias e
altas, com detectabilidade melhor por ESI do que com APCL.#

Os métodos desenvolvidos***empregando HPLC-ESI-MS/MS
conseguem atingir limites de detec¢io e quantificacio na ordem de ng
L, utilizando extragdo em fase sélida (SPE) com material sorvente
de copolimero divinilbenzeno e N-vinilpirrolidona, com percentuais
de recuperacdo dos analitos que variaram de 41 até 101%, como pode
ser visualizado na Tabela 2.

Meétodos convencionais de tratamento de efluentes ndo sdo capa-
zes de eliminar totalmente os fairmacos que chegam as esta¢des de
tratamento de esgotos urbanos. A andlise de efluente tratado de uma
planta de tratamento de efluentes na Espanha quantificou a presenca de
metoprolol, propanolol, carbamazepina, dcido salicilico, benzafibrato,
ibuprofeno, acetoaminofeno, diclofenaco, naproxen e 4cido clofibrico
na faixa de concentragio entre 0,01-0,69 ug L, evidenciando que
o processo de tratamento de efluentes realizado ndo foi efetivo para
eliminar esses farmacos.* (Figura 3S, material suplementar). No
mesmo trabalho, foi analisada a 4gua do Rio Ebro, um dos maiores
da Peninsula Ibérica, onde os farmacos acetoaminofeno, cafeina,
carbamazepina, benzafibrato, diclofenaco e ibuprofeno foram quan-
tificados na faixa de concentragio de 9-240 ng L'.#

Um tépico de interesse dentro do estudo dos POE € a separagio
de farmacos e metabdlitos com estereoisdmeros em matrizes ambien-
tais. Farmacos como B-bloqueadores adrenergéticos e os inibidores
de recaptacdo de serotonina sdo administrados como misturas racé-
micas. Porém, esses compostos, quando presentes em amostras de
dguas superficiais, podem interagir com os organismos vivos devido
a presenca de enzimas quirais desses ambientes. Por exemplo, para
humanos, o enantiémero (-) de um B-bloqueador € geralmente 25-100
vezes mais eficiente do que seu enantidmero (+) e sua pureza éptica
é perfeitamente determinada como farmaco. Porém, quando andlises
ambientais sdo realizadas, nem sempre se leva em conta a atividade
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quiral dos compostos e andlises enantioespecificas podem indicar
possiveis interacdes desses farmacos e seus metabdélitos com a biota.*’

Separacdes quirais podem ser realizadas por vérios métodos,
utilizando a separagio por GC, a HPLC e a eletroforese capilar (CE,
capillary electrophoresis). Entretanto, analitos polares como os
B-bloqueadores, por exemplo, necessitam da etapa de derivatiza¢do
para serem analisados pela GC, enquanto a CE requer detectores de
MS para analitos com concentragdes da ordem de pug L', sendo menos
comuns do que equipamentos de HPLC com esse tipo de detector.
Dessa forma, um método para andlise de fairmacos quirais pode ser
obtido empregando-se colunas quirais em HPLC-MS/MS.#

A Figura 3 apresenta a separacdo enantiomérica de seis
B-bloqueadores (atenolol, metoprolol, nadolol, solatol, pindolol,
propanolol), dois inibidores de recaptag@o de serotonina (citalopram
e fluoxetina), além de um farmaco utilizado como broncodilatador
(salbutamol), utilizando um procedimento para a determinacio de
farmacos em amostras de esgotos domésticos ndo tratados e apds o
tratamento de efluentes coletados na regido metropolitana da cidade
de Edmonton (Canadd). A extracdo dos compostos foi realizada
por SPE com cartuchos de sorvente de copolimero divinilbenzeno
e N-vinilpirrolidona, e a resolugdo em seus pares de enantidmeros
foi feita com a fase estaciondria (FE) quiral Chirobiotic V™ (a base
de vancomicida de alta pureza, uma glicoproteina macrociclica), em
HPLC-ESI-MS/MS. O composto quiral (+)-levobunolol e sua mistura
racémica foram utilizados como padrio interno.*’

As amostras de esgotos domésticos ndo tratados apresentaram
concentracgoes de B-bloqueadores entre 10 € 971 ng L' e ap6s o tra-
tamento de efluentes entre 14 e 664 ng L'. A andlise enantiomérica
indicou que houve transformacio enantiosseletiva, onde os fairmacos
administrados na forma (R)-(+)-atenolol e (R)-(—)-fluoxetina sofreram
racemizagdo apds serem metabolizados, sendo determinados como
mistura racémica nas amostras de efluentes. J4 o fairmaco propa-
nolol, administrado como mistura racémica, sofreu transformacéo
enantiosseletiva, com excesso do enantidmero (S)-(—)-propanolol.

Tabela 2. Resultados para métodos utilizando HPLC-ESI-MS/MS na determinacao de produtos farmacéuticos em amostras aquosas

Ref. 43 Ref. 44

Ref. 45 Ref. 46

Farmacos paracetamol, trimetoprim,
sulfametoxazol, propanonol,
eritromicina, dextropropoxifeno
tamoxifeno, lofepramina,
diclofenaco, acido mefenamico,

ibuprofeno, 4cido clofibrico

Tipo de matriz
Cartucho (SPE)

dgua de rio, torneira e mar
Strata ™ X

Fase estaciondria
com particulas de 10 pm)

Fase movel
de amdnio com HC1 (pH 6) e
4cido acético 0,87 mol L

Modo de separagdo gradiente gradiente
LD (ng L") 0,03-0,96 3-15

LQ (ng L") 0,08-3,19 nio foi citado
Rec. (%) 60-96 41-101
CV(%) <10 (n=3) 2-38(n=3)

acetoaminofeno, cafeina,
metropolol, 4cido salicilico,
propanolol, carbamazepina,

benzafibrato, naproxeno,

diclofenaco, ibuprofeno

dgua de rio e efluente doméstico
Oasis HLB™

Luna® C18 (250 x 10,0 mm  Kromasil ®100 C18 (250 x 4,6
mm com particulas de 5 um)

metanol 10 mmol L' em acetato  4cido acético 0,5% (pH 2,8)
e acetonitrila

cloropromazepina,
cloroquinona, closantel,
fluoxetina, flufenazida,
miconazol, midazolam,acido
niflumico, proclorperazina,
trifluoroperazina,
trifluoroperidol

claritromicina, eritromicina,
lincomicina, ciprofloxacina,
amoxilina, sulfametoxazol,
oleandromicina, tilmicosin,
oxitetraciclina, ciclofosfamida,
metotrexato, ibuprofeno, salbutamol,
atenolol, enalapril, diazepam,
carbamazepina,furosemida,
omeprazol, ranitinida, benzafibrato,
acido clofibrico,
17-a-etinilestradiol, estrona

dgua tratada
Strata ™ X

dgua de rio e efluente doméstico
Oasis MCX™ e LiChrolut EN

Luna® C18 (250 x 2,0 mm
com particulas de 5 um)

Luna® C8 (50 x 2 mm
com particulas de 3 pm)

dcido férmico 0,1%(pH 2)
e acetonitrila

acetato de amonio 20 mmol L-!
com 1% de acido férmico e

metanol
gradiente gradiente
1-20 0-1
nao foi citado nao foi citado
> 60 >70
4-13 (n=6) 8 (n=3)

LD: Limite de detec¢do do método; LQ: Limite de quantificagdo do método; Rec.(%): Recuperacio (%); CV(%): Coeficiente de variagdo (%).
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Figura 3. Cromatograma (HPLC-MS/MS) da solu¢do padrdo 50 ng mL"' da
mistura racémica resolvida para cada um dos farmacos analisados. Coluna:
Chirobiotic V™ (250 x 4,6 mm, com particulas de 5 um), com coluna de guarda
nitrilica (10 x 3 mm). Condi¢coes cromatogrdficas: modo de elui¢do isocrd-
tico; fase movel: metanol e solugdo aquosa de acetato de amoénio 20 mmol
L acidificada a pH 4 com dcido formico 0,1%, 90:10 (v/v); vazdo: 0,5 mL
min’'; volume de inje¢do: 25 uL; detec¢do: MS em série. Adaptado da ref. 47

Tal fato comprovou a suposi¢do dos autores de que hd transforma-
¢do enantiosseletiva durante o tratamento de efluentes causada pela
degradacdo enzimadtica de bactérias, sendo, segundo eles, o primeiro
método desenvolvido para determinagdo de farmacos quirais de
classes diferentes em amostras de esgotos domésticos ndo tratados
e ap0s o seu tratamento.*’

Produtos de higiene pessoal

Produtos de higiene pessoal como POE sdo um tépico que tem
despertado crescente interesse, devido seu intenso uso mundial como
forma de proteger ou melhorar a saide humana e dos animais, pois
se sabe que esses produtos chegam até as estagdes de tratamento de
efluentes em concentra¢des potencialmente téxicas ao meio ambiente
onde ndo sdo totalmente eliminados.*

O triclosano (2,4,4 -tricloro-2"-hidroxifenil éter) estd presente
na maioria dos cremes dentais, antissépticos bucais, sabonetes
para profilaxia, desodorantes e desinfetantes domésticos, onde tem
acdo bactericida de amplo espectro. Também pode ser incorporado
em polimeros e fibras, sendo encontrado em efluentes tratados na
concentracdo entre 5-90 ng L"'. Estudos relacionam a presenca do

organismos aquéticos.*

A concentracdo mdxima permitida de triclosano em produtos
de higiene e cuidado pessoal ¢ de 0,30% (m/m), de acordo com a
Diretiva 76/768/CEE da Unido Europeia, e os rétulos dos produtos
devem expressar a quantidade presente nas formulagdes.* Com o
objetivo de verificar se a dosagem médxima de triclosano estd sendo
respeitada e de entender como se dd a sua entrada no meio ambiente
através dos esgotos domésticos, foi utilizado um método para deter-
minagdo em amostras de cremes dentais, saliva e esgoto doméstico®
utilizando HPLC com detector por arranjo de diodos (DAD, diode
array detection), uma vez que a molécula do triclosano absorve na
regidio do UV. O processo extrativo empregado foi extragio por sor¢do
em barra de agitacido (SBSE) recoberta com polimero polidimetilsi-
loxano (PDMS). A concentraco de triclosano encontrada em saliva
avaliada imediatamente apds a escovagio foi de 1,6 mg L', e foi 26,5
ug L'apés o periodo de 12 h, comprovando a presenca de triclosano
durante esse periodo.*

A Figura 4 mostra o cromatograma dos diferentes tipos de amos-
tras utilizando a calibraco por adi¢do de padrdo para avaliar o efeito
de matriz. O valor de triclosano em creme dental foi de 1284 ug L',
o que corresponde a 0,27% (m/m) do produto, valor abaixo do limite
mdximo permitido pela Diretiva 76/768/CEE da Unido Europeia.®
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Figura 4. Cromatogramas (HPLC-DAD) obtidos para a andlise de (A)
creme dental comercial; (B) saliva imediatamente apos a escovagado; (C)
saliva 12 h apos a escovagdo (C); (D1) amostras de esgoto doméstico e (D2)
efluente tratado. Amostras coletadas na cidade de Lisboa, Portugal. Coluna:
Teknokroma® ODS-A com grupos C18 (150 x 4,0 mm, com particulas de 5
um). Condi¢coes cromatogrdficas: modo de eluicdo isocrdtico; fase movel
acetonitrila e solu¢ao aquosa de dcido fosforico 0,1%, 80:20 (v/v); vazdo: 1,0
mL min’'; volume de inje¢do: 20 uL; temperatura de andlise: 25 °C; detec¢do
por DAD a 230 nm. Adaptado da ref. 49

Interferentes endécrinos
Interferentes enddcrinos sdo substancias quimicas que podem

literalmente interferir no funcionamento natural do sistema enddcrino
de espécies animais, inclusive os seres humanos, causando cancer
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e prejudicando os sistemas reprodutivos. Podem ser de origem
antropogénica, denominados de xenoestrogénios ou biogénica, por
exemplo, os estrogénios presentes no metabolismo animal (estrona,
progesterona, testosterona, etc.) e no metabolismo das plantas, os
fitoestrogénios.’ Os xenoestrogénios podem ser representados pelos
hormonios sintéticos de medicamentos contraceptivos ou utilizados
na pecudria animal ou, ainda, substincias produzidas para uso na
inddstria ou na agricultura, como os agrotoxicos (atrazina, lindano,
clordano, dieldrin, hexaclorobenzeno, etc.), bifenilas policloradas
(PCB), hidrocarbonetos policiclicos aromédticos (PAH), surfactantes
ndo idnicos (alquilfendis), ftalatos, dioxinas e furanos, entre outros,'?
que, por apresentarem caracteristicas lipofilicas, podem ser determi-
nados em tecidos adiposos, leite materno, esperma e sangue.

Os ftalatos representam um dos grupos de interferentes enddcri-
nos mais estudados, devido a sua grande utiliza¢do como aditivos na
inddstria de polimeros. O bis(2-etil-hexil)ftalato (DEHP) ¢ ampla-
mente utilizado para aumentar a flexibilidade do PVC (policloreto
de vinila), sendo utilizado na propor¢éo de até 40% m/m.>** Estudos
revelam que o DEHP estd relacionado a efeitos carcinogénicos,
mutagénicos e teratogénicos, além de afetar o sistema reprodutivo
de humanos e animais com redu¢do da quantidade de esperma e
diminui¢do da mobilidade dos espermatozoides.*

DEHP e seu metaboélito mono(2-etil-hexil)ftalato (MEHP) foram
determinados em amostras de plasma seminal, a fim de relacionar sua
presenca com a incidéncia de infertilidade em pacientes italianos atra-
vés da extragdo liquido-liquido, utilizando uma mistura de solventes
(metanol, n-hexano e éter etilico acidificado com acido fosférico) e
posterior separacio e detec¢do por HPLC-DAD.** Aplicando o método
validado, os resultados da andlise de amostras de plasma seminal de
10 pacientes inférteis revelou concentracdes na faixa de 0,200-0,570
ug mL"! para DEHP e 0,550-0,950 pug mL' para MEHP, relacionando
a exposi¢cdo ambiental aos ftalatos estudados com a incidéncia de
infertilidade masculina (Figura 5).%
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Figura 5. Cromatogramas (HPLC-DAD) obtidos para amostra de plasma
seminal de um paciente infértil, fortificada com 0,920 g mL"' de MEHP e 280
g mL"de DEHP. Coluna Spherisorb®S5 ODS2 com grupos C18 (250 x 4,6
mm, com particulas de 5 um). Condigées cromatogrdficas: modo de elui¢do
isocrdtico; fase movel acetonitrila e solu¢do aquosa de dcido fosforico 0,1%
(pH 3,0), 90:10 (v/v); vazdo: 1,0 mL min’'; volume de inje¢do: 20 uL; tempe-
ratura de andlise: 20 °C.; detec¢do por DAD a 220 nm. Adaptado da ref. 50

Uma forma de contaminagido com interferentes enddcrinos co-
nhecida ¢ através da alimentag@o. Alquilfendis e bisfenol A (BPA)
apresentaram elevada toxicidade cronica em testes realizados in vitro
e in vivo, além de serem persistentes no meio ambiente. Octilfenol
(OP) e nonilfenol (NP) sao amplamente utilizados como surfactantes
ndo idnicos em produtos de limpeza, sendo descartados nos esgotos
domésticos. O bisfenol A € o mondmero utilizado na producio de
resinas epoxi, policarbonatos e como antioxidante de polimeros, que
sdo utilizados em vdrias embalagens de alimentos.”!

Um dos estudos pioneiros®' na determinacao simultinea de octil-
fenol, nonilfenol e bisfenol A foi realizado em carnes (suina, gado,
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frango, pato, coelho, peixe e carneiro) na China, utilizando PLE com
posterior limpeza com SPE utilizando cartuchos de amino-propil. A
separagdo foi realizada por HPLC com detector MS em série e ioni-
zagdo por ESI. A validacdo do método foi realizada na faixa de 1,0
até 500 pg L' pelo procedimento de calibragdo externa com padrdo
interno 4-n-nonilfenol, apresentando coeficiente de correlagdo (r)
superior a 0,99.%!

A eficiéncia de extragdo foi avaliada pela determinacdo do per-
centual de recuperac@o dos analitos em amostras de carne fortifica-
das com solug¢des padrdo (Figura 4S, material suplementar). Foram
encontradas concentragdes entre 0,27 e 7,08 ug kg' de bisfenol A, e
entre 0,49 e 55,98 pg kg'de nonilfenol em todos os tipos de carnes
analisadas. Octilfenol apareceu em concentragdes mais baixas (abaixo
do LQ), sendo detectado somente em amostras de peixe.’!

POE no Brasil

No Brasil, a principal fonte de contaminacdo ambiental das
aguas se dd através de esgotos domésticos nio tratados, uma vez que
a grande maioria dos efluentes urbanos ndo passa pelo processo de
tratamento tercidrio para remog¢do de nutrientes e desinfec¢do. De
acordo com a Pesquisa Nacional de Saneamento Bdsico (realizada
pelo IBGE, em 2002) 82% desses efluentes sdo descartados em
rios que sdo utilizados para o abastecimento de dgua potdvel.”> Um
estudo™ com amostras de dgua superficial dos rios Atibaia, Ribeirdo
Anhumas, Capivari e Jundiai (Bacia do rio Atibaia), localizados na
regifo metropolitana da cidade de Campinas, no Estado de Séo Paulo,
em 2006, utilizando a técnica de SPE para extragdo dos analitos e a
HPLC com detectores DAD e fluorescéncia, revelou a presenga de
paracetamol, cafefna, dcido acetilsalicilico, di-n-butilftalato, bisfenol
A, 17B-estradiol e 170-etinilestradiol nas faixas de concentracdo
entre 0,005 até 41,7 pg L' refletindo, assim, o baixo percentual de
tratamento da Regido Metropolitana de Campinas, especialmente
nas regides onde a densidade populacional é mais elevada.* Um
estudo posterior'” com amostras de dgua superficial da mesma regido
(Bacia do rio Atibaia) e amostras de efluente nao tratado da cidade
de Campinas, realizado utilizando HPLC com deteccdo por MS em
série com ionizac¢do por ESI no modo negativo, encontrou valores
de estrogénios e xenoestrogénios, estrona, 17f-estradiol, estriol,
170-etinilestradiol, bisfenol A, 4-n-octilfenol e 4-n-nonilfenol, nas
faixas de 2,2 até 39 ng L' sendo que os maiores valores foram encon-
trados para bisfenol A, que apresentou concentragdes que variaram
entre 25 até 84 ng L', valores que evidenciam a maior detectabilidade
e especificidade do detector de massas acoplado ao sistema de sepa-
racdo por HPLC, que atingiu limites de quantificacdo da ordem de
ng L', quando comparada com o detector DAD do estudo anterior.'”

POE foram estudados em amostras de dgua de rio da cidade do
Rio de Janeiro,' onde foram determinados 19 interferentes enddcri-
nos como estrogeno, progesterona, estrona, estradiol, etc., através
da HPLC acoplada ao detector de MS em série, ionizagdo por ESI
e extracdo por SPE. Os resultados revelaram niveis mais elevados
para os fitoestrogénios (daidzeina, coumestrol e genisteina), com
valores de até 366 ng L', seguidos por progesterona com 47 ng L™!
e de estrogénios e seus conjugados com até 7 ng L. Os resultados
mostraram que os compostos analisados estio ocasionalmente pre-
sentes em niveis relativamente altos, indicando que os rios estudados
receberam carga de efluentes ndo tratados de diferentes fontes e/ou o
tratamento de efluentes nio foi eficiente para sua completa remocao.'

Xenoestrogénios foram determinados em amostras de dguas
superficiais utilizadas para abastecimento na regido metropolitana de
Belo Horizonte, em Minas Gerais, usando a HPLC acoplada ao detec-
tor de MS em série, com analisador TOF.>* O periodo de amostragem
foi de 1 ano, sendo que foi encontrada a presenga de 17 B-estradiol,



672 da Silva e Collins

170-etinilestradiol e 4-n-nonilfenol, com concentracdes mais altas
para o composto 4-n-nonilfenol, que chegou a atingir 1918 ng L', e
para o composto estradiol, até 54 ng L'. Um ponto interessante do
trabalho € a coleta de amostras de efluentes em diferentes pontos da
estagdo de tratamento, contribuindo assim para o desenvolvimento
e melhora nesse processo, visto que foi evidenciado que as etapas
de filtragdo com areia, floculag¢do, sedimentacdo e cloracdo ndo fo-
ram eficientes para remog¢do completa dos interferentes enddécrinos
estudados.*

Como forma de monitorar processos de tratamento de efluentes
mais eficientes na remogdo de POE (nonilfenol, benzafibrato, dibu-
tilftalato e bisfenol A), amostras de esgoto sanitdrio e de efluentes
de um sistema combinado de tratamento com reator de leito de lodo
anaerdbio de fluxo ascendente, seguido de pds-tratamento aerébio
com filtros bioldgicos percoladores, coletadas no Centro de Pesquisa
e Treinamento em Saneamento do Departamento de Engenharia
Sanitdria e Ambiental-UFMG foram analisadas por HPLC acoplada
ao detector de MS em série, com ionizagdo por ESI, utilizando ana-
lisador TOF e extragio por SPE.> Foi observado que a combinagio
do tratamento de efluentes por vias anaerdbias-aerdbias foi suficiente
para degradar os POE benzafibrato e bisfenol A. No entanto, os
ftalatos apresentaram perfil de mais dificil remo¢do, mesmo apds o
tratamento aerébio.” O trabalho também merece destaque pelo fato
de utilizar fenolftaleina como padrao interno, um reagente de baixo
custo e de fécil acesso a qualquer laboratério de quimica analitica.

Estudos de degradagdo de POE sdo de extrema importancia para
avaliar a cinética de transformacao desses compostos, bem como estu-
dar quais s@o os novos compostos formados e sua potencial toxicidade.
Nesse sentido, pode-se citar a utilizacdo da HPLC combinada ao detec-
tor de UV e MS que avaliou a cinética de degradacio do interferente
enddcrino etinilestradiol utilizando a oxidagdo por ozondlise.>

TENDENCIAS EM CROMATOGRAFIA LIQUIDA
APLICADA AO ESTUDO DOS POE

As tendéncias em cromatografia liquida de alta eficiéncia aplicada
ao estudo dos POE incluem o uso da cromatografia liquida de ultra
eficiéncia (UHPLC, ultra-performance liquid chromatography), a cro-
matografia liquida bidimensional (LC-LC) e a cromatografia por in-
teracdo hidrofilica (HILIC, hydrophilic interaction chromatography).

A UHPLC representa um dos tdltimos avangos da cromatografia
liquida, empregando fases estaciondrias com particulas de didmetros
menores (em torno de 2 um) comparadas as empregadas em HPLC.>’
O uso destas particulas, juntamente com altas velocidades lineares
da fase mével (FM), permite reduzir o tempo de andlise, enquanto
mantém a resolucdo e eficiéncia de separagdo, proporcionando picos
menos alargados (5-10 s), além de diminuir drasticamente o tempo
de andlise, para aproximadamente 10 min ou menos.?

Um exemplo de UHPLC aplicada ao estudo de POE ¢ a determi-
nagdo de 23 produtos farmacéuticos, de diferentes classes incluindo
analgésicos, anti-inflamatdrios, reguladores lipidicos, farmacos de
uso psiquidtrico, agentes antitlcera, antibiéticos e B-bloqueadores
(Tabela 3), em um tempo médio de andlise de menos de 10 min
(Figura 6), utilizando como detector espectrometro de massas com
analisador Q-TOF, sendo um dos primeiros trabalhos empregando
a UHPLC na determinacio de poluentes orginicos emergentes.*

Os filtros UV do grupo dos parabenos (ésteres alquilicos e ari-
licos do 4cido p-hidroxibenzoico) sdo encontrados na maioria dos
bloqueadores solares e cosméticos do mercado com fator de protecio
solar (FPS), podendo também ser encontrados como preservantes em
alimentos e medicamentos, devido a sua ac@o bactericida. A presenga
de parabenos em tumores mamadrios na faixa de concentragdo média
de 12 ng g'intensificou seu estudo como POE."

Quim. Nova
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Figura 6. Cromatograma (UHPLC-ESI-Q-TOF) da separagdo da solugdo
padrdo de 23 produtos farmacéuticos. A ordem de elui¢do dos compostos
encontra-se na Tabela 3. A concentra¢do do padrao foi de 100 ng mL'. Co-
luna Acquity™ CI18 (5 cm x 2.1 mm, com particulas de 1,7 um). Condi¢ées
cromatogrdficas: modo de elui¢do por gradiente, utilizando como solvente
A: tampdo acetato de aménio:dcido acético 5 mmol L' (pH 4,8), e solvente
B: acetonitrila:metanol 2:1 (v/v); iniciando com 5% da fase mével B, por
1 min, com aumento linear até 60% de B em 7 min, apos aumento de B até
90% em 2 min; vazdo: 400 uL min”'; volume de inje¢do: 10 uL; detec¢do por
MS em série. Adaptado da ref. 58

Um estudo empregando a UHPLC-ESI-MS/MS determinou qua-
tro parabenos (metilparabeno, etilparabeno, benzilparabeno e propil-
parabeno), dois agentes microbianos (triclosano e triclocarbano) e trés
filtros UV do grupo das benzofenonas (2,4-di-hidréxibenzofenona,
2,2-di-hidréxi-4metoxibenzofenona e 3-benzofenona), além de octo-
crileno e dcido octildimetil-p-aminobenzoico, outros dois filtros UV,
em dguas superficiais da regido da Catalunha (Espanha).”® Através da
UHPLC acoplada ao detector MS em série, foi possivel identificar
e quantificar todos os analitos com um tempo médio de andlise de
9 min com excelente resolugdo dos picos, diminuindo o efeito de
matriz, sendo encontradas concentragdes de 3-benzofenona (7 ng L")
na dgua de rio e concentracdes de metilparabeno (5613 ng L)
e propilparabeno (1945 ng L') em amostras de esgoto a serem
tratadas na estacdo de tratamento de efluentes (Figura 5S, material
suplementar).”

Um método utilizando UHPLC-ESI-MS/MS%foi empregado para
o estudo de 24 hormonios (estriol, trembolona, boldenona, nandrolona,
bisfenol A, zeranol, 17 B-estradiol, testosterona, 17aetinilestradiol,
di-hidrodietilestilbestrol, metiltestosterona, etisterona, dietilestilbes-
trol, dienestrol, estrona, levonorgestrel, didrogesterona, ciproterona,
megestrol, progesterona, noretistesrona, clormadinona, 4-n-nonilfenol
e 4-n-octilfenol) em tecidos bioldgicos de animais aqudticos num
tempo de andlise de 12 min. A extracdo dos analitos foi realizada
por SPE utilizando como sorvente copolimero divinilbenzeno e N-
vinilpirrolidona. Foram encontradas concentragdes de bisfenol A na
faixa de 0,5 até 6,2 pg kg' em amostras de camargo.®

O uso de drogas de abuso (DOA, drugs of abuse) ¢ um indiscutivel
problema da sociedade atual. Um importante aumento no consumo
de cocaina e cannabis, separadamente ou associada com derivados do
opio e estimulantes da familia das anfetaminas tem sido verificado,
segundo estudos do Centro Europeu de Monitoramento de Drogas
(European Monitoring Centre for Drugs and Drug Addiction), sendo
que o abuso destas substancias sempre estd associado a consequéncias
negativas a sociedade, como aumento da utilizacdo do sistema de
satde por parte dos usudrios e maior incidéncia de crimes.®!

Nove drogas de abuso ou seus metabolitos, incluindo anfetaminas,
metanfetaminas, cocaina, heroina e metadona, foram analisadas por
HILIC® utilizando na etapa de extragdo a SPE (com material sorvente &
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Tabela 3. Produtos farmacéuticos do cromatograma (UHPLC-ESI-Q-TOF) da separacio da solugao padrao de 23 produtos farmacéuticos mostrado na Figura 6
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base de copolimero divinilbenzeno e N-vinilpirrolidona ou copolimero
divinilbenzeno e N-vinilpirrolidona modificada com grupos sulfonato
(para os analitos de caracteristicas bésicas) e deteccdo MS em série, em
amostras de esgotos coletados em estagdes de tratamento da Bélgica.
Padrdes deuterados dos analitos foram utilizados para padronizacao
interna. A separacao por HILIC (Figura 7) mostrou excelente desem-
penho para todos os compostos, especialmente os de caracteristicas
hidrofilicas, os quais eluiram primeiramente (como anfetaminas e
derivados), ou altamente polares (como a ecgonina metiléster, um dos
principais metabdlitos da cocafna) que ndo apresentavam retencdo
em RP-HPLC, mostrando assim a importancia e aplicabilidade desta
nova modalidade de separag@o, onde foram detectadas drogas de abuso
na faixa de 1 até 819 ng L', com excecdo da 6-monoacetilmorfina.®
Esse dltimo artigo traz uma das tendéncias de diagndstico nio
invasivo sobre o consumo de drogas ilicitas em paises desenvolvidos,
que envolve a amostragem da excre¢ao urindria de usudrios em dguas
e esgotos a fim de se tomar medidas de prevencdo e tratamento de
dependéncia de drogas de abuso, chamada “epidemologia de esgoto”
(“sewage epidemology”), que ja foi aplicada a estudos em diversos
paises como Bélgica, Espanha, Itélia, Irlanda, Estados Unidos e Reino
Unido.®' Esse procedimento ¢ uma alternativa as técnicas usuais de
amostragem diretamente nos fluidos bioldgicos (sangue, urina, soro,
etc.), que necessitam de voluntdrios para sua quantificacdo, conferindo
as autoridades de satde e policial, tendéncias, padrdes de uso, dreas
de maior incidéncia, etc., que poderiam servir para melhorar e inten-
sificar campanhas de prevencdo, além de contribuir para o estudo de
contaminac@o ambiental pelas drogas ilicitas, bem como da eficiéncia
da sua remogéo pelos sistemas de tratamento de efluentes em uso.?"%?
A cromatografia liquida bidimensional € uma alternativa in-
teressante quando se realizam analises em amostras complexas,
como amostras bioldgicas, por exemplo, pois com o aumento de
uma dimensdo tem-se também o aumento da capacidade de pico e,
consequentemente, o processo de separagéo ¢ melhorado. %

Quim. Nova

Leite de vaca, uma matriz complexa pelo seu alto teor de gordura
e proteinas, foi analisado por cromatografia liquida bidimensional,
acoplada a um detector amperométrico, para a determinagdo de sul-
fametoxazol e trimetoprim, medicamentos utilizados para prevenir
ou tratar infecc¢des do trato respiratdrio e gastrointestinal, com limite
de deteccdo (LD) entre 15 até 25 ug L9

PERSPECTIVAS

Como perspectivas para a drea de cromatografia liquida aplicada
ao estudo de poluentes organicos emergentes destacam-se a identifica-
¢do de metabolitos e produtos de transformagio, bem como o alcance
de limites de detec¢do e quantificag@o ainda menores.

A HPLC também estard intimamente ligada a legislagdo ambiental
aplicada, pois, atualmente, para a grande maioria dos POE ainda ndo
hd concentra¢des maximas permitidas estabelecidas pela legislacdo.

Os grandes desafios estdo voltados para o estudo de possiveis
novos POE, como nanomateriais e siloxanos, amplamente utilizados
na sociedade, estando presentes na formulacio de vdrios produtos
(cosméticos, protetores solares, roupas, automoveis e eletronicos) e
0s possiveis riscos a saide e ao meio ambiente que eles podem causar.

Estudos de biorremediagdo e processos avangados de tratamento
de efluentes, como a oxidacdo quimica e fotoquimica por meio dos
processos oxidativos avangados (POA), ozondlise, nanofiltracao,
osmose reversa, biorreatores de membrana, etc., provavelmente
utilizardo a cromatografia liquida de alta eficiéncia como ferramenta
chave no monitoramento dos processos de degradacdo dos POE em
ambientes artificiais ou naturais.

CONCLUSAO

A cromatografia liquida de alta eficiéncia ¢ uma das técnicas
de separacdo de grande destaque dentro da quimica analitica e da
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Figura 7. Cromatograma (HILIC-ESI-MS/MS) da separagdo de drogas de abuso e seus metabdlitos de uma amostra de efluente coletada em uma planta de

tratamento de esgoto na Bélgica. Coluna Luna® HILIC (15 cm x 3 mm, com particulas de 5 um). Condi¢bes cromatogrdficas: modo de elui¢do por gradiente,

utilizando como solvente A: tampdo acetato de aménio 5 mmol L' e solvente B: acetonitrila; iniciando com 95% da fase mével B, por 0,5 min, seguido do

decréscimo linear de B até 50% em 7,5 min; vazdo: 0,4 mL min’'; volume de injecdo: 5 uL; detec¢cdo por MS em série. Adaptado da ref. 63
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ciéncia ambiental, sendo utilizada como uma excelente ferramenta
para os mais variados estudos envolvendo os poluentes organicos
emergentes.

A maioria dos trabalhos publicados na drea estd voltada para o
estudo de fdrmacos no meio ambiente, principalmente em amostras
aquosas, mas podem ser encontrados na literatura varios estudos
com outros poluentes orgdnicos emergentes em varias matrizes am-
bientais. Os detectores que utilizam espectrometro de massas sao os
mais empregados, devido as baixas concentragdes que esses analitos
apresentam, sendo este o tinico detector que permite a confirmacao
estrutural dos analitos, principalmente quando usado em série.

MATERIAL SUPLEMENTAR

Estd disponivel gratuitamente em http://quimicanova.sbq.org.
br, na forma de arquivo PDF, com acesso livre. Nesse material
encontram-se as Figuras 1S a 5S.
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Figura 18. Efeito de matriz de uma amostra de dgua superficial analisada por SPE-HPLC-MS/MS na andlise de antibidticos. (A): cromatogramas de solucdo
padrao 10 ng L' de antibidticos da classe das quinolonas; (B): cromatogramas de uma amostra real de dgua superficial fortificada com a solugdo padrao,
evidenciando o alargamento de pico devido ao efeito de matriz. Coluna: Kromasil® C18 (100 x 2,1 mm, com particulas de 5 um). Condi¢des cromatogrdficas:
modo de elui¢do por gradiente, utilizando como solvente A: 0,01% de dcido acético e solvente B: metanol com 0,1% de dcido formico, iniciando com 5% da
fase movel B, até 90% de B em 20 min; vazdo: 0,2 mL min™'; volume de inje¢do: 9,8 mL; detec¢do por MS em série. Adaptado da ref. 29
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Figura 2S. Consumo de medicamentos em fun¢do da paridade do poder de compra (PPP$) per capita para a Alemanha. Grdfico obtido do site oficial da
Organizagdo Mundial da Saiide (OMS) https://apps.who.int/infobase/report.aspx, acessada em Janeiro 2011
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Figura 3S. Cromatogramas (HPLC-ESI-MS/MS) obtidos para (A) amostras de dgua do Rio Ebro e (B) amostra coletada apds o tratamento de efluentes. Coluna:

Kromasil® 100 C18 (250 x 4,6 mm, com particulas de 5 um). Condi¢des cromatogrdficas: modo de elui¢do por gradiente, utilizando como solvente A, dcido
acético 0,5% (pH 2,8) e solvente B, acetonitrila, iniciando com 55% do solvente B, apds aumento linear até 60% de B em 6 min, aumento de B até 80% em

3 min, aumento de B até 100% em 3 min e decréscimo de B até 55% em 3 min; vazdo: 1 mL min’'; volume de inje¢do: 50 uL; temperatura de andlise: 30 °C;

detecg¢do por MS em série. Adaptado da ref. 44
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Figura 4S. Cromatograma de uma amostra fortificada com 5,0 ug L de cada um dos analitos. Coluna: Symmetry® C-18 (150 x 2,1 mm, com particulas de

3,5 um). Condi¢oes cromatogrdficas: modo de elui¢do por gradiente, utilizando como solvente A, solugdo aquosa com 0,1% de aménia e como solvente B,

metanol, iniciando com 10% de B até 55% em 10 min, aumentando para 85% em 10 min, permanecendo por 7,5 min, apos diminuindo % de B até 10% em

15 min; vazdo: 0,2 mL min”'; volume de inje¢do de 2 uL; temperatura de andlise: 40 °C; detec¢do por MS em série. TIC: cromatograma de ions totais; PI:
padrdo interno; OP: octilfenol; NP: nonilfenol; BPA: bisfenol A, todos por SIM (monitoramento de ions selecionados). Adaptado da ref. 51
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Figura 5S. Cromatograma (UHPLC-ESI-Q) obtido na separagdo de 11 produtos de higiene pessoal. Coluna: Zorbax Eclipse XBD® C18 (50 x 4,6 mm, com
particulas de 1,8 um). Condig¢oes cromatogrdficas: modo de elui¢cdo por gradiente, utilizando como solvente A: dcido acético (pH 2,8) e solvente B: metanol,

iniciando com 60% da fase movel B, com aumento linear até 100% de B em 4 min, apds decréscimo de B até 60% em 3 min; vazdo: 0,6 mL min'; volume de

inje¢do: 50 uL; temperatura de andlise: 50 °C; detec¢do por MS. EPB: etilparabeno; MPB: metilparabeno; DHB: 2,4-di-hidroxibenzofenona; PPB: propilpa-

rabeno; BP-3: 3-benzofenona; TCC: triclocarbano; TCS: triclosano; OD-PABA: dcido octildimetil-p-aminobenzoico. Adaptado da ref. 59



