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RESUMO

As aguas superficiais tem sido um dos principais compartimentos ambientais nos quais tém sido identificada a presenca dos
residuos de medicamentos. A contaminag¢@o dos ecossistemas aquéticos se d4, em grande parte, por meio da descarga de
aguas residuais, visto que, os medicamentos quando ingeridos por humanos e animais, apds metabolizados, sdo excretados
pela urina e fezes. Neste contexto, este trabalho teve como objetivo otimizar a separagdo cromatografica de compostos
utilizados como principios ativos de medicamentos, de diferentes classes terapéuticas, para posterior aplicacdo na
identificacdo e quantificagdo de residuos destas substancias em amostras aquosas. A otimizagdo da separacgdo
cromatografica de 17 farmacos foi realizada usando HPLC-DAD por meio de testes com diferentes fases moveis. Até o
momento, foi possivel obter boa separacéo cromatografica para onze dos dezessete compostos estudados. Posteriormente,
0 método sera validado e aplicado na determinagéo de residuos de farmacos em amostras aquosas.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, com o avancgo cientifico e tecnolégico, tornou-se cada vez mais frequente o descobrimento
e identificagdo de compostos quimicos potencialmente prejudiciais nos mais diversos compartimentos ambientais,
como por exemplo, 4guas superficiais. Com isso, naturalmente, aumentou-se a preocupacgéo e o cuidado com
poluentes emergentes (substancias toxicas encontradas em variados ecossistemas) e contaminantes nao
regulamentados que, invariavelmente, podem causar impactos tanto ambientais, como para a satde humana.?!

Considerados como poluentes emergentes, por serem recalcitrantes e de dificil biodegradacao, os
produtos farmacéuticos tem sido motivo de grande preocupagédo ja que alguns tipos de farmacos podem ser
prejudiciais aos ecossitemas ambientais e até mesmo para salde humana, mesmo em baixas concentracbes. A
presenca e persisténcia de residuos de medicamentos no ambiente pode ocorrer devido a algumas propriedades
guimicas destas substancias, tais como: solubilidade em &gua, polaridade, estrutura molecular e resisténcia a
biotransformagaos.

As 4guas superficiais tem sido um dos compartimentos ambientais nos quais tém sido identificada a
presenca dos residuos de medicamentos, tendo sofrido grande impacto nos ultimos anos e fungéo da crescente
utilizacdo de farmacos no cotidiano dos cidaddos comuns, em &reas hospitalares e em producgdes pecudarias.
Vale ressaltar que a presenca de residuos de medicamentos em ambientes aquéaticos ocorre como uma mistura
de varios compostos, e ndo de medicamentos individuais, 0 que acarreta num aumento significativo nos riscos a
salde humana e ambiental, explicitados anteriormente. A contaminagdo dos ecossistemas aquaticos se da, em
grande parte, por meio da descarga de aguas residuais, visto que, os medicamentos quando ingeridos por
humanos e animais, apés metabolizados, sdo excretados pela urina e fezes. Desse modo, a descarga age como
um caminho para os residuos de farmacos chegarem a rios, lagos e oceanos?.

Considerando que os residuos de medicamentos sdo encontrados em concentra¢cdes muito baixas, a
cromatografia liquida de alta eficiéncia tem sido indicada como um método viavel para a deteccdo destes
compostos em amostras aquosas, tornando possivel, com o método de deteccao correto, a identificacdo e
guantificacdo de residuos destas substancias em ecossistemas aquaticos.!

Diante disso, este trabalho tem como objetivo otimizar a separagcdo cromatografica de compostos
utilizados como principios ativos de medicamentos de diferentes classes terapéuticas para posterior aplicacao na
identificacao e quantificagcao de residuos destas substéncias em amostras aquosas.

2. METODOLOGIA



Foram adquiridos padrbes de 17 farmacos de diferentes classes terapéuticas (antibidticos, anti-
inflamatdrios, analgésicos e estimulante): acido acetilsalicilico, enrofloxacina, ibuprofeno, eritromicina,
nimesulida, cetoprofeno, cafeina, cloridrato de tetraciclina, ciprofloxacina, paracetamol, naproxeno, amoxilina,
cefalexina monohidratada, cloridrato de oxitetraciclina, diclofenaco de sédio, trimetropim e sulfametoxazol.

Foram preparadas solucdes estoque de cada farmaco, individualmente, em concentracdes que variaram
de 500 mg L'* a 580 mg L. Os solventes utilizados para a preparacdo da solucdo padréo de cada substancia foi
agua ou metanol, visto que estas possuem propriedades diferentes. As solucbes padrdo dos farmacos
enrofloxacina e trimetropim foram menores do que as mencionadas anteriormente, sendo 400 mg L1 e 250 mg L-
1, respectivamente. A partir das solucées estoque, foi preparada uma solugéo de trabalho contendo a mistura de
todos os farmacos na concentracédo de 10 mg L1, diluidos em metanol.

Para a otimizacdo da separacédo cromatogréafica dos farmacos foi utilizado um cromatografo liquido de
alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos (HPLC-DAD) da marca Shimadzu, equipado com uma unidade
de bombeamento de solvente quaternaria (LC-20AT), um injetor automatico (SIL-20AHT), desgaseificador (DGU-
205), forno para coluna (CTO-20A) e uma interface controladora (CBM-20A), sendo 0s compostos injetados em
uma coluna Agilent InfinityLab Poroshell 120 EC-C18 (2,1 x 100mm; 2,7 um).

Diferentes solventes foram utilizados em testes como fase moével (Tabela 1), bem como o emprego de
diferentes gradientes de eluicao das fases mdveis testadas. Sendo assim, foram realizados varios testes, variando
as fases moveis e suas respectivas concentragdes ao longo das corridas cromatograficas, visando melhorar a
eficiéncia de separacgéo dos farmacos estudados, bem como o aprimorando de métodos j4 existentes na literatura.

Apbs os testes, padrdes individuais de cada farmaco foram injetados no sistema cromatografico para a
confirmacéo dos tempos de retencdo dos mesmos bem como para ser realizada a otimiza¢cdo dos comprimentos
de onda para a detec¢éo de cada farmaco, a fim de obter maior sensibilidade durante as posteriores analises.

Em todos os testes, o volume injetado da solugéo padrdo dos farmacos foi de 20 puL e temperatura do
forno de 40°C. Os comprimentos de onda utilizados na detec¢éo dos compostos foram otimizados individualmente
para cada composto.

Tabela 1 — Solventes utilizados na composicao da fase movel nos diferentes testes para otimizagéo da
separacao cromatografica dos farmacos

Solventes
A B
a) Acido férmico 0,1% em agua Acetonitrila
b) Acetato de amoénio 0,01lmM e 4&cido Acetato de aménio 0,01mM em
férmico 0,5 mM, em agua metanol

c) Hidréxido de aménio 0,05%, em agua Metanol
d) Acetato de ambnio 5mM : &cido Metanol : Acetonitrila

aceético )
e) acetato de aménio 5mM : acido Acido acético

aceético
f) Acetato de amonio 5mM : acido Metanol : Acetonitrila (1:2)

acético
0) Acetonitrila / Metanol (2:1) Tampéo Acetato de amonio 5mM :

acido acético (pH=4,7)
h) Tampéo Acetato de amonio 5mM : Acetonitrila
acido acético (pH=4,7)
i) Formiato de aménio 5mM : acido Metanol
férmico (pH = 3,8) )

) Metanol Agua
k) Formiato de aménio 5mM : &cido Acetonitrila : Metanol (2:1)

férmico (pH = 3,8)




3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Apo6s a analise dos cromatogramas obtidos nos diferentes testes realizados, a melhor resolucéo obtida
até o momento, referente a separacao dos farmacos esta apresentado na Figura 1.

Figura 1 — Cromatograma referente a mistura dos 17 farmacos na concentracédo de 10 mg L1, obtidos por
HPLC-DAD, apds a otimizacéo da separacéo cromatografica. Identificacdo dos picos: 1 - Cafeina; 2 - Cloridrato
de oxitetraciclina; 3 — ciprofloxacina; 4 — Cloridrato de tetraciclina; 5 — Sulfametoxazol; 6 — Enrofloxacina; 7 —
Cetoprofeno; 8 — Naproxeno; 9 — Diclofenaco; 10 — Nimesulida; 11 - Ibuprofeno
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Como mostrado no cromatograma acima, onde cada pico indica um farmaco, dos 17 compostos
presentes na mistura, apenas onze foram identificados com uma boa separagcéo e melhor resolugéo dos picos.
Do total de compostos analisados, a melhor separagédo cromatogréfica foi obtida para cinco antibiéticos e cinco
anti-inflamatoérios. Observa-se que 0s antibi6ticos apresentam menores tempos de retencdo que os anti-
inflamatérios, devido as diferentes propriedades dos compostos estudados e, consequentemente, diferentes
interacdes com a coluna cromatografica.

Este fato prop&e que novos testes devem ser efetuados a fim de obter a separagéo de todos os farmacos
estudados.

4. CONSIDERACOES FINAIS

Pode-se inferir que a otimizacdo da separagdo cromatografica de farmacos que apresentam diferencas
em sua composicao, propriedades fisico-quimicas e classes terapéuticas é complexa, visto que, apos a realizagao
de 11 testes, ainda nao foi possivel obter um método com significativa resolugdo para a separacao de todos os
compostos propostos para andlise.

Contudo, evidenciou-se uma evolugdo gradativa a cada teste realizado. Desse modo, apds o término da
otimizacdo da separacdo cromatografica dos farmacos o método proposto sera validagdo e aplicado na
determinacéo de residuos destas substancias em amostras aquosas, apés procedimento de extracéo dos analitos
nas amostras a serem analisadas.
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