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RESUMO

Este trabalho apresenta um estudo sobre o desenvolvimento de métodos de analise de
alguns antimicrobianos em meio aquoso, utilizando novos materiais a base de silica e
poliméricos como sistemas de pré-concentragdo/extracdo em nivel de tragos. A
determinacéo quantitativa da eficiéncia de extracdo e concentracdo destes materiais, frente
aos compostos em estudo, foi realizada através de cromatografia liquida com detector
espectrofotométrico na regido do ultravioleta (CLAE-UV). Os métodos cromatograficos
utilizados sdo farmacopéicos e por estarem fora do seu escopo de andlise de compostos
majoritarios e de matriz, eles foram re-validados.

A capacidade de retencdo das fases solidas foi avaliada frente aos antimicrobianos
Tetraciclina (TC), Sulfametoxazol (SMX) e Trimetoprima (TM) empregando a extragédo
em fase sélida (EFS) off line e a quantificacdo foi conduzida através de dois métodos
cromatogréficos, um para TC e outro para SMX e TM. Os resultados, expressos em
recuperacdo, ficaram restritos aos solidos a base de silica, pois ndo foi possivel concluir
este estudo nos polimeros devido as dificuldades de sintese dos mesmos. O melhor
percentual de recuperacdo para TC (70%) foi quando utilizou como eluente o solvente de
diluicdo (Tabela VIII) na silica 200°C e metanol:4gua (50:50) para SMX (40%) e TM
(90%) na silica comercial (C18 da Waters).

Alguns parametros de desempenho dos melhores resultados foram avaliados nas
amostras padrdo e nas amostras reais. Os dados foram tratados estatisticamente obtendo-se
curvas analiticas com baixa dispersdo no conjunto de pontos experimentais e menor
incerteza dos coeficientes de regressdo, estimados nos intervalos propostos. O volume de
quebra foi de 25 mL e o fator de concentracdo foi de 5 para os trés analitos. A precisédo foi
avaliada pela repetibilidade, obtendo-se coeficientes de variacdo dentro dos limites de
concentracdo aceitos em analises de tragos. Foram avaliados os limites de detec¢édo (3,6
ug/l para TC; 0,3 pg/l para SMX e 0,3 pg/l para TM) e quantificacdo (12 pg/l para TC; 1,1
ug/l para SMX e 0,9 ug/l para TM) do método, em &gua do arroio Dilavio.

As andlises das amostras coletadas no arroio Diluvio de Porto Alegre e na agua potavel
coletada da torneira do Laboratério de Andlises Ambientais do Instituto de Quimica em
agosto de 2007 ndo apresentaram os antimicrobianos em estudo, nos niveis detectaveis

pelos métodos.
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ABSTRACT

This work presents a study for the development of some methods of analysis of
antimicobians in aqueous medium; using home-made silica-based and polymeric materials
as a pre-concentration/extraction system in trace level. The quantitative determination of
the efficiency of extraction and concentration of these materials compared to the
pharmaceuticals in study was made through liquid chromatography with ultraviolet
spectrophotometer detector in the ultraviolet region (CLAE-UV). The chromatographic
methods used are pharmacopoeia and because they are out of the target analysis of
majority composts and the source, they were revalidated.

The retention capacity of these solid phases was evaluated considering the
antimicrobialses: tetracicline (TC), sulfametoxazol (SMX) and trimetoprime (TMI) using
solid-phase extraction (SFE) off line and the quantification was lead through two
chromatographic methods, one for TC and another one for SMX and TM. The results,
known in recovery, were restricted to silica-based solids; therefore, it was not possible to
conclude this study for polymers due to the synthesis difficulties. The best percentage of
recovery for TC (70%) was when it was used as eluente solvent of dilution (Table VIII) in
200°C silica and methanol:water (50:50) for SMX (40%) and TM (90%) in commercial
silica (C18 Waters).

Some performance parameters were evaluated for standard and for real sample. The
data were statistically evaluated resulting in analytical curves with low dispersion in the set
of experimental points and lower uncertainty of the coefficients regression, predicted in the
intervals considered. The breakthrough volume, in all cases was determined as 25 mL
resulting in a concentration factor of 5. The precision was evaluated for analysis
repeatability with acceptable coefficient of variation inside of limits of concentration in
trace level. The limits of detection (3,6 pg/l for TC; 0,3 ug/l for SMX and 0,3 pg/l for TM)
and quantification (12 pg/l for TC; 1,1 ug/l for SMX and 0,9 pg/l for TM) were
determined in Dillvio stream water.

The analyses of the samples collected in DilGvio stream in Porto Alegre and the tap
water collected in the lab, in August 2007 did not present antimicrobians contamination, in

the levels detected by the method.
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1. INTRODUCAO

O monitoramento de farmacos residuais no meio ambiente vem ganhando interesse,
nos ultimos anos, pois tém sido encontrados em efluentes de estacdo de tratamento de
esgotos e 4guas naturais em concentragdes na faixa de pg/l e ng/l . A principal entrada
desses produtos no meio ambiente resulta de suas aplicacdes em medicina humana e
veterinéria, que apos a administracdo sdo parcialmente metabolizados e excretados. Isto é
decorrente de que os fa&rmacos sdo desenvolvidos para serem persistentes, mantendo suas
propriedades quimicas o bastante para servir ao proposito terapéutico. Assim, 50% a 90%
de uma dosagem de farmaco sdo excretados inalterados podendo persistir no meio
ambiente Y, além de estarem constantemente entrando no ambiente.

Um dos grupos de farmacos residuais que merece uma atencdo especial é o dos
antimicrobianos. Eles tém sido amplamente discutidos na literatura, devido ao seu
potencial de desenvolvimento de bactérias resistentes no meio ambiente ). Dentre os
antimicrobianos, a tetraciclina, que é produzida a partir de cepas de microrganismos ou
como produto semi-sintético, a sulfametoxazol e a trimetoprima, que sdo antimicrobianos
sintéticos, representam trés classes de antimicrobianos largamente usados na medicina
humana e veterinaria ¢ 19,

Para deteccdo de farmacos no meio ambiente aquatico em nivel de tracos, a literatura
tem descrito métodos baseados na extracdo em fase solida (EFS) e subseqiente
determinacdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) acoplada a
espectrometro de massas (EM) @~ * 5 10-19 A deteccdo por espectrometria de massas ¢
usada para assegurar a identificagdo das substéncias. Detectores de arranjo de diodos
(DAD) acoplado a CLAE também tém sido uma alternativa para analise de farmacos.
CLAE-DAD e CLAE-UV sao bastante utilizados por serem técnicas robustas e por
envolverem equipamentos de menor custo do que o CLAE-EM, apesar de ndo serem
detectores especificos como o EM.

A complexidade da matriz ambiental envolve um grande nimero de compostos que
podem interferir em uma amostra, dificultando a analise direta. As técnicas de extracdo
e/ou pré-concentracdo auxiliam significativamente a analise dos componentes de interesse
em matrizes complexas, principalmente em baixas concentra¢fes. Atualmente, a EFS é um

dos procedimentos mais empregados para extracdo e/ou pré-concentracdo de analitos em



nivel de tragcos em matrizes complexas ou ndo. A EFS emprega adsorventes empacotados
em cartuchos, pelo qual a amostra é percolada, os analitos de interesse sdo pré-
concentrados e posteriormente eluidos para serem analisados. Os mecanismos de retengédo
envolvidos sdo idénticos aqueles da cromatografia a liquido em coluna. Atualmente um
grande nlimero de adsorventes esta disponivel comercialmente ™, no entanto a obtencéo
de adsorventes produzidos em laboratorios também é uma alternativa promissora.

Nos laboratorios do Instituto de Quimica da UFRGS, fases sOlidas a base de silica e
poliméricas tém sido produzidas com o objetivo de serem empregadas na analise de tracos
de poluentes organicos, em substituicdo as fases comerciais. Em estudos anteriores, foram
preparadas duas fases solidas resultante do método grafting, obtendo-se silicas
funcionalizadas com diclorobis (ciclopentadienil) zirconio (1V) “® e outra a partir do
método por polimerizagdo radicalar em suspensdo, obtendo-se polimeros com diferentes
percentagens de metacrilato de glicidila em percentagens fixas de divinilbenzeno, variando
a quantidade de estireno .

Avaliar a capacidade de adsorcdo dessas fases frente aos farmacos tetraciclina,
sulfametoxazol e trimetoprima, utilizando metodologia para a quantificagdo dos
respectivos antimicrobianos constitui o desafio deste trabalho empregando EFS off line.

Para demonstrar que as metodologias empregadas, nas condigdes em que sdo
praticadas, tém as caracteristicas necessarias para obtencdo de resultados com qualidade,
este trabalho se propde, também, avaliar os parametros de desempenho das metodologias,
na faixa de concentracdo usada.

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Quimica Analitica e Ambiental (LQAA) e
na Central Analitica do Instituto de Quimica da UFRGS.

1.1. OBJETIVOS

1.1.1. Objetivo geral

Desenvolver e avaliar parametros de validacdo nos procedimentos analiticos para
determinacdo de tetraciclina, sulfametoxazol e trimetoprima, em nivel de tragcos, em meio
aquoso, utilizando novos materiais a base de silica e poliméricos como sistemas de pré-

concentragéo.



1.1.2. Objetivos especificos

a) Implementar as condi¢Bes experimentais para determinacdo de tetraciclina (TC),
sulfametoxazol (SMX) e trimetoprima (TM) por CLAE-UV, visando a determinacdo
destes compostos;

b) Avaliar a capacidade de adsorcdo/dessorcdo de novas fases solidas a base de silica
modificada e polimérica, comparando-os com 0s adsorventes comerciais, frente a TC,
SMX e TM, utilizando diferentes eluentes;

c) Determinar o volume de quebra destes compostos, frente as fases solidas selecionadas;
d) Awvaliar estatisticamente os parametros de desempenho das metodologias selecionadas
na faixa de concentracdo usada;

e) Avaliar parametros de validacdo nas metodologias para determinacdo de TC, SMX e

TM em matrizes aquosas ambientais.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. CONTEXTUALIZACAO, OCORRENCIA, DESTINO E EFEITOS DE
FARMACOS NO MEIO AMBIENTE

O impacto da polui¢do quimica, durante as ultimas décadas, tem focado quase que
exclusivamente nos poluentes convencionais, especialmente nos
agrotoxicos/carcinogénicos e intermediarios industriais que mostram persisténcia no meio
ambiente '”. Este espectro de produtos, entretanto, ¢ somente uma parte do potencial
poluente. Os farmacos pertencem a um grupo de substancias que, até recentemente, tem
sido expostos ao meio ambiente com muito pouca atengdo. A razao pela qual eles podem
ser micropoluentes ¢ porque os farmacos sdo desenvolvidos com a intencdo de
desempenhar um efeito biologico, ou seja, sdo lipofilicos, capazes de passar pelas
membranas, e sdo persistentes, pois ndo sao inativados antes de ter o efeito de cura. Assim,
os farmacos tém muitas propriedades necessarias para bioacumular e provocar efeitos no
ecossistema aquatico e terrestre '*).

Algumas toneladas de medicamentos sdo produzidas por ano e aplicadas na medicina
humana e veterindria. Geralmente, a produ¢do exata ndo ¢ publicada na literatura e
Brasil junto com os Estados Unidos da América, Franga e Alemanha constituem os
maiores consumidores de medicamentos do mundo ®”. Como os niimeros de prescri¢des
de antimicrobianos ndo estdo disponiveis no Brasil, pois esses medicamentos podem ser
adquiridos nas farmacias sem prescri¢ao de um médico, pode-se supor que as quantidades
de antimicrobianos adquiridos sejam proporcionais ao niimero de habitantes por regido e o
risco destas substancias de entrar no meio ambiente estd, portanto presente.

Hoje ndo se sabe exatamente o destino e os efeitos dos farmacos quando eles sdo
expostos ao meio ambiente, embora exista uma previsdo de rotas de farmacos de uso

humano e veterinario no meio ambiente '® (1,19,26)

e seus possiveis efeitos
A Figura 1 mostra as rotas de exposi¢do de farmacos ao meio ambiente, destino e

efeitos.
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Figura 1: Rotas de exposi¢do de farmacos usados na medicina humana e veterinaria no

meio ambiente
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Numerosos artigos tém registrado niveis de firmacos em meio aquoso e sélido ©®. Para
os farmacos de uso humano, a principal rota de entrada destes compostos em aguas de
superficie ambiental, como compostos ndo alterados ou apds transformacdo pelo
metabolismo humano, ¢ via as estagdes de tratamento de 4gua municipal (ETAs) 67, Apos
a administragdo e desenvolvimento do efeito terapéutico no corpo humano, os farmacos
sdo excretados no esgoto doméstico como uma mistura de metabolitos, como substancias
inalteradas ou conjugadas com um substituinte inativador ligado & molécula, dependendo
da farmacologia do mesmo "*. Observa-se também que a forma conjugada do farmaco
pode converter-se prontamente ao composto inicial . A exposi¢do direta dos farmacos
excedentes de uma terapia ou mesmo por perda do tempo de validade no esgoto doméstico
¢ uma outra forma de entrada dos fArmacos no meio ambiente.

Estudos demonstram que véarias dessas substincias parecem ser persistentes no meio
ambiente e ndo sdo completamente removidas nas estagdes de tratamento de esgotos e de
agua (& 3 0064 66.67.69 73 "Ny Brasil, no entanto, sdo poucas as cidades que possuem
estacdes de tratamento de esgoto. Sendo assim, essas substancias resistem também aos
processos de tratamento convencional de dgua, ficando presentes em ambientes aquaticos.
Investigacdes revelam que os fAirmacos estdo presentes em diferentes ambientes aquaticos
em faixas de concentra¢des de pg/l e ng/l > 13- 16 19.21. 61.65.68)

Farmacos de uso veterinario também podem entrar no meio ambiente diretamente pela
dispersdo de estrume usado como fertilizante “, ou pela propria excre¢io direta na terra
na forma inalterada ou de metabodlitos em fezes ou urina depois de ter o efeito de cura no
animal. Como muitos antibidticos sdo hidrossoluveis estes compostos podem atingir dguas
subterraneas e de superficie através da chuva V.

Embora todos os farmacos aprovados pelos orgaos fiscalizadores de governo tenham
sido submetidos a um estudo farmacocinético, existe ainda uma consideravel falta de
conhecimento sobre sua cinética no meio ambiente devido as diferentes varidveis do meio.
O consenso cientifico é que fArmacos em baixos niveis detectaveis no meio ambiente nao
causam um apreciavel risco a satde humana. Entretanto, os possiveis efeitos dessas
substancias na vida aquatica ndo sdao bem entendidos. Até agora testes convencionais e
determinagdes dos efeitos dos farmacos t€ém sido baseados pontualmente (curto tempo),
com determinacdo de fatores aplicados aos dados pontuais para extrapolar nos efeitos
cronicos (tempo prolongado). No entanto, como mais testes cronicos sdo registrados,

. . . - . 59
outros mecanismos, tal como farmacologias comparativas estio sendo examinadas ©).



2.2. POLUENTES EMERGENTES, IMPACTO AMBIENTAL E ANALISE

O desenvolvimento de métodos novos e mais sensiveis para detectar substancias
quimicas e determinar seus efeitos bioldgicos transferiu a atencdo da comunidade cientifica
para os contaminantes novos € ndo regulamentados que ndo eram, anteriormente,
detectados ou nao tinham sido considerados como um risco ao meio ambiente. Esse ¢ o
caso dos assim chamados “contaminantes emergentes”.

“Contaminantes emergentes” podem ser definidos como poluentes recém identificados
ou que anteriormente ndo eram reconhecidos, mas a principal caracteristica deste grupo ¢
que nao necessita persistir no meio ambiente para causar efeitos negativos, visto que suas
altas taxas de transformacdo e remog¢ao sdo compensadas pelas suas continuas introdugdes

no meio ambiente ?"3¥

, podendo levar a altas concentragdes em longo prazo. Dentre estes
estdo os farmacos. De todos os poluentes emergentes, os antimicrobianos, devido ao
potencial de selegdo genética de bactérias resistentes, juntamente com os hormdnios, por
causa do potencial de inducdo de efeitos estrogénicos, tais como a feminilizagdo e
hermafroditismo, em organismos aquaticos e ultimamente no homem, sdo provavelmente
os de maior preocupacio *".

Enquanto existir tecnologias de tratamento produzindo agua que satisfaca os padrdes
regulatorios correntes, tem sido demonstrado que a remoc¢do de muitos contaminantes
emergentes, incluindo antibioticos e horménios, ¢ incompleta ¥, A incompleta remogéo
destes compostos de estacdes de tratamento de agua ¢ referida como a principal fonte de
liberacdo no meio ambiente, devendo-se principalmente, as propriedades fisico-quimicos
(baixa degradabilidade). Isto permite a penetragdo através dos filtros dessas instalacdes e,
portanto colocando o sistema de suprimento de 4gua purificada em risco *.

Os potenciais impactos a vida aquatica sdo caracterizados pela exposi¢ao potencial, ou
seja, a extensdo a qual a vida aquatica pode ser exposta aos farmacos, € os potenciais
efeitos, isto €, se os compostos estdo presentes € a que nivel eles podem afetar a vida
aquatica. Na pratica, isto envolve dois conceitos: Concentragdo Ambiental Estimada
(CAE) e a Concentragao Sem Efeito Estimada (CSEE). CAE ¢ baseada nas propriedades
fisicas, quimicas e destino bioldgico da molécula, bem como informacgao hidroldgica nos

fluxos dos efluentes das estacdes de tratamento de esgoto (ETE) e fluxos de agua de

superficie. O CSEE estima concentragdes a qual os efeitos potenciais nos organismos



aquaticos e ecossistemas podem ocorrer. Em geral, se CAE ¢ menor do que CSEE (CAE/
CSEE < 1), o risco ambiental é aceito ©*.

Devido as caracteristicas fisicas e quimicas dos antimicrobianos (alta a moderada
polaridade e hidrofilicidade), a técnica de escolha para suas andlises ¢ a cromatografia
liquida com seus detectores e possibilidades de acoplamentos. A cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas ¢ uma técnica sensivel e seletiva para determinacao
de sulfonamidas, mas a derivatizacdo de farmacos instaveis termicamente e nao volateis ¢
necessaria antes da andlise. A derivatizacdo supera o problema para alguns casos, mas o
tempo de preparagdo aumenta no processo, especialmente com grande quantidade de
amostra *7. CLAE ¢ o método mais utilizado e sensivel que pode separar uma grande
variedade de farmacos, alguns dos quais ndo sdo proprios para CG. Outra técnica utilizada
para baixos limites de detec¢do ¢ CLAE com deteccao de fluorescéncia, mas esta técnica
requer a derivatizagdo para melhorar as propriedades fluorescentes na detec¢do. Sempre
que possivel, a cromatografia liquida acoplada a espectrometro de massas, simples ou no
modo tandem (MS/MS), ¢é preferida. No entanto, a CLAE acoplada a EM requer cuidados
adicionais no que se refere a supressdo iOnica, especialmente em andlises de amostras
altamente contaminadas, tais como aguas de refugo. Uma solugdo para esse problema ¢
melhorar o clean-up da amostra e quantificar por padrdes internos marcados, padronizagdo
externa ou adi¢do de padrio . CLAE-UV ¢ uma técnica cuja sensibilidade do método ¢
menor quando comparada aos métodos CLAE-EM e CLAE-EM/EM, mas torna-se uma
ferramenta util, associada as melhorias de clean-up, pois utiliza avaliagdes mais rapidas
nas identificagdes (quando comparado nos tempos de retencao de padrdes) e determinacdes
dos compostos, além de ser uma técnica mais barata comparada com CLAE-EM para

analise de rotina de farmacos em amostras ambientais.

2.3. LEGISLACAO, AVALIACAO AMBIENTAL DE FARMACOS DE USO
HUMANO

Em geral, a legislacdo ¢ a principal for¢ga na quimica analitica ambiental.
Ambientalistas tém focado a aten¢do no estudo de substancias quimicas cuja presenga no
meio ambiente tém sido regulamentadas através de varias listas de poluentes prioritarios

incluidos em diferentes legislacdes “". No caso dos poluentes emergentes, os quais



incluem os farmacos, eles ainda ndo estdo numa lista regulatoria de poluentes ambientais,
pois dados sobre suas ocorréncias, riscos ambientais ¢ dados ecotoxicologicos estdo sendo
avaliados *”).

Em 1969, o NEPA (do inglés: National Environmental Policy Act) solicitou as
agéncias federais avaliar os impactos ambientais de suas agdes visando assegurar que o
publico afetado e interessado fosse informado das anélises ambientais. O FDA (do inglés:
Food and Drug Administration) vem solicitando, de acordo com o NEPA, consideragdes
com relacdo aos impactos ambientais de drogas aprovadas e aplicagdes bioldgicas como
uma parte dos seus processos regulatorios G173

Em 1995, o FDA revisou seus regulamentos para reduzir o nimero de avaliagdes
ambientais requeridas para as induastrias. Em 1997, o FDA publicou a exclusdo das agdes
que foram identificadas como normalmente ndo tendo efeito significante na qualidade do
ambiente humano. Em 1998, o FDA publicou um guia — Guidance for Industry:
Environmental Assessment of Human Drug and Biologics Applications 7> que fornece
informacgdes de quando uma avaliagdo ambiental deveria ser submetida e como preparar
estas avaliagdes. De acordo com esse guia, a estimativa da concentracio de uma
substancia, no ponto de entrada do meio ambiente aquatico, poderia ser calculada de
acordo com a seguinte equacao:

CIE-aquatico (ug/l)=AxBxCxD,
onde:
CIE = concentragdo de introducdo esperada da por¢do ativa que pode entrar no meio
ambiente,
A = kg/ano produzido da por¢do ativa (molécula ou ion responsavel pela agdo fisiologica
ou farmacolodgica da substancia),
B = I/litros por dia de entrada nas POTWs (Publicly Owned Treatment Works — Obras de
Tratamento de Propriedade Publica). 1,214 x 10" litros por dia (dado atualizado
periodicamente através da Internet: http://www.epa.gov/owm.),
C = ano/365 dias,
D = 10° pg/kg (fator de conversio).

Esse célculo assume que toda forma farmacéutica produzida num ano seja consumida e
entra no sistema de Obras de Tratamento de Propriedade Publica (ETA), que o uso de
medicamentos nos Estados Unidos ocorra em proporc¢ao a populacio e quantidade de dgua

de refugo gerada, e que nao exista metabolismo.



De acordo com este guia, drogas e produtos biologicos derivados de fontes naturais ou
de sistemas biologicos podem ser considerados naturais mesmo se eles forem sintetizados
quimicamente. A caracterizagdo fisica e quimica deve ser conduzida para determinar se o
composto ¢ mais comum de acumular nos meios aquaticos, terrestres e/ou atmosférico.
Solubilidade em 4gua, constante de dissociagdo, coeficiente de particdo octanol /dgua e
constante de pressao de vapor sdo parametros ou testes conduzidos para essa determinagao.
O coeficiente de parti¢ao octanol/agua (Koy) € um indicador de um potencial composto nao
ionizado para adsorver as fragdes organicas do solo, sedimentos ou biosélidos (lodos), um
indicador de lipofilicidade. E a razdo da solubilidade quimica em n-octanol e 4dgua no
equilibrio; uma medida da lipofilicidade de uma droga ¢ um indicador de sua habilidade de
atravessar membranas de células; o logaritmo de K,y ¢ usado como uma estimativa da
tendéncia do produto quimico bioacumular ou adsorver aos solos ou sedimentos. Além
disso, estudos das propriedades de sor¢do e dessor¢do (K, de uma substincia aos
biosolidos deveriam ser considerados se log K,y € maior do que 3 ou outra propriedade
indicar que sor¢do e dessor¢do podem ocorrer. Para compostos que se associam ou
dissociam em agua (dependendo da constante de dissociacdo), solubilidade em agua e
coeficiente de parti¢do octanol/agua talvez tenham que ser determinados a pH 5 ¢ 9 bem
como a pH 7. A concentracdo esperada na atmosfera ndo precisa ser calculada para
produtos farmacéuticos administrados através da inalagdo porque, para a maioria destes, a
porcao ativa ndo estd relacionada ao ar. Em geral, substancias farmacéuticas sdo esperadas
entrar predominantemente no meio ambiente aquatico e, portanto, o foco de qualquer
estudo seria nos organismos aquaticos. Se a substancia de interesse rapidamente degrada
ou adsorve completamente e irreversivelmente aos biosolidos, entdo o destino e os efeitos
no meio ambiente aquatico ndo seriam normalmente considerados. Bioacumulagdo
(processo pelo qual os rejeitos industriais gradualmente acumulam no tecido vivo) ou
bioconcentracdo (processo pelo qual os rejeitos industriais acumulados na 4dgua passam
diretamente para organismos aquaticos) ¢ um processo complexo e dindmico que depende
da disponibilidade, persisténcia e propriedades fisicas e/ou quimicas de um composto no
meio ambiente. Em geral, farmacos tendem a ndo ser muito lipofilicos e sdo produzidos
e/ou usados em quantidades relativamente baixas quando comparados aos produtos
quimicos industriais. No homem, a maioria dos fAirmacos ¢ metabolizada a substancias
relacionadas estruturalmente que sdo mais polares, menos toéxicas € menos

farmacologicamente ativas do que os compostos de origem. Isto sugere que existe um
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potencial baixo para bioacumulagdo ou bioconcentragdao dos farmacos; entretanto devido a
extensao do tempo isto conduz a estudos de toxicidade cronica. Um indicador primario do
potencial para bioacumulagdo ¢ o coeficiente de particio octanol/dgua (K,y) dos
compostos. Um alto coeficiente de parti¢do octanol/agua indica que o composto tenderd a
ser lipofilico. Testes de toxicidade cronica deveriam ser considerados se log Koy de um
composto ¢ maior ou igual a 3,5 sob condi¢des ambientais relevantes (ex., pH 7).
Caracteristicas estruturais (ex. massa molecular, polaridade), que limitam a passagem
através das membranas bioldgicas, ou a falta de biodisponibilidade nos organismos do
meio ambiente (ex. adsor¢do forte no solo) s3o fatores atenuantes que poderiam ser
considerados quando determinar se bioacumulagdo seria uma preocupagao para compostos
com log K, maior ou igual a 3,5.

A concentracdo ambiental esperada (CAE) ¢ a concentragdo da por¢do ativa ou
substancia relacionada estruturalmente ou outro composto de interesse na qual os
organismos seriam expostos no meio ambiente (ex., agua superficial) depois de
consideracdes de, por exemplo, concentragdo temporal ou fatores tais como diluicdo,
degradacdo, sor¢do e/ou bioacumulagdo. Ajustes na concentragdo esperada podem ser
feitos para fornecer uma CAE. Na maioria dos casos, a concentragdo ambiental esperada
para o meio ambiente aquatico seria significativamente menos do que concentragao de
introdugdo esperada (CIE) para o meio ambiente aquatico devido a dilui¢do. Baseado nos
fatores de diluicdo das POTWs avaliados pelo EPA (Environmental Protect Agency), a
aplicacao de um fator de diluicdo de 10 ao CIE-aquatico para estimar a CAE-aquatica ¢
normalmente apropriada .

Na European Medicines Agency (EMA) Y, em junho de 2006, foi elaborado pelo
Committee for Medicinal Products for Human Use (CHMP), um guia: Guideline on the
Environmental Risk Assessment of Medical Products for Human Use, o qual descreve uma
avaliacdo do potencial dos riscos ambientais de produtos medicinais de uso humano,
especificando a abrangéncia e as bases legais para a avaliagdo. O escopo e as bases legais
desse guia estdo de acordo com Artigo 8(3) da Diretiva 2001/83/EC (European
Commission). De acordo com o anexo II da Commission Regulation (EC) n° 1085/2003
avaliacdo de risco ambiental ¢ também requerida se existe um potencial aumento na
exposicdo ao meio ambiente. Vitaminas, eletrdlitos, aminodcidos, peptideos, proteinas,
carboidratos e lipidios sdo excegdes, improvaveis de causar um risco significante ao meio

ambiente. A Diretiva 2001/83/EC, como emenda, relata que os riscos ambientais crescem a
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partir do uso, estocagem e disposicdo de medicamentos e os riscos ndo crescem a partir da
sintese ou fabricagcdo de medicamentos. Este guia ndo se aplica para medicamentos
consistindo de organismos geneticamente modificados.

Conforme o guia, a avaliacdo dos riscos potenciais ao meio ambiente constitui de duas
fases: a primeira fase (fase I) estima a exposi¢do da droga no meio ambiente. Baseada em
acOes limites, a avaliacdo pode ser determinada. Na segunda fase (fase II) informacao
sobre o destino e efeitos no meio ambiente ¢ obtida e avaliada. A fase II ¢ dividida em
duas: nivel A e nivel B. Certas substancias, tais como compostos altamente lipofilicos e
com potencial endocrino, podem necessitar ser dirigida independente da quantidade
liberada no meio ambiente.

Na fase I, a estimativa ¢ baseada somente na droga, independente de sua rota de
administracao, forma farmacéutica, metabolismo ¢ excre¢do. De acordo com a Convengao
OSPAR (1992 Convengdo para a Prote¢do do Meio Ambiente Marinho do Nordeste
Atlantico), drogas com um log K, > 4,5 deveriam ser examinadas, num procedimento, de
persisténcia, bioacumulagdo e toxicidade de acordo com o Documento de Guia Técnico.
Na fase I, o céalculo de Concentracio Ambiental Estimada (CAE) ¢é restrito ao ambiente
aquatico. O calculo inicial do CAE na agua de superficie assume: uma fragdo do total da
penetracao indicada (fator de penetracao indicada - Fpen) no meio ambiente, baseado, por
ex., nos dados epidemiologicos publicados; a quantidade prevista usada por ano ¢
eventualmente distribuida no ano e através da area geografica; o sistema de esgoto ¢ a
principal rota de entrada das drogas na agua de superficie; ndo existe biodegradagdo ou
retencdo da droga na Estacdo de Tratamento de Esgoto (ETE); metabolismo no paciente
ndo ¢ levado em conta. A seguinte formula deveria ser usada para estimar a PCA na dgua
superficial:

CAE jgua de superficie = DOSE gizria X Fpen / REFUGO habitante X DILUICAO,

onde:

DOSE iaria ¢ a dose didria maxima consumida por habitante. A unidade ¢ mg x habitante™
x dose™.

Fpen = ¢ a percentagem de penetragdo indicada. O valor ¢ 0,01.

REFUGO papitante = € a quantidade de refugo por habitante por dia. O valor ¢ 200 1 x
habitante™ x dose™.

DILUICAO = ¢ o fator de dilui¢do. O valor é 10.

7 ~ , . . , -1
CAE 4gua de superficie = € a concentragdo de dgua de superficie. A unidade é mg x 1
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No Brasil, a Resolucao da Diretoria Colegiada - RDC n° 306, de 7 de dezembro de
2004, do Ministério da Saude, dispde sobre o Regulamento Técnico para o gerenciamento
de residuos de servigos de saude a ser observado em todo o territorio nacional, na area
publica e privada. Este regulamento constitui-se em um conjunto de procedimentos de
gestdo, planejados e implementados a partir de bases cientificas com objetivo de minimizar
a produgdo de residuos e proporcionar aos residuos gerados, um encaminhamento seguro
visando a prote¢do dos trabalhadores, a preservacao da satde publica, dos recursos naturais
e do meio ambiente “?. A Resolucdo n° 358, de 29 de abril de 2005 do Conselho Nacional
do Meio Ambiente — CONAMA, do Ministério do Meio Ambiente, semelhante a RDC n°
306, também dispodes sobre o tratamento e a disposi¢ao final dos residuos dos servicos de
satde, sendo obrigatoria a segregacao dos residuos na fonte e no momento da geragdo, de
acordo com suas caracteristicas, garantindo a protegdo da satide e do meio ambiente ©7.

A Resolugao n° 129/2006 do Conselho Estadual do Meio Ambiente — CONSEMA, da
Secretaria do Meio Ambiente do Estado do Rio grande do Sul, dispde sobre a defini¢ao de
critérios e padroes de emissdo para toxicidade de efluentes liquidos langados em éaguas
superficiais no Estado do Rio Grande do Sul. Esta resolugdo aplica-se quando a vazao
maxima de langamento do efluente da fonte geradora individualizada for igual ou superior
a 10.000 m’/d, nio sendo permitido o lancamento de efluentes liquidos de novas fontes
poluidoras e fontes poluidoras em ampliacdo com acréscimo de vazdo em corpos d’adgua
intermitentes ou com interrup¢do de vazdo. Os padrdes de emissdo de toxicidade para
efluentes liquidos de fontes poluidoras ja existentes, de novas fontes poluidoras e de fontes
poluidoras em ampliagdo, deverdo atender prazos para cumprimento de itens de toxicidade
aguda e cronica quando submetidos a ensaios de toxicidade para organismos-teste. O
padrdo de emissdo para toxicidade, definido em fator de toxicidade (FT), esta relacionado a
vazao minima do corpo hidrico receptor que recebe o langamento dos efluentes liquidos.
Os laboratodrios que realizam ensaios de toxicidade para verificagdo do cumprimento desta
resolu¢do devem atender ao disposto na resolucdo n° 008/94 do Conselho Administrativo
da FEPAM, no que se refere a obtencdo de Certificado de Cadastro de Laboratorio
Ambiental, além de participar de Programas de Avaliacdo de Qualidade Interlaboratorial

reconhecido pela FEPAM .
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2.4. TETRACICLINA, SULFAMETOXAZOL E TRIMETOPRIMA

2.4.1 Tetraciclina

A tetraciclina (TC) é um antibiotico da familia das tetraciclinas (TCs). Esta familia ¢é
amplamente usada tanto na medicina humana quanto na medicina veterinaria por causa do
seu amplo espectro de acdo e de suas vantagens econdmicas ®. Em adi¢io ao uso
terapéutico, estes farmacos sdo usados como um suplemento alimentar em animais
confinados ®,

A estrutura da TC ¢ mostrada na Figura 2.

OH
OH o OH o 0

Figura 2: Formula estrutural da tetraciclina *%.

Este composto possui grupos funcionais multiplos com propriedades acido-base, sendo
que a primeira constante de dissocia¢do acida da tetraciclina, com um valor de pKa de
aproximadamente 3,3 ¢ atribuida ao grupo hidroxil do sistema tricarbonil no anel A. A
segunda constante de dissociagdo acida, com um valor de pKa de aproximadamente 7,6
esta associada com o grupo hidroxil do sistema dicarbonil entre os anéis B e C. A terceira,
com um valor de pKa de aproximadamente 9,7, estd associada ao grupo amino da porcao
dimetilamino no anel A. A quarta e ultima com um valor de pKa na faixa de 10,7-12,0,
estd associada com o grupo hidroxil fenodlico no anel D. De acordo com o exposto, a TC
exibe um carater anfétero com um ponto isoelétrico entre 4 ¢ 6. Assim, a TC existe na
forma cationica a valores de pH mais acidos, na forma anidnica a valores de pH mais
alcalinos, e na forma dipolar a um pH préximo ao ponto isoelétrico, e dependendo do pH
do tampado, pode ser separado como cations a pH baixo, como bipolar a pH proéximo ao

neutro ou como anion a pH alcalino ®,
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O sistema ressonante da TC pode ser desenhado em um nimero de maneiras
essencialmente equivalentes com as duplas ligacdes em posigdes alternadas. A formula
normalmente dada é aquela colocada acima por uma convengio .

Devido a presenca de grupos (funcdes acidas da TC) capazes de formar diversas
ligacdes de hidrogénio intramoleculares, a TC tem propriedades quelantes, formando
complexos (sais) insoluveis com ions metalicos de ferro, célcio, magnésio e aluminio em
pH neutro @),

As TCs na forma de cloridratos sdo solaveis em agua “*. O pH da TC cloridrato, numa
solugdo aquosa, ¢ de 1,8 a 2,8 na concentragao de 10 mg/ml B9 Certas TCs, precisamente,
clortetraciclina (com Cl no C7), absorvem luz na regido visivel levando a geracdo de
radical livre e potencialmente, causam eritema severo em pacientes sensiveis a exposicao a
luz solar forte 2.

TC degrada a anidrotetraciclina (ATC) em meio acido em pH menor que 2. TC e ATC
epimerizam para a forma 4-epitetraciclina (ETC) e 4-epianidrotetraciclina (EATC),
respectivamente, a pH 2-6, no atomo de carbono C4. Desde que avaliados comercialmente,
TCs podem conter alguma quantidade significante de produtos de degradagdo. EATC ¢

toxico aos rins e o monitoramento das TCs e suas impurezas tem atraido muita atengio .

OH OH O 0] o

Tetraciclina (ativa) Anidrotetraciclina (inativa)
N(CHg) CH N(CH3)2
;:CH3 H 32 3 "J
< +
s,
4 -epitetraciclina 4 -epianidrotetraciclina
(inativa) (inativa)

Figura 3: Instabilidade catalitica 4cida da tetraciclina 2.
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2.4.2. Sulfametozaxol/trimetoprima

O sulfametoxazol (SMX) ¢ da familia das sulfonamidas. As sulfonamidas sao

bacteriostaticas, competem com o acido p-aminobenzdico para prevenir a sintese de acido

folico nas bactérias ®. A introdugio de trimetoprima (TM) em combinagdo com SMX

constitui um avango no desenvolvimento de agentes antimicrobianos de eficiéncia clinica.

Sao duas substancias que agem em etapas seqiienciais em uma reagdo enzimatica

indispensavel a bactéria, o resultado de sua combinacao ¢ um sinergismo de efeito

(23)

Os valores de pKa do SMX sdo 1,83 e 5,57 e os valores de pKa da TM sdo 3,23 ¢

6,76 3.

As estruturas de SM e TM sao mostradas na Figura 4.

MNH,
N0 = Che
HN @—50 JNH —{% PN |
H,N M Ohle
Ohvle
Sulfametoxazol Trimetoprima
Figura 4: Férmulas estruturais de sulfametoxazol e de trimetoprima *2.
A Tabela I resume as propriedades fisico-quimicas dos compostos alvos.
Tabela I: Propriedades fisico-quimicas de TC, SMX e TM ¥,
Composto Formula Massa CASRN Log Kow pKa
molecular Molecular
(g/mol)
Sulfametoxazol | C;oH;;N3;03S 2533 723-46-6 ne 1,85
5,60
Trimetoprima Ci14H3N4O5 290,3 738-70-5 0,91 3,23
6,76
Tetraciclina CH24N,0g 444 .4 60-54-8 0,09 3,32
7,78
9,58

CASRN: Chemical Abstracts Service Registry Number; ne: ndo encontrado.
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Atualmente, tetraciclinas e sulfonamidas sdo antimicrobianos largamente usados na

medicina humana e veterinaria % .

Cloridrato de tetraciclina, sulfametoxazol e
trimetoprima sdo medicamentos que estdo presentes na RENAME (Relacdo Nacional de
Medicamentos Essenciais). A ado¢do da RENAME ¢ estabelecida pela Politica Nacional
de Medicamentos que se baseia nas prioridades nacionais de saude; ¢ o resultado dos
trabalhos desenvolvidos pela Comissdao Técnica e Multidisciplinar de Atualizagdo da
Relagao Nacional de Medicamentos Essenciais - COMARE — apds ampla consulta a todos
os segmentos da area de medicamentos do pais para atender as necessidades da maioria dos

problemas de saude da populacdo brasileira .

2.5. PREPARACAO DE AMOSTRAS AQUOSAS AMBIENTAIS

A analise de micropoluentes no meio ambiente constitui uma tarefa dificil, devido a
complexidade das matrizes e as baixas concentragdes dos compostos alvos. Em todos os
casos de interesse, ¢ necessario isolar o composto alvo da matriz e obter os limites de
detecgdo (LD) necessarios. Um procedimento analitico tipico inclui, portanto, varias etapas
de preparacao da amostra, tais como filtracao, extracao, purificagdo e evaporagao @,

Previamente a extragdo, amostras aquosas sao filtradas e o pH ajustado a valores na
faixa 4cida a alcalina (2, 3, 5, 7 ¢ 9) dependendo da natureza 4cida ou alcalina do fAirmaco
em estudo. Para evitar fotodegradagdo do TC, as amostras sdo estocadas a baixas
temperaturas (4°C) em frasco de vidro ambar até a extracao. Uma precaucdo que conduz a
uma notdvel melhora na eficiéncia da extracdo, ¢ a silanisa¢do, por exemplo, com
dimetildiclorosilano, de todos os objetos que entram em contato com a amostra aquosa ou
0 extrato, ou o uso de outros materiais, tais como politetrafluoroetileno (PTFE). Essas
medidas preventivas sao importantes na analise de compostos polares, tais como as TCs,
com capacidade quelante ja comprovada. Adicional abordagem para prevenir quelagao de
metais, que possam estar presentes advindos do processo de fabricagdo desses materiais, ¢
a lavagem dos cartuchos usando solugdes diluidas de 4cido cloridrico para retirada destes
metais, e adi¢cdo de um forte quelador na amostra, por exemplo, Na,EDTA. Em adigao,
cartuchos usados para andlise de TCs ndo devem conter grupos silandis, visto que eles se

ligam irreversivelmente a essa classe de antimicrobiano @V,
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2.5.1. Extracao em fase solida

A extracdo em fase solida (EFS) consiste na percolacdo da amostra através do sélido
adsorvente, que normalmente estd colocado em seringa de plastico ou de vidro com
membranas filtrantes em ambos os lados. Este conjunto, geralmente, ¢ denominado de
coluna de extragdo ou cartucho. O volume, a dimensdo do cartucho, a quantidade dos
adsorventes e o volume dos solventes empregados no processo dependem da quantidade da
amostra, da sua natureza, da natureza e da capacidade do adsorvente e dos compostos a
serem analisados. A elui¢do dos analitos do adsorvente ¢ feita mediante a passagem de um
solvente organico adequado. Usualmente, o volume de solvente necessario para a completa
eluicdo dos analitos € muito menor do que o volume original de amostra. Desta maneira os
analitos sdo concentrados. O solvente utilizado nesta etapa deve também possuir
compatibilidade com a técnica analitica final pela qual a amostra sera analisada.

A Figura 5 mostra as etapas do procedimento da pré-concentragao/extracao em solidos
adsorventes.

STESIE T 10

|

Figura 5: Etapas do procedimento da pré-concentracdo/extracdo em sdlidos

adsorventes.

1 - Preparagao e condicionamento do cartucho;
2 - Pré-concentragdo/extragdo dos analitos (percolagdo da amostra);
3 - Lavagem do cartucho e do adsorvente, elimina¢do das interferéncias (opcional);

4 - Eluigao dos analitos do adsorvente (obtengao do extrato final).
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O condicionamento do cartucho visa preparar o adsorvente para interagir com os
analitos. E recomendado de forma especial nos adsorventes a base de silica
organofuncionalisada, onde as cadeias organicas possam estar entrelacadas. O solvente de
condicionamento serve, portanto, para ordenar a cadeia hidrocarbonada, aumentando a
superficie disponivel para a interacdo com o analito. Além disso, o condicionamento deve
manter o adsorvente imido durante e apos esta etapa, evitando assim a formacao de canais
preferenciais que conduzam ao insucesso da extragdo. Segundo Araujo [92], “A ativagdo
do adsorvente com metanol permite que as cadeias alquilicas, da silica C18, quimicamente
ligadas a silica, sejam solvatadas e assim se estendam formando uma cerda. Isto aumenta a
area superficial da silica e assegura um bom contato entre os analitos. Como nas fases
poliméricas mais de 99% da 4rea superficial da fase estd na area interna dos poros, €
imprescindivel que a fase liquida penetre nos poros. A permeacdo completa da agua
através dos poros s6 ¢ assegurada pela molhabilidade do polimero, primeiro com um
solvente organico, miscivel com agua. Portanto ¢ importante que a fase solida permanega
umida. A adi¢cdo da agua, em maior quantidade, desloca o solvente organico da ativagdo e
vai ocupando o espaco entre as moléculas organicas da fase solida solvatada, o que permite
o contato dos analitos com a fase solida na etapa de percolagdo da amostra. Sem o processo
de ativagdo, ou quando ocorre a secagem da fase antes que seja iniciada a etapa da adicao
da amostra, ocorre o colapso das moléculas organicas e a dgua passa por caminhos
preferenciais, mais hidrofilicos, ndo acontecendo o contato dos analitos com a fase solida,
portanto nao ha reten¢ao dos mesmos”.

A EFS utiliza baixo volume de solventes organicos se comparada a extragao liquido-

liquido e pode ser utilizada tanto em linha (on line) como néo (off line) 7.

2.5.2.Volume de Quebra

O Volume de quebra (breakthrough volume) é o parametro caracteristico mais
importante para determinar adequadamente o delineamento da amostragem para isolar os
analitos em extragdo em fase solida. Para se determinar o volume de quebra, os analitos
sdo quantitativamente retidos até o ponto em que o proprio solvente da amostra comega a
remover o analito retido no adsorvente. Uma forma de determinar volume de quebra ¢
através do aumento do volume da amostra contendo a mesma quantidade de analito.
Teoricamente, se aumentar o volume de amostra, aumenta também a concentragdo do

analito no eluato, ou seja, ocorre lixiviagdo do analito do adsorvente. A propria passagem
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da amostra prejudica a retencao do analito. Enquanto o volume de quebra nao ¢ atingido, a
relagdo entre a pré-concentracdo e a lixiviagdo € inversamente proporcional, ou seja, se a
quantidade pré-concentrada (retida no adsorvente) aumenta, a quantidade detectada no

eluato diminui 1.

2.6. ADSORVENTES UTILIZADOS EM EXTRACAO EM FASE SOLIDA

Os adsorventes sdo os responsaveis pela adsor¢ao da EFS. Muitos destes materiais (por
ex. materiais modificados a base de silica, a base de carbono ou poliméricos) sao
correntemente avaliados. Eles cobrem uma larga faixa de seletividade e, portanto, um largo
campo de aplicacdo. Entretanto, a maioria dos analitos polares, tem varios problemas
porque eles apresentam baixo volume de quebra nos materiais acima citados. Para superar
essas limitag¢des, polimeros com elevado indice de ligagdes cruzadas (crosslinked) tem sido
desenvolvido com éreas de superficie maiores (800 — 1200m?*/g) do que aquelas de
adsorventes poliméricos convencionais (350 — 500m?/g). Entretanto, eles ainda tém um
carater hidrofobico porque eles sdo baseados em estireno-divinilbenzeno. A maior retengdo
de analitos polares aromaticos nos adsorventes de maior area ¢ devido ao esqueleto
polimérico (mecanismo de fase reversa e interagdes m-m), mas a presenca de grupos
funcionais no esqueleto do polimero pode melhorar essa retengio “*).

A silica tem sido o material preferido para funcionalizagdo com grupos organicos
imobilizados sobre sua superficie, tendo em vista suas caracteristicas de area superficial
relativamente elevada, estabilidade térmica, além da presenca de sitios de fixagdo (grupos
silandis) bem definidos em sua superficie. Assim, o material organofuncionalizado
apresenta as caracteristicas fisicas da silica (suporte), enquanto os reagentes (compostos
organicos, compostos de coordenacdo, organometalicos, entre outros) imobilizados sobre
sua superficie sdo responsaveis pelas propriedades quimicas. Nessa reacdo de
organofuncionalizacdo da silica, sabe-se que somente uma parte dos grupos silandis reage,
podendo sobrar uma determinada quantidade de grupos silanois residuais. Esses grupos
geralmente apresentam propriedades diferentes do grupo imobilizado, alterando assim as
propriedades da silica organofuncionalizada, podendo, sobretudo, atuar na retencdo de

analitos. Os grupos silanois residuais podem ser eliminados pelo processo de protegao,
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através da reagao com moléculas pequenas, capazes de ter acesso a superficie, dentre eles o
trimetilclorosilano '©.

O Laboratorio Zigler-Natta e o Laboratorio de Polimeros da UFRGS tém produzido
materiais a base de silica e poliméricos apolares e polares, respectivamente, com objetivo
de melhorar a retencdo de analitos de alta a moderada polaridade e hidrofilicidade. Para o
preparo das silicas quimicamente modificadas, silicas obtidas comercialmente, sdo
desidratadas termicamente em temperaturas entre 110 e 450°C, sob vacuo a fim de retirar a
agua fisicamente adsorvida e remover grupos silandis da superficie. De acordo com a
literatura, silicas tratadas a 110°C apresentam cerca de 4,5 OH/nm®. Esse valor é reduzido a
1,5 OH/nmz, quando tratadas termicamente a 450°C (7 As silicas ativadas termicamente
sdo entdo funcionalizadas com solu¢des de Cp,ZrCl, (diclorobis(ciclopentadienil)zirconio
(IV)) e de octadeciltriclorosilano em tolueno pelo método grafting. Por este método, o
composto organometalico Cp,ZrCl, ¢ imobilizado através da reacdo entre o hidrogénio
(acido de Bronsted) dos grupos silandis (Si-OH) da silica, com ligantes labeis do reagente
de interesse (cloretos). O numero de moléculas imobilizadas depende do niimero e tipo de
grupos silanois (isolados, geminais e vicinais) sobre a superficie e da acessibilidade, que
depende do efeito estérico dado pelas proprias moléculas ja imobilizadas. No processo de
grafting, existem etapas de lavagem em seu protocolo de preparagdo, garantindo que as
moléculas, imobilizadas sobre a superficie do suporte, encontrem-se efetivamente ligadas
quimicamente a superficie e ndo simplesmente depositadas. Os solidos obtidos por grafting
diferem essencialmente na natureza da esfera de coordenagdo em torno do centro metalico,
conferindo efeitos eletronicos e estéricos diferenciados. Os possiveis ligantes do grupo Cp
(metil, iso-butil e n-butil) ndo desempenham um efeito estérico importante durante a
fixagdo dos zirconoceno, uma vez que os teores imobilizados ficaram compreendidos entre
0,2% a 0,3% de Zr/SIO,. O teor do metal, inicialmente, é proporcional ao nimero de
grupos Si-OH presentes na superficie da silica, e posteriormente, ao longo da reagdo de
fixacdo, pelos sitios OH acessiveis as moléculas que podem ser impedidas pelo efeito
estérico desempenhado por moléculas ja imobilizadas sobre a superficie %

A estrutura para o adsorvente Zr/SiO, ¢ mostrado na Figura 6.
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Figura 6: Estrutura proposta para o adsorvente Zr/SiO, .

Os polimeros sdo obtidos por polimerizacao radicalar em suspensdao em presenga de
uma mistura de heptano e tolueno na propor¢do 70:30 em volume. Como iniciador foi
utilizado o 2,2’-azobisbutironitrila (AIBN). A fase organica foi dispersa na fase aquosa,
uma solucdo de hidroximetilcelulose e cloreto de s6dio (NaCl). O dispersor foi substituido
por um agitador mecanico e a temperatura foi elevada a 75°C, mantendo-se o sistema nesta
temperatura e sob atmosfera inerte por 10 horas. Em todas as reacdes foram utilizados 50%
em mol de divenilbenzeno (DVB). As quantidades de estireno (S) e metacrilato de glicidila
(GMA) foram variadas entre 0 ¢ 50% em mol. As microsferas obtidas foram lavadas com
agua, acetona e metanol ¢ foram secas a 60°C. Os didmetros médios das microesferas
variaram entre 14,1 £ 1,9 um e 18,1 £ 2,5 um. A érea superficial especifica das
microesferas variou entre 429,3 e 114,2 m*/g e diminuiu com o aumento da quantidade de
GMA no copolimero, devido a diminuig¢do da diferenca entre o parametro de solubilidade
dos copolimeros e o pardmetro de solubilidade da mistura de diluentes. Os resultados
obtidos mostraram que ¢ possivel obter copolimeros de S-DVB, S-DVB-GMA em
diferentes percentuais de GMA e DVB-GMA 50% na forma de microsferas com grande
area especifica e, portanto, com potencial para utilizagio em EFS .

As estruturas do estireno, divinilbenzeno e do metacrilato de glicidila sdo mostradas na

Figura 7.
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Figura 7: Férmulas estruturais do estireno, divinilbenzeno e do metacrilato de glicidila.

2.7. DETERMINACAO DE  ANTIMICROBIANOS (TETRACICLINA,
SULFAMETOXAZOL E TRIMETOPRIMA) POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA
DE ALTA EFICIENCIA EM DIFERENTES MATRIZES

As extragdes ¢ cleanup de farmacos a partir de diferentes matrizes ¢ suas subseqiientes
determinagdes em andlises instrumentais ¢ um desafio devido a complexidade de
composicdo das matrizes. Muitos artigos t€ém descrito metodologias para determinagdo de
residuos de antimicrobianos em amostras ambientais, fluidos bioldgicos ou de alimentos.
Neste trabalho, as tabelas 2 e 3 relacionam 22 artigos com pesquisas de metodologias
usadas para determinagdo quantitativa de antimicrobianos nestas matrizes, buscando
paralelos de informagdes em relacdo a esta dissertagdo. Os métodos de andlise, com
conhecimento quimico de extragdo e controle de estabilidade das solugdes sdo avaliados.

Inicialmente, em alimentos ja existe a preocupagdo de que residuos de antimicrobianos

(35,39,40,48,50) 7. . (35,36,38, 40,42, 48) 39)
, leite

podem ser retidos em carnes , queijo . ovos ©7°% mel
(3. 97 32) " decorrentes de tratamentos para controle de infecgdes bacterianas e/ou como
aditivo alimentar para promover o crescimento dos animais @3 Para prevenir qualquer
problema de satide com os consumidores, WHO (World Health Organization), US-FDA
(United States Food and Drug Administration), EU (European Union) e Japanese Food
sanitation Laws estabeleceram o Limite de Residuo Maximo (LRM) recomendado nestes

produtos ©®. Assim, o LRM, pela EU para TCs em carne e leite ¢ 100 ng/g “>*¥ ou 0,1

1 36.39) (24, 50)

ug/m , para SAs ¢ 100 pg/kg em tecido animal comestivel e 10 pg/l no leite
Em galinhas poedeiras ndo existe aprovacdo para o uso de sulfonamidas. Somente

sulfametazina e sulfadimetoxina s3o aprovadas para uso em galinhas. Esta aprovagdo

23



estende somente a galinha jovem, ndo galinhas poedeiras. US Food and Drug
Administration Center for Veterinary Medicine definiu tolerancias para essas duas SAs a
100 ng/g em musculo de galinha jovem. Encontrar residuos em ovos poderia resultar do
medicamento dado através da alimentagdo em galinhas poedeiras 7. Nao existe uma
especificacio de LRM em produtos de abelha. TCs sdo ilegais para uso em abelhas 7,
SAs sdo empregadas para prevenir ou tratar doengas bacterianas de abelha. LRM para SAs

¢ estabelecido pela EU: Bélgica e Reino unido: 20 e 50 pg/kg respectivamente e Suica: 50

ng/kg 2.

No controle de dgua potavel os niveis de concentragdo de farmacos nao ¢ uma questao
de regulamento governamental.

De uma forma geral, verifica-se que as solu¢des padrdo estoque de analitos individuais
de TCs ou de SAs sdo preparadas a | mg/ml em metanol (MeOH) > 2% 3739 40.42.43.61. 46,

47, 50, 52, 53) (38) % ¢ as solucdes

, em agua ®®, a 100 g/ml em 4agua ® ou a 20 mg/l em agua ©
padrdo de trabalho sdo preparadas diariamente pela dilui¢do sucessiva da mistura das
solugdes estoque em agua deionizada & 3>37 36350 " diretamente na fase movel (FM) ©*

(43)

394D MeOH S8 61), tampao acetato pH 4,5 “2) ou solucdo de acido oxalico e estocadas a

4oC G54 20°C G749 oy na geladeira protegida da luz ©**. As solucdes padrio estoque a

1 mg/ml em MeOH e estocadas a -20°C sdo estaveis por pelo menos 4 semanas “**7°?, ¢

as estocadas a 0°C sdo estaveis por pelo menos 3 meses **’; a 20 mg/l em agua e estocadas
a 4°C sdo estaveis por pelo menos 1 més . Padrdes preparados em 4gua sio em alguns
casos usados para estudar a pré-concentracio dos analitos por EFS ),

Esta literatura selecionada discute a extracdo de tetraciclinas, sulfonamidas e
trimetoprima baseadas nas caracteristicas quimicas destes grupos. A parte, a pesquisa da
pequena porcentagem de impurezas derivada da biosintese desses farmacos ou degradagdes
formadas sob certas condi¢des de analise/isolamento € outra fonte de contaminagao e nao ¢
o foco desta pesquisa. No entanto, impurezas comuns de TCs (epiTCs e anidroTCs) podem
ocorrer. EpiTCs, cuja epimerizagdo ocorre no C-4, podem ser formadas em condigdes
aquosas num pH intermediario de 2 — 6. Alguns registros informam que este isdmero nao ¢
formado em niveis significantes em pH 4 durante o mesmo dia de extracdo com tampao
Mecllvaine (acido citrico e hidrogenofosfato dissédio) ©>***1 nem quando deixado em
solugdo por 3 dias a —20°C na auséncia de luz ©*. EpiTCs podem reverter as suas formas
ativas sob condic¢des alcalinas na presenca de um metal complexante; estes complexos

(47, 54, 65)

quelados aumentam a capacidade fluorescente das TCs . A intensidade de
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fluorescéncia da TC, em solucdo aquosa, aumenta com adicdo de acetonitrila (ACN) 47

6% ¢ estudos feitos com TCs mostram que a quelagdo aumenta com a diminui¢do do raio
ioénico dos ions. Portanto, Mg®" tem a formagio do complexo mais forte, enquanto Ca*"
tem o mais fraco quando comparado com Mg*", Ca*" ¢ Zn*" %),

Sistemas aquosos fornecem maior solubilidade para as TCs (na forma cloridrato) e sao
misciveis em matrizes biologicas de interesse *Y. Solubilidade molar em pH 4, as TCs
estdo em equilibrio favorecendo a forma zwitterionic (espécies que possuem
simultaneamente um sitio carregado positivamente e um carregado negativamente) sobre
as espécies protonadas ¥, Solucdes de 4acido succinico (pH 4) ®? tém sido aplicados em
extragdes em alimentos “®).

Enquanto que as extragcdes ndo sdo limitadas ao pH 4, sistemas aquosos foram feitos

(24, 41, 45, 61)

sob condi¢cdes acidas , mas ndo para TC devido sua estabilidade que ¢ mais

suscetivel a degradagdo acida, ainda que outros registros usem HCI 1 mol/l sem a
incidéncia durante a extragio de TC &Y,

Extragdes com solventes organicos sdo feitas com Acido Tricloroacético (TCA) (36, 40),
ACN @7 acetato de etila “?. Em amostras de leite, desproteinizagdo/extracdo por acido
(TCA) ¢ algumas vezes o cleanup feito anterior a analise *®. Desproteinizagio com TCA ¢
comumente empregado junto com as extragdes Mcllvaine/EDTA “% % ACN, ferricianeto
de potassio e sulfato de zinco podem ser usados para extragio e desproteinizagdo @7 %,

No desenvolvimento de métodos de extracdo e analise de TCs ¢ importante considerar
suas propensdes de formar complexos quelantes. Interromper essas interagdes ¢
comumente feito através da adicdo de EDTA ao solvente de extracdo. EDTA tem uma
maior afinidade pelos céations do que TCs, causando aumento nas recuperagdes de TCs

quando ele ¢ incorporado as solugdes de extragio 3% #1+43-47.34.61)

Extragdo em fase solida é comumente empregada para alcangar simultaneamente
cleanup e concentragdes de analitos. Devido a suas cadeias de carbono, regido aromatica e
variedade de grupos funcionais, TCs, SAs e TM poderiam teoricamente ser aplicados numa
ampla faixa de EFSs. As regides ndo polares dos sistemas de anéis permitiriam cleanup
usando sorventes de fase reversa (RP) C18 ou poliméricos, enquanto EFS fenil levaria

3. 59 Embora EFSs com fortes

vantagens na regido do anel aromatico D das TCs
trocadores de ion ndo sdo usados para adsorver TCs devido aos extremos valores de pH
necessarios para dessorcdo, cartuchos fortes trocadores de anions (SAX) tém sido usados

. A s . . 12
para remover interferéncia de matriz anterior a carga na EFS com fase reversa '?. Para
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EFS com fase reversa, muitos autores tém citado o polimero Oasis HLB como sendo
superior a C18 “* % =469 Ag mesmo tempo em que & possivel obter sucesso com
cartuchos C18, muitos autores tém encontrado dificuldade para trabalhar com o sorvente
octadecilsilano devido a afinidade das TCs adsorverem nos grupos silandis e de formarem
complexos com residuos de metal. Pré-tratamento dos sorventes CI8 com EDTA,
carregando o analito em um tampao contendo EDTA ou silanizagdo podem melhorar os
resultados ©>37-3% 39

Uma caracteristica chave para obter boas recuperagdes na etapa de EFS ¢ o pH da
amostra. Valores de pK; das TCs estdo entre 3,3 e 3,4; abaixo desses valores de pH as
espécies carregadas positivamente predominam, ao passo que acima desses valores a
predominancia é das espécies zwitterionicas. Assim, dados de pKa sugerem que seria
conveniente ajustar o pH da amostra acima de 3,4 a fim de favorecer a interagdo dos
analitos com a fase solida poliméricas. Entretanto, alguns autores (Lindsey, Meyer e
Thurman) afirmam que acima de pH 3 a retencdo das TCs ndo ¢ muito eficiente. Além do
mais deveria ser considerado que a habilidade de complexagdo das TCs aumenta quando o
pH aumenta, e esse processo compromete a EFS de TCs de é4gua natural. Assim,
experimentos iniciais foram feitos com solug¢des padrao com pH ajustado em 2,6 ou 3,4.
Nos cartuchos Oasis HLB (copolimero poli (divinilbenzeno-co-N-vinilpirrolidona), a
reten¢do do conjunto total dos analitos foi, para ambos os valores de pH, maior do que
80%. A eluicio dos analitos, avaliada com 1 ml de MeOH contendo Acido
Trifluoroacético (TFA)1%, foi efetiva fornecendo recuperagdes maiores do que 80% para
todos os analitos. Devido ao alto conteudo de solventes organicos, os extratos dos
cartuchos de Oasis HLB ndo puderam ser injetados diretamente no sistema cromatografico,
pois eles levariam a cromatogramas distorcidos, em particular no inicio do cromatograma.
Evaporar até a secura sob um banho de nitrogénio e reconstituindo com a FM nao forneceu
resultados reprodutiveis, provavelmente devido ao processo de degradacdo das TCs em
meio acido. Assim, os extratos metanolicos de 1 ml dos cartuchos Oasis HLB foram uma
vez diluido com 4gua antes da injecdo. A adicdo de EDTA antes de proceder a etapa de
EFS, forneceu fatores de recuperagdes equivalentes aqueles obtidos de solugdes padrao e
assim, a adicao do sal EDTA dissédico a concentragdo final de 0,02 mol/I foi adotado para
analises de aguas naturais. Devido a detec¢do seletiva usada, cromatogramas ficaram

limpos, com nenhum pico de matriz prejudicando a quantificagio de TCs ¥
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Os valores de pKa das sulfonamidas examinadas variam entre 5,5 e 10,4. Para
conseguir altas recuperacdoes no material de extragdo polimérico, as amostras foram
acidificadas a pH 2,5 para evitar precipitagdo e obter as formas ndo dissociadas ©®.

Kay e sua equipe realizaram experimentos de forma que a extracdo foi simplificada
fazendo-se passar as amostras pelo cartucho SAX em seqiiéncia com um cartucho HLB ¢!
D) 0 SAX ¢ um cartucho trocador aniénico forte e o Oasis HLB ¢ um cartucho polimérico
com balago hidrofilico-lipofilico. O pH da amostra final foi ajustado a aproximadamente a
2,9 pela adig@o de solugdo de H3POj,, garantindo que os antimicrobianos tivessem carga
positiva ou neutra, assim nao seriam retidos no cartucho SAX e seriam retidos no HLB. No
entanto, os grupos funcionais carboxila dos adcidos humicos (materiais organicos naturais
presentes nos efluentes) permaneceriam carregados negativamente e seriam retidos pelo
SAX que poderia entdo ser descartado. Esse pH de 2,9, selecionado devido aos valores dos
pKa dos compostos, ajudou na retencdo de TCs e SAs no cartucho HLB (estudo prévio
sitado pelos autores). Nestes estudos, os cartuchos HLB comprovaram ser eficiente retendo
também os materiais organicos naturais (MON) dissolvidos nas amostras em pH neutro,
mas em pH< 3,0 reduziu o grau de reten¢do, que pode ser verificado pela eluicdo com
MeOH. O extrato metanolico produzido nas amostras naturais, sem corre¢ao de pH a 2,9
ficou muito colorido. A determinagdo de um tampao extrator adaptado para usar nas
amostras reais reduziu a quantidade de MON retido no cartucho HLB. Embora essa
abordagem requeira o uso de 2 cartuchos de EFS, isso foi 0til na remo¢ao da maioria do
material himico sem redugdo significativa nas recuperacdes dos analitos. Experimentos
adicionais foram feitos também para tentar promover a limpeza dos extratos. A adi¢ao de
MeOH 10% nas amostras ajudou na extragdo de compostos ndo-polares prevenindo a
adsor¢do, embora outros trabalhos tém indicado que as recuperagdes dos analitos podem
ser afetadas pela adi¢do de MeOH nas amostras. Foi descoberto, entretanto, que a adigdo
de MeOH 2% nas amostras ndo afeta as recuperacoes e portanto, essa etapa foi incluida no
procedimento de EFS “!-®D_ Adicional estagio de lavagem foi também testado para tentar
remover interferéncias a partir do HLB que ndo tinha sido removido no cartucho SAX.
Depois de uma série de experimentos de lavagem seqiiencial com tampao de extracao
Mcllvaine-EDTA diluido, acetato de sédio 0,1mol/l, agua destilada e MeOH 20% foram
encontradas para remover adicionais interferentes (efluentes tratados nos cartuchos ficaram

coloridos) sem afetar a recuperagio dos analitos “'-®V.
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Um nuamero de diferentes métodos tem sido usado recentemente para reduzir a
quantidade de MON, que ¢ predominante composto de acidos humico e fulvico em extratos
de dguas naturais. Isso inclui: ultrafiltracdo; o uso de acetona como eluente de EFS quando
acidos humicos tém solubilidade muito mais baixa nesse solvente comparado ao MeOH ou
ACN; amostras ajustadas a pH 7 ao invés de acidificacdo a pH 2 ou 3, para reduzir o grau
de retengdo dos acidos humico e fulvico nos cartuchos de polimero (o modelo estrutural do
acido hiimico indica que os grupos funcionais predominantes sdo carboxil e fenol. A
ionizagdo dos grupos carboxila, para dar uma carga negativa em solucdo aquosa, depende
do pH; métodos quimicos tal como oxidagdo usando perdxido de hidrogénio ou redugao
usando sulfito de sodio; e adsorcdo e troca iénica V.

E importante considerar os provaveis graus de ligagdo dos compostos nos solos e
materiais organicos. Dados de coeficiente de particao dos sistemas solo/dgua indicam que
as TCs sdo muito fortemente sorbidas e SAs sio fracamente sorbidas nos solos ",

TCs, SAs ¢ TM sdo tipicamente separados usando uma coluna analitica C18 ou C8 ©*
24,36-42,44-48.50.52.33.6D) ‘Interagdes de TCs com grupos silandis e tragos de metais presentes
nos materiais de empacotamento pode contribuir para o aparecimento de caudas nos picos
cromatograficos. As numerosas ligagdes duplas e substituintes de oxigénio ou nitrogénio
das TCs fornecem muitos sitios de interagdo. O end-capping em colunas de fase reversa
minimiza estas interagdes. As colunas poliméricas s@o escolhidas por ndo possuirem nem
silan6is, nem tragos de metais >, Proprio de sua cadeia nio-silicica, a coluna amida néo
teria silanois para interagir com as TCs Y.

Com relagdo a analise cromatografica, observa-se a utilizagdao tanto de fases moéveis
isocraticas como gradientes. A tendéncia apresentadas pelas TCs de ligarem-se
irreversivelmente aos grupos silandis da fase estaciondria requer atencdo especial. Fases

moveis contendo acido oxélico podem melhorar consideravelmente o formato dos picos >

39, 40, 43, 46 — 49, 65) (36, 38, 52, 53)

e a presenc¢a de acido acético pode evitar picos com cauda
Durante o desenvolvimento do método a escolha de um solvente organico ou acido, a
porcentagem do solvente versus o componente aquoso, a molaridade, a temperatura da
coluna e presenga/auséncia efeito de matriz foram avaliados. Fatores de retencdao das TCs
diminuem quando a propor¢do de solvente organico ¢ aumentada, e a valores de pH
maiores, porcentagem maiores de ACN ndo podem ser usadas porque os picos aparecem

com fenda *; a concentragdo do acido oxalico a 10 mmol/l diminui fortemente nos fatores
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de cauda >3- 40-43:46=9.63) " A n4esibilidade de descartar as primeiras fragdes do extrato
foi avaliada na tentativa de eliminar interferéncias da matriz “*.

Com o objetivo de conhecer as reais modificagdes dos antimicrobianos, prevendo a
estabilidade e ocorréncia de efeitos potencialmente adversos ao ambiente e/ ou resisténcia
desenvolvida entre as bactérias expostas aos produtos, Sanderson e sua equipe construiram
microcosmos. Também com a inten¢ao de avaliar o tempo de meia-vida das TCs sob
condicdes aquaticas semi-naturais e assim reduzir a brecha de extrapolagdo entre dados de
laboratérios e medidas reais de campo, estes microcosmos foram construidos.
Microcosmos sdo tanques aquaticos seminaturais enterrados na terra com um volume
aproximado de 12.000 1 de agua adjacente a um pequeno lago feito pelo homem. As aguas
foram circuladas entre o microcosmo e o pequeno lago por trés semanas. Através da
circula¢do, os microcosmos foram germinados com populacao de bactérias naturais. Peixes
ndo foram introduzidos. Passaros e anfibios tiveram acesso aos microcosmos.
Aproximadamente 50% do fundo foram cobertos com 5 cm de sedimento de solo natural
contendo comunidades de bactérias naturais. Como conclusdao deste estudo, fotolise e
multiplos fatores bidticos e abiodticos sob condigdes realisticas sdo mais relevantes para a
dissipacao do que o pH sozinho, visto que a formagdo de 4-epi-anidro-TCs ocorre sob
condi¢des neutras e fraca alcalinidade .

Finalizando esta avaliacdo, observa-se que as caracteristicas de desempenho dos
métodos de EFS-CLAE foram estabelecidas pelo procedimento de validagdo com amostras
fortificada e os métodos descritos e validados foram aplicados as amostras reais.

A Tabela II mostra algumas determinacdes de antimicribianos por CLAE em

diferentes matrizes. A Tabela III mostra a avaliacdo dos parametros de quantificacdo e/ou

validagdo da Tabela II.
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Tabela II: Determinagao de antimicrobianos por CLAE em diferentes matrizes.

Antimicro- | Amos- | Pré-tratamento da Extracdo em Fase Sélida Cromatografia Liquida Analise LD Recupera- | Refé-
bianO tra amostra Instrumental an rencila
Adsor- | Condicio- | cleanup Eluicéo Prepara- | Coluna FM
vente namento ¢do da
amostra
Oxitetraciclina | Carne, Leite: tampao Mcllvaine | Sep-Pak Nio Agua AcOxa 0,01 Evaporagdo e | Lichrosorb| MeOH/ACN/AcOxa DAD 15-22ng/g 50,7 a 53,4%. 35
Tetraciclina leite (5 g) | pH 4. Centrifugagao.+ C-18 informado mol/l em dissolugdo na | RP-18 0,01mol/1 (17,5:17,5: DP=62-7,6
Clortetraciclina | € queijo tampédo + MeOH e EFS endcapped MeOH. FM (5x 65) (n=4)
Fortificagao concentrado) Fluxo: 1,4ml/ min
no LRM
Sulfonamidas ET 1"° ¢ | Filtragdo (0, 45 um). pH a| Lichrolute | MeOH, Agua (pH | MeOH/agua | Extratos CLAE- CLAE-DAD CLAE-DAD a Deteccdio UV: 50a90% : nas 24
(inclui SMX) 2% de 2,5 (HQI). EN (200 MeOH/agua | 2,5) (:D)e concentrados | DAD: A: ACN/ 4gua (3:97) | 260 nm e 0,2 - 0,6 mg/l: matrizes fortifi-
ETAs, Volumes 200 — 1000 ml | mg) (I:1) e 4dguaa MeOH a 1,5 ml (fa- | Supelcosil | com 0,05% de TFA CLAE-EM-EM | 4gua ultra-pura | cadas.
agua de fortificados e percolados a | (PS-DVB) | pH 2,5 tor de ABZ+ B: ACN/ agua (80:20) | IES (+). EM no | Detecgdo EM: 30— 2000 ng/l
superficie | 200 ml/h. concentragdo: | (RP alquil-| com 0,05% de TFA. modo MRS 0,2 a3,7 pug/l para SMX em
e dgua 130 - 670). +| amida) e | Fluxo: 0,3 ml/min Obs. Para (MRS): 4gua agua de superfi-
ultrapura TFA (1:10) + | CLAE— | CLAE -EM/EM simultanea detec-| ultrapura cie e ET secun-
MeOHePl | EM/EM: | A: ACN/4gua (3:97) | cdopor DADe | (determinagdo e | dario ndo
Supersphe-| com AcFor. 1% EM, asaidado | confirmagdo) fortificadas por
re RP18 B: ACN/ 4gua (75: 25) | detector UV foi CLAE-EM IES
endcapped | com AcFor. 1% conectado na
Fluxo: 0,3 ml /min. interface
Oxitetraciclina |Leite (20 1 ml amostra agitado com | Néo aplicavel. Filtragdo: 0,45| LiChros- | ACN/AcAce/ agua DADa354nm | 0,05 pg/l (sinal: | Sem detecgao 36
mostras sol. TCA 20% pum pher 100 | (28:4:68). ruido >5)
comerciais) RP-8 Fluxo: 1,0 ml/min Abaixo do LRM
endcapped
Sulfonamidas Ovos Mistura. Fortificagdo com | Sep-Pak ACN e agua | Nao ACN e agua. | Filtragdo: 0,2 | CLAE- CLAE -UV: CLAE-UV: Nio informado | Residuos das 37
(inclui SMX) (5g) 0,5 ml (padrdo de trabalho | C-18 (1 g) informado | Redug@o a pm Uv: A: AcFor 0,1% / quantificagio. drogas originais
1 pg/ml) + ACN. Mistura | endcapped 0,5 mL. Adi- Symmetry | MeOH (90:10), UV a 287 nm (14 das 16) e/
em banho de gelo. Extrato ¢do de agua C8 B: MeOH, CLAE-EM-EM ou metabolitos
Centrifugagéo a 0-4°C. percolado ao extrato até CLAE- C: ACN IES (+): encontrados nos
Sobrenadante + ACN. al-2 1,0 ml (fator EM/EM: | Fluxo: 1,5 ml/min. confirmar a ovos por CLAE-
Mistura. Centrifugagdo. + | gotas/s de concentra- ODS-AQ | CLAE-EM/EM: presenca de SAs EM/EM
agua. Redugdo a 1 ml para ¢do: 5) (C18 hi- A: AcFor 0,1%
remover ACN. EFS drofilica | B: MeOH
modifica- | Fluxo: ndo informado
da)
Oxitetraciclina | Leite de Diluigdo do leite em agua | Isolute ® | Agua Nio Agua Extrato seco | LiChros- | ACN 7% /AcAceem | DAD (200 - 450 | Nao informado | Recuperagdes > 38
Tetraciclina vaca (1:5). 1 ml dessa solugdo | C8 informado +FM. pher ® 100| 4gua (35:65). nm) 80%
Clortetraciclina percolada no cartucho de | endcapped Filtragao: 0,5 | RP-8 Fluxo: 1,0 ml/min
Doxicicli EFS. (500 mg) pm endcapped
oxiciclina
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Antimicro- | Amos- | Pré-tratamento da Extracdo em Fase Solida Cromatografia Liquida Analise LD Recupera- | Refé-
bianO tra amostra Instrumental géo rencia
Adsor- | Condicio- | cleanup Eluicao Prepara- | Coluna FM
vente namento ¢do da
amostra
Oxitetraciclina | Musculo | Adigo sol. tampdo SepPak MeOH e Agua Acido Extrato Chromo- | AcOxa. .2 H,0 DAD: faixa de A | Ndo informado | Recuperagio: 39
Tetraciclina de Mcllvaine-EDTA. Plus C18 agua deioniza- | oxalico evaporado lith 0,01mol/ 1/ MeOH / 240 - 450 nm 57,1 -177,6%.
Clortetraciclina cordeiro Centrifugagio. endcapped | deionizada | da e seco | metanolico sob N, e Perfor- ACN (75:12,5: 12,5)
Doxiciclina (5g) Sobrenadante completado ao ar. dissolvido na | mance Fluxo: 2 ml/min.
a 50 ml com sol. tamp@o FM. RP-18e.
Mcllvaine-EDTA. 30 ml Filtragdo
do extrato para EFS. 0,45 pm.
Oxitetraciclina | Leite de Centrifugagdo com TCA | Oasis HLB | MeOH e | MeOH MeOH Extrato Hypersil AcOxa. 0,0lmol/ I/ DAD a365nm | Tabela3 >81,1% em 40
Tetraciclina vaca e 20%. Mistura com (200 mg) agua 5% em evaporado C8a40°C | ACN/MeOH (60: 25: leite e 83,2%
1 musculo | tampao Macllvaine. agua sob N, e 15) em musculo e
gg}):(fit?l‘icrghna (5g) Centrifugacao. dissolvido Fluxo: 1 ml/min RSD =5,8%
Sobrenadante aplicado na em MeOH.
EFS. Filtragao:
0,45 um
Tetraciclina Agua de Amostras e padrdes Strata-X Nio Agua e ar | MeOH Sistema Capilar Eletroforese DADa260nm |2g/l Amostras for- 5
Oxitetraciclina | superficie | aquosos (20 ml) (20mg - | mencionado | para Capilar silica-fundida a 25°C ¢ aplicado 10 KV tificadas: 92%
Doxiciclina de 20 bombeados a 1 ml/ min. | Polimero) remover a Sistema continuo de fluxo (SCF), extratos contendo Agua de super-
lugares através da minicoluna. on line CE agua. os analitos, inserido num mini frasco do auto- ficie: auséncia
diferentes | MeOH bombeado através amostrador do CE. de residuo
da minicoluna. Solugéo eletroforética: HCI 1 mol/l a HCi 50
mmol/ L (pH< 2,5) — tampdo acido
Oxitetraciclina | Solo (4 g) | Solo: adi¢do tampao SAX — MeOH e MeOH/ MeOH Nao Génesis A: THF Simultanea Solo: 18, 18 ¢ Solo: 27 - 105% 41
(OTC) e dejetos | MeOH/ EDTA 0,Imol/1/ | HLB em MeOH/ EDTA informado C18 B: ACN detecgdo a 285 | 40 ug/ Kgpara | (n=6). DP: 1
Sulfacloropiri- liquidos Mcllvaine ( 50: 25: 25). série EDTA 0,lmol{ I/ C: TFA 0,05% nm para SCPe | OTC, SCP e 12% para os 3
dazina (SCP) de suino Ultra-som. Sobrenadante | (Technolo- | 0,1mol/ 1/ Mcllvaine, Fluxo: 1 ml/min. TYL e 355 nm TYL analitos.
o (2 ml) diluidos com agua para gy SAX - Mcllvaine, | 50:25:25 Para analise de SCP para OTC. respectivamente | Dejeto liquido:
Tilosil (TYL) reduzir MeOH a 2%. pH | Oasis (50:25:25) | diluido em no solo: derivatizagdo | SCP no solo: (anélise dos 58-102% (n=
2,9 (H;POy). HLB) diluido em | 4gua (FMs iguais, mas com | detecgdo por brancos). 3).DP: 1-5%
Dejeto liquido: adigao Extratos de | agua destilada programa gradiente fluorescénciae | Dejeto liquido: | para OTC e
tampdo EDTA 0,1mol/ 1/ | solo e deje- | destilada (15:400) e diferente. Fluxo: derivatizagdo 70 e 140 pg/ Kg | SCP. Nao foi
Mcllvaine pH 7 (50: 50). | tos percola- | (15:400) e | acidificado semelhante) com para OTC e SCP | possivel
Ultra-som. 5 ml do dosa 10 acidificado | apH2,9 fluorescamine: respectivamente | quantificar TYL
sobrenadante + H;PO, + | ml/min apH29 ( H;PO,, ) A de 400 e 495
ACN com H;PO4 | AceSodio nm
Apos 0,1mol/l,
percolagdo | 4gua
SAX destilada e
removido MeOH
20%. E se-
co 10 min.
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Antimicro- | Amos- | Pré-tratamento da Extracdo em Fase Solida Cromatografia Liquida Analise LD Recupera- | Refé-
bianO tra amostra Instrumental géo rencia
Adsor- | Condicion | cleanup Eluicao Prepara- | Coluna FM
vente amento ¢do da
amostra
Sulfonamidas Misculo | Adigdo de acetato de etila | Speedisk n-hexano e Aguae MeOH- Extrato eva- | C8 Tampao acetato 0,05M | DAD a270 nm | Tabela 3 Tabela 3 42
(inclui SMX) (10g) + Na,SOj anidro. Aromatic | acetato de MeOH amoénia (97,5: | porado. e (pH 4.5)
Centrifugagio. Extratos sulfonic etila 2,5) dissolvido Fluxo: 0,4 ml/min.
evaporados. Residuo acid em tampao
dissolvido em acetato de | (200 mg) acetato (pH
etila. Percolagdo EFS 4,5) com 0,1
% MeOH
Filtragao:
0,45um
Tetraciclina Mel de Fortificagdo com as TCs | Discovery | ACN, sol. sol. acido | 5 mL MeOH | Extrado Discovery | A: Acido oxalico 10 DAD: 270 ¢ 355 | 15-30 ng/g Mel fortificado: 43
Oxitetraciclina | diferentes | +tampdo EDTA 0,1mol/l | DSC-fenil | 4cido oxalico | oxalico 10% em concentrado | RP-Amida | mmol/ L (pH 3) nm dependendo do | 92,1a96,1 % e
Clortetraciclina flores -Mcllvaine (pH 4). (500 mg) | 10 mmol/1 10 acetato de e dissolvido | C16 B: ACN analito RSD =40 -
Doxiciclina (X)) Mistura. Percolagdo EFS (pH 3) e sol. | mmol/l etila. em sol. endcapped | Fluxo: Iml/ min 5,4% (n=6).
| R saturada (pH 3) AcOxa Amostras de
Minociclina EDTA Filtragdo: mel: nenhuma
Metaciclina 0,45 pm das TCs
identificada
Oxytetraciclina | Aguas de | Aguas de superficie: fil- SAX e MeOH e tampdo de | MeOH. Nio Génesis A tetrahidrofurano UV -Visivel: 4 MeOH : 30 a >70% al pg/le 61
(OTC) superficie tragao (2,0 pum). Oasis tampf?l()' de condiciona informado C18 B: ACN, A simultanea- 70ug/l ~95%a 10
Sulfacloropiri- | € | Agua subterranea: HLBem | condicionam | mento/la- C: TFA 0,05% em mente monitora- ug/L em agua
dazina (SCP) subterrd- | centrifugago e filtragdo | série. ento/ lava- vagem, agua ) dos: 285 SCP e do rio.
o nea (0,8 pm). SAX gem (dilui- AceSodio Fluxo: Iml/min TYL e a355 nm Sem detecgdo
Tilosina (TYL) Adigdo tampdo extragdo | removido | ¢do do tam- | 0,1 mol/l, OTC com adici- em 4guas de
(EDTA-Mcllvaine) e e HLB pdo de extra- | agua des- onal monitora- superficie
MeOH 2% . 500 mL lavado. ¢do) tilada e mento a 260 nm Em aguas
amostra percolada a 10 MeOH SCPeTYLe subterraneas foi
ml/min. na EFS. 20% e seco 370 nm OTC detectados SCP
Amostra final ajustada a por 10 min| eOTCa6l32e
pH ~ 2,9 com H;PO, ao 36,1 pg/l
tampao de extragdo. respectivamente
Oxytetraciclina | Agua do Filtragdo (2 um). pH 3,4 | Oasis MeOH, agua | Agua MeOH com Diluigdo 1 Poliméric | A: AcOxa 0,01 mol/1 | Detector de Sol.Padrdo: 0,3 | Matrizes fortifi- 65
Tetraciclina mar e de | com écido formico e HLB (30 | e tampdo com5% | 1% TFAa vez com aPLRP-S | B: ACN fluorescéncia al,2pg/l cadas: > 80%
Clortetraciclina rio adi¢do de Na,EDTA 0,0 2 | mg) Hfor pH3,4 | MeOHa | 0,5ml/min. | agua. 100 A Fluxo: 1,2 ml/min. Aex =374 nm Agua de rio: para todos os
(CTC) mol/l. 250 ml percolados Fluxo: 5ml/ | 5 ml/min. Filtragdo. Sol. de derivatizagdo Aem = 499 nm 0,03 20,150 analitos e
S a 5 ml/min min. € seco ao Fator de pos-coluna: sol. ug/l RSD% <20%
Doxiciclina ar 5 min. concentragio Mg(II) 0,1 mol/l a pH Matrizes ndo
((2]®)) de 125 9 no fluxo: 0,6 ml/ fortificadas: DC
min e CTC presentes
COL -3, TC Plasma PI (Chrysin 4 250 ng/ ul) | Oasis HLB| MeOH e MeOH/ MeOH Extrato evapo | Symmetry | A: EDTA 0,001mol/l UV- Vis: 350 Nio informado | Plasma fortifica- 44
quimicamente humano adicionado 500 pl (30 mg) agua agua rado + AcAce| Shield C8 | em AceSodio nm do:61,2a
modificada. amostra de plasma em (5:95) (1:99) em (0,0Imol/I (pH 3,5) 65,3% .
gelo. + AcFor 50%. ACN/ AceSo6- B: ACN Amostra de
Mistura. 500 pl para EFS dio 0,01mol/l Fluxo: 1 ml/min paciente: 100 a
pH 3,5 40000 ng/ml
(30:70)
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Antimicro- | Amos- | Pré-tratamento da EFS CL Analise LD Recupera- | Refé-
biamO tra amostra Instrumental géo rencia
Adsor- | Ativagao/ | cleanup | Solvente de | Prepara- Coluna FM
vente | condiciona Eluicéo ¢do da
mento amostra
Oxytetraciclina | Agua de 100 ml para controle e | Oasis MeOH, HCI | Agua MeOH Extrato Hypersil A: MeOH/ ACN/ UV-Vis: 260 LD médio = 2,5 | 96 — 109% 45
Tetraciclina 15 micro- | para os  niveis de | HLB (200 | 0,5mol/l e | deioniza- evaporado e | BDS C18 dgua com 0,1% TFA | nm ug/l Sem diferenga
Clortetraciclina | €0Smo fortificagdo de 300 e 100 | mg) agua da reconstituido (2:7:91) (CL-EM/EM): estatisticamente
Doxiciclina aquatico pg/l; 300 ml para os deionizada. com 1 ml B: ACN Anélise quanti- siggiﬁcgnte nas
externos niveis de 10 e 30 pg/l. A MeOH tativa dos meta- variaveis de
DC)e de 12000 | cada 100 ml de cada bolitos: espectro background
produtos de 1 amostra: H,SO, 40% e full scan entre 0s micro-
degradagdo (41de EDTA. Mistura. Filtragio €OSmos.
cada (1,6 um) Percolagéo a 10 Tempo de meia
micro- ml/min. em EFS. vida: 1 a 4 dias
cosmo) paraas 4 TCs
Oxytetraciclina | Aguade | Filtragdo (0,8 um) + Oasis MeOH e | Agua MeOH com | Extrato seco | Agilent A: MeOH DADa360 nm |60 pg/l para|0,5a4,25pug/l 46
(OTC) tanque de | Na,EDTA. 250 ml HLB (500 | agua para AcOxa 10 sob N, e Zorbax B: agua com AcOxa todas as TCs
Tetraciclina criagdo de | percolada a 10 ml/min em | mg) contendo remover o | mmol/l dissolvido Eclipse 10 mmol/l (sinal/ruido = 3)
Clortetraciclina peixe, EFS Na,EDTA excesso em 1 ml XDB -C8 Fluxo: 1 ml/min.
P rios e de agua. Fator
Doxiciclina lago Na,EDT de pré-
e seco sob concentra-
vacuo ¢do: 250
Oxytetraciclina | Mel (57 Tampao Na,EDTA 1° EFS: MeOH e Agua MeOH. O Extrato final | Nucleosil Tampao ACN Detector de | Tabela 3 Amostras forti- 47
(OTC) amostras | 0,Imol/l -Mcllvaine (pH | Oasis agua extrato foi filtrado (0,45 | C18 /AcOxa 10 mmol/1 | fluorescéncia ficadas: OTC:
Tetraciclina de 4,0). Mistura. Filtragio e | HLB (200 aplicado na um) (20: 80: pH 2,0) hex = 385 nm e 86% eTC: 95%
diferen- percolagdo em EFS mg) 2° EFS Fluxo: 0,8 ml/min 2em = 500 nm 57 amostras de
tes 2° EFS: Etil acetato Agua ¢ | HOxa 1mol/l Sol. de mel: nenhuma
origens Bond El MeOH ACN (80:20) derivatizagdo pos- continha residuo
boténias) ut LRC- (FM) coluna: tampdo de OTC e TC
Gy PRS H;BO; pH 9 em nos niveis
(500mg) acetato de Mg no detectaveis.
(trocador fluxo de 0,5 ml/min
de cation)
etraciclina Camardo | Leite: 4cido succinico. Oasis MeOH, agua | Aguae MeOH. Leite: Hydro-bond | 75% A + 18% ACN | Quantificagdo: Nio informado | Amostras 48
Oxytetraciclina | 2 8) ¢ Agitagdo. HLB (200 | e acido coluna eluido por extrato dilui- | PS C8 +7% MeOH, onde: | UV-Vis: 370 fortificadas: >
Clortetraciclina leite (10 Camardo: NaCle acido | mg) succinico seca por 5 | gravidade doal0Oml endcapped | A =AcOxa 0,01 nm 76% com RSD
ml) succinico. Mistura. 15 min. min a AcOxa mol/l para amostras | Confirmagao <10%
Leite e camardo antes da Vacuo 0,01mol/Il de leite ou dos analitos: Amostras de
centrifugados a 4°C. extracdo Camardo: A = AcFor 0,1% CLAE-EM/EM camardo: 25 —
Filtragdo para tubo com | 20 ml extratos para amostras de 400 ng/ g
alumina e AcOxa 0,01 amostras evaporados camario Amostras de
mol/l (camarao). Extrato | fortifi- sob N, + 1 Fluxo: 1 ml/min leite: 50 — 300
camardo centrifugado cadas ml ACN. ng/g por CLAE-
percolara Evaporago. EM/EM
mno Residuo
cartucho a dissolvido
45 gotas/ em 2 ml
min AcFor 0,1%.
Mistura
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Antimicro- | Amos- | Pré-tratamento da EFS CL Analise LD Recupera- | Refé-
biamO tra amostra Instrumental géo rencia
Adsor- | Ativacao/ | cleanup | Solvente de | Prepara- | Coluna FM
vente | condiciona Eluicéo ¢do da
mento amostra
Sulfonamidas Agua de Filtragdo: papel Whatman | Oasis MeOH e MeOH MeOH Extratos LiChrosp | A: AcOxa 0,0 mol/l DADa280nm | 0,140 pg/l Amostras forti- 49
Trimetoprima | nascente | e membrana 0,45 pm. HLB (60 | 4gua 2% e evaporados | here 100 | B: ACN ficadas (n=3):
Tetraciclinas ede Agua de nascente pré- mg) (ajustada a seco por 5 40°C e CN Fluxo: 1 ml/min. 89,3% a2 97,9%
Fluoroquinolo- 1_'€ﬁlg0 _de filtrada fortificada com 1 pH 4 com min sob redissolvidos exceto 2
industria | ml sol. padrdo de HCI) vacuo com 1 ml de analitos
ne farmacéu- | trabalho. 100 ml de 4gua MeOH (pré- Amostras de re-
B-lactame tica fortificada (pH 4) e de concentragio fugo de indus-
refugo (pH 4) percolada a de 100 dustria (n=2): Tr
4 ml/ min em EFS vezes) e espectro UV
confirmaram a
presenga dos
analitos alvo
Sulfonamidas Ovos (5 Adigéo Ferricianeto de Carbono Niao Nio MeOH/ agua | Nao Alltech- MeOH / 4gua (pH 3,2 | UV a270 nm 4,1-10,0ng/L | Amostras 50
mL) e potassio + Sulfato de nanotubos | informado informa- | (pH 3,2 -3,3 | informado Cl18 - 3,3 AcFor 30%) fortificadas:
carne de | zinco Mistura. multi do AcFor 30%) (22:78) 69,5 —81,47%
porco (5 | Aquecimento. Filtragdo + | walled (80 (22:78) no Fluxo: 1 ml/min (ovos)
g) ACN. Ultra-som. mg) fluxo de 1 66,35 —85,59%
Filtragdo (0,2 pm) + EFS- ml/min (porco)
ACN e dilui¢do a 200 ml | CLAE on- Fator de RSD: 0,86 —
com agua. pH4,0a4,5. | line concentragio: 14,56% ovos e
Percolagao a 4,5 ml/ min 37,7a160,9 1,02 - 7,56%
por 23 min. porco
Sulfonamidas Mel Adigao tampao acetato Abselut MeOH e Agua— ACN Extrato seco | Inertsil MeOH e tampao UV a263 nm 20-25ug/Kg | Amostras 52
(inclui SMX) multiflo- | 0,05 mol/l (pH 3,6) até Nexus (30 | tam-pdo MeOH sob N, e ODS-3 acetato 0,05M (pH no extrato da fortificadas: 80
ral 25,0 ml com fortificagdo. | mg) acetato 95:5)e dissolvido 3,6) (20:80), com HAc amostra all7%
Sg- Filtragdo (0,2 um). 1 ml Polimero | 0,05mol/l seco sob com 1 ml da 1% fortificada RDS =0,5-5%
branco) do filtrado aplicado em (pH 3,6) vacuo M, Fluxo: 1 ml/min (n=5)
EFS contendo 3
mg/l de PI
Sulfonamidas Agua de 150 mL de agua de QOasis MeOH, HCI | Agua Amédnia: Extrato seco | Supelcosi | A: AcAce 0,5% em UV a272 nm Nio informado | Baixa concentra- 53
refugo de | refugo e percolada em HLB (60 | 0,5 mol/le MeOH (1:19) | sobN,e 1C18 agua ¢d0: 30,8 a
instala- EFS mg) agua reconstituido B: ACN 105,1%; média:
¢des de em 500ul Fluxo: 1 ml/min 33,82 106,8% e
suinos ™M alta: 359 a
108,3% em agua
deionizada.
Agua de refugo:
positivo para SAs
em 103 amostras
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Tabela III: Avalia¢do dos parametros de quantificagdo e¢/ou validagao da Tabela II

Curva de calibracdo

Niveis de
fortificacdo

LD

LQ

Exatidao/ precisao

Obs

Referéncia

Nao informado 100 ng/g 15-22ng/g Naio informado Nao informado 35
Detecgao UV: 0,1,0,5,1,5,10e 50 | 37,5 ug/lem dgua | De acordo com German norm DIN | De acordo com German norm DIN | Detecgdo UV: 182 101% e Para detecgdo UV néo permitiu a 24
mg/l em 4gua ultrapura (calibragdo | ultrapura e ET 32645 32645 DPR =2 a 16% para todos os quantifica¢do na regido de pg.
externa). .r* = 0,9998 secundario (n=5) Detecgio UV: 0,2 - 0,6 mg/l em Detecgio UV: 0,6 — 1,7 mg/l em analitos (fortificada: 37,5 ug/l) | Sulfafenazole foi usado como PI
MRS: 1, 5, 10, 50, 100, 500 € 1000 1 pg/l em 4gua agua ultrapura; em ET 2ario fortifi- | 4gua ultrapura; em ET 2ério fortifi- | Deteccio EM: 29 a 100% e porque ndo ¢ usado na Alemanha
ng/l em 4gua ultrapura (calibragio ultrapura e ET cado: aumento de 5 - 10 vezes cado: aumento de 5 - 10 x vezes DPR =1 a 13% para todos os e assim ndo ¢ esperado nas
externa). Curva de 2° ordem, 1° = secunddrio e 5 pg/l | Deteccdio EM: 0,2 a 3,7 pg/l em Detecgao EM: 0,6 a 10,2 pg/l em analitos (fortificada a 1 € 5 pug/l) | amostras
0,996. em ET secundéario | agua ultrapura agua ultrapura
Faixa: 0,2 — 20 ng 0,1,0,5¢ 1,0 ug/ml | 0,2 ng Nao informado Precisdo inter-dia e intra-dia nos | Sol. padréo estoque:10 mg/ 100 36
2 =0,9997 com P< 0,01 em 1 ml leite niveis de fortificagdo ( n=5). ml em HAc 1%. Sol. de trabalho:
(estaveis por 12 ha Recuperagao > 89,8% com CV dilui¢do da sol estoque em agua
4°C) entre 0,6-4,1% destilada (estavel 1 més na
Resultado livre de interferentes | geladeira)
Solugdes de 1,0, 0,5,0,25 ¢ 0,1 ug/ | Amostras controle | Nao informado Nao informado Detecgdo UV: DPR%: 3 —33 Avaliagdo CLAE-EM-EM em 37
ml: dilui¢do da mistura de padrdes fortificadas: 50, Recuperagdes: 51 — 103% para ovos de galinhas poedeiras (n=5)
em agua. Baseado na concentragido 100 € 200 pg/l (n= todos os analitos nos 3 niveis de | tratadas com SAs e ovos controle
(5 x), as solugdes de trabalho equi- | 5); fortificagdo obtidos antes do tratamento.
valem: 200, 100, 50 e 20 ng/g Amostra controle:
(n=4)
Curvas de TCs isoladas em amostras | 0,1, 0,2,0,3,0,5 ¢ Nio informado Limite pratico de quantificagdo: Recuperagdes > 80% e DP: 1,3 — | Extratos livres de nterferentes. 38
de leite fortificadas na faixa : 0,1 — 1,0 pg/ml em 2 ml média background + 10 x DP. 5 48. Espectros obtidos das amostras
1,0 pg/ ml foram lineares. leite (estaveis por amostras de leite branco analisados iguais aos dos padrdes.
> > 0,995 com P< 0,01 12ha4°C) em duplicata. Limite: 0,1 pg/ml.
% =0,9999 para todas TCs 50, 100, 500 pg/ Nao informado Sinal / ruido = 10 (mais baixo que a | Recupera¢do media: 57,1 — Tr reduziram 40-60% comparados 39
Kg, considerada pela AOAC: 50 ¢ 100 | 77,6%. DPR < 10% as convencionais colunas RP-C8/
ng/ KG) e comparavel ou melhor Precisdo analise croamatografi- | C!8, carbono grafite ou polimérico
com UV-DAD cas: 5 x inje¢des no mesmo dia mo fluxo de 1,0 — 1,5 ml/min.
LQ: 12— 65 ug/ kg de uma sol. padro e um extrato | Pratos tedricos: 338 — 780 N/ cm.
fortificado: DPR para Tr: 0,1 — Tr: 6 min. com boa simetria e
0,5%, RSD para areas de pico: aceitavel fator de separagéo 1,27
0,4 —2,4%. Nenhuma diferenca
entre sol. padro e extrato.
Faixa: 0,1 — 5 mg/l. (5 padrdes 50, 100 € 150 LD = Limite de decisio = CCa.. Capacidade de detecgio = CCP: Precisdo interdia: 5,04 — 1,70 De acordo com SANCO/ 1805/ 40
dissolvidos em MeOH). Curvas ng/kg Amostras de 20 brancos de leite e | anlise de 20 brancos fortificados ng/ml para leite e 7,01 — 1,65 2000.
preparadas diariamente Amostras 20 brancos de musculo fortificados | no nivel correspondente a CCa ng/ml para misculo. Especificidade: 20 amostras de
(padronizagdo externa) analisadas 6 x em 3 | a 100 pg/Kg (LRM). CCa: 107,7 — | para cada analito em ambas as Exatiddo:- 19,68 a -6,7 ng/ml leite ¢ carne branco, de diferentes
> 0,998 para todas TCs diferentes dias 129,9 pg/kg matrizes = 114,9 — 133,1 pg/kg. para leite e -18,16 a -7,96 ng/ml | origens foram analisadas. Nenhum
(n=18) CCa.: Concentragio determinada | CCP: concentragdo a qual o método | Para musculo. interferente foi observado na
com certeza estatistica que o analito | estd apto a detectar concentragdes | Ou exatiddo: 80 —110% e regido de interesse onde o analito
identificado estd acima LRM LRM com certeza estatistica. precisdo: DPR < 15% elui.
Calibragao externa obtida de 10, 20, 30 e 40 g/l 1,6a2g/l 4a7g/l Nenhuma diferenga entre a com- | O sistema de fluxo permite a pré- 5

solugdes padrao em MeOH nas
condigdes Otimas do SCF para ser as
mesmas das amostras de aguas de
superficie.

(n=12 amostras)

centragdo adicionada e a encon-
trada pelo t-test. Concentragdes
foram estatisticamente signifi-
cante que atesta a exatiddo do
método. DPR: 6,3 a 7,5%

concentragdo e clean-up automa-
tica de drogas da agua de superfi-
cie e fornece LD baixo suficiente
para uso no monitoramento
ambiental de drogas.
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Curva de calibragdo

Niveis de
fortificacdo

LD

LQ

Exatidao/ precisao

Obs

Referéncia

Nio informado Solo: 0,2, 1,0e 5,0 | Tabela 2 Nio informado Tabela 2 400 e 495 nm: para obter detecgido 41
mg/kg. (n=3 e cada seletiva e sensivel a baixas
analisados 2x) concentragdes
Dejeto: 1, 5,10 e
20 mg/l (n=3)
Faixa: 0,1 — 10 pg/ml 0,5,1e1,5x LRM | Instrumental: y =a + 3 x erro pa- Capacidade de detecgdo: CCP = Em 3 dias diferentes (n=18 x 3): | European Union 002/657/EC. 42
% >0,9999 =50, 100 ¢ 150 pg/ | drdo. Y calculado usado na equagdo | CCo. + 1,64 x DP. Na pratica CCB | 50pg/ kg: (n=6 x 3): 56 — 99% Estabilidade das SAs: em MeOH
kg (n=54) de regressao. Foi < 0,1 pug/ml obtido de 18 curvas nos 3 niveis de | DPR: 2 —15% (sol estoque): 1 ano a 4°C; na
respectivamente Limite de decisdo: CCa (o = 0,05), | fortificagdo. Faixa: 110,9 — 134,9 100pg/ kg: (n=6 x 3): 61 — 107% | matriz (musculo fortificado a 50
a partir do LRM + 1,64 x DP das ng/kg DPR: 2 - 14% ng/ kg: 4 semanas a—20°C e
amostras fortificadas no LRM. Na 150pg/ kg: (n=6 x 3): 54 — 83% | extrato purificado estocado antes
pratica CCo obtido de 18 curvas DPR: 3 - 15% da analise fortificado a 50 nug/kg:
nos 3 niveis de fortificagdo. Faixa: depois de 2 e 7 dias: méx. 2 dias.
105,2 - 116,2 ug/kg Especificidade: 20 brancos de
espécies diferentes. Nenhum
interferente ao redor do Tr dos
analitos foi detectado.
Padronizagdo externa. Para cada 15-30 ng/g em LD =3 x DP residual do intercepto | Nao informado Repetibilidade do método: 10 | Descarte dos 1° mls do extrato da 43
analito curvas distintas. Linearidade | diferentes tipos de | LD =4 - 10 ng/ ml para todos os inje¢des replicadas da mesma | EFS foi avaliado: 0, 0,25, 0,5,
variou de 50 - 650 ng/ml e 100 - 850 | mel anterior a analitos. amostra a 300 ng/ml = DPR = | 0,75 e 1,0 ml. A melhor
ng/ml a 355 nm extragdo (n =5) 1,2 — 3,2% . Reprodutibilidade: | recuperagio foi com 0,5 mL de
1 =0,9994 — 0,9999. Anlise 10 inje¢des da mesma amostra a | descarte (elimina efeito de matriz)
estatistica da regressdo linear: :ndo 300 ng/ml em dias diferentes = | Pureza dos picos: razdo entre 2 A:
existe diferenga estatistica entre o DPR =2,1 -4,8% nenhuma impureza coeluiu.
intercepto e zero.
0.0,0,1,0,5, 1,0, 2,0, 5,0, 10,0, 25,0 | 0,0, 1,0 e 10 pg/l Baseado na variabilidade dos Nio informado Recuperagdo: >70% a 1 pg/l e ~ | Seletividade: razdo das 4reas dos 61
¢ 50,0 pg/ml em MeOH a partir da em 500 ml de agua | padrdes em MeOH a 0,10 pg/ ml 95% a 10 pg/l em dgua do rio picos entre 260 e 285 nm para
mistura das sol. estoque (n=27). dorio (n=18)em | LD =30 a 70ug/l para todos os para todos os analitos SCP e TYL e 355 ¢ 370 nm para
Valor de r” aceitavel, mas plotando dias diferentes: analitos DPR =2,5—11,5% nos 2 niveis | OTC calculado para os padrdes
os residuos, regressdo tendenciosa cada dia com 2 ¢ para todos os analitos dissolvidos em MeOH (livre de
para padrdes mais concentrados e brancos, 2 alta matriz) e os extratos das amostras
ndo passou perto da origem ou das conc. e 2 baixa para garantir que o método nao
concentragdes mais baixas. Indicou | conc. sofre interferéncia nos A
curva de 2° ordem para OTC, faixa selecionados e Tr: ndo houve
de 0,1 — 10pug/ml e inclusdo da diferenga nas razdes, o método ¢
origem na regressao. seletivo na escolha dos A
1-25 pg/l para OTC e TC 210 pg/l Sinal/ ruido = 3:1 Nio informado Precisdo: 7 x sol. padrio 8 pg/l | Quantificagdo de cromatogramas 65
3 —50 pg/l para CTC e DC. Sol.Padrdo: 0,3 a 1,2 pg/l de OTC e TC, 16 pg/l de CTC e | adquiridos da Aex/ Aem
*>0,99 Agua de rio: 0,03 a 0,150 pg/l DC no mesmo dia. DPR < 10% | Volume de breakthrough: 250 ml.
Linearidade: 75 — 10000 ng/ml 150, 2000, 8000 e | Nao informado Sinal/ ruido = 10:1 de COL-3 Precisdo intra e inter dia: max. COL-3 ¢ um ndo-antimicrobiano, 44

padrdes de trabalho de COL-3 em
plasma humano (n=3)

#>0,99

Curva: razdo da area do pico de
COL-3 e PI. Usou-se 1/ [COL-3]
PI = Chrysin

30000 ng/ml em
plasma humano
(n=3)

Doses de 25, 50, 75
¢ 100 mg/ m* / dia
de amostras de
pacientes: (n=3-6).
Periodo: 8 semanas

LQ: 75 ng/ml de COL-3 (sinal/
ruido = 12:1).
(O sinal/ ruido para o PI = 180:1)

17,0 € 2,0% respectivamente.
Exatiddo: dentro de 13,9% em
todos os niveis

com efeito, antitumor.
Especificidade: inspegdo visual
dos cromatogamas: nenhum inter-
ferente nos plasmas branco (n=12)
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Curva de calibragdo

Niveis de
fortificacdo

LD

LQ

Exatidao/ precisao

Obs

Referéncia

Método de padrio externo usando 0, 10, 30, 100 € 300 | Método: t (n-1, 1-a) x DP de Nio informado 96 — 109% A cada 2 dias microcosmos trata- 45

uma mistura de TCs preparadas em | ug/l da mistura dos | 100mL de amostra fortificada a 30 DP=+4% dos para manter concentragio de

MeOH analitos (n=3 para | g/l (n=28) cada analito. Foram mantidos
cada nivel). Student’s t-value a 99% nivel de dentro de + 15% da concentra¢do

confianga = 2,998 nominal por 35 dias. Depois do

LD médio = 2,5 g/l 35° dia a degradagao e destino dos
compostos de origem foram
monitorados.

Nao informado 0,5-4,2 png/l em 60 pg/l para todas as TCs (sinal/ Nao informado DPR =5,8% 46
OTC (4gua do tan- | ruido = 3) correspondente a
que de peixe) (n=5) | 0,24png/1 depois de 250 vezes pré-
0,5-2,5 ug/l sem | concentrada em EFS
OTC (rios e lago)

Padronizagdo externa 50, 100 e 200 pg/ | LD = Limite de decisdo = CCa: Capacidade de detecgio: CCp = Recuperagdo: 86 a 95% com Guia European Union 47

Faixa: 0,025 — 1,0 pg/ml na sol. | Kg (n=6) em 3 dias | fortificagdo de 3 series de brancos | CCa + 1,64 x DP da baixos DPR 002/657/EC

padréo de trabalho (FM) diferentes (n=18) de mel a 4 niveis: 50, 100, 150 ¢ reprodutibilidade intra-lab da Precisdo inter e intra dia: DPR < | Interferentes (especificidade): 15

> 0,9990 para 10 curvas em 3 dias 200 pg/Kg e a resposta plotada x medida média contendo o limite de | 8- amostras de mel coloridos

diferentes concentragio adicionada. r* > 0,991 | decisdo analisados: nenhum interferente

para todas as curvas. A concentra- CCB =49 ¢ 50 pg/kg perto dos Tr de OCT e TC.
¢do no intercepto Y +2,33 x DP da

reprodutibilidade intra-lab do

intercepto = limite de decisdo

CCa =20 a2lpgkg

20, 50, 100, 200 e 400 ng/ml em 50, 100, 200, 300 ¢ | Nao informado 50 ng/ g para cada TC em camardo | Recuperagdo: > 76% com DPR 48

solugdo de trabalho em HFOxa para | 400 ng/g em solu- e leite, baseado no nivel de < 10%. DPR para cada nivel de

analise do leite e em HFor para ¢ao de trabalho. validagdo mais baixo validagao: 0,7 a 10,6%

analise do camardo. r* > 0,9975 para | 50 ng/g em DPR em cada conjunto de 50 ng/

curvas de calibragdo diaria camarao (n=9) g:24a75%

5 concentragdes na faixa: 1,5— 1000 | 10 mg/l solu¢do Injecdo de sol. padrdo diluida em Injecdo de sol. padrdo diluida em Precisdo intra-dia (n=3) em 1 Precisdo no Tr: DPR < 1,5% e 49

ng/l dependendo do farmaco. Curva | estoque da mistura | série até a razdo sinal: ruido =3 série até a razdo sinal: ruido =10 dia:DPR < 8,4% = alta seletividade: auséncia de falso

para cada composto de dgua de farmacos em para qualquer analito para qualquer analito repetibilidade do método EFS- positivo nos brancos, e boa

fortificada. Método da regressiao 100 ml agua de LD =0,1 - 40pg/l LQ=1,5-100 pg/l CLAE. separagdo.

linear, 1* > 0,9989 nascente Precisdo inter-dia (n=3) em 3

dias diferents: DPR 3,3 a 10,1%

Linearidade: 0,2 € 100 pg/1 Brancos 4,1-10,0 ng/l Nao informado Precisdo da fortificagdo: 1 pg/l Carbono nanotubos multi walled: 50
fortificados a 4, 6 ¢ (n=9) no método desenvolvido: diametro médio de 60 — 100 nm,
8ng/gem5¢g/5 DPR =2,56 -7,62% comprimento de 5 — 15 um e area
mL de amostras superficial de 40 — 300 m?/g
(n=3)

Regressdo dos minimos quadrados 0,3,1,0e 5,0 mg/l | Razdo sinal: ruido de 3:1 Nio informado Precisdo intra-dia: DPR= 0,4- PI = cafeina (solugdo: 150 mg/l 52

Y = razdo da 4rea do pico da SA e (n=8) no mesmo LD =20 - 25 pg/kg no extrato da 2%; precisdo inter-dia: DPR= em MeOH mantida sob

do PI dia e 3 x diano amostra fortificada 0,5 — 4% para todas as SAs. refrigeragdo)

% =0,9993 a 0,9998 periodo de 7 dias Exatidéo sdo os valores de

recuperagao
Calibragdo externa (n=6). para cada | 10,0, 25,0 e 100,0 Nio informado Mistura padrio de SAs fortificada Exatiddo intradia: 3,5 a 107% e | Seletividade: comparagdo de cro- 53

SA. Fortificagdo de padrdes em agua
deionizada

Faixa: 5,0 — 100,0 ng/I

1 =0,9901 - 0,9998, RDS < 5,5%

ng/l: baixa, média e
alta concentragéo
do CQ em agua
deionizada (n=6
nos 3 niveis)

em agua deionizada, extraida e
analisada até concentragdo mais
baixa com precisdo e exatiddo
LQ=5,0 -7,5ng/

precisdo intradia: DPR =0,4 a
5,0% para os 3 niveis.

Exatiddo entre-dias: 3,2 a 106%
e precisdo entre-dias: DPR = 0,3
a 5,4% para os 3 niveis

matogramas de agua deionizada
fortificada x agua deionizada nao
fortificada: método seletivo
Estabilidade: extratos de SAs de 6
semanas mantidos a -80°C, fortifi-
cados a 10,0 e 100,0 ng/l (n=2):
3,6299,1% , RSD= 1,52 6,9%
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28. AVALIACAO DE DESEMPENHO DA METODOLOGIA DE
QUANTIFICACAO DE TETRACICLINA, SULFAMETOXAZOL E
TRIMETOPRIMA EMPREGANDO EXTRACAO EM FASE SOLIDA

De acordo com a norma NBR ISO/IEC 17025 de 28 de fevereiro de 2001: Requisitos
Gerais para Competéncia de Laboratérios de Ensaio e Calibracdo “Validagdo ¢é a
confirmagdo por exame e fornecimento de evidéncia objetiva de que os requisitos para um
determinado uso pretendido sdo atendidos”.

Virios artigos tém sido publicados a respeito de validacdo de métodos analiticos os

quais descrevem definicdes, procedimentos, pardmetros e estratégias de validagdo ©'%7®

7 80 Orgios como ICH (International Conference on Harmonization), ITUPAC
(International Union of Pure and Applied Chemistry), ISO, ANVISA (Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria), INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia), USP (United
States Pharmacopeia), AOAC (Association of Official Analytical Chemists), US FDA
(United States Food and Drug Administration), e outros exigem o item validagdo de
métodos analiticos como um requisito fundamental no credenciamento para qualidade
assegurada e demonstracdo de competéncia técnica. A exigéncia da validacdo é obedecida
através de guias elaborados pelos comités e agéncias regulatorias nacionais e

internacionais ©% 3% 8! -

%) Estes guias sdo documentos que sugerem uma linha a ser
seguida e sdo, portanto, abertos para interpretagdes. Os guias sdo recomendacdes e sdo
intencionalmente vagos para deixar a flexibilidade de adapta-los de acordo com o método a
ser usado ©V.

Dentro do ambito geral de validagdo, este trabalho avaliara parametros de validacdo no
laboratorio (in house validation), que consiste na avaliagdo dentro de um tnico laboratorio.
A validagdo no laboratério € utilizada para o desenvolvimento de uma metodologia e na
publicacao de artigos para revistas cientificas, porém sem verificar a reprodutibilidade. A
validagdo no laboratdrio pode ser considerada como preliminar a validagao completa (full
validation). A validagdo completa envolve todas as caracteristicas de desempenho ¢ um
estudo interlaboratorial que ¢ utilizado para verificar como a metodologia se comporta com
uma determinada matriz em varios laboratoérios, estabelecendo a reprodutilidade da

metodologia e a incerteza expandida associada a metodologia como um todo. S¢ assim, a

metodologia pode ser aceita como uma metodologia oficial ©V.
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De acordo com a Resolucdo da ANVISA, RE n° 899, de 29 de maio de 2003, Ié-se:
“No caso de metodologia analitica descrita em farmacopéias ou formularios oficiais,
devidamente reconhecidos pela ANVISA, a metodologia serd considerada validada”. As
metodologias utilizadas neste trabalho sdo farmacopéicas, no entanto, elas estdo fora do
seu escopo de analise de compostos majoritarios e de matriz e, portanto, a validacao deve
ser considerada > *¥. Para analise em nivel de tracos, os pardmetros de desempenho
deverdo ser avaliados, tanto para amostras padrdo quanto para amostras reais, devido a
mudanga de matriz.

Os parametros de desempenho analiticos para validagdo de métodos que sao descritos
em farmacopéias ou formularios oficiais sdo: seletividade/especificidade, linearidade e
faixa de aplicacdo ou intervalo, precisdo, exatiddo, limite de deteccdo, limite de
quantificagdo e robustez. As variacdes analiticas dos parametros deverdo ser mantidas
dentro de limites preestabelecidos por critérios baseados na finalidade da analise, sistemas
analiticos e estudos estatisticos 7*).

“Seletividade ¢ a capacidade que o método possui de medir exatamente um composto
em presenga de outros componentes tais como impurezas, produtos de degradacdo e
componentes da matriz” ®*. O mesmo significado tem sido freqiientemente utilizado para
o termo especificidade. Esta situacdo gera confusdo e pode ser evitada utilizando somente
o termo seletividade como sugerido pela [IUPAC.

A seletividade ¢ o primeiro passo no desenvolvimento e validagdo de um método
instrumental de separacdo e deve ser reavaliada continuamente durante a validacdo e
subseqiiente uso do método. Algumas amostras podem sofrer degradacdo, gerando
compostos que nao foram observados inicialmente, que podem coeluir com substancias de
interesse. A seletividade pode ser obtida de varias formas. A primeira forma consiste em
comparar a matriz isenta da substancia de interesse e a matriz adicionada do padrao, sendo
que, nesse caso, nenhum interferente deve eluir no tempo de retengdo da substancia de
interesse. Com isso demonstra-se que a matriz ndo afeta o resultado do teste. Uma segunda
maneira ¢ através da avaliagdo com detectores modernos (arranjo de diodos, espectrometro
de massas), que comparam o espectro do pico obtido na separagdo com o de um padrio e
utiliza-se isto como indicagdo da presenca do composto puro “2.

Para andlise de impureza, a especificidade pode ser determinada pela comparaciao dos
resultados obtidos de amostras contaminadas com quantidades apropriadas de impurezas e

amostras ndo contaminadas, para demonstrar que o resultados do teste ndo sdo afetados por
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esses materiais. Estas comparagdes podem incluir a amostra armazenada sob condigdes de
estresse (por ex. luz, calor, umidade, hidrolise acida /bésica, oxidagdo) “2.

“Linearidade ¢ a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar que os
resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra,
dentro de um intervalo especificado” 2.

Recomenda-se que a linearidade seja determinada pela analise de, no minimo, cinco
concentragdes diferentes que nao incluam o ponto zero na curva, devido aos possiveis erros
associados ®!*?. A relagio matematica entre o sinal e a concentragio de interesse pode ser
expressa como uma equacdo de reta chamada de curva analitica. Matematicamente, a
estimativa dos coeficientes de uma curva analitica a partir de um conjunto de medigdes
experimentais pode ser efetuada usando o método matematico conhecido como regressao
linear. O coeficiente de correlacdo também pode ser calculado a partir de medigdes
experimentais. Para residuos, o GARP (Associacdo Grupo de Analistas de Residuos de
Pesticidas) também sugere cinco concentracdes que devem ser injetadas em ordem
crescente de concentragdo, no minimo trés vezes cada, com estimativa de desvio padrao
relativo (DPR) entre as inje¢des inferiores a 5% ©V. A quantificagio do composto de
interesse pode ser obtida através da padronizacdo externa, padronizagdo interna,
superposicao da matriz e adi¢do padrdo. A padronizacdo externa compara a area da
substancia a ser quantificada na amostra com as areas obtidas com solucdes de
concentragdes conhecidas preparadas a partir de um padrdo. Através do grafico que
relaciona as areas obtidas com as concentracdes conhecidas do padrio, ou através da
equacgao da curva resultante, pode-se calcular a concentragao desta substancia na amostra a
partir da area da substancia obtida de uma injecdo em separado. Este método ¢ sensivel a
erros de preparo e de injegdes das solugdes amostras e dos padrdes e por isso deve ser feito
a cada analise. O método de padronizagdo interna consiste na preparacdo das solugdes

padrao de concentragdes conhecidas da substancia de interesse, as quais se adiciona a

O~

mesma quantidade de um composto chamado padrdao interno. A amostra também
analisada apos adi¢do da mesma quantidade conhecida do padrdo interno. Neste caso, o
grafico relaciona a razdo de areas (drea da substancia/area do padrdo interno que tem
concentragdo constante) com as concentragdes variadas das solugdes padrio. A
concentracdo da substancia na amostra ¢ obtida através da razdo de areas obtidas. O
método de superposi¢do de matriz consiste na adicdo do padrao da substiancia em diversas

concentragdes em uma matriz similar a da amostra, isenta da substancia, ¢ constru¢ao do
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grafico de calibracao relacionando as dreas obtidas com as concentragdes dos padroes. O
método de superposicdo de matriz pode ser utilizado tanto com a padronizacao interna
como a padronizacdo externa. Este método ¢ usado para compensar o efeito da matriz ou
de possiveis interferentes e ¢ importante em determinagdes quando a matriz pode interferir
na pré-concentracao, extragdo, separacao ou detecgdo da substancia de interesse. Apesar de
fornecer uma melhor correspondéncia com a composicdo da amostra, o método de
superposi¢do de matriz ndo elimina, por exemplo, a intensidade de um efeito, e a
concentragdo de interferentes na matriz podem diferir de uma matriz ou amostra para outra.
Em amostras nas quais pode ocorrer o efeito da matriz e ndo se tem disponivel uma matriz
isenta da substancia de interesse para utilizar o método de superposi¢do de matriz, deve-se
utilizar o método de adicdo padrdo. O método de adicdo padrdo consiste na adi¢do de
quantidades conhecidas da substancia de interesse a quantidades conhecidas da amostra,
antes do seu preparo. Constroi-se a curva analitica relacionando as quantidades da
substancia adicionada a amostra com as respectivas areas obtidas. O ponto onde a reta
corta o eixo das ordenadas corresponde a area do pico da substancia que esta sendo
determinada, sem qualquer adi¢do do padrdo. A extrapolacdo da reta define, no eixo das
abcissas, a concentragdo da substancia na amostra analisada. Os métodos de adig¢do padrao,
superposi¢ao da matriz e padronizagdo externa mostram um comportamento paralelo entre
as linhas de regressdo, indicando que o método adi¢do padrdo tem seletividade. O método
de padronizagdo externa ¢ realizado quando nenhum erro sistematico proveniente da matriz
¢ suspeito, enquanto o método de superposi¢do de matriz compensa o efeito da matriz e o
método adi¢cdo padrdo corrige o efeito da matriz e as mudangas da resposta do instrumento
(€2Y)

“Intervalo ¢ a faixa entre os limites de quantificacdo superior e inferior de um método
analitico. Normalmente ¢ derivado do estudo de linearidade e depende da aplicagdo
pretendida do método. E estabelecido pela confirmagio de que o método apresenta
exatiddo, precisdo e linearidade adequadas quando aplicados as amostras contendo
quantidades de substincias dentro do intervalo especificado” ©?.

Em qualquer técnica instrumental, a relagdo linear simples, descrita pela equagdo y = a
+ b . x, s6 ¢ valida em um determinado intervalo de massas ou concentracdo da espécie
medida. Este intervalo, no qual se pode construir uma curva analitica linear, ¢ a faixa linear
dinamica. Ainda que as causas para a perda da linearidade sejam caracteristicas de cada

técnica, este ¢ um fenomeno que pode ocorrer com qualquer conjunto de dados. Assim, o
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calculo dos coeficientes de regressdao de uma curva analitica deve ser cuidadoso para
verificar se todos os pontos a serem usados estdo dentro da faixa linear dinamica
correspondente. Augusto e colaboradores descreveram uma forma de calcular se os pontos
de uma curva estdo inseridos na faixa linear, baseando-se em relagdes geométricas do
grafico de regressio ©". Para residuos, o GARP recomenda uma faixa de concentragio
com valores variando entre a metade e o quintuplo da concentracdo do limite de
quantificagdo V.

“Precisdo ¢ a avaliagdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série de
medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou
padrdes sob condi¢des definidas” '32.

E considerada em trés niveis:

Repetibilidade (precisdo intra-corrida): concordancia entre os resultados dentro de um
curto periodo de tempo com o mesmo analista ¢ a mesma instrumentagéo. E verificada por,
no minimo, em 9 determinagdes, contemplando o intervalo linear do método, ou seja, 3
concentragdes baixa, média e alta, com 3 réplicas cada. Ou no minimo em 6 determinagdes
a 100% da concentragao do teste.

Precisdo intermedidria (precisdo inter-corrida): concordancia entre os resultados do
mesmo laboratorio, mas obtidos em dias diferentes, com analistas deferentes e /ou
equipamentos diferentes. Recomenda-se um minimo de 2 dias diferentes com analistas
diferentes.

Reprodutibilidade (precisao inter-labortorial): concordancia entre os resultados obtidos
em laboratorios diferentes como em estudos colaborativos. Nao aplicavel a este estudo.

A precisao de um método pode ser expressa como desvio padrao ou desvio padrdo
relativo (DPR), também conhecido como coeficiente de variagao (CV) 2 Normalmente,
métodos que quantificam compostos em macro quantidades requerem um DPR de 1 a 2%.
Em métodos de anélise de tracos ou impurezas, sdo aceitos DPR de até 30%, dependendo
da complexidade da amostra ®*. Uma maneira simples de melhorar a precisdo é aumentar
o numero de replicatas V. Segundo Wood, o coeficiente de variagdo (ou DPR) esta
relacionado com o nivel de concentragao do analito na amostra, definido pela equacao:

CV(%) =2 (1-0510)
na qual C ¢ a concentragdo do analito. Desse modo, substituindo-se os niveis de

« ~ . 8
concentragio nessa equagio obtém-se os valores CV 7%
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“Exatiddo de um método ¢ a proximidade dos resultados obtidos pelo método em
estudo em relagdo ao valor verdadeiro” ®?. E importante observar que um valor exato ou
verdadeiro ¢ o valor obtido por uma medicdo perfeita e este valor ¢ indeterminado por
natureza ©V.

O processo mais utilizado para avaliar a exatiddo sdo os ensaios de recuperagdo. A
recuperagao ¢ definida como a propor¢ao da quantidade da substancia de interesse,
presente ou adicionada na por¢do analitica do material teste, que ¢ extraida e passivel de
ser quantificada. A recuperagdo pode ser estimada de materiais de referéncia certificados,
quando disponiveis, ou de um composto substituto que pode ser o padrdo da substancia
adicionado a matriz isenta da substancia ou a amostra (fortificagdo, spiking). Os padrdes de
referéncia compendiais (obtidos de fontes a Farmacopéia Brasileira e a USP) sdo
substancias com elevado teor de pureza e que foram cuidadosamente caracterizados para
garantir sua identidade, poténcia e pureza. Os padrdes de referéncia ndo compendiais sdo
substancias com elevado teor de pureza. E recomendéavel que fatores de corregdo de pureza
sejam incluidos em qualquer calculo existente no método. A limitagdo do procedimento de
recuperacdo € a de que a substancia adicionada ndo estd, necessariamente, na mesma forma
que a presente na amostra. Isto pode implicar, por exemplo, na presenga de substancias
adicionadas em uma forma que proporcione melhor detec¢do, ocasionando avaliagdes
otimistas de recuperagdo. Pelo fato de outros componentes da matriz poderem interferir na
separacdo e deteccdo da substancia, efeitos dos componentes da matriz devem ser
investigados. A recuperacdo estd relacionada com a exatiddo, pois reflete a quantidade de
determinado analito recuperado no processo, em relacdo a quantidade real presente na
amostra. E expressa como erro sistémico percentual, inerente ao processo. O erro sistémico
ocorre pela perda da substincia devido a baixa recuperagdo da extracdo, medidas
volumétricas imprecisas ou substancias interferentes na amostra. Calcula-se a quantidade
percentual recuperada pelo processo usando a formula:

Rec % = (valor obtido — valor real) x 100

Valor real
A recuperacdo deve ser avaliada na faixa de concentracdo para o composto de
interesse. Isto pode ser feito adicionando a substancia em pelo menos 3 diferentes
concentragdes, por exemplo, proximo ao limite de quantificacdo, proximo a concentracao
maxima permitida pelo método em teste € em uma concentragao proxima a média da faixa

de uso do método. Para andlises em nivel de residuos, o GARP recomenda que se trabalhe
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nos niveis de 1, 2 e 10 vezes o valor de limite de quantificacdo. As medicdes de
recuperagdo sao expressas em termos de porcentagem da quantidade medida da substancia
em relacdo a quantidade adicionada na matriz (branco). Os intervalos aceitdveis de
recuperacdo para andlise de residuos geralmente estdo entre 70 e 120%, com precisdo de
até £ 20%. Porém dependendo da complexidade analitica e da amostra, este valor pode ser
de 50 a 120%, com precisio de até + 15% @Y.

“A exatiddo pode ser inferida uma vez que a precisdo, linearidade e especificidade sao
estabelecidas™ V.

“Limite de deteccao (LD) ¢ a menor quantidade do analito presente em uma amostra
que pode ser detectada, porém ndo necessariamente quantificada, sob condi¢des
experimentais estabelecidas” ©2.

O limite de detecgdo ¢ estabelecido por meio da analise de solucdes (ou da matriz) de
concentragdes conhecidas e decrescentes do analito, até o menor nivel detectavel (Método
visual) 132,

No caso de métodos cromatograficos, a estimativa do LD pode ser feita com base na
relagdo de 3 vezes o ruido da linha de base 9.

“Limite de quantificacdo (LQ) ¢ a menor quantidade do analito em uma amostra que
pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitavel sob as condi¢des experimentais
estabelecidas™ 2.

O limite de quantificagdo pode ser determinado por meio do ruido. Neste caso,
determina-se o ruido da linha de base e considera a concentra¢do que produzir sinal-ruido
superior a 10:1 ©2.

“Robustez de um método analitico ¢ a medida de sua capacidade em resistir a pequenas
e deliberadas variagdes dos parametros analiticos. Indica sua confianga durante o uso
normal” Durante o desenvolvimento da metodologia, deve-se considerar a avaliagao da
robustez. Constatando-se a suscetibilidade do método a variagdes nas condi¢des analiticas,
estas deverdo ser controladas e precaugdes devem ser incluidas no procedimento 2.

Em CLAE, a robustez pode ser avaliada, por exemplo, variando o conteido de um
solvente na fase movel em + 2%, o pH da fase mével em 0,1 unidades de pH ou a

temperatura da coluna e £ 5°C. Se estas mudancas estiverem dentro dos limites de

g~ .~ .. iz ~ I . 2
exatiddo, precisio e seletividade aceitavel, entdo o método possui robustez 2.

Um outro
aspecto que pode ser incluido neste trabalho ¢ a variacdo de lotes de fabricacao das fases

solidas em estudo ao longo do desenvolvimento e validacdo da metodologia. Se nao houver
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alteragdo significativa nos resultados, pode-se dizer que o método possui robustez
intrinseca, pois manteve sua resposta em meio a mudanga de ambiente de andlise.

Antes de realizar a validacdo, deve-se avaliar se o sistema utilizado para andlise ¢
capaz de fornecer os dados de qualidade aceitdvel. Esta avaliagdo ¢ alcangada com
experimentos de conformidade do sistema que poderd ser definida como um conjunto de
testes para garantir que o equipamento utilizado esta apto a gerar resultados de exatidao e
precisdo aceitavel. Assim, a conformidade do sistema ¢ verificada antes que o
desenvolvimento do método e a validacio tenham sido completados. Os critérios
selecionados sdo baseados no desempenho do método determinado durante a validagao.
Por exemplo, se o tempo de retencdo da amostra fizer parte do critério de conformidade do
sistema, a sua variagdo (estimativa do desvio padrdo) pode ser determinada durante a
validag¢do, que pode ter uma variacdo de 3%, por exemplo, (baseado nos resultados de
validagdo) durante o uso rotineiro. Os parametros do perfil cromatografico do método a
serem medidos e seus limites recomendados, de acordo com a US-FDA, sao:

- Fator de retencao (k): o pico deve estar bem separado de outros picos e do
pico correspondente ao tempo de retengcdo de um composto ndo retido ty, k > 2;

- Repetividade (DPR): DPR < 1% para n > 5; (USP ©”: DPR < 2%, n=5)

- Resolucao (Rs): Rs > 2 entre dois picos ou o de interesse e o interferente
potencial mais proximo (impureza, produto de degradagdo);

- Fator de alargamento (TF): TF < 2;

- Numero de pratos da coluna (N): em geral deve ser > 2000 para CLAE.

Tipicamente, no minimo dois destes critérios sdo requeridos para garantir a

. . 1 1
conformidade do sistema ¢V,
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. MATERIAIS

3.1.1. Solventes

Solventes utilizados nos procedimentos de limpeza dos materiais: acetona comercial
(Eflutec e/ou Nuclear) e hexano (Merck) com grau de pureza para analise. Solventes
utilizados no estudo dos antimicrobianos: agua ultrapura (Milli-Q) com resistividade
controlada em 18,2 MQcm, metanol e acetonitrila (Omnisolv e/ ou Mallinckodt) com grau

de pureza para analise de residuo.

3.1.2. Reagentes

Reagentes utilizados no estudo dos antimicrobianos: N,N-dimetilformamida (Merck)
com grau de pureza para andlise, trietilamina (Vetec) com grau de pureza para analise,
acido acético glacial (\VVetec) com grau de pureza para analise, acido oxalico (Merck) com
grau de pureza para analise, oxalato de aménio (Merck) com grau de pureza para analise e
fosfato de amonio dibasico (Synth) com grau de pureza para analise. Para a calibracdo do
pHmetro foram utilizadas solu¢bes tampdo de pH 4,0 e pH 7,0 (Synth) grau reagente e/ou

pH 6,86 e pH 4,01 preparados em laboratorio.

3.1.3. Padroes

Padrdes de tetraciclina: cloridrato de tetraciclina com teor em base anidra de 98,6%;
procedéncia: China; lote n° 260204; fabricacdo: 01/04/02; validade: 01/04/06, adquirido
da Importadora Quimica Delawere Ltda, por intermédio da Faculdade de Farmécia da
UFRGS e cloridrato de tetraciclina com teor em base anidra de 98,8%; procedéncia: China;
lote n°: 20040828; fabricacdo: 08/04; validade: 08/08, adquirido da Pharma Nostra;

Padrdo de trimetoprima com teor de 99,36%; lote 4CGS001; validade fev/09; matéria-
prima obtida do Laboratério Farmacéutico do RGS;

Padrdes de sulfametoxazol com teor de 100,5%; procedéncia: India; lote n°:
SMX04010189; fabricacdo: 01/04; validade: 12/08, adquirido da Deg Importacdo de
Produtos Quimicos e sulfametoxazol com teor de 99,94%; lote Sulf 001; obtido do
Laboratdrio de Producdo de Padrdes secundarios — LAPPS.
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Todos os padrdes foram conservados em recipiente fechado, ao abrigo da luz, calor e

umidade (dessecador).

3.1.4. Fases sélidas a base de silicas

As fases solidas a base de silica quimicamente modificada, foram preparadas no

Laboratorio Ziegler-Natta do IQ/UFRGS. As principais caracteristicas destes materiais,

bem como da silica comercial, estdo relacionadas nas Tabela 1V.

Tabela 1V: Caracteristicas fisico-quimicas das silicas utilizadas no estudo de retencédo

dos antimicrobianos ©2.

Silica Porcentagem | Diadmetro médio | Area superficial %
de carbono | de particula (um) | especifica (m?/g) | Zr/SiO,
Silica 110°C (SA) 27,4 50 296 0,48
Silica 200°C (SB) 20,4 50 292 0,37
Silica 450° C (SC) 18,9 50 290 0,33
C18 Waters Sep-Pak ® (SD) 12 55-105 ne -
LC -18 ™ Supelco (SD) ~11,5 45 475 -

ne: nao encontrado

3.1.5. Fases solidas polimeéricas

As fases solidas poliméricas foram sintetizadas no Laboratério de Polimeros do

IQ/UFRGS. As principais caracteristicas destas fases, bem como da fase sélida comercial,

sdo apresentadas na Tabela V.

Tabela V: Caracteristicas fisico-quimicas dos polimeros utilizados no estudo de

retencdo dos antimicrobianos ®°.

Polimero Diametro médio de | Area superficial especifica
particula (um) (m?/g)
EnviChrom"™ Supelco (PA) 62+8 900
S-DVB (PB) 17 +4,2 429,3
DVB-GMA 50% (PC) 12+2 -
S-DVB-GMA 25% (PD) 14+1,9 114,2
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3.1.6. Outras fases solidas

Durante o desenvolvimento do planejamento experimental, novas fases solidas foram
incorporados a este trabalho. As caracteristicas destes novos materiais estdo listadas na
Tabela V1.

Tabela VI. Caracteristicas fisico-quimicas das novas silicas utilizadas no estudo de

retencdo dos antimicrobianos.

Silica Porcentagem de Diadmetro médio de Area superficial
carbono particula especifica (m?/g)
Si + Ag (50%) - 10,3 nm 54
Si + Cu (50%) - 10,4 nm 406
SGO 68% 21 um -
SG10A 19% 30 um -
3.2. METODOS

3.2.1. Preparacao das solucgdes padrao estoque e de trabalho

As solucGes padrdo estoque de cloridrato de tetraciclina foram preparadas nas
concentracfes de 100 mg/l no solvente de diluicdo (Tabela VIII) e mantidas ao abrigo da
luz.

As solugbes padrdo de trabalho de cloridrato de tetraciclina foram preparadas
diariamente pela diluicdo sucessiva da solugdo padrdo estoque no solvente de diluigéo e
mantidas ao abrigo da luz.

As solucBes padrdo de cloridrato de tetraciclina usadas no estudo de
adsorcdo/dessorcdo foram preparadas diariamente nas concentracdes de 10 pg/l em agua
ultrapura Milli-Q e mantidas ao abrigo da luz.

As solucdes padréo estoque de sulfametoxazol e trimetoprima foram preparadas nas
concentracOes de 100 mg/l em metanol e mantidas ao abrigo da luz.

As solucdes padrdo de trabalho de sulfametoxazol e trimetoprima foram preparadas
diariamente pela dilui¢do sucessiva da solucdo padrdo estoque na fase mével (Tabela 1X) e

mantidas ao abrigo da luz.
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As solucdes padrdo de sulfametoxazol e trimetoprima usadas no estudo de
adsorcdo/dessorcdo foram preparadas diariamente nas concentraces de 10 pg/l em agua
ultrapura Milli-Q, com uma solubilizacdo inicial em metanol (méximo 1 ml) e mantidas ao

abrigo da luz.

3.2.2. Fases mdveis para as analises dos antimicrobianos por cromatografia liquida
de alta eficiéncia com detector UV (CLAE/UV)

A Tabela VII apresenta a composicdo das fases mdveis avaliadas para a quantificacdo
dos antimicrobianos por CLAE-UV. Antes das analises cromatograficas, as fases mdveis
foram filtradas com membrana de nylon 0,45 um (Millipore) e desgaseificada com gas
Hélio (99,995%).

Tabela VII: Composicédo das fases mdveis na quantificacdo por CLAE de TC, SMX e
T™.

Composicédo da Fase Movel Analitos

FMn°1 [550 ml de acido oxalico 0,01 mol/l, 300 ml de|Tetraciclina

acetonitrila e 150 ml de metanol ¢”

680 ml de oxalato de aménio 0,1 mol/l, 270 mL de N,N-
FM n°2 |dimetilformamida e 50 ml de fosfato de amodnio dibasico | Tetraciclina
0,2 mol/l (pH: entre 7,6 a7,7) €V

FMn®3 [799 ml &gua, 200 ml de acetonitrila e 1 ml de|TC, SMXe TM;

trietilamina (pH: 5,9 £+ 0,1 corrigido com 4cido acético) | SMX e TM
(30)

FM — Fase Movel

3.2.3. Determinacdo simulténea da tetraciclina, sulfametoxazol e trimetoprima por
CLAE/UV
A avaliacdo foi realizada a partir de trés estudos em diferentes preparacgdes de solugdes.
No primeiro estudo, foram preparadas solugdes aquosas individuais, na concentragéo
de 100 mg/l, para cada um dos padrdes de TC, SMX e TM (para a solubilizacéo inicial de
SMX e TM utilizou-se cerca de 1 ml de metanol). A partir dessas solucdes preparou-se

uma solucdo aquosa Unica contendo esses trés antimicrobianos a 100 pg/I.
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No secundo estudo, SMX e TM foram preparados juntos, na concentracdo de 100 mg/I
em metanol e depois diluidos a 10 mg/l na fase movel.

E no terceiro estudo, foram preparadas solugdes individuais em metanol, na
concentracdo de 100 mg/l, para cada um dos padrdes de TC, SMX e TM. A partir destas
trés solugdes padrdes individuais em metanol, fizeram-se trés formas de diluicdo: a
primeira foi a diluicdo respectiva de cada uma das solucdes na fase movel, obtendo-se trés
solugdes individuais de 10 mg/l para cada um dos antimicrobianos, a segunda foi a dilui¢do
a uma Unica solugdo na fase movel obtendo-se 10 mg/l contendo os trés antimicrobianos e

a terceira, uma solugdo Unica de SMX e TM a 10 mg/l na fase mdvel.

3.2.4. Estabilidade das solugdes aquosas de tetraciclina, sulfametoxazol e
trimetoprima

Avaliou-se a estabilidade das solu¢des aquosas (dgua ultrapura) de TC, SMX e TM de
um dia a uma semana ap0s o preparo, verificando-se o pH e as areas dos picos

cromatograficos.

3.2.5. Avaliacdo do perfil cromatografico dos métodos de quantificacdo dos
antimicrobianos

De acordo com a literatura ®V, pelo menos dois dos critérios de avaliacdo devem ser
considerados para demonstrar que o sistema foi capaz de fornecer dados aceitaveis. Para o
método de quantificacdo da TC avaliou-se precisdo das areas e fator cauda. Para 0 método

de quantificacdo de SMX e TM avaliou-se precisdo das areas e resolucao.

3.2.6. Avaliacdo do parametro de desempenho do método de quantificacdo dos
antimicrobianos: seletividade, limite de detec¢do instrumental, limite de quantificacéo
instrumental, curva analitica (linearidade) e intervalo

A seletividade foi avaliada pelas analises das solu¢Ges do branco dos eluentes (Tabelas
VIl e IX) no estudo de adsorgdo/dessorcédo das fases solidas.

Como critério de aceitacdo da seletividade determinou-se que 0s cromatogramas
obtidos das solucdes branco dos eluentes das fases poliméricas e silicas (Tabelas IV, V e
V1), ndo deveriam apresentar picos na regido da TC, SMX e TM.

O limite de deteccdo instrumental (LDI) foi determinado pelo método visual através de
analises cromatograficas de solugdes de concentragdes conhecidas e decrescentes
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preparadas a partir da solucdo padrédo estoque de cloridrato de tetraciclina no solvente de
diluicdo e da solucdo estoque de sulfametoxazol e trimetoprima na fase movel, dos
respectivos métodos, até o menor nivel detectado. Durante o preparo e analise das
solucBes, teve-se o cuidado de manter as solucdes ao abrigo da luz, em um periodo
maximo de um dia.

O limite de quantificacdo instrumental (LQI) foi calculado multiplicando o LD por
3,33. (LQ =10 vezes a relacao sinal/ruido).

As curvas analiticas (linearidade) foram determinadas com um minimo de cinco

pontos, com coeficiente de variacéo inferior a 2% ¢

para injecdes replicadas a cada nivel
de concentracdo, utilizando a padronizagdo externa. A partir da solugdo padrédo estoque de
cloridrato de tetraciclina, foram preparadas solucdes diluidas sucessivas no solvente de
diluicdo. Procedimento semelhante foi seguido para preparar as solucbes de
sulfametoxazol e trimetoprima. As curvas foram determinadas a cada estudo de
adsorcao/dessorcao e foram expressas pelas equacdes das retas e coeficientes de correlacéo
(r). Para avaliar a qualidade dessas curvas verificou-se a estimativa da incerteza devido a
funcéo calibragdo, com os testes de linearidade, teste de validade de regressdo e teste da
eficiéncia da regressdo ®. Os resultados dos testes foram tratados por métodos estatisticos
apropriados utilizando software Microsoft Excel®.

Como critério de aceitacdo da curva analitica (linearidade), o valor minimo aceitavel
do coeficiente de correlagdo (r) deve ser igual a 0,99 32 Para verificar se a equacéo de
regressdo € estatisticamente significativa, no teste para verificacdo de ajuste do modelo

linear e na validade da regresséo ©°

ndo devem ser evidenciadas diferencas
estatisticamente significativas, quando avaliado por andlise de variancia (ANOVA), ou
seja, F calculado deve ser menor que o F tabelado, num intervalo de 95% de confianca.

O intervalo da curva analitica foi derivado do estudo de linearidade. Foi estabelecido
pela confirmacdo de que o método apresenta exatiddo, precisdo e linearidade adequadas
quando aplicados as amostras contendo quantidades de substancia dentro do intervalo

especificado.

3.2.7. Estudo de adsorcao/dessorcdo das fases solidas frente a tetraciclina,
sulfametoxazol e trimetoprima

Para realizar os estudos de adsorcdo, as fases solidas foram empacotadas em colunas
tipo seringas de pléstico, ficando retidas entre duas membranas filtrantes (frit) de
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polietileno. A quantidade de adsorvente usado nestes cartuchos foi de aproximadamente
150 mg. Foram montadas colunas de extracdo para analise das amostras e dos brancos. As
etapas seguintes apds a preparacdo dos cartuchos, foram realizadas com auxilio de trompa
de vécuo. Para isso, a coluna de extracao foi montada num sistema de vacuo (Figura 8) que
proporcionava a passagem e coleta dos solventes de condicionamento, da solucéo padréo e
dos solventes de eluicdo. Na etapa de condicionamento, foram utilizados 5,0 ml de metanol
seguidos de 25 ml de agua. Nesta etapa teve-se o cuidado de manter molhada a fase solida,
deixando um minimo de a4gua acima do nivel do sélido.

A retencdo dos analitos foi realizada mediante a percolacdo de 100,0 mL das
respectivas solugdes padrdes aquosas na concentracdo de 10 ug/l. A percolagéo da solucao
contendo os analitos foi realizada utilizando-se um adaptador de transferéncia (Figura 8),
que através do vacuo, drenou toda a solucdo aquosa do farmaco contida no reservatorio.
Apesar da velocidade de aplicacdo da solucdo ser critica nesta etapa, idealmente com um
fluxo inferior a 2 ml/min. ®” ou cerca de 5 a 8 ml/min. ®, procurou-se usar um fluxo
lento; alternativamente utilizou-se o auxilio da gravidade, quando a amostra foi dividida
em pequenos volumes e introduzidos no reservatorio com auxilio de uma pipeta. A
velocidade de percolagdo da amostra tem que ser ajustada para haver um equilibrio entre o
tempo necessario para que toda a amostra passe atraves da fase sélida e o tempo necessario
para que se estabeleca contato com o analito. Pela passagem da solugédo aquosa pelas fases
solidas, obtém-se os eluatos. A fase solida contendo o analito foi submetida ao vacuo para
completa retirada da agua. A etapa de lavagem do cartucho e da fase so6lida nao foi
efetuada, pois a amostra, neste caso padrdes dos antimicrobianos, estava livre de
interferentes. Na etapa de eluicdo foi avaliada a capacidade de dessor¢do dos farmacos nas
diferentes fases sélidas utilizando-se os solventes e/ou misturas de solventes (eluentes)
relacionados nas Tabelas VIII e IX. Estes extratos sdo denominados de “eluidos”. Para
cada fase sélida foi realizada a analise do branco utilizando somente a etapa do
condicionamento e a etapa de adi¢do dos solventes de eluicdo. As analises dos brancos
foram realizadas antes da analise da amostra. As amostras denominadas de brancos, eluatos
e eluidos foram analisadas por CLAE/UV.

Varias composicdes de solventes e/ou mistura de solventes foram utilizados na etapa de
eluicdo. Para determinar estes eluentes foram considerados dados da literatura. As Tabelas

VIl e IX apresentam a composicdo destes eluentes, para TC, SMX e TM, respectivamente.
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Tabela VIII: Composicao dos eluentes utilizados nos estudos de adsor¢éo/dessorcéo da
TC.

Eluente A | Metanol 100%

Eluente B | Acetonitrila 100%

Eluente C | Solvente de Diluicdo (680 ml de oxalato de aménio 0,1 mol/l e 270 ml de N,N-

dimetilformamida)

Eluente D | Metanol: Solvente de Dilui¢do 50:50

Eluente E | Acetonitrila: Solvente de Diluigdo 50:50

Tabela IX: Composicdo dos eluentes utilizados para os estudos de adsor¢ao/dessor¢ao
de SMX e TM.
Eluente A | Metanol 100%
Eluente F | Metanol: Agua (50:50)
Eluente B | Acetonitrila 100%
Eluente G | Acetonitrila: Agua (50:50)
Eluente H | Fase movel [Agua: Acetonitrila: Trietilamina (79,9: 20,0: 0, 1)]
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(A) Adaptador de transferéncia. (B) Coluna de extracao.
Figura 8: Adaptador de transferéncia (A) e coluna de extragdo montada num sistema a

vacuo (B).
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3.2.8. Planejamento experimental

O planejamento experimental do estudo de adsorcdo/dessor¢do baseou-se na
construcdo de uma planilha na qual foram cruzadas as variaveis de farmacos, eluentes e
fases sélidas. A andlise dos dados, em replicata, obtidos em percentagem de recuperacdo
das diversas composi¢des de farmaco/fase solida/eluente foram tratados estatisticamente
pelo coeficiente de variacdo. A medida de recuperacdo foi avaliada pela razdo entre a

quantidade extraida e a quantidade percolada expressa em percentagem.

A Tabela X mostra o planejamento experimental para o estudo de adsor¢éo/dessorgéo

das fases solidas frente aos antimicrobianos utilizando diferentes eluentes.

Tabela X: Planejamento experimental para o estudo de adsor¢do/dessor¢éo.

Farmacos SILICAS POLIMEROS
ELUENTE SA SB SC SD PA PB PC PD
EA TCEASA | TCEASB | TCEASC | TCEASD | TCEAPA | TCEAPB | TCEAPC | TCEAPD
TC EB TCEBSA | TCEBSB | TCEBSC | TCEBSD | TCEBPA | TCEBPB | TCEBPC | TCEBPD

EC TCECSA | TCECSB | TCECSC | TCECSD | TCECPA | TCECPB | TCECPC | TCECPD
ED TCEDSA | TCEDSB | TCEDSC | TCEDSD | TCEDPA | TCEDPB | TCEDPC | TCEDPD
EE TCEESA | TCEESB | TCEESC | TCEESD | TCEEPA | TCEEPB | TCEEPC | TCEEPD
EA STEASA | STEASB | STEASC | STEASD | STEAPA | STEAPB | STEAPC | STEAPD

SMX + EF STEFSA | STEFSB | STEFSC | STEFSD | STEFPA | STEFPB | STEFPC | STEFPD
TM=ST EB STEBSA | STEBSB | STEBSC | STEBSD | STEBPA | STEBPB | STEBPC | STEBPD
EG STEGSA | STEGSB | STEGSC | STEGSD | STEGPA | STEGPB | STEGPC | STEGPD
EH STEHSA | STEHSB | STEHSC | STEHSD | STEHPA | STEHPB | STEHPC | STEHPD

E: eluente; A: MeOH 100%; B: ACN 100%; C: Solvente de dilui¢cdo; D: MeOH:Solvente de diluigdo; E: ACN:
Solvente de diluigdo; F: MeOH 50%; G: ACN 50%; H: FM (agua: ACN: TEA); SA: silica 110; SB: silica 200; SC: silica
450; SD: silica comercial; PA: polimero comercial; PB: S-DVB; PC: DVB-GMA 50%; PD: S-DVB-GMA 25%

3.2.9. Determinacéo do volume de quebra

No desenvolvimento da metodologia de adsor¢cdo/dessorcdo é importante que se inicie
0 estudo com solugdes aquosas de agua ultrapura, pois estas tém baixa forca i6nica e estdo
livres de particulas coloidais. Uma amostra real contém varias substancias que podem
afetar em maior ou menor grau a recuperacao obtida nas extracfes. A presenca de acidos
hdmicos e falvicos na amostra diminui a recuperacdo dos analitos uma vez que estas
substancias se apresentam em estado coloidal e funcionam como concorrentes dos sitios
ativos das fases estacionarias. Os analitos sdo adsorvidos por essas particulas e ligam-se

por ligagcOes covalentes, ligagOes de hidrogénio, ou por interacdes de Van der Waals. Como
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estas particulas apresentam poros, com area superficial grande, pode aumentar ainda mais a
competicdo com a fase solida ©2.

Para adequar o delineamento da amostragem e isolar quantitativamente os analitos em
estudo, o volume de quebra foi determinado para cada analito. Os adsorventes e 0s
solventes de eluicdo utilizados neste estudo foram aqueles que apresentaram os melhores
resultados na metodologia de analise da TC e na metodologia de analise da SMX e TM
realizado no item 3.2.7. O volume de quebra foi determinado com solucdes aquosas de
agua ultrapura, agua potavel e dgua do arroio Diluvio fortificadas com os antimicrobianos
de acordo com a Tabela XI.

Usando o mesmo procedimento de montagem da coluna e condicionamento (item
3.2.7) as solugdes aquosas de concentracdo conhecida dos analitos foram percolados pelas
colunas contendo as fases solidas. As solucGes utilizadas para este experimento estdo
listadas na Tabela XI. Para a determinacdo do volume de quebra, a massa do analito foi
mantida constante (0,25 pg para TC e 0,2 ug para SMX e TM). Os analitos foram eluidos

com 5,0 ml dos eluentes que tiveram maior percentagem de recuperagao.

Tabela XI: SolugGes utilizadas para a determinacgdo do volume de quebra.

Volume | TC — Concentracdo | SMX e TM -
(ml) (na/l) Concentracio
(ng/l)
25 10 8
50 5 4
100 2,5 2
200 1,25 1

3.3. EQUIPAMENTOS

As analises cromatogréaficas foram realizadas em um cromatografo a liquido Shimadzu
LC-10A, equipado com detector de UV-Vis SPD-10A.

Para o estudo da TC utilizou-se uma coluna cromatografica Shimadzu Shim-pack
CLC-C8 (M), de particula de 5 pm (150 mm x 4,6 mm DI) endcapped e pré-coluna
Shimadzu GC8, de particula 10 um (3 cm x 4,6 mm DI) endcapped. O comprimento de

onda para analise da TC foi de 280 nm. A taxa de fluxo foi de 1 ml/min, no modo
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isocrético, e os volumes injetados foram de 20 ul. As andlises sempre foram iniciadas ap6s
um tempo de estabilizacdo do equipamento numa pressédo que variou em torno de 200
kgf/cm?.

Para o estudo da avaliacdo simultdnea da TC, SM e TM, inicialmente, o trabalho foi
executado com uma coluna cromatografica Varian, de particula de 5 um (250 mm x 4,6
mm DI) ndo endcapped e pré-coluna Varian de particula 10 um (3 cm x 4,6 mm DI) ndo
endcapped. Posteriormente, o trabalho foi realizado numa coluna cromatogréfica
Shimadzu Shim-pack CLCODS (M), de particula de 5 um (150 mm x 4,6 mm DI)
endcapped e pré-coluna Shimadzu GODS, de particula 10 um (3 cm x 4,6 mm DI)
endcapped. O comprimento de onda para analise dos padrfes foi de 254 nm. A taxa de
fluxo foi de 1 ml/min, no modo isocratico, e os volumes injetados foram de 20 pl.

Para o estudo da SMX e TM utilizou-se a mesma coluna cromatografica Shimadzu
Shim-pack CLCODS (M) e pré-coluna Shimadzu GODS, no mesmo comprimento de onda
de 254 nm, no fluxo de 1 ml/min, no modo isocratico, com volume de injecdo de 20 ul. As
analises sempre foram iniciadas ap6s um tempo de estabilizacdo do equipamento numa
pressdo que variou em torno de 110 kgf/cm?.

As medidas foram realizadas a temperatura ambiente.

As medidas de pH foram realizadas em num pHmetro Digimed, modelo DM-20 com
termocompensador Digimed, modelo DMF-NL1.

3.4. LIMPEZA DOS MATERIAIS DE LABORATORIO

Na andlise em nivel de tracos a limpeza dos materiais € fundamental, pois como a
guantidade de analitos é muito pequena, qualquer contaminacdo pode influenciar ou até
mesmo mascarar a anélise a ser realizada.

Toda a vidraria e materiais comuns de laboratério foram lavados com detergente neutro
diluido e enxaguados com agua em abundancia. Posteriormente, foram enxaguadas com
agua deionizada e/ou destilada e por ultimo foi feito um enxagiie com acetona comercial.
A vidraria ndo volumeétrica foi levada ao forno, a 300°C, por duas horas e ap6s, embaladas
com papel aluminio, para evitar possiveis contaminacfes. Para o material volumétrico,

apos o0 enxaglie com acetona comercial e evaporacdo da mesma a temperatura ambiente,
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foi feito um enxaglie com hexano grau de pureza para analise. Depois da evaporacdo do

hexano, o material foi embalado 9,

3.5. AREAS DE ESTUDO - AGUA POTAVEL E AGUA DO ARROIO DILUVIO

3.5.1. Agua potéavel

A é&gua potdvel foi coletada da torneira do Laboratério de Quimica Analitica e
Ambiental (LQAA) do IQ/UFRGS.

Como procedimento de coleta, a torneira foi aberta e a 4gua ficou correndo por meia
hora para limpeza das tubulacdes e descarga de 4gua parada. A amostra foi coletada em um
copo Becker de 1 I, limpo conforme o procedimento de limpeza de vidraria utilizado no
laboratdrio. A amostra de 4gua néo foi filtrada e foi analisada no mesmo dia da coleta.

3.5.2. Descricdo do arroio Dilavio da regido de Porto Alegre (RGS) Brasil

De acordo com o Morandi [94], “O arroio Diltvio percorre uma extensdo de 17.605 m
das nascentes até a foz, escoando suas aguas no sentido leste-oeste. E o escoadouro natural
das aguas pluviais de uma sub-bacia de 83,74 Km? e receptor das aguas servidas geradas
por parte dos 446 mil habitantes que ocupam sua area de drenagem. Além disso, recebem
anualmente cerca de 50.000 m® de detritos, com conseqiiente assoreamento de sua calha,
diminuindo com isso as suas condi¢des de vazdo. A sub-bacia do dildvio, a mais
importante de Porto Alegre, possui o percentual mais significativo de redes coletoras de
esgotamento sanitario em relacdo as demais sub-bacias da cidade”. “A implantacdo e/ou
ampliacdo de sistema de esgotamento sanitario nesta regido ndo conseguiu reverte o quadro
da poluicdo em que se encontram as aguas do arroio”. Dados obtidos de 1996, da revista
ECOS mostram langcamento de esgotos hospitalares na micro-bacia de Diluvio, calculado a
partir de vinte hospitais, de 85.578.400 I/més ©°.

O nome do arroio refere-se as freqlientes inundagdes que provocava, alagando as
baixadas dos bairros Santana, Azenha e Cidade Baixa ©*.

De acordo com Morandi [94], “As nascentes se localizam onde hoje é o parque Saint
Hilaire, na lomba do sabdo. Deste ponto até a avenida Azenha o tracado do arroio néo foi
modificado, tendo sido feitos apenas trabalhos de canalizacdo e regularizacdo das margens.
No final da década de 30 foram projetadas e iniciadas as obras de canalizacdo do arroio
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Diltvio, ligando suas &guas desde a avenida Jodo Pessoa até o Guaiba. A extensdo
canalizada e retificada do arroio DilGvio esta estimada em 12 Km, dos quais 10 Km,
compreendidos entre a avenida Antdnio de Carvalho e o Guaiba, tem calha central

localizada entre as duas pistas da avenida Ipiranga”.

3.5.3. Selecéo dos pontos de amostragem

O programa de monitoramento das dguas do arroio Diluvio do DMAE, estabelecido em
funcdo das obras de esgotamento sanitario para esta sub-bacia, estabeleceu locais de
amostragem que levou em conta a area de abrangéncia dos investimentos e 0s principais
pontos de langcamentos de cargas. Assim, foram definidas oito estacBes de amostragem,
localizadas ao longo do curso do arroio.

A localizagdo das estacbes de amostragem estd descrita e pode ser visualizada na
Figura 9.
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Rua Santa Cecilia
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Ay, Getdlio Vargas

M p1z- 200m ‘a jusante da Av. Getllio Vargas
#v. Praia de Belas D14. 50m & jusante do extravasor da EBE Baronesa do Gravatai

Ay, Borges de Medeiros
39 - 70m & jusante da ponte da Av. Borges de Medeiros
7

= Ay BeiraRio

Arroio Dilavio
Figura 9: O arroio Dilavio e suas oito estacdes de amostragem.

Foram coletadas amostras no dia 28 de agosto de 2007 nas esta¢fes D1, a montante do
Beco dos Marianos e D11a, a jusante da ponte da avenida Azenha (diferente da figura). A
estacdo D1 foi escolhida porque recebe menos langcamentos de efluentes, ao contrario da
estacdo D11a. A temperatura da agua estava em 12°C, medida no local.
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3.5.4. Coleta, técnica de amostragem, preservacao e preparacao das amostras de agua
do arroio.

Seguindo as informacdes de artigos que registraram os cuidados especiais de coleta e
transporte das amostras ambientais até analise, as amostras foram coletadas em frasco de
vidro &mbar limpo @3 62/64.65.67-69.72) conforme procedimento de limpeza do laboratério.
As amostras engarrafadas foram transportadas em gelo ao laboratorio imediatamente apos
a coleta ® ¥ Para remover material suspenso, a amostra da estacdo D11a foi filtrada a
vécuo através de filtro de papel cuja gramatura era de 80 g/m’® seguido por filtro de
membrana de 0,45 um ©”. A amostra da estagdo D1 foi filtrada duas vezes com filtro de
membrana de 0,45 um. A filtracdo das amostras foi feita logo apdés a chegada no
laboratério. Ap6s a filtracdo, as amostras foram mantidas a 4°C (% 3 0. 62.63,65.67.68) o
frasco de vidro ambar totalmente preenchido, em posicao vertical, até a extracdo que foi
realizada num periodo méaximo de 2 dias, que é o 3° dia depois da coleta, para minimizar
degradacdo microbiana ¢ *60.62.63)

A amostra da estacdo D1 foi fortificada com os antimicrobianos para obter o nivel de
concentracdo final e entdo foi extraida de acordo com o método de EFS. A amostra D11a

nao foi fortificada, mas foi extraida de acordo com o método de EFS.

3.6. AVALIACAO DOS PARAMETROS DE DESEMPENHO NA EXTRACAO EM
FASE SOLIDA NA MATRIZ DE AGUA DO ARROIO DILUVIO E NA AGUA
POTAVEL: CURVAS ANALITICAS (LINEARIDADE), INTERVALO, LIMITE DE
DETECCAO DO METODO, LIMITE DE QUANTIFICACAO DO METODO,
PRECISAO E EXATIDAO PARA DETERMINACAO DE TC, SMX E TM

As curvas analiticas (linearidade) e intervalos foram determinados de acordo com o
item 3.2.6. O limite de detec¢do do método (LDM) foi determinado atraves das analises
das matrizes contendo os analitos. O procedimento de determinagdo foi aplicado na dgua
ultrapura, na agua potavel e na agua do arroio, pois o limite de deteccdo do método pode
variar em funcdo do tipo da amostra e da complexidade da matriz. A estimativa do limite
de deteccdo do método foi feita com base na relagéo sinal-ruido (3 vezes o ruido da linha
de base) 1890 limite de quantificacdo do método (LQM) foi determinado como sendo a

concentracdo que produziu uma relagdo sinal-ruido de 10 vezes ©V.
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A repetibilidade do método de extracdo em fase solida foi verificada pela determinacgéo
de trés amostras na concentracdo do volume de quebra das solugbes aquosas de agua
potavel e da agua do arroio e percoladas em trés cartuchos de acordo com as etapas do
procedimento da pré-concentragdo/extracdo. O eluente selecionado foi o que obteve os
melhores percentuais de recuperacdo na fase sélida utilizada nas respectivas metodologias
de quantificacdo da TC e da metodologia de SMX e TM. Cada um dos trés eluidos foi
injetado trés vezes ou o suficiente para obter um coeficiente de variagdo maximo de 30%
89 realizando-se a média aritmética desses valores.

A precisdo intermediaria e a reprodutibilidade neste estudo ndo foram avaliadas.

A exatiddo do método foi inferida ap6s o estabelecimento da linearidade, do intervalo

linear, da precisao e da especificidade do mesmo.

3.7. QUANTIFICACAO DOS ANTIMICROBIANOS NAS AMOSTRAS DE AGUA

DO ARROIO DILUVIO

A quantificagéo de TC, SMX e TM foi avaliada nas metodologias em estudo.

61



4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. DETERMINACAO SIMULTANEA DE TETRACICLINA,
SULFAMETOXAZOL E TRIMETOPRIMA POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA
DE ALTA EFICIENCIA COM DETECTOR DE UV (CLAE/UV)

De acordo com o primeiro estudo, as analises das solu¢des aquosas individuais a 100
mg/l de TC, SMX e TM, nas condi¢cdes cromatograficas utilizadas (itens 3.2.2 e 3.3),
apresentaram, respectivamente, tempo de retencdo (Tr) de 9,2; 13,6 e 11,4 minutos. Exceto
a TM que mostrou pouca cauda, os demais antimicrobianos mostraram cauda acentuada
posterior nos picos cromatograficos, evidenciando interagdo com a coluna analitica, efeito
de retencdo, interacdes residuais ou coluna inadequada 9 A analise da solu¢do aquosa
mista dos trés antibidticos na concentracdo de 100 pg/l mostrou apenas dois picos: um em
11,6 minutos e outro em 13,6 minutos.

No segundo estudo, a andlise cromatografica da solu¢ao mista de SMX e TM a 10 mg/I
na fase movel mostrou um cromatograma com picos nos tempos de retencao de 11 e 13,9
minutos, sendo que o pico com Tr de 13,9 minutos ndo mostrou resolugdo e apresentou
cauda posterior.

O primeiro e o segundo estudo foram realizados em uma coluna cromatografica e pré-
coluna Varian, C18 nao endcapped.

No tultimo trabalho, as andlises cromatograficas mostraram que nas solugdes da TC,
tanto em metanol quanto na fase movel, os picos estavam com cauda posterior e os tempos
de retengdo foram de 4,8 em metanol e 5,6 minutos, na fase mével. Os picos das solugdes
em metanol e da fase mével da TM foram mais resolvidos com Tr de 4,7 minutos. Para
SMX, o pico da fase movel foi mais resolvido, com Tr de 8,9 minutos, do que em metanol,
no qual houve desdobramento com Trs 8,7 e 8,9 minutos evidenciando co-eluicdo de
componentes ®”. A analise da solugio a 10 mg/l contendo os trés antibidticos diluidos na
fase movel apresentou apenas dois picos com tempos de retengdo de 4,7 e 8,9 minutos. Por
fim, a andlise da solugdo mista de SMX e TM a 10 mg/l na fase mdvel apresentou picos
com Tr de 4,8 e 9,1 minutos respectivamente. Este trabalho foi executado em uma coluna

cromatografica e pré-coluna da Shimadzu C18 endcapped.
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Conclui-se que a determinagdo simultdnea da TC, SMX e TM em solucdes tanto em
metanol quanto na fase mével utilizando a coluna analitica C18 endcapped nédo ¢ possivel,
visto que a TC mostra pico com cauda posterior em ambas as solugdes e seu tempo de
retengdo ¢ semelhante ao da TM. No entanto, a determinagdo simultanea de SMX e TM ¢
possivel utilizando a coluna analitica C18 endcapped e como solvente de dilui¢do a fase
movel, j& que em metanol o pico da SMX se desdobra. A analise da SMX mostrou-se
inadequada em coluna analitica ndo endcapped, tanto em solugdes aquosas quanto em

solucdes diluidas na fase movel.

42. SELECAO DA FASE MOVEL PARA A QUANTIFICACAO DE
TETRACICLINA

A composi¢ao da fase movel considerada a mais adequada para o desempenho
cromatografico desejado foi a preparada pela mistura de 680 ml de oxalato de amoénio 0,1
mol/l, 270 ml de N, N-dimetilformamida ¢ 50 ml de fosfato de amonio dibasico 0,2 mol/I.
O pH para fase movel ficou em torno de 7,6 a 7,7.

A TC forma complexos com residuos de ions metalicos que possam estar presentes,
advindos do processo de sintese das fases estaciondrias de colunas de fase reversa. As
fungdes acidas da TC (B-dicetonas dos C10 — C12 e carboxiamida do C2) sdo capazes de
formar complexos insoliiveis, em pH neutro, de sais através de pontes de hidrogénio
intramolecular com os fons metalicos ¢ 2%4?. Assim, o oxalato é adicionado a fase movel
para prevenir a formacio de complexos quelantes da TC com os fons metélicos ©.

A Figura 10 mostra a formacgdo de complexos quelantes da TC com residuos de ions

metalicos.
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|

M = ion metalico di ou trivalente

Figura 10: Quelacao de metais com a TC @2)

A TC liga-se a grupos silandis residuais da fase estaciondria de colunas analiticas de
fase reversa a base de silica. Assim, nos cromatogramas das TC estdo sujeitos a aparecer
picos com caudas. As adigdes de acido fosforico e acido oxalico melhoram os resultados
na separagdo da TC. Entretanto, a TC ainda mostra cauda em colunas de fase reversa
mesmo utilizando esse acido na fase movel sem a adi¢ao de oxalato ®

Determinagdes de TC por CLAE isocratica foram registradas usando composi¢ao de
fase movel contendo acido oxalico em coluna de silica gel modificada. A resolucao e
assimetria dos picos de TC dependem do pH da solucdo aquosa de acido oxalico na fase
movel, sendo 2,0 o pH 6timo. Com o aumento da concentragdo de acido oxalico, a
resolucdo ¢ assimetria foram melhores, resultados estes sendo obtidos com 0,01 ¢ 0,2 mol/l
para a TC e os produtos de degradacdo de TC, respectivamente. A coluna de silica gel
modificada C8 foi util para anélise da TC e a coluna de silica gel modificada C18 para as
impurezas da TC ©.

A composicao da fase movel mantida em pH 7,6 a 7,7, utilizando tampao de oxalato de
amonio e fosfato de amodnio dibésico, conserva a forma dipolar da TC além de ndo permitir
epimerizac¢do do grupamento dimetilamino ligado ao carbono C4. Além disso, usando uma
coluna cromatografica e pré-coluna protegida ndo ha interagdes de grupos silandis com a
TC.

Em termos de limite de detec¢do (LD) instrumental, o valor obtido foi de 2,5 pg/l para

esta composicao de fase méovel. O LD da primeira fase mével, composta pela mistura de

64



550 ml de acido oxalico 0,01 mol/l, 300 ml de acetonitrila ¢ 150 ml de metanol foi maior

do que 10 pg/l. Em estudo anterior o LD instrumental da primeira fase movel foi 15 pg/l

utilizando uma coluna C18 @7,

4.3. ESTABILIDADE DA SOLUCAO AQUOSA DE TETRACICLINA

A estabilidade da solucdo aquosa de tetraciclina foi avaliada, inicialmente, em um
periodo de + 24 h, durante o estudo de adsor¢dao/dessor¢do da TC nas fases solidas a base
de silica. Utilizou-se 100 ml de solugdo aquosa a 1 mg/l e 5,0 ml de solvente de diluigdo.
As solucdes dos eluidos no solvente de diluicdo mostraram picos significativos de
degradacdo, identificados pelo tempo de retencdo distintos do tempo caracteristico da TC.
Em outro estudo, a mesma solugdo aquosa de TC, decorrida uma semana, durante o estudo
de adsor¢do/dessor¢do da TC nas fases poliméricas, mostrou a degradagdo, mas menos
pronunciada nos eluidos do solvente de diluicdo. Deste estudo infere-se apenas que os
polimeros podem ser mais seletivos a TC do que aos seus produtos de degradacao.

A Figura 11 mostra os cromatogramas dos produtos de degradagao da TC nos eluidos.
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Figura 11: Cromatogramas de produto de degradacdo de TC nos eluidos do solvente de

diluicao na silica 110°C (A) e no polimero SDVB (B).
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Posteriormente, em um estudo realizado durante quatro dias avaliou-se o pH e as areas
cromatograficas das solu¢des aquosas de TC nas concentragdes de 1 mg/l e 10 pg/l. Estas
solucdes foram preparadas diariamente de forma que as primeiras solucdes de 1 mg/l e 10
ug/l representaram as solugdes mais antigas. O pH também foi medido diariamente e no
quarto dia avaliou-se o pH das solugdes anteriormente preparadas. A analise

cromatografica foi feita no quarto dia. As solugdes foram mantidas sob refrigeracdo em

frasco plastico. Os resultados sdo mostrados na Tabela XII.

Tabela XII: Avaliacdo da estabilidade da solucdo aquosa de tetraciclina.

1° dia 2° dia 3°dia 4° dia
Solugdo  aquosa|pH =6,3 pH=16,3 pH=16,4 pH=16,4
de TCa10pg/!l |Area=3442 Area =641 Area =505 Area =272
Solugdo  aquosa|pH = 6,6 pH=7,2 pH=7,4 pH=7,4
de TCalmg/!l |Area=40021 |Area=37651 |Area=40745 |Area=239530

De acordo com a Tabela XII, as solu¢des aquosas de TC a 10 pg/l sdo mais instaveis
do que as solugdes aquosa de TC a 1 mg/l. No entanto, pode-se considerar que o pH
manteve-se constante para ambas as solucdes e que as variagdes nas leituras de pH sao
inerentes ao equipamento e/ou as solugdes tampao de calibracdo do mesmo. Da mesma
forma pode-se considerar constantes as areas das solugdes aquosas de TC a 1 mg/l, pois as
variagdes nas leituras apresentaram um coeficiente de variacao de 3,3%. O pH da solu¢ao
aquosa de TC a 100 mg/l também foi avaliado, variando de 3,90 a 3,87 do primeiro ao

terceiro dia de estudo.

44. AVALIACAO DO PERFIL CROMATOGRAFICO DO METODO DE
QUANTIFICAGAO DE TETRACICLINA

O método foi avaliado levando-se em conta a precisao das areas e do fator cauda de

cinco injecdes de uma solucdo padrdo de 100 pg/l. A alta repetibilidade nas areas foi

(30) (86)

obtida com um coeficiente de varia¢do de 1,9% "’ e um fator cauda de 1,2
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4.5. PARAMETROS DE DESEMPENHO DO METODO DE QUANTIFICACAO DE
TETRACICLINA

4.5.1. Seletividade

A seletividade foi confirmada pelas analises dos cromatogramas das solugdes branco
de metanol 100%, branco de acetonitrila 100% e branco do solvente de diluicdo (Tabela
VIII) nas fases poliméricas e nas silicas (Tabelas IV, V e VI). Nas anélises dos brancos
utilizou-se somente a etapa do condicionamento e a etapa de adi¢do dos solventes de
eluicdo. Os brancos dos eluentes nas fases sélidas em estudo ndo apresentaram picos de
interferentes proximos ao tempo de retencdo da TC. Portanto, estes adsorventes foram
considerados em condi¢des de serem utilizados no sistema de adsor¢ao/dessorc¢ao da TC.

As amostras denominadas brancos dos adsorventes foram também realizadas com o
objetivo de verificar a presenca ou nao de interferentes que poderiam ter ficado nessas
fases solidas, devido ao processo de sintese. E importante que ndo haja interferentes nas
condicdes de analise para que os resultados posteriores com as solugdes padrdes ndo sejam
mascarados.

A Figura 12 apresenta o cromatograma da solucdo branco do solvente de dilui¢do

Data:2132.001 Ch=2
Method:2132.M01
mibs Chrom:2132.801 Atten:-2
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A Figura 12: Cromatograma da solucdo branco do solvente de dilui¢ao da silica 200°C.
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4.5.2. Limite de deteccdo instrumental (LDI) e limite de quantificacdo instrumental
(LQI)

O menor nivel detectado foi de 2,5 pug/l da solugdo padrao de TC dissolvida no
solvente de diluigao.

0 LQ foi 8,32 pg/l (10 S/R).

4.5.3. Curva analitica (linearidade) e intervalo
As curvas, determinadas a cada estudo de adsorcdo/dessorcdo, apresentaram baixa
dispersdo no conjunto de pontos experimentais € menor incerteza dos coeficientes de

regressao estimados nos intervalos que variaram conforme Tabela XIII.

Tabela XIII: Avaliagdao da qualidade das curvas analiticas nos intervalos propostos na

metodologia da TC.
Experimentos
Intervalo Equagdes Coeficiente de | Linearidade Validade Eficiéncia da
(ug/l) correlagdo | (Fcal <Ftab) | da Regressdo | regressdo
(r) (Fcal > Ftab) | (R*>0.95)
S-DVB 5-500 y=107,2x + 318,2 0,9995 Aceita-se Aceita-se Aceita-se
S-DVB-GMA 25% | 5-500 y=107,2x + 318,2 0,9995 Aceita-se Aceita-se Aceita-se
DVB- GMA 50% |5-500 y=107,2x + 318,2 0,9995 Aceita-se Aceita-se Aceita-se
EnviChrom "™ 5-500 |y=107,2x +3182 0,9995 Aceita-se | Aceita-se Aceita-se
Silica 450°C 10- 1000 |y=39,9x - 189,9 0,9999 Aceita-se Aceita-se Aceita-se
LC-18 ™ 10- 1000 |y =39,9x - 189,9 0,9999 Aceita-se Aceita-se Aceita-se
Silica 110°C 10-200 |y=27.2x+261,7 0,9899 Aceita-se Aceita-se Aceita-se
Silica 200°C 10-200 |y=27,2x+261,7 0,9899 Aceita-se Aceita-se Aceita-se

4.6. ESTUDO DE ADSORCAO/DESSORCAO DAS FASES SOLIDAS FRENTE A
TETRACICLINA

Inicialmente, ficou estabelecido que o estudo de adsor¢do/dessorcdo da TC, nas fases
solidas, seria realizado com cinco eluentes (Tabela VIII). No entanto, no decorrer dos
testes preliminares observou-se que as misturas de metanol com o solvente de diluigcdo e
acetonitrila com o solvente de diluicdo precipitavam. Portanto, o estudo ficou restrito aos
eluentes metanol 100%, acetonitrila 100% e solvente de diluicao.

Quando a detecgao foi possivel, os percentuais de recuperagdo de TC nos eluidos e

eluatos foram quantificados através das curvas analiticas. As andlises das amostras
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denominadas eluato e eluido tiveram como objetivo avaliar a capacidade de retengdo e de
dessorcao da TC nestas fases solidas.

A Figura 13 mostra a recuperagdo da TC nos eluatos.
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Figura 13: Recuperagdo da TC nos eluatos.

As solucdes aquosas de TC a 10 ug/l, apo6s percolagdo nas diferentes fases solidas,
apresentaram tracos de TC nos polimeros S-DVB, no polimero comercial e na silica
comercial da Supelco, indicando que a etapa de adsor¢@o nao foi completa.

Os percentuais de recuperagdo da TC no eluido utilizando metanol 100% e acetonitrila
100% na etapa de eluigdo, nas diferentes fases solidas, ficaram abaixo do limite de
deteccdo, pois nao foi detectado o pico no tempo de retencdo caracteristico da TC. Este
comportamento indica que estes eluentes ndo foram eficientes em dessorver a TC
adsorvida nestas FS. Por esta razdo ndo foi realizado teste de replicata com estes solventes.

Quando os valores de recuperacdo dos eluidos sdo baixos e dos eluatos também, pode-
se sugerir uma forte interagao da TC com as fases solidas, tendo-se retengdo irreversivel
por parte da TC @7,

As Figuras 14 e 15 mostram as recuperagdes da TC nas fases solidas poliméricos e a

base de silica, respectivamente, utilizando solvente de diluigao.
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Figura 14: Recuperacdo da TC no eluido das fases solidas poliméricas utilizando

solvente de dilui¢cdo como eluente.
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Figura 15: Recuperagdo da TC no eluido das fases solidas a base de silica utilizando

solvente de dilui¢ao como eluente.

No polimero DVB-GMA 50%, o solvente de dilui¢do apresentou percentual de
recuperagdo mais alto (78%). A alta recuperacdo, provavelmente seja justificada, pela
presenca do metacrilato de glicidila (GMA) que confere maior polaridade ao polimero. No

entanto, mais testes seriam necessarios para avaliar estes indices de recuperacdo, mas nao
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foi possivel devido a complexidade e tempo habil de sintese destes polimeros para a
finalizacao desta dissertagao.

Com relacdo a silica 200°C, o solvente de diluicdo apresentou os melhores valores de
percentual de recuperacdo (72,5%), com coeficiente de variacdo baixo (1,0%), quando
comparada a silica comercial. Em termos de extragdo (recuperagdo), ndo houve muita
diferenca entre a silica 110°C e a silica 200°C. Para a silica 450°C, a extracao foi reduzida.
A silica 450°C tem menos zircOnio, mas tem mais grupos siloxanos (Si-O-Si), que pode
estar competindo com o solvente de diluicdo pela TC. Visto que, na silica LC-18 a
adsor¢do da TC nao foi completa e que a TC teve uma completa retencao na fase a base de
zirconio, pode-se atribuir que o solvente de diluicao foi eficiente para deslocar a TC e
superar as possiveis interagdes do analito com a fase de silica sintetizada, comparada a
silica LC-18, que teve uma recuperagao menor do que 60% e CV = 14%. O solvente de
dilui¢do ¢ um sistema solvente que contem oxalato de sddio. A literatura tem registrado
que o oxalato previne a formacdo de quelatos da TC com ions metalicos . Portanto, a
possivel formagao destes quelatos da TC com o ion metalico da fase s6lida é contornada,
pois o oxalato compete com o antimicrobiano TC e complexa com o ion zirconio.
Refor¢ando esta hipdtese, artigos de cromatografia em camada delgada com fase reversa
registram que a TC apresenta marcas de cauda nas placas quando solu¢des de metanol e
acetonitrila s3o usadas no sistema solvente e que sistemas solventes contendo acido oxéalico
controlam esta propriedade indesejavel da TC ©. A forte interagio da TC com as FS de
silica funcionalizadas com zirconocenos pode ser atribuida também ao fato de que as fases
solidas apresentam grupos silanois disponiveis na superficie da silica. De acordo com
Pizzolato [27], “As fases sintetizadas apresentam cerca de 0,3% de Zr/SiO2 e o nivel de
saturagdo indica que o conteido desse metal ¢ atingido ndo simplesmente porque a
superficie encontra seu nivel de saturacdo (inexisténcia de grupos silanol para
imobilizacao), mas por efeito estérico desempenhado por zirconocenos imobilizados na
superficie que impedem o acesso de outras moléculas presentes na solu¢do aos grupos
silanol residuais. Tendo em vista a presenga de grupos silanois residuais na superficie da
silica e a presenga de grupos OH na estrutura da TC, parece que este analito possui maior
tendéncia a interagir com fases funcionalizadas com zirconoceno. Além disso, a presenca
de sitios de 4cidos de Lewis sobre os centros de Zr deve fornecer sitios suplementares para

a interagdo com compostos carbonilados”.
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Assim, de acordo com as consideragdes acima expostas, a silica 200°C foi considerada
satisfatoria para avaliar os parametros de validagdo na metodologia para determinagdo de
TC em matrizes ambientais aquosas.

As Figuras 16 e 17 mostram os possiveis mecanismos de adssor¢do/dessor¢do do

antimicrobiano TC nas silicas sintetizadas e na silica comercial.
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Figura 16: Mecanismo de adsor¢@o entre o antimicrobiano tetraciclina e as silicas

sintetizadas.
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4.7. VOLUME DE QUEBRA DE TC EM AGUA ULTRAPURA E LIMITE DE
DETECCAO E DE QUANTIFICACAO DO METODO

A Figura 18 mostra o perfil do volume de quebra da solugdo aquosa de TC em agua

ultrapura para a silica 200°C utilizando o solvente de dilui¢ao

Recuperacéo (%)

25 ml 50 ml 100 ml 200 ml

Volumes

Figura 18: Volume de quebra da solu¢ao de TC em agua ultrapura para a silica 200°C.

De acordo com a figura, a silica 200°C, para TC, apresentou volume de quebra de 25
ml. Como o volume final do extrato ¢ de 5 ml, isto nos da um fator de concentragdo de 5.
Este comportamento era esperado, pois para compostos moderadamente polares,
recuperacdes quantitativas sio encontradas na faixa de 10 a 100 ml ®?. Volume menor de
25 ml, no caso 10 ml, ndo foi testado porque o fator de concentragdo seria menor, € se
fosse considerado um volume de extrato menor de 5 ml, no caso 1 ml, perdas seriam
consideraveis em injegoes replicadas.

A quantificacdo das solugcdes utilizadas para determinagdo do volume de quebra, foi
feita com uma solugdo padrao de 50 pg/l, preparada em solvente de diluigao.

O limite de detec¢do do método na agua ultrapura foi de 4,6 pg/l no extrato e de 0,9
ug/l na amostra.

O limite de quantificagdo do método na agua ultrapura foi de 15 pg/l no extrato e de 3

ug/l na amostra.
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4.8. PARAMETROS DE DESEMPENHO DE EXTRACAO EM FASE SOLIDA NA

MATRIZ DE AGUA DO ARROIO DILUVIO E NA AGUA POTAVEL NA
DETERMINACAO DE TETRACICLINA

4.8.1. Curva analitica (linearidade) e intervalo

As curvas analiticas apresentaram baixa dispersao no conjunto de pontos experimentais

e menor incerteza dos coeficientes de regressdo estimados nos intervalos que variaram

conforme Tabela XIV.

Tabela XIV: Avaliacao da qualidade das curvas analiticas nos intervalos propostos na

quantifica¢do de amostras ambientais.

Intervalo Equagoes Cocficiente de | Linearidade Validade Eficiéncia da
(ug/l) correlagdo(r) | (Fcal <Ftab) | da Regressdo | regressdo
(Fcal > Ftab) | (R*>0,95)
Agua Potavel [25-100 [y=36,4x—175,5 0,9998 Aceita-se Aceita-se Aceita-se
Agua do Arroio | 12,5 - 200 [ y=33,8x — 105,3 0,9998 Aceita-se Aceita-se Aceita-se

4.8.2. Volume de quebra

As Figuras 19 e 20 mostram o perfil do volume de quebra da solucao aquosa de TC em

agua potavel e na dgua do arroio para a silica 200°C utilizando o solvente de dilui¢gdo como

eluente.
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Figura 19: Volume de quebra da solugdo de TC em agua potavel para a silica 200°C.
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Figura 20: Volume de quebra da solu¢do de TC em 4gua do arroio para a silica 200°C.

Observa-se que os comportamentos do volume de quebra na dgua ultrapura, potavel e
do arroio foram semelhantes indicando que substancias que possam estar presentes na agua
potavel ou do arroio ndo afetaram drasticamente a recuperacdo da TC. No entanto, nas
aguas do arroio Diluvio houve um pequeno decréscimo nas recuperacdes que podem ser
justificadas pela presenca de varias substancias como os acidos hiimicos e fulvicos e,
portanto, indicando que TC mostrou pequeno efeito de matriz na matriz de dgua mais

complexa.

4.8.3. Limite de deteccdo do método (LDM), limite de quantificacdo do método
(LQM) e preciséo

A Tabela XV resume a recuperacdo em 25 ml de 4gua potavel e do arroio fortificadas
com 0,25 pg de TC, o limite de detec¢do e de quantificagdo do método na metodologia em

estudo.
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Tabela XV: Precisao, LDM e LQM da TC em agua potavel e da agua do arroio.

Recuperagao Precisdao (CV%) LDM LQM

(ng/l) £ DP (ng/ (ng/)
Agua 1° cartucho: 51,8 £ 1,8 | 1° cartucho: 3,4% | 5,1 (no extrato) 17,0 (no extrato)
potavel | 2° cartucho: 50,2 + 1,7 |2° cartucho: 3,3% | 1,0 (na amostra) | 3,4 (na amostra)

3° cartucho: 44,7 + 3,9 | 3° cartucho: 8,8%

Agua do|1° cartucho: 66,3 + 3,7
2° cartucho: 63,8 + 4,0
3° cartucho: 68,7 + 3,2

1° cartucho: 5,6%
2° cartucho: 6,3%
3° cartucho: 4,7%

18,0 (no extrato) | 60,0 (no extrato)
Arroio

Dilavio amostra)

Recuperagao e desvio padrao (DP) ¢ dado (n =3) no nivel de concentragdo de 10 pg/l.

A repetibilidade do método de extragao em fase sélida e o volume de quebra na agua
do arroio Diluvio foram verificados na mesma amostra. No entanto, as amostras de dgua
potavel foram diferentes, coletadas em dias diferentes, para avaliar inicialmente o volume
de quebra e depois a repetibilidade. Pode-se, portanto dizer que na avaliacdo da
repetibilidade da 4gua potavel, a amostra de 4gua apresentou substancias que afetaram a

recuperagao da TC.

4.8.4. Exatidao
A exatiddo do método foi inferida, pois 0 método apresentou linearidade nos intervalos

propostos, além de precisao e especificidade.

4.9. QUANTIFICACAO DE TETRACICLINA NA AMOSTRA DE AGUA DO
ARROIO DILUVIO

A partir dos resultados obtidos anteriormente em que foram definidas as melhores
condicdes para analisar a amostra real, utilizando-se como fase sélida a silica 200 na
extragdo em fase solida e obtendo-se um fator de concentragdo de 5 com o solvente de
diluicao, a analise cromatografica mostrou auséncia de TC na agua do arroio Dilavio.

A Figura 21 mostra os cromatogramas da analise de TC na matriz ambiental utilizando

a metodologia em estudo com os parametros de melhor desempenho.
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Figura 21: Cromatograma de analise de TC na amostra ambiental na metodologia em
estudo.

Os limites do método, calculados com base na razdo sinal/ruido, estdo acima dos
limites instrumentais. Desta forma a TC poderia ter sido detectada na amostra ambiental. A
literatura vem registrando estudos sobre a adsor¢io de farmacos nos solos % 7% ¢ 5
concentracdo de antimicrobianos nos sedimentos dos leitos dos rios podem tornar-se mais
importante para antimicrobianos com alto coeficiente de sorcao (Kds). Kds ¢ definido
como a razao da concentragdo de um composto na fase solida (Cs) e na agua (Caq), no
equilibrio. A TC tem Kds = 84000 ml/g ®?, no entanto, a variagio de Kds para um dado

composto pode ser significante em diferentes solos ®>. Portanto, a tetraciclina pode ter um

potencial risco, e investigagdes nos efeitos ambientais desse antimicrobiano sao

necessarias.
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4.10. ESTABILIDADE DA SOLUCAO AQUOSA DE SULFAMETOXAZOL E
TRIMETOPRIMA

A estabilidade da solu¢do aquosa de SMX e TM foi avaliada durante dois dias, com
analise das areas dos cromatogramas das solu¢des nas concentragdes de 1 mg/l e 8 ug/l.
Durante trés dias avaliou-se o pH das mesmas solugdes. As solugdes foram preparadas em

um unico dia. Os resultados sdo mostrados na Tabela XVI.

Tabela XVI: Estudo de estabilidade da solugdo aquosa de SMX e TM

1° dia 2° dia 3°dia 7° dia
Solugao aquosa de SMX e |pH = 6,3 pH=58 |[pH=5.8 |Areca TM =478
T™ (8 pg/l) Area TM =298 Area SM =478
Area SM = 489
Solugdo aquosa de SMX e [pH=7,4 pH=73 |[pH=72 |Area TM =37530
T™ (1 mg/1) Area TM = 33839 Area SM = 60897
Area SM = 61507

Os resultados mostram que TM a 8 pg/l e a 1 mg/l é mais instavel durante o periodo de
uma semana quando comparada a SMX, mostrando aumento na area cromatografica por
uma co-clui¢do desconhecida. Este aumento ¢ maior na concentragdo mais baixa. A SMX ¢
praticamente estdvel nas duas concentragdes com coeficiente de variacdo de 1,6% nas
solucdes de 8 ng/l e 0,7% nas solugdes de 1 mg/l. O pH mostrou ligeira queda na solucao

mais diluida, mas considera-se constante em fun¢do das variagdes do equipamento.

4.11. AVALIACAO DO PERFIL CROMATOGRAFICO DO METODO DE
QUANTIFICACAO DE SULFAMETOXAZOL E TRIMETOPRIMA

O método foi avaliado levando-se em conta a precisao das areas e a resolugdo de cinco
injecoes repetitivas de uma solugdo padrao de 250 ug/l. A alta repetibilidade nas areas foi
obtida com um CV de 0,9% para TM e 3,4% para SMX. A resolugdo entre o pico da TM e

SMX foi de 14,5, estando de acordo com a farmacopéia americana 30
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4.12. PARAMETROS DE DESEMPENHO DO METODO DE QUANTIFICACAO
DE SULFAMETOXAZOL E TRIMETOPRIMA

4.12.1. Seletividade
Pelos mesmos motivos e procedimento relatado no item 4.5.1, as analises dos

cromatogramas das solucdes branco dos eluentes (Tabela IX) nas fases so6lidas a base de
silica (Tabelas IV) foram realizadas, confirmando a seletividade do método. Os brancos
dos eluentes nas fases solidas em estudo ndo apresentaram picos de interferentes proximos

ao tempo de retencdo da SMX e da TM (Figura 22 e Anexo).
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Figura 22: Cromatograma da solucdo branco do eluente metanol:dgua 50% da silica

C18.

4.12.1. Limite de detecgdo instrumental e limite de quantificagdo instrumental

O menor nivel detectado foi de 2,5 pg/l da solucao padrao de SMX e TM dissolvida na

fase movel.

O LQI foi 8,32 pg/l (10 R/S).
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4.12.2. Curva analitica (linearidade) e intervalo

As curvas apresentaram baixa dispersao no conjunto de pontos experimentais € menor

incerteza dos coeficientes de regressdo estimados nos intervalos que variaram conforme

tabela XVII. As curvas foram determinadas em cada grupo de fase solida no estudo de

adsor¢ao/dessorgao.

Tabela XVII: Avaliacdo da qualidade das curvas analiticas nos intervalos propostos na

metodologia de SMX e TM.

Experimento

Intervalo Equagoes Coeficiente de | Linearidade Validade Eficiéncia

(ug/ correlagdo(r) | (Fcal <Ftab) | da Regressdo | daregressdao

(Fcal > Ftab) | (R?>0,95)
Cl18 SMX | 10-1000 |y=65,8x-116,5 1,0000 Aceita-se Aceita-se Aceita-se
Waters |TM | 10-1000 |y=22,7x - 126,9 0,9999 Aceita-se Aceita-se Aceita-se
Silica SMX |5-1000 |y=61,3x-63,2 1,0000 Aceita-se Aceita-se Aceita-se
450°C ™ [10-1000 |y=23,5x-163,3 1,0000 Aceita-se Aceita-se Aceita-se
Silica SMX [5-1000 |y=63,5x-164 1,0000 Aceita-se Aceita-se Aceita-se
110°C [T™M [5-1000 [y=244x-96,2 0,9999 Aceita-se Aceita-se Aceita-se
Silica SMX |5-1000 |y=60,6x-872 1,0000 Aceita-se Aceita-se Aceita-se
200°C ™ | 10- 1000 |y=24,0x-79,7 0,9999 Aceita-se Aceita-se Aceita-se

4.13. ESTUDO DE ADSORCAO/DESSORCAO DAS FASES SOLIDAS FRENTE A
SULFAMETOXAZOL E TRIMETOPRIMA

A andlise das solugdes aquosas de SMX e TM a 10 ug/l, apés a percolacao nas fases

solidas (Tabela IV), ¢ mostrada na Figura 23.
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Figura 23: Recuperagao de SMX e TM nos eluatos das diferentes fases solidas.
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De acordo com a Figura 23, a SMX praticamente nao foi retida nas silicas sintetizadas,
apresentando recuperagdes de 65 a 106% para as analises dos eluatos. Exceto na silica
comercial C18 da Waters, em que ndo foi detectado SMX em dois ensaios, indicando
algum problema ndo identificado, a SMX foi parcialmente retida com recuperagdes entre
13 e 58%. Nesta etapa, em que se estabelece o contato entre o analito em fase aquosa e a
fase solida, a resposta no eluato deveria ser a mesma ja que as interacdes sao semelhantes,
ou seja, ou deveria reter parcial ou ndo, ou ndo deveria reter o analito na fase solida. Para a
TM, no entanto, a reten¢do foi completa em todas as fases solidas a base de silica e pela
silica comercial, indicando um comportamento coerente.

Com relagdo a silica comercial, inicialmente foi analisada a ODS (C18) de marca
Chrom Expert, mas as andlises dos brancos revelaram picos no tempo caracteristico da TM
e, portanto nao foi usada no estudo de adsor¢do/dessor¢ao.

A Figura 24 mostra a recuperagdo da SMX e TM no eluido utilizando MeOH e ACN

100% nas diferentes fases solidas.

100+ m Recuperagdo SMX

Recuperacdo T™M

Receperacéo (%)

Al'l Al2 B/ 1 B/ 2 Cc/1 Cl2 D/ 1 D/ 2

A: C18; B: Silica 450°C; C: Silica 110°C; D: Silica 200°C, 1: MeOH 100%, 2: ACN 100%.
Figura 24: Recuperagdo de SMX e TM no eluido utilizando metanol 100% e

acetonitrila 100%.

Nesta etapa em que ¢ avaliada a capacidade dos eluentes de remover os analitos da fase
solida, percebe-se que a acetonitrila pura ndo foi eficiente em dessorver a TM nas
diferentes fases solidas a base de silica. O metanol puro removeu parcialmente a TM destas
fases solidas e promoveu uma melhor dessor¢do na silica comercial. No entanto, ndo foi
capaz de remover a SMX que ficou parcialmente retida na silica comercial.

Assim, metanol e acetonitrila puros ndo foram eficientes para a etapa de eluicdo de

SMX e TM.
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A Figura 25 mostra a recuperacdo da SMX e TM no eluido com os demais eluentes

deste estudo.
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W Recuperacdo SMX g Recuperacédo T™M

A: C18; B: Silica 450°C; C: Silica 110°C; D: Silica 200°C, 3: MeOH 50%, 4: ACN 50%, 5: FM.
Figura 25: Recuperagdo de SMX e TM no eluido com FM, MeOH e ACN a 50%.

Nesta figura, destacam-se as recuperacdes em metanol 50% na silica comercial, porque
apresentaram os melhores valores de recuperacao para SMX (68%) e TM (95%), indicando
que a SMX e a TM tiveram melhor interacdo com as cadeias lineares de C 18 do que com
as fases solidas a base de zirconio. As demais combinacdes de cluentes foram eficientes
em maior ou menor grau com a TM, ja que a SMX, no geral, estava com retengao inferior
a 65% nestas fases. Apesar de nao ter sido feito analises em duplicatas na silica comercial,
os demais eluentes, nestas fases solidas, ndo mostraram recuperagdes similares para SMX e
™.

De um modo geral, percebe-se que a mistura metanol:agua (50:50) apresentou melhor
recuperagdo nas fases solidas do que a mistura acetonitrila:dgua (50:50). Ambas sdo
compostas por solventes polares, sendo que a acetonitrila possui polaridade média. O
metanol ¢ um solvente prético e a acetonitrila um solvente aprético. Pode-se inferir, que o
solvente prético auxilia mais na dessor¢do destes analitos nestas fases soélidas do que o
solvente aprotico. A fase modvel que ¢ composta por agua:acetonitrila:trietilamina
(79,9:20:0,1), com uma maior propor¢ao de solvente polar (dgua), € com um reagente de

pareamento i0nico (trietilamina) na sua composi¢do, apresentou valores de recuperacao
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alto para TM (de 84 a 101%) em todas as silicas. O objetivo da trietilamina na fase movel ¢
diminuir o efeito dos silandis que posam estar presentes na coluna analitica ou nas fases a
base de silica. Este reagente anionico confere uma carga negativa adicional na coluna e isto
reduz a retengdo da amostra por troca iénica com os grupos silanéis ©V.

As Figuras 26 ¢ 27 mostram os possiveis mecanismos de adssor¢dao/dessor¢ao dos
antimicrobianos SMX e TM nas silicas sintetizadas e na silica comercial.

OH
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Figura 26: Mecanismo de particdo entre os antimicrobianos SMX e TM e a silica

comercial.
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Figura 27: Mecanismo de adsorc¢do entre os antimicrobianos SMX e TM e as silicas

sintetizadas.
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4.14. VOLUME DE QUEBRA DE SMX E TM EM AGUA ULTRAPURA E LIMITE
DE DETECCAO E QUANTIFICACAO DO METODO

A Figura 28 mostra o grafico do volume de quebra da solucdo aquosa de SMX e TM
em agua ultrapura para a silica comercial C18 Waters utilizando como eluente

metanol:agua (50:50).

100
90
= 80 \
e;, 70 Trimetonr
& 60 \= = H Trimetoprima
g 50  ~_ & Sulfametoxazol
a 40
@ 20
10 e
0
25 ml 50 ml 100 mi 200 ml
Volumes

Figura 28: Volume de quebra da solucao de SMX e TM em agua ultrapura para a silica

comercial.

Neste grafico percebe-se que para a SMX ha uma constante redugdo na recuperacao a
medida que o volume de 4gua aumenta. Ja para a TM, hé pequena variagao na faixa de 40 a
60%, sem decréscimo significativo na faixa de volume de solugdo considerada. Devido a
estes resultados, o volume de 25 ml foi escolhido, pois apesar de influenciar pouco a TM,
ha perda consideravel para a SMX, quando o volume ¢ maior que o escolhido. Como o
volume final do extrato é de 5 ml, o fator de concentracao neste caso também ¢ 5.

A quantificagdo das solugdes utilizadas para determinacdo do volume de quebra foi
feita com uma solucao padrao de 40 pg/l, preparada a partir da solugdo estoque e diluida na
fase movel.

O limite de detec¢do do método na agua ultrapura, nestas condigdes, foi de 6,1 ng/L no
extrato e de 1,2 pug/L na amostra; e o limite de quantificacdo do método foi de 20 pg/L no

extrato e de 4 ug/L na amostra.
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4.15. PARAMETROS DE DESEMPENHO DE EXTRACAO EM FASE SOLIDA NA
MATRIZ DE AGUA DO ARROIO DILUVIO E NA AGUA POTAVEL NA
DETERMINACAO DE SULFAMETOXAZOL E TRIMETOPRIMA

4.15.1. Curva analitica e intervalo
As curvas analiticas apresentaram baixa dispersao no conjunto de pontos experimentais
e menor incerteza dos coeficientes de regressdo estimados nos intervalos que variou

conforme Tabela XVIII

Tabela XVIII: Avaliacdo da quallidade das curvas analiticas nos intervalos propostos

na quantificacdo de amostras ambientais.

Intervalo Equagoes Coeficiente de | Linearidade Validade Eficiéncia da
(ug/l) correlagdo(r) | (Fcal <Ftab) | da Regressdo regressio
(Fcal > Ftab) | (R*>0,95)
Agua SMX |10 - 200 | y=61,8x + 95,9 0,999 Aceita-se Aceita-se Aceita-se
Potavel |TM |10-200 |y=24,6x +107,3 0,998 Aceita-se Aceita-se Aceita-se
Agua do | SMX |10 - 200 | y=60,7x + 93,23 0,999 Aceita-se Aceita-se Aceita-se
Arroio |[TM [10-200 |y=248x + 1164 0,998 Aceita-se Aceita-se Aceita-se

4.15.2. Volume de Quebra
As Figuras 29 e 30 mostram o volume de quebra da solugdo aquosa de SMX ¢ TM em
agua potavel e na agua do arroio para a silica comercial utilizando metanol: dgua (50:50)

como eluente.

120
. 100
S .\0\‘\‘
S 80
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Figura 29: Volume de quebra da solucdo de SMX e TM em agua potavel para a silica

comercial.
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De acordo com os testes de volume de quebra em agua ultrapura e potavel, realizados
em duplicata, a SMX teve um comportamento mais homogéneo quando comparado a TM.
Pode-se dizer entdo que a TM ¢ mais sensivel a técnica de andlise ou que a técnica ndo ¢
robusta para analisar TM. Este aspecto pode estar ligado as variacdes de lotes de

fabricacao da silica comercial durante o estudo.

120
100 1 *\o\‘
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S 80
’§~ 50 —e— Recuperacdo T™
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3 40
X
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Figura 30: Volume de quebra da solucao de SMX e TM em agua do arroio para a silica

comercial.

De acordo com os graficos 29 e 30, o comportamento dos volumes de quebra na adgua
potavel e do arroio ¢ semelhante e seguem a tendéncia do perfil de curva de volume de
quebra padrdo. Estes graficos mostram queda nas recuperagdes de SMX quando
comparado a agua ultrapura que pode ser justificado pelo aumento da complexidade da

matriz.

4.15.3. Limite de deteccdo do método (LDM), limite de quantificacdo do método
(LQM) e preciséo

Determinaram-se os LDM e LQM, isolando SMX e TM de acordo com a metodologia
de extra¢do em fase s6lida em estudo, bem como a repetibilidade da técnica.

A Tabela XIX resume a recuperagdo em 25 ml de agua potavel e do arroio fortificadas

com 0,2 pg/l de SMX e TM, o LDM e de LQM na metodologia em estudo.
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Tabela XIX: Precisao, LDM ¢ LQM da SMX ¢ TM

em agua potavel e da adgua do

arroio.
Recuperacdo (ug/l) £ DP | Precisdo (CV%) LDM (ng/l) LQM (ug/l)
Agua SMX: SMX: SMX: SMX:
potavel | 1°cartucho: 33,0 £ 0,4 1° cartucho: 1,3% | 4,8 (no extrato) 16,0 (no extrato)
1,0 (na amostra) 3,2 (na amostra)
TM: TM: TM: TM:
1° cartucho: 98,3 + 4,6 1° cartucho: 4,7% | 5,7 (no extrato) 19,0 (no extrato)
1,1 (na amostra) 3,8 (na amostra)
Agua do|SMX: SMX: SMX: SMX:
Arroio 1° cartucho: 34,4 £ 0,5 1° cartucho: 1,6% | 1,6 (no extrato) 5,3 (no extrato)
Dilavio | 2° cartucho: 26,8 + 1,9 2° cartucho: 7,1% | 0,3 (na amostra) 1,1 (na amostra)
3° cartucho: 20,7 +3,6  |3° cartucho: 17,5%
TM: TM: TM: TM:
1° cartucho: 107 + 3,4 1° cartucho: 3,2% | 1,3 (no extrato) 4,3 (no extrato)
2° cartucho: 105 + 1,1 2° cartucho: 1,1% | 0,3 (na amostra) 0,9 (na amostra)
3° cartucho: 100 +2,4 | 3° cartucho: 2,4%

Recuperagao e desvio padrao (DP) ¢ dado no nivel de concentracao de 8 g/l

Semelhante a2 metodologia da TC, a repetibilidade do método de extracdo em fase

solida e o volume de quebra na dgua do Arroio Diluvio foi verificada na mesma amostra.

No entanto, nas amostras de agua potavel considerou-se apenas a repetibilidade das

injecdes referentes ao extrato de 25 mL da amostra do volume de quebra.

4.15. 4. Exatidao

A exatidao do método foi inferida, pois o método apresentou linearidade nos intervalos

propostos, precisao e especificidade.
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4.16. QUANTIFICACAO DE SULFAMETOXAZOL E TRIMETOPRIMA NA
AMOSTRAS DE AGUA DO ARROIO DILUVIO

A Figura 31 mostra os cromatogramas da analise de SMX e TM na matriz ambiental

utilizando a metodologia em estudo com os parametros de melhor desempenho.
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Figura 31: Cromatograma de andlise de SMX e TM na amostra ambiental na

metodologia em estudo.

Os LDM estao abaixo do LD instrumental para ambos analitos, portanto dificilmente

poder-se-ia detectar os picos nos tempos de retengdo caracteristicos de SMX e TM.

4.17. OUTRAS FASES SOLIDAS

A Figura 32 mostra a recuperacdo de SMX e TM no eluato das novas silicas (Tabela

VI)
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Figura 32: Avaliacdo da recuperagdo de SMX e TM nos eluatos das novas silicas.

De acordo com a figura, a TM foi completamente retida nas silicas Si + Ag (50%) e Si
+ Cu (50%) e nas demais teve uma reten¢do parcial. De forma contrdria, SMX
praticamente ndo foi retida em todas as silicas deste estudo, exceto na silica Si + Ag (50%)
que teve uma retengdo parcial. A partir destes resultados percebe-se que Si + Ag (50%)
teria um potencial para analise dos dois analitos na mesma metodologia. A quantificagdao
das solugdes utilizadas para determinagdo da recuperacdo foi feita com uma solucio padrdo

de 50 pg/l, preparada a partir da solucdo estoque e diluida na fase movel.

As Figuras 33, 34 e 35 mostram os resultados da avaliagdao da recuperacao de SMX e
TM nas diferentes silicas utilizando fase movel, metanol:agua (50:50) e acetonitrila (50:50)
na etapa de eluicdo. A reten¢do dos analitos foi feita mediante a percolagdo de 25,0 mL da
solugdo aquosa de SMX e TM a 50 ug/l e utilizou-se 5,0 ml destes eluentes na etapa de

eluicdo. As recuperacdes foram avaliadas frente a solu¢ao padrao de 250 pg/l.
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Figura 33: Avaliagdo da recuperagdao de SMX e TM utilizando FM como eluente nas

diferentes silicas.
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Figura 34: Avaliagdo da recuperagdo de SMX e TM utilizando metanol:agua (50:50)

como eluente nas diferentes silicas.
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Figura 35: Avaliagdo da recuperacdo de SMX e TM utilizando acetonitrila:agua

(50:50) como eluente nas diferentes silicas.

De acordo com os graficos ndo se obteve uma silica que proporcionasse uma
recuperagdo significativa para os dois analitos nos eluentes estudados. Percebem-se
recuperagdes elevadas para TM quando se utiliza acetonitrila: dgua (50:50) nas silicas Si +
Cu (50%), SGO e SG10A, mas como SMX foi parcialmente retida por estas fases, estas

silicas ndo podem ser usadas nesta metodologia em estudo.
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5. CONCLUSOES

As principais conclusdes deste trabalho foram:

e Na&o foi possivel a analise simultanea de tetraciclina, sulfametoxazol e trimetoprima
por CLAE/UV;

e As melhores condigdes de andlise por CLAE/UV para tetraciclina foram obtidas
usando a fase movel preparada pela mistura de oxalato de aménio 0,1 mol/l, N, N-
dimetilformamida e fosfato de aménio dibasico 0,2 mol/l (680: 270: 50) com pH
controlado entre de 7,6 e 7,7. A coluna cromatogréafica foi uma C8 protegida. O
comprimento de onda para analise da TC foi de 280 nm. A taxa de fluxo foi de 1
ml/min, no modo isocrético, e os volumes injetados foram de 20 pl.

e Para sulfametoxazol e trimetoprima a melhor performance cromatogréfica foi
obtida usando uma fase moével preparada pela mistura de agua, acetonitrila e
trietilamina (799: 200: 1) com pH controlado entre 59 + 0,1. A coluna
cromatografica foi uma C18 protegida. O comprimento de onda foi de 254 nm, no
fluxo de 1 ml/min, no modo isocratico, com volume de injecéo de 20 pl.

e A fase sdlida que apresentou a melhor recuperagdo para tetraciclina (70%) foi a
silica 200°C, utilizando o solvente de diluicdo como eluente. O volume de quebra
obtido foi de 25 mL e o fator de concentracéo foi de 5.

e Para sulfametoxazol e trimetoprima a melhor fase solida foi a silica comercial C18
da Waters, utilizando metanol: agua (50:50) como eluente. O volume de quebra
obtido foi de 25 mL e o fator de concentragao foi de 5.

e A trimetoprima, na metodologia usada, mostrou um perfil irregular nas diferentes
matrizes. Neste sentido, varias alternativas foram consideradas, mas dentre elas
nenhuma se mostrou satisfatoria.

e A &gua potavel foi coletada ap6s meia hora de vazdo da torneira. A amostra da
torneira ndo foi filtrada e foi analisada no mesmo dia. As amostras do arroio foram
coletadas em frasco de vidro ambar limpo. As amostras engarrafadas foram
transportadas em gelo ao laboratério imediatamente apds a coleta. Para remover
material suspenso, a amostra que recebe mais langamentos de efluentes foi filtrada

a vacuo através de filtro de papel cuja gramatura era de 80 g/m? sequido por filtro
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de membrana de 0,45 um. A amostra que recebe menos lancamentos de efluentes
foi filtrada duas vezes com filtro de membrana de 0,45 um. A filtracdo das amostras
foi feita logo apo6s a chegada no laboratério. Apos a filtracdo, as amostras foram
mantidas a 4°C em frasco de vidro ambar totalmente preenchido, em posi¢édo
vertical, até a extracdo que foi realizada num periodo méximo de 2 dias.

Os limites de deteccéo e quantificacdo do método de analise de tetraciclina em agua
ambiental foi de 3,6 ug/l e 12,0 ug/l, respectivamente. Para 0 método de analise de
sulfametoxazol e trimetoprima os limites foram de 0,3 pg/l e 1,1 ng/l,
respectivamente, para sulfametoxazol e de 0,3 pg/l e 0,9 ug/l, respectivamente,
para trimetoprima. No entanto, ndo é possivel inferir se estes valores séo
satisfatorios em termos ambientais uma vez que ndo ha legislacao especifica.

Os parametros de validacéo parcial para ambas as metodologias foram satisfatorios.
A analise da amostra real coletada do arroio Dildvio ndo apresentou tracos de
tetraciclina, sulfametoxazol e trimetoprima nas metodologias utilizadas.

Para futuras analises de tetraciclina, utilizando a metodologia proposta por este
trabalho, sugere-se preservante (Na,EDTA) na coleta de amostra real devido a
instabilidade da solucdo aquosa. Comparativamente com outro método de
deteccdo, de acordo com os artigos 60 e 62, que utilizou CLAE-EM/EM na analise
de TC, a amostra foi coletada, filtrada e estocada a 4°C até extracdo, dentro de dois
dias. Somente anterior a extracdo, a amostra foi preparada pela adicdo de EDTA e,
apos analise, detectou-se TC nos efluentes da ETA. No entanto, o método de
deteccdo destes artigos é diferente do proposto por este trabalho.

Sugere-se uma validagcdo na coleta, na técnica de amostragem, no tempo de

armazenamento e na preservagéo das amostras reais.
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7. ANEXOS
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Figura 36: Cromatogramas da solucdo branco ACN 100% da silica 110°C (A) e solucéo
branco ACN 100% da silica C18 (B).
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Figura 37: Cromatogramas da solu¢do branco ACN 50% da silica C18 (A) e solucédo

branco FM da silica 200°C (B).
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Figura 38: Cromatogramas da solugdo branco MeOH 50% da silica 110°C (A) e
solucdo branco ACN 50% da silica 110°C (B).
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Figura 39: Cromatogramas da solugdo branco FM da silica C18 (A) e solucgéo branco

FM da silica 110°C (B).
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Figura 40: Cromatogramas da solugdo branco FM da silica 450°C (A) e solucao branco
ACN 50% da silica 200°C (B).
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Figura 41: Cromatogramas da solucdo branco ACN 100% da silica 450°C (A) e solucéo
branco ACN 50% da silica 450°C (B).
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