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RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de Pés-Graduagdo em Quimica Tecnoldgica e Ambiental - PPGQTA
Universidade Federal do Rio Grande - FURG
OTIMIZA(;AO E VALIDA(;AO DE METODO EMPREGANDO SPE E LC-APCI-
MS/MS PARA DETERMINACAO DE FARMACOS EM AGUA DE SUPERFICIE E DE
ABASTECIMENTO PUBLICO
AUTORA: LIZIANE VAZ CARDOSO
ORIENTADOR: PROF. Dr. FABIO FERREIRA GONCALVES
Rio Grande, 25 de fevereiro de 2011

O uso mundial dos farmacos classificados como contaminantes emergentes tornou-
se um novo problema ambiental devido a possivel contaminacdo das aguas de
superficie e de abastecimento, podendo impactar o meio ambiente e causar danos a
salde publica. Na cidade de Rio Grande, RS, Brasil, o suprimento de agua potavel &
realizado pela CORSAN (Companhia Riograndense de Saneamento), que capta a
agua do Canal Sao Goncgalo, o qual estabelece uma ligacdo entre as lagoas: dos
Patos e Mirim. Neste trabalho um método analitico empregando Extracdo em Fase
Sdlida (SPE) e Cromatografia Liquida com Fonte de lonizacdo Quimica a Pressao
Atmosférica acoplada a Espectrometria de Massas (LC-APCI-MS/MS) foi
desenvolvido e validado para a determinacdo dos farmacos atenolol, cafeina,
diclofenaco, fluoxetina e sulfametoxazol em amostras de &agua superficial e de
abastecimento publico. O método foi validado conforme parametros do INMETRO e
SANCO. Os limites de deteccdo do método variaram entre 0,053 — 0,53 pg L™,
enquanto para os limites de quantificacéo a variacdo foi de 0,16 — 1,6 ug L™. Todos
0S compostos apresentaram excelente linearidade, com coeficiente de correlacéo
maior do que 0,99. Os valores de recuperacdo estiveram na faixa de 70 a 120%,
com RSD menores que 20% para todos 0os compostos. Atraves do monitoramento
de multiplas reac6es (MRM), duas transicfes diferentes (ion precursor — ion produto)
foram selecionadas para cada composto, uma para quantificacdo e outra para
confirmacédo, o que aumentou a seletividade do método. O efeito de matriz foi
avaliado, e dois compostos apresentaram supressdo de sinal. O efeito de matriz foi
compensado com calibracdo dos padrées na matriz.

Palavras-chave: Validagdo, SPE, LC-APCI-MS/MS, farmacos, agua.



ABSTRACT

Master’'s Thesis
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OPTIMIZATION AND VALIDATION METHOD FOR USING SPE LC-APCI-MS/MS
AND DETERMINATION OF PHARMACEUTICALS IN SURFACE WATER AND
PUBLIC WATER SUPPLY
AUTHOR: LIZIANE VAZ CARDOSO
ADVISOR: Dr. FABIO GONGCALVES FERREIRA.

February 25th, 2011, Rio Grande, RS, Brazil

The global use of drugs classified as emerging contaminants has become a new
environmental problem due to possible contamination of surface and supply water
and may impact the environment and cause harm to public health.
In the city of Rio Grande, RS, Brazil, the supply of drinking water is accomplished by
CORSAN (Companhia de Saneamento Riograndense), which collects water from the
Sdo Goncalo Channel, which links two lagoons: Patos and Mirim lagoons. In this
work an analytical method using solid phase extraction (SPE) and liquid
chromatography coupled to a source at Atmospheric Pressure Chemical lonization
Mass Spectrometry (LC-APCI-MS/MS) was developed and validated for the
determination of atenolol, caffeine, diclofenac, fluoxetine and sulfamethoxazole
pharmaceuticals in samples of surface water and public supply water. The method
was validated according to parameters by INMETRO and SANCO. The limits of
detection ranged from 0.053 to 0.53 pg L™, while for the limits of quantification the
range was 0.16 to 1.6 mg L™. All the compounds showed excellent linearity, with
correlation coefficients greater than 0.99. Recoveries were in the range of 70 to
120%, with RSD lower than 20% for all compounds. Through multiple reaction
monitoring (MRM), two different transitions (precursor ion - product ion) were
selected for each compound, one for quantitation and the other for confirmation
purposes, increasing the selectivity of the method. The matrix effect was evaluated,
and two of the compounds presented suppressed signal. The matrix effect was offset
by superimposing the array calibration

Keywords: Validation, SPE, LC-APCI-MS/MS, pharmaceuticals, water
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1. INTRODUCAO

A crescente preocupacdo com a disponibilidade mundial de agua vem exigindo
dos seres humanos uma nova consciéncia em relagcdo a utilizacdo desse recurso. A
agua, encontrada na natureza, € essencial para a vida no nosso planeta. Porém, esta
rigueza tem se tornado cada vez mais escassa. Existe uma grande disponibilidade de
recursos hidricos, no entanto a 4gua doce € um prémio. Preocupar-se com a
escassez de dgua em um planeta que tem 75% de sua superficie coberta por agua
parece absurdo (BAIRD, 2002). Porém, mais de 97% da agua do mundo € &gua
salgada e é impropria para o0 consumo humano e para producdo de alimentos. Trés
guartas partes da agua doce estdo presas em geleiras e nas calotas polares. Lagos e
rios sdo as principais fontes de 4gua potavel, mesmo contribuindo, em seu conjunto,
com menos de 0,01% do suprimento total de agua.

A agua potavel € um recurso finito, que se distribui na superficie terrestre de
forma desigual sendo que a tendéncia para os préximos anos é um aumento ainda
maior no seu consumo, devido a demanda e o crescimento populacional acentuado e
desordenado, principalmente nos grandes centros urbanos.

Antigamente a contaminacdo da agua era abordada sob 2 aspectos: a
microbiologica e os dejetos industriais. Atualmente o mundo se depara com
outros tipos de poluicdo, como por exemplo, a contaminacdo das aguas com
ingredientes farmacéuticos ativos (API, do inglés Active Pharmaceutical
Ingredients) (ONESIOS et al, 2009).

Atualmente 100.000 substéancias quimicas diferentes sédo registradas na
Unido Européia, dos quais 30.000 sdo comercializados em quantidades
superiores a 1 ton/ano. Estima-se que cerca de 3.000
substancias diferentes sdo wusadas como ingredientes farmacéuticos,
incluindo analgésicos, antibiodticos, antidiabéticos, B-bloqueadores,
anticoncepcionais, reguladores de lipidios, antidepressivos e drogas para
impoténcia (RICHARDSON, 2009). Os farmacos contaminam o ambiente
aquatico devido suas caracteristicas: as moléculas sdo biologicamente ativas, a
maioria dos farmacos possuem caracteristicas lipofilicas e baixa
biodegrabilidade no ambiente. Por isso, apresentam grande potencial de

bioacumulacgéo e persisténcia no ambiente (ONESIOS et al, 2009).
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O uso mundial dos farmacos, de produtos de higiene pessoal e alguns
agrotoxicos, classificados como contaminantes emergentes, tornou-se um novo
problema ambiental, que despertou grande preocupacéo entre os cientistas nos
altimos anos. Muitos deles sao facilmente distribuidos no ambiente aquético e
podem apresentar efeitos adversos em organismos aquaticos e terrestres.

As drogas humanas séo introduzidas primeiramente no ambiente apds a
medicacdo através da excrecdo pela urina e das fezes, por eliminacéo direta de
fabricantes através dos residuos. E as drogas veterindrias que sdo eliminadas
pelos animais (WEIL et al, 2006).

Mesmo apo0s o tratamento da agua realizado nas Estacdes de Tratamento
de Esgotos (ETEs), ainda se encontram concentracdes de farmacos na faixa de
ug Lt ou ng L. Estudos demonstram que vérias dessas substancias parecem
ser persistentes no meio ambiente e ndo sdo completamente removidas nas
ETEs. A eficiéncia da remocdo é afetada por diferentes fatores, como por
exemplo, propriedades fisico-quimicas, atividade microbiana, circunstancias
ambientais e processo do tratamento (ROBINSON, 2007).

No Brasil, a Portaria n® 518/04 do Ministério da Saude, e a Resolucao n°
357/05 do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) ndo estabelecem
Limites Maximos de Residuos de farmacos para aguas subterraneas, residual e
potavel.

Devido ao fato de nao existir um padrdo estabelecido pelas agéncias
regulamentadoras é necessario o desenvolvimento de métodos analiticos
sensiveis, seletivos, exatos e precisos que permitam determinar esses
contaminantes em agua.

Devido as baixas concentracdes que se encontram essas substancias na
agua é necessario o uso de técnicas de extracdo e pré-concentracdo para a sua
determinacdo. Nesse sentido, técnicas de preparo de amostras como Extracao
em Fase Solida (SPE) vém sendo amplamente utilizadas.

Para determinacdo destas sustancias, técnicas cromatograficas bem
estabelecidas, como a Cromatografia Liquida (LC, do inglés Liquid
Chromatography) e a Cromatografia Gasosa (GC, do inglés Gas
Chromatography) sdo usadas. Apesar da Cromatografia Gasosa ser Util para
métodos multi-residuos na determinacdo de alguns poluentes emergentes, é

necessario um processo de derivatizacdo, porque muitos contaminantes ambientais

17



sao polares, sendo termicamente instaveis e tendo uma baixa volatilidade, e alguns
sdo pouco adequados a derivacao (ZHANG et al, 2007).

Devido a maioria dos farmacos existentes apresentarem caracteristicas
polares e serem termicamente instaveis, o emprego da Cromatografia Liquida
acoplada a Espectrometria de Massas (LC-MS/MS, do inglés Liquid
Chromatography tandem Mass Spectrometry) tornou-se a principal ferramenta
analitica para andlise destes compostos em amostras ambientais.

Desta forma, a inexisténcia de dados em relacdo a ocorréncia de farmacos nas
aguas residuais e de abastecimento publico na cidade do Rio Grande-RS, como em

varias regifes do pais, justifica a importancia desse trabalho.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi desenvolver e validar um método
empregando preparo de amostra através da otimizagdo da técnica de extracdo em
fase solida (SPE) e determinacdo por cromatografia liquida com ionizacdo quimica a
pressao atmosférica acoplada a espectrometria de massas em tandem (LC-APCI-
MS/MS), para determinacdo dos farmacos diclofenaco, fluoxetina, atenolol,
sulfametoxazol e cafeina em agua de superficie e de abastecimento publico do
municipio de Rio Grande.

Para desenvolver e validar os métodos foram propostos 0s seguintes objetivos

especificos:

<> Selecionar os principais farmacos comercializados nas redes de farmacia de
Rio Grande e também os que fazem parte da Relacdo Nacional de
Medicamentos Essenciais (RENAME);

X2 Testar diferentes composicdes de fase movel a fim de obter uma melhor

separacdo cromatografica dos analitos;

% Otimizar os parametros instrumentais do LC-APCI-MS/MS como fase movel,
pH, vazdo, corrente da corona, voltagem do cone, vazdo dos gases de
nebulizacdo e do cone; temperaturas da fonte e de dessolvatacdo para a

determinacdo dos compostos em estudo;

X3 Otimizar a técnica SPE para extracdo dos farmacos em agua a fim de obter

boas recuperacdes para os analitos em estudo;

%  Validar o método empregando SPE, LC-APCI-MS/MS para determinacdo dos
farmacos em agua avaliando limites de deteccdo (LOD, do inglés limit of
detection) e de quantificacdo (LOQ, do inglés limit of quantification), curva
analitica, linearidade, precisdo e exatidao e avaliando a influéncia do efeito de
matriz (EM) na exatiddo do método. O método foi validado conforme
parametros do INMETRO e SANCO.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Qualidade das aguas

Durante séculos, a humanidade considerou a agua cOmoO um recurso
inesgotavel e a utilizou de forma predatéria e insustentavel. No século XX, o uso
inadequado foi acirrado com a aceleracdo do crescimento populacional e o intenso
uso pelos diversos ramos de atividades, dentre elas, domeéstica, agricola e industrial.
Estes fatores levaram a constatacdo de que a agua se torna cada vez um bem
escasso, necessitando de um uso racional e equilibrado, de modo a garantir a sua
conservacgao e sustentabilidade (BAIRD, 2002).

O planeta terra € um Unico do nosso sistema solar que apresenta as
moléculas de agua, em forma liquida, na maior parte de sua superficie. Cerca de
97% da agua existente no nosso planeta é de fonte marinha. Dos 3% restantes, 2%
consistem rios, lago e aguas subterraneas (dgua doce). Praticamente 1% é neve e
geleiras permanentes e apenas 0, 0005% é vapor de agua presente na atmosfera.
Do total de 4gua doce, quase a metade encontra-se na América do Sul (ROCHA et
al, 2009).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) relata que a qualidade da agua
potavel é um problema de salde universal, em razdo da agua servir como um meio
de transmissdo de doencas. Existem varios problemas de qualidade da agua que
afetam diversos paises. Destes, a contaminacdo da agua potavel por fontes
patogénicas continua a ser o mais importante, bem como a contaminacédo pela
atividade industrial e agricola. Atualmente, mais de 1 bilhdo de pessoas no mundo
ndo tém agua suficiente para suprir as suas demandas domésticas, que segundo a
Organizacdo Mundial da Saude é de 200 litros/dia. Estima-se que em 30 anos
havera 5,5 bilhdes de pessoas vivendo em &areas com moderada ou elevada
escassez de agua.

Alguns eventos agravam o0 cenario, tanto da oferta como da demanda de
agua doce no mundo, tais como o crescimento demogréafico associado a padrdes de
consumo nao sustentaveis. Estima-se que o crescimento populacional aumentou
trés vezes no decorrer do século XX, passando de 2 para 6 bilhBes de habitantes.
Nesse mesmo periodo, a demanda de agua aumentou sete vezes, isto €, passou de

580 km®/ano para aproximadamente 4.000 km®ano. Esses dados tornam-se
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relevantes na medida em que é previsto que a populacdo mundial estabilize-se, por
volta do ano 2050, entre 10 e 12 bilhGes de habitantes, 0 que representa um
aumento de cerca de 5 bilhdes na populacdo atual. Outro fator que agrava o cenario
da utilizacdo das aguas no mundo é a gestao ineficiente dos recursos hidricos em
basicamente todas as atividades antrépicas, tais como agricultura, industria e
sistemas de abastecimento publico, onde o desperdicio de agua, pode ser superior a

60%, como em algumas regides brasileiras (BARROS, 2008).

3.2 Farmacos

Até o século XIX a maioria dos farmacos eram naturais com estrutura quimica
e natureza desconhecidas. No inicio do século XX foram introduzidos os primeiros
barbitaricos, os derivados arsenicais e a insulina. Nos anos 30 surgiram a sulfamida, a
fenitoina e a peditina. Nos anos 40 foram descobertas a penicilina, a estreptomicina, a
clortetraciclina e o clorafenicol. Apos 1940, houve a introducdo macica de novos
farmacos que abririam possibilidades de cura até entdo inalcancaveis, sobretudo no
campo das enfermidades infecciosas. Nos anos 50 surgiram entre outros a isotiazida
e a procainamida ( ROZENFELD, 1988).

Atualmente, a maioria dos farmacos existentes sdo de origem sintética e
representam uma significativa parcela do mercado farmacéutico, estimado em 390
bilhdes de dblares em 2000. Até 1991, aproximadamente 866 farmacos eram usados
na terapéutica, dos quais 680 (79%) eram de origem sintética. Os restantes 186,
correspondiam a produtos de origem natural ou semi-sintética (MENEGATTI, 2001).

Farmacos sdo moléculas complexas, com diferentes propriedades fisicas e

biologicas e com diversas funcionalidades. S&o definidos como substancias
responsaveis pela fisiologia ou acdo farmacoldgica, utilizadas no diagnostico e cura,
tratamento ou prevencao de doencas, podendo afetar a estrutura ou funcao do corpo
do homem ou de animais. Eles podem ser usados com a finalidade de: fornecer
elementos carentes ao organismo, como vitaminas, sais minerais e hormdonios;
prevenir doenca ou infeccdo; combater infeccdes; bloqueio temporario de uma
funcdo normal; corrigir uma funcéo desregulada; desintoxicar o organismo e atuar
como agentes auxiliares de diagnéstico. Os farmacos séo desenvolvidos e utilizados
pelas suas atividades biologicas especificas e sua classificacdo se da de acordo
com sua finalidade, por exemplo: antibidticos, analgésicos, antineoplasicos,
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antiinflamatérias, anti-histaminicos, contraste de raios X, etc (KUMMERER 2004;
KHETAN et. al 2007; SUCHARA, 2007 ).

3.2.1 Producao e uso de farmacos

A industria farmacéutica em varios paises da Europa desenvolveu-se a partir
da segunda guerra mundial, sobretudo nos Estados Unidos. A industria farmacéutica
passou a utilizar os recursos da quimica sintética para aumentar o arsenal
terapéutico.

A industria farmacéutica mundial é composta por mais de 10 mil empresas.
Os EUA séo, ao mesmo tempo, o maior produtor e consumidor desse mercado. As
maiores multinacionais exportadoras estdo sediadas na Suica, Alemanha, Gra-
Bretanha e Suécia. A Bélgica, Dinamarca e Irlanda também apresentam superavits
em suas balangas comerciais de medicamentos. Por outro lado, paises do Leste
Europeu, Coréia, Australia, Italia, Finlandia, Noruega e Japdo sdo substanciais
importadores (CALIXTO, 2008).

No Brasil, a industria farmacéutica teve sua expansdo a partir dos anos 40.
Antes dos anos 1930 o grau de desenvolvimento até entdo alcancado pela industria
farmacéutica brasileira era semelhante ao de outros paises latino-americanos
(LOPEZ, 1988).

Ao fim da Segunda Guerra Mundial, empresas subsidiarias de industrias
estrangeiras se instalaram no Brasil, movidas pela necessidade de novos mercados.
Assim, a industria farmacéutica brasileira, em sua etapa de maior desenvolvimento,
€ dominada pelos estrangeiros.

Existem hoje no Brasil cerca de 541 industrias farmacéuticas cadastradas. O
Brasil € o primeiro colocado mundial em nimero de farmécias - cerca de 50 mil lojas
— 0 que corresponde a 3,34 lojas para cada 10 mil habitantes, ocupando a nona
colocacdo no ranking dos maiores consumidores de medicamentos do mundo e
movimenta cerca de US$ 5 bilhdes por ano. O Brasil pertence a um dos maiores
consumidores de farmacos do mundo, juntamente com Estados Unidos, Franca e
Alemanha (STUMPF et al.,, 1999; Grupo Pré-Genéricos, 2001a; Grupo Pro-
Genéricos, 2001b).
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3.2.2 Farmacos: Contaminante Ambiental Emergente

Ha alguns anos a contaminacdo das aguas abrangia apenas duas formas de
contaminagcdo: a microbiologica e os dejetos industriais. Atualmente as nacdes
industrializadas se deparam com outro tipo de poluicdo — a contaminacdo das aguas
com produtos farmacéuticos, cosméticos e de higiene pessoal que sdo chamados de
contaminantes emergentes (ONESIOS et al, 2009).

Esses contaminantes estdo presentes no meio ambiente por um longo tempo,
mas a sua importancia e presenca somente agora esta sendo elucidada. O interesse
crescente na determinacdo desses contaminantes ocorre pelo fato de que eles néao
estdo inseridos em legislacdes que regulamentam a qualidade da &gua e, portanto,
podem ser candidatos para futuras legislacdes, dependendo das pesquisas sobre
sua toxicidade e efeitos potenciais ao meio ambiente e a saude humana
(SUCHARA, 2007).

A poluicdo das aguas pelos farmacos estd sendo reconhecida como uma
preocupacdo ambiental, pois a poluicdo por eles provocada € um fendmeno
complexo. O consumo de medicamentos é substancial. Na Unido Européia (UE)
estima-se que cerca de 3000 substancias diferentes sdo usadas como ingredientes
farmacéuticos, incluindo analgésicos, antibiéticos, antidiabéticos, bloqueadores,
anticoncepcionais, reguladoras de lipidios, antidepressivos e drogas da impoténcia,
compreendendo uma grande extensdo de moléculas de varios grupos terapéuticos
com diferentes propriedades fisico-quimicas, estruturas quimicas, agcdo ambiental e
muitas vezes de natureza persistente (RICHARDSON, 2007 ; SUCHARA, 2007).

Na maioria dos paises desenvolvidos, a producado e utilizacdo de farmacos
estd aumentando anualmente. E interessante notar que o consumo das drogas
usadas as vezes é tdo alto como a dos pesticidas e outros compostos organicos
(KOT-WASIK et al, 2007).

A grande preocupacdo ambiental ndo € necessariamente o volume de
producdo de um farmaco, mas sua persisténcia no ambiente e atividade biolégica
como, por exemplo, alta toxicidade e alto potencial para efeitos em funcdes
biolégicas como a reproducdo. A Tabela 1 apresenta os farmacos emergentes mais
contaminantes, sendo 0s mais encontrados e 0sS que causam maior preocupacao ao

ambiente.

23



Tabela 1- FArmacos emergentes mais contaminantes
Classes terapéuticas Exemplos

Antibioticos de uso humano

e veterinario

- b-lactamicos

- macrolideos
Sulamidas
Tetraciclinas
Analgésicos e anti-
inflamatadrios
Lipidicos reguladores
Psicofarmacos

B-bloqueadores

Contraste raio-X
Anti-depressivos

Hormonios

amoxicilina, ampicilina, benzilpenicilina
eritromicina, azitromicina, tilosina
sulfametazina, sulfadiazina, sulfaguanidina
oxitetraciclina, tetraciclina

codeina, ibuprofeno, acetaminofeno,
diclofenaco, fenoprofeno

bezafibrato, acido clofibrico, acido fenofibrico
diazepam

metoprolol, propranolol, timolol, solatol,
atenolol

lopromida, iopamidol, diatrizoate
fluoxetina

pilula contraceptiva,estrona, estriol,

dietilestilbestrol

FONTE: KHETAN et. al, 2007; PAVLOVIC’ et.al, 2007.

Cabe destacar que o impacto da sua presenca em aguas ainda é um

problema pouco conhecido e os dados existentes sobre a sua biodegradacéo,

toxicidade e destino no meio ambiente s&o insuficientes (HALLING-SORENSEN et

al, 1998).

A toxicidade aguda ndo é a maior preocupacdo, mas durante longos periodos

de tempo, a entrada continua de farmacos na agua de superficie, mesmo em niveis

baixos pode causar mudancas nos organismos. Além disso, a mistura de produtos

farmacéuticos também poderia ter ainda mais impacto negativo sobre a fauna e a
flora aquaticas (VARGA et al, 2011).
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3.2.3 Ocorréncia de residuos de farmacos no meio ambiente

A investigacao da presenca de produtos farmacéuticos no ambiente aquatico
€ recente. Dados preliminares foram publicados por Azarnoff et al em 1977 nos
Estados Unidos e por Bowron et al em 1985 na Inglaterra (ZUCCATO et al, 2006).

Apesar de haver pouca informacao disponivel sobre seu destino no ambiente
e seus efeitos toxicos para a fauna e a flora, aquética e terrestre, 0s riscos
potenciais associados a sua liberacdo vém se tornando alvo de grande preocupac¢éo
nos dias atuais.

Apoés a administracdo, os farmacos sao absorvidos, distribuidos, parcialmente
metabolizado e, finalmente, excretados na forma original ou como metabdlitos nas
fezes ou dissolvidos na urina. Esse processo ocorre tanto em humanos quanto em
animais nos quais sdo utilizados farmacos veterinarios. Outras formas de
contaminacgdo pelos farmacos séo através dos residuos da industria farmacéutica,
da aquicultura, da eliminacdo de medicamentos néo utilizados ou vencidos e de
hospitais (TAMBOSI et al, 2010; KOT-WASIK et al, 2007).

Os farmacos nao sao degradados nas estacoes de tratamento de esgoto (ETE)
e sao lancados nos corpos d’agua resultando na contaminacdo de rios, lagos,
estuarios e raramente em aguas subterrdneas. O lodo gerado no processo € lancado
em campos agricolas e podem causar contaminacdo do solo, aguas superficiais e
percolacdo para agua subterranea. O mesmo pode ocorrer com substancias de uso
veterinario. Além disto, os farmacos veterinarios podem entrar nos sistemas aquaticos
através da aplicacdo de adubo em campos e, subsequente, livixiamento e também
por aplicacéo direta na aquicultura (DAUGHTON et.al, 1999)
As possiveis rotas nos compartimentos do ambiente aquatico séo

apresentadas na Figura 1.
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Figura 1- Possiveis rotas de contaminagao por farmacos no ambiente.
FONTE: adaptado de BILA et. al, 2003

A presenca dos farmacos tem sido pesquisada em diversas matrizes entre elas:
efluentes e afluentes de estacdo de tratamento de esgoto e 4gua de superficie em
diferentes paises do mundo, como: Japdo, Irlanda, Escdcia Inglaterra, Espanha,
Slovenia, Poldnia. Sendo encontrado em menor nimero dados sobre a contaminacao
em agua potavel, dgua do mar, estuarios e sedimento de rios. A Tabela 2 apresenta
um resumo de uma selecdo de trabalhos publicados na literatura envolvendo a

ocorréncia de residuos de farmacos no meio ambiente nos ultimos cincos anos. Os

farmacos em negrito e sublinhado foram determinados nesse trabalho.

Tabela 2 - Trabalhos publicados na literatura envolvendo a ocorréncia de residuos de

farmacos no meio ambiente nos Ultimos cinco anos.




de Sotalol. clondrato de proponolol.

W

Mendazol,p:pampmne, cinanzina,
cetoconazol, miconazol, rabeprazol,
mcml.

Paracetamol, timetopnm,
sulfametoxazol. propranolol,
Exitromicina, Dextropropoxifeno,
Tamoxifeno, Lofepramina,
diclofenaco, acido mefenamico,
T Fannn aridn Clafihnicn

| Nao foram detectados |
Nio foram detectados
Nio foram detectados

0,186-1,327

TT

0,612-0,143
domperidona e afluente - efluent

soil pollution

Analgésicos e antiinflamatonios
(diclofenaco. ibuprofeno), reguladores
delipidios (Gemfibrozil, Pravastatina)
psicotropicos (uoxetina.
carbamazepina), Antiulcerosos
(Lansoprazol), histamina (Ranitidina,
Loratadina), antibioticos
(sulfametoxazol, timetopnm), f —
bloqmdom(nmdd.ho nolol)

0,003-0.25
0,01-599
0,005 -26,09

Agua superficial
Efluente agua
residual
afluente de aguas
residuais

Gros, Talanta
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Embora a preocupacdo mundial em determinar a presenca de farmacos no
meio ambiente seja motivo de trabalhos cientificos, no Brasil ainda existem poucos
dados publicados sobre a ocorréncia dessas substancias em amostras ambientais.

Em 1997, Stumpf et al desenvolveram um metddo buscando verificar residuos
de reguladores de lipideos, antiinflamatorios e metabdlitos. Algumas dessas drogas
foram detectadas a concentracdo média de residuos presentes em efluentes de ETE
foi de 0,1 — 1 yg L™ e em amostras de agua de rio a concentragdo encontrada foi em
média de 0,02 - 0,04 ug L™ no estado do Rio de Janeiro.

Em outro estudo desenvolvido no ano de 1997, Ternes et al determinaram
estrogénios naturais e contraceptivos sintéticos na ETE da Penha/RJ e os
estrogénios 173-estradiol e estrona foram determinados nas concentragdes de 0,021
e 0,040 ug L™, respectivamente.

No ano de 2008, Suchara et al desenvolveram um método para detectar o0s
seguintes farmacos: ibuprofeno, fenoprofeno, diclofenaco, diazepam e loratadina no
residuo de efluente de esgoto do Estado de Santa Catarina, mas nenhum desses
compostos foi detectados.

Em outro estudo também relacionado ao Brasil, realizado por Sodré et al em
2010, os compostos: estigmasterol, colesterol, bisfenol A, cafeina, estrona e 17p3-
estradiol foram determinados em amostras de agua potavel na cidade de Campinas
no Estado de S&o Paulo. O composto bisfenol foi encontrado na concentragéo de 0,16
ug L™ e a cafeina na concentracao de 0,22 pg L™. Esse mesmo grupo no ano de
2010, determinou os antibidticos amoxicilina, ampicilina, cefalexina, ciprofloxacina,
norfloxacina, sulfametoxazol, tetraciclina e trimetoprim em amostras de &gua
superficial. Foram detectadas as seguintes concentracdes: 0,00045; 0,0089; 0,133;
0,119; 0,051; 0,106; 0,011e 0,484 ug L™ , respectivamente.

3.2.4 Legislacao e risco

As técnicas analiticas se tornam mais sensiveis e mais amplamente
implantadas, e um numero crescente de farmacos humanos e veterinarios estao
sendo detectados em diversas amostras ambientais em todo mundo. No entanto, a
presenca de farmacos no meio ambiente representa riscos ainda pouco conhecidos
e ndo existem normas para regulamentar a sua presenca (ANKLEY et al, 2007).
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Nos Estados Unidos os produtos farmacéuticos no ambiente sao
regulamentados pela Agéncia dos Estados Unidos para a Administracdo de
Alimentos e Drogas (USFDA). Esse regulamento obriga as induUstrias a
apresentarem um estudo ambiental para o registro de novos farmacos como um
pedido de autorizacdo para a introducdo no mercado (HALLING-SORENSEN et al,
1999). A agéncia de protecdo ambiental (USEPA, do inglés U.S. Environmental
Protection Agency) ndo tem uma regulacéo nacional de agua potavel para Farmacos
e Produtos de Higiene Pessoal como Poluentes (PPCPs, do inglés Pharmaceuticals
and Personal Care Products as Pollutants). A USEPA acredita que ndo ha
informacdes suficientes para justificar a regulamentacdo de PPCPs em agua potavel
até o momento (KOT-WASIK et. al, 2007).

Na Europa normas redigidas para avaliagdo do risco ambiental estéo
disponiveis jA ha alguns anos e em 2005 normas mais recentes foram
disponibilizadas. Segundo a Agéncia Européia para Produtos Medicinais (EMEA), se
o valor de concentracdo ambiental predito encontrado for abaixo de 0,01 pug L™ o
risco para o ambiente pelo produto medicinal € considerado improvavel. Acima de
0,01 pg L™, a andlise bruta do efeito ambiental deve ser executada (SUCHARA,
2007).

A diretriz (81/852/EEC) do conselho da Unido Européia estabelece para a
seguranca do meio ambiente que a concentracdo de farmacos veterinarios ndo deve
exceder 10 pg Kg* no solo e 0,1 ug L™* em aguas subterraneas (ARIESE et. al,
2001).

No Brasil, a Portaria n°® 518, de 25 de marco de 2004, que estabelece os
procedimentos e responsabilidades relativas ao controle e vigilancia da qualidade da
agua para consumo humano e o seu padréo de potabilidade, inclui as concentracdes
maximas de algumas substancias organicas em aguas para abastecimento humano,

entretanto esta portaria ndo contempla os residuos de PPCPs (BRASIL, 2004).

3.2.5 Principais caracteristicas dos farmacos estudados

Os farmacos utilizados para esse trabalho sdo amplamente consumidos pela

populacdo e pertencem a classe dos Beta-bloqueadores (atenolol), agentes
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antiinflamatoérios nao-esterodides (diclofenaco de sodio), estimulantes (cafeina),

antibioticos (sulfametoxazol) e antidepressivos (fluoxetina).

3.2.5.1 Atenolol

v" Nome Quimico (IUPAC): (4 — [2 — hidroxi — 3 — [(1 — metiletil) amino] propoxi]
— benzenoacetamida)®

Classe: B-bloqueador®
Férmula Molecular: Ci4H2,N,03°
NGmero no Chemical Abstracts Service (CAS): 29122-68-72

Massa Molar: 266,34 g/ mol°

NN NN

Log Kow: 0,16°
v pKa: 9,6°

a) http://www.chemindustry.com/chemicals/056748.htm| acessado em dezembro de 2010.

b) Gros, M. et al. Development of a multi-residue analytical methodology based on liquid
chromatography—-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) for screening and trace level determination

of pharmaceuticals in surface and wastewaters. Talanta, V. 70, p. 678—690, 2006.

O farmaco atenolol foi descoberto em 1958, e pertence a categoria dos beta-
bloqueadores ou também chamados beta-adrenérgico, sendo um bloqueador
seletivo de receptores 31 — adrenérgicos. Ele é muito hidrofilico e parece penetrar no
Sistema Nervoso Central (SNC) apenas em grau limitado. Essa categoria tem
recebido uma enorme atencdo clinica, devido a sua eficacia no tratamento da
hipertensdo, da cardiopatia isquémica, da insuficiéncia cardiaca congestiva e de
certas arritmias (GOODMAN E GILMAM, 2010). Atualmente o atenolol é
comercializado com o nome comercial de atenol nas dosagens de 25 mg, 50 mg e
100 mg, estando no 34° lugar no ranking dos medicamentos mais comercializado no
mundo (WEICH, 2007).
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Os beta-blogueadores constituem um grupo que trouxe grande contribuicdo a
terapéutica cardiovascular, principalmente no tratamento da cardiopatia isquémica e
da hipertensdo arterial. Introduzidos ha cerca de uma década em tratamentos
cardiovasculares, esses produtos tém sido extensivamente estudados e langados no
mercado. Entre eles incluem-se o propranolol, o practolol, o oxprenolol, o sotalol, o
pindolol, o timolol, o acebutolol, o alprenolol, 0 metoprolol e o atenolol. A pesquisa
experimental com esses farmacos comecou em 1906 com Sir Henry Dale (SILVA,
2010).

3.2.5.2 Diclofenaco de sédio

Cl
N
H
Cl Hzc\c __OH
I
v' Nome Quimico (IUPAC): (2 - [2 - (2,6-diclorofenil)] acido aminofenilico

etandico) ?

Classe: antiinflamatorio

Férmula Molecular: C14H1:Cl.NO,

NGmero no Chemical Abstracts Service (CAS): 15307-86-5%
Massa Molar: 296,16 g/ mol”

Log Kow: 4,51°

N N N N R

pKa: 4,14°

a) http://www.chemindustry.com/chemicals/056748.htm| acessado em dezembro de 2010.
b) Gros, M. et al. Development of a multi-residue analytical methodology based on liquid
chromatography—tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) for screening and trace level determination

of pharmaceuticals in surface and wastewaters. Talanta, V. 70, p. 678—690, 2006

O diclofenaco é um antiinflamatério ndo esterdide desenvolvido na década de
60 e lancado no mercado inicialmente no Japéo, em 1974 com o nome comercial de

Voltaren®. Esta entre os agentes farmacoldgicos mais utilizados, tanto na forma
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prescrita como nao prescrita, tendo acdo de um potente analgésico, antipirético e
antiinflamatorio. Também é o farmaco mais frequentemente detectado no ciclo da
agua na Europa (SUN et al, 2008).

Os principais agentes antiinflamatérios sdo representados pelos
glicocorticéides e pelos Antiinflamatorios N&o-Esteroides (AINEs). Os Agentes
Antiinflamatérios Nao- Esteréide estdo entre os mais amplamente utilizados de todos
0S agentes terapéuticos e atualmente existem mais de 50 AINEs diferentes no
mercado (RANG et al, 2007).

Os AINEs podem ser divididos em 12 grupos de compostos, sendo 0os mais
utilizados os salicilatos (AAS), derivados do p-aminofenol (paracetamol), derivados
propidnicos (ibuprofeno, naproxeno, fenoprofeno), derivados do &cido fenilacético
(diclofenaco), derivados de oxicans (piroxicam), entre outros (SUCHARA, 2007).

HBC\N Q N/cH3
T
|

CH3

3.2.5.3 Cafeina

Nome Quimico (IUPAC): 3,7 dihidro-1, 3,7 trimetil-1H-purina-2,6 diona®
Classe: alcaléides®

Formula Molecular: CgH1oN4O5%

Numero no Chemical Abstracts Service (CAS): 58-08-2

Massa Molar: 194,19 g/ mol®

Log Kow: 0,017

N N N N U NN

pKa: 10,0?

a) http://www.chemindustry.com/chemicals/056748.htm| acessado em dezembro de 2010.
A cafeina (1, 3,7-trimetilxantina), pertence ao grupo das subtancias quimicas
chamadas metil-xantinas. E um suave estimulante do sistema nervoso e a droga

psicoativa mais utilizada em todo mundo. Esta presente em refrigerantes, café, cha,
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cacau, chocolate e varios farmacos vendidos com e sem prescricdo. Contudo,
grandes bebedores de café podem desenvolver o chamado “cafeinismo” e
experimentar crises de abstinéncia a sua retirada brusca (SILVA, 2010; GOODMAN
e GILMAN, 2010).

Experiéncias tém demonstrado que doses de 300 mg (1,5 xicaras de café
forte) levam a um o6timo rendimento fisico e intelectual, enquanto doses acima de
600 mg podem causar sinais perceptiveis de confusdo mental e indugéo de erros em
tarefas intelectuais. Em doses elevadas, observa-se agitacdo nervosismo, sensacao
de angustia e até delirio tipo anfetaminico. (SILVA, 2010).

A média de consumo global era de 70 mg por pessoa por dia em 1991, mas
estima-se que o uso tenha aumentado consideravelmente nos ultimos anos, tendo
propor¢Oes diferentes entre os diversos paises. A cafeina esta incluida na lista da
USEPA dos compostos quimicos produzidos em maior volume no mundo.

A presenca deste composto no ambiente, principalmente nas aguas naturais
€, sobretudo de origem antropica. Estudos tém mostrado que uma certa
porcentagem de cafeina, entre 3 e 10 %, ndo € absorvida pelo organismo e é
excretada na urina (CHEN et al, 2002 ; Raimundo, 2007).

3.2.5.4 Sulfametoxazol

o N—C

I | -
S Vi
oh
H,N

v" Nome Quimico (IUPAC): 4-amino-N-(5-metil-3-isoxazolil)
benzenossulfonamida?®
v" Classe: antibiotico

v" Férmula Molecular: C19H11N303S?

v" Numero no Chemical Abstracts Service (CAS): 723-46-6
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v Massa Molar: 253,27g/mol?
v Log Kow: 0,892
v pKa: 1,85 - 5,60°

a) http://www.chemindustry.com/chemicals/056748.htm| acessado em dezembro de 2010.

Sulfametoxazol € um antibidtico que pertence ao grupo das sulfonamidas,
foram os primeiros agentes quimioterapicos eficazes a serem utilizados por via
sistematica na prevencdo e na cura de infeccbes bacterianas no homem. O termo
sulfonamidas, ou simplesmente sulfas, €& comumente empregado como
denominacdo genérica dos derivados da para-aminobenzenossulfonamidas
(GOODMAN e GILMAN, 2010; SILVA, 2010).

Antibiéticos sédo definidos como compostos polares, ndo volateis, hidrofilicos,
semi-sintéticos e sintéticos, com atividade antimicrobial, que podem ser aplicados
parenteralmente, oralmente ou topicamente. O sulfametoxazol pode ser eliminado
guase exclusivamente pela urina, numa proporcao de 10 a 30%, inalterado.

A liberacdo de antibidticos em compartimentos aquéticos pode acarretar
contaminacdo de aguas em geral (agua de superficie, subterranea, nao tratada ou
tratada para consumo humano), potencializando resisténcia das bactérias a
antibiéticos, bem como, gerar efeitos negativos em bactérias importantes para os
ecossistemas (morte ou inibicdo) (BRENNER, 2009).

Na década de 1930, Domangk foi o primeiro a demonstrar que um agente
guimioterapico era capaz de influenciar a evolucdo de uma infec¢cdo bacteriana. A
droga usada foi o prontosil, um corante que demonstrou ser uma pro-droga inativa in
vitro, que precisava ser metabolizada in vivo para produzir o produto ativo — a
sulfanilamida. Deste entdo, numerosas sulfonamidas foram desenvolvidas (RANG et
al, 2007).

Com o advento da penicilina e de outros antibioticos, e em virtude do
surgimento da resisténcia as sulfonamidas, estas passaram a ocupar menor
destaque entre o0s agentes antibacterianos, possuindo atualmente reduzida
aplicacdo clinica. Com a introdugdo da trimetoprima, em meados da década de
1970, associada ao sulfametoxazol, houve consideravel ampliagdo no uso das
sulfanamidas (GOODMAN e GILMAN, 2010).
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3.2.5.5 Fluoxetina

(o] N
/©/ \CH3
F3;C

3

v" Nome Quimico (IUPAC): N-metil-3-fenil-3-[4[-(trifluorometil) fenoxi] propan-1-

amina®
v’ Classe: antidepressivo®
v Férmula Molecular: C17H1gFsNO P
v Numero no Chemical Abstracts Service (CAS): 54910-89-32
v' Massa Molar: 309,33 g/mol”
v Log Kow: 3,82°
v pKa: 8,7°

a) http://www.drugbank.ca/drugs/DB00472 acessado em dezembro de 2010.

b) Gros, M. et al.Development of a multi-residue analytical methodology based on liquid
chromatography—tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) for screening and trace level
determination of pharmaceuticals in surface and wastewaters. Talanta, V. 70, p. 678-690,
2006

A fluoxetina, pertencente aos inibidores da recaptacdo da serotonina e é
usada no tratamento da depressdo, da bulimia nervosa, transtorno disférico pré-
menstrual, sindrome do panico e estresse pos-traumatico. Esse farmaco foi
introduzido no mercado na década de 1980. Na verdade, fluoxetina € um inibidor
seletivo da recaptacdo da serotonina e ndo da captacdo de noradrenalina, com
pouca afinidade para os receptores muscarinicos, histaminicos, a serotonina, ou
receptores noradrenérgicos (SABBIONI et al, 2004).

A disponibilidade e a utilizacdo dos farmacos que tém eficacia demonstrada
nos transtornos psiquiatricos vém aumentando desde o final dos anos 1950, ao
ponto que 10 a 15% das prescricOes emitidas nos Estados Unidos da America (EUA)
referem-se a farmacos desenvolvidos para alterar processos mentais (GOODMAN e
GILMAN, 2010).

Os antidepressivos sdo uma classe de farmacos utilizados no tratamento da

depressao ou qualquer outro problema mental. Estes sdo classificados em triciclicos,
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por exemplo, imipramina e amitriptilina, inibidores seletivos da captacdo de 5-HT,
como por exemplo fluoxetina, paroxetina e os atipicos, por exemplo, maprotilina e
bupropiona (RANG et al, 2007).

3.3 Analise de farmacos

Nos ultimos anos numerosos estudos tém demonstrado a ocorréncia de
farmacos em sistemas aquaticos. Eles tém sido detectados em baixas
concentracfes ( na faixa de ng L™ a yg L") associados a matrizes complexas como
efluentes e afluente de esgoto, e em agua de superficie, exigindo uma grande
demanda de trabalho analitico para determinacdo eficiente desses compostos
(WILLE et al, 2010). Assim, tem sido um desafio desenvolver e validar métodos
analiticos que possam determinar, em baixas concentracdes, os farmacos em
matrizes ambientais complexas (JsRGENSEN et al, 2000).

Progressos rapidos no desenvolvimento de métodos analiticos para analise
de farmacos tém sido facilitados pela existéncia de consideravel pericia na andlise
de residuos de pesticidas. As estratégias usadas com sucesso ha rotina da andlise
de tracos de pesticidas podem ser rapidamente aplicadas para residuos de farmacos
(BUCHBERGER et al, 2007).

Entdo, a determinacdo de farmacos compreende basicamente as etapas de
extracdo e pré-concentracdo do analito, eliminacdo de interferentes, separacao,

deteccao e quantificacdo dos analitos.

3.3.1 Técnicas de extracao e pré-concentracdo de farmacos em agua

A etapa de preparo da amostra € um dos passos mais importantes na analise
de compostos organicos em matrizes ambientais. Ela desempenha um papel
fundamental, pois pode influenciar os resultados analiticos de diversas maneiras, por
exemplo, devido as perdas dos analitos, contaminacdo ou impurezas interferindo no
processo de extracdo (KOSTOPOULOU et al, 2008).

Consequentemente, ha a necessidade de métodos analiticos confiaveis, que

permitam a determinacéo sensivel e seletiva dessas substancias, pelo fato de muitos
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desses contaminantes estarem presentes no meio ambiente em nivel de tracos,
exigindo o uso de técnicas que possibilitem pré-concentrar os analitos da matriz para
adequacao ao sistema de deteccao. Vérias técnicas de preparo de amostra j4 estdo
disponiveis para a determinacdo de diferentes classes de farmacos em amostras de
adguas (KOSTOPOULOQOU et al, 2008; SUCHARA,2008 ).

As técnicas mais comumente utilizadas séo: extracdo em fase sélida (SPE)
[Wille, 2010; Nodler, 2010; Varga, 2010], microextracdo em fase sélida (SPME)
[Garcia, 2009; Saito, 2010] e a microextracdo dispersiva liquido-liquido (DLLME)
(GUO et al ,2009; MONTES et al, 2009; XIE et al, 2009; Xiong et al, 2009; Yazdi et
al, 2008).

As técnicas de preparacdo de amostras tém sido automatizadas para
possibilitar a eliminagcdo de erro humano de manipulagédo, diminuir o tempo de
assisténcia do analista durante a andlise, evitar o risco de contato com substancias
prejudiciais a saude e aumentar significativamente a velocidade analitica
(SUCHARA,2008).

3.3.2 Extracdo em fase solida

Em meados da década de 1970, foi introduzida a denominada extracdo em fase
sélida SPE (do inglés, Solid Phase Extracion).

A SPE é uma técnica de separacao liquido-solido, baseada nos mecanismos
de separacdo da cromatografia liquida de baixa pressdo, também conhecida como
cromatografia liquida classica. A SPE emprega sorventes recheados em cartuchos
nas formas de discos ou seringa. A eluicdo da amostra ocorre por gravidade ou
pressédo com o auxilio de uma seringa ou bomba a vacuo (LANCAS, 2009).

Um cartucho tipico é formado por um tubo de polipropileno contendo cerca de
50 a 500 mg de sorvente com 40-60 um de tamanho de particula, fixado no tubo
através de dois filtros, estes sdo constituidos de politetrafluoretiieno (PTFE
conhecido comercialmente como teflon) ou fibras de vidro, flexiveis, embebidas ou
impregnadas com a fase estacionaria (QUEIROZ, 2001). Uma representacao

esquematica do sistema SPE esta apresentado na Figura 2.
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Figura 2 - Dispositivo basico de SPE
Fonte:Lancas,2009

A SPE é uma das técnicas de extracdo mais empregadas no preparo de
amostras e suas inumeras aplicacfes somente sdo possiveis devido a diversidade e
versatilidade dos materiais contidos nos dispositivos de extragdo, permitindo
diferentes modos de operagao e mecanismos de separacao (HENNION, 1999).

Na andlise de amostras ambientais a extracdo em fase solida (SPE) é a
técnica atualmente mais utilizada na extracdo e pré-concentracdo de residuos de
farmacos, pesticidas organoclorados, organofosforados e nitrogenados, clorofendis,
ftalatos, sulfonatos aromaticos, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, entre outros
analitos (MAGNER et al, 2010; WEIGEL et al, 2001).

Devido a necesidade de se extrair compostos mais polares a extragdo em
fase solida tornou-se um dos métodos da Environmental Protection Agency (EPA)
para andlise de compostos organicos em agua, em alternativa ao método de
extracdo liquido-liquido (LLE), na qual necessitava de volume de solvente organico
de aproximadamente 500 mL contra apenas 10 mL na SPE . A Figura 3 mostra a
sequéncia das etapas extracdo liquido-liquido e extracdo em fase soélida para a

analise de micropoluentes em agua.
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Figura 3 Sequéncia de etapas na extragao liquido-liquido e na extracdo em fase sélida
Fonte: Lancas, 2009.

A SPE é facilmente automatizada, permitindo extrair dezenas de amostras
simultaneamente, o que n&o ocorre com a extracao liquido — liquido. A extracdo em
fase soélida além de apresentar melhores recuperacdes, o tempo gasto de extracao é
menor, requer menor consumo de reagentes e permite uma maior seletividade que a
extracao liquido-liquido (HENNION, 1999; LANCAS, 2009).

Os diferentes modos de operacdo na SPE podem ser classificados em: (a)
concentracdo ou enriquecimento do analito, onde o objetivo principal é passar
através do cartucho, um grande volume de amostra a fim de aprisionar somente o
analito; (b) isolamento do analito (clean-up), o objetivo principal ndo é o de
concentrar a amostra, mas, sim, isolar o analito de interesse dos interferentes da
matriz; (c) isolamento da matriz, onde a qual intencdo é reter os interferentes da
matriz e ndo o analito e (d) estocagem da amostra, é bastante empregada para a
analise de amostras que se encontram em local distante do laboratorio analitico e
muito usada para evitar o transporte de grandes volumes de amostras (LANCAS,

2009).
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As etapas envolvidas na SPE sdo mostradas na Figura 4 e podem ter
pequenas variacoes dependendo do modo de operacdo, mas basicamente sao

divididas em quatro (Lancas, 2009):

— — = ’—) ~Er P —

Condicionamento Adigdo da Amostra Lavagem  Eluigbo

@ Contaminante 2 Composfos de interesse

Figura 4 - Principais etapas empregadas na SPE visando o isolamento de um
composto (ou classe de compostos)

v" Condicionamento do cartucho: serve para ativar o material existente dentro do
cartucho, o solvente a ser empregado dependera, principalmente, do material
a ser ativado. Um dos fatores mais importantes € nao deixar o material dentro
do cartucho secar, ou seja, ndo deixar que todo o solvente seja eliminado. A
secagem do material podera criar varios problemas, dentre os quais, a
formacao de caminhos preferenciais.

v' Adicédo da amostra: dependendo do volume de amostra (mL até L) pode ser
feita com pipeta, micropipeta ou seringa. A transferéncia da amostra para o
cartucho deve ser quantitativa e lenta para ter resultados reprodutiveis.

v" Limpeza da Coluna: lavagem com solvente para retirar os interferentes, mas
gue nédo possua forca para retirar o analito.

v Eluicado do analito: ideal eluir com pequeno volume de eluente.

Os mecanismos de separacdo usados na SPE sdo os mesmos da
cromatografia liquida: adsorcdo, particdo (fase normal e reversa), troca idnica e

excluséo por tamanho.
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Na adsorcéo os adsorventes mais usados, sao a silica, a alumina e o silicato
de magnésio - florisil®. A silica € utilizada para propdsitos gerais, enquanto florisil® é
muito empregada em analise de pesticidas, no entanto este € o mais polar e assim
podera provocar adsorcao irreversivel do analito de interesse em sua superficie. A
silica gel possui uma superficie ligeiramente acida que permite a retencdo de
compostos basicos, enquanto que a superficie basica da alumina é apropriada para
a adsorcao de compostos de carater 4cido.

O mecanismo da particdo empregada na SPE surgiu para evitar problemas
de adsorcao irreversivel que ocorria na utilizacdo de adsorventes polares em analise
de compostos altamente polares. Quase todas as fases que empregam particdo na
SPE séo preparadas a partir da silica utilizada em processos de adsorcdo, onde
geralmente a silica reage com um derivado clorado do grupo siloxano, ligando o
grupo alquilico (R) do reagente a estrutura basica da silica. Na particdo este
mecanismo pode ocorrer de duas formas: fase reversa e fase normal. Na fase
reversa, o sorvente € menos polar que o solvente de eluicdo; e na fase normal, o
solvente € menos polar que o sorvente.

A troca ibnica é geralmente empregada para o isolamento de analitos de
carater acido ou basico presentes em solucdes aguosas. Os compostos basicos séao
usualmente retidos por intermédio de uma fase sdlida, consistindo de um trocador
forte de cations (SCX) do tipo SO3 aprisionado a estrutura basica da silica, enquanto
0s compostos acidos sao retidos por trocadores fortes de anions (SAX) do tipo
N+(CH3)s. Dessa forma ocorrerd uma forte atracdo entre o analito e o trocador de
ions de carga oposta. Os principais fatores que influenciam a separacédo por troca
ibnica sdo: pH, seletividade do contra-ion, forca ibnica, solvente e fluxo.

A exclusdo por tamanho tem sido utilizada para eliminar compostos
indesejaveis da amostra por intermédio de um mecanismo fisico de separacéo,
similar a uma filtracdo. A fase sélida é formada por um polimero (formado de
unidades de glicose e epicloridirina), cujo tamanho de poros € bem controlado, de
forma a permitir a entrada de moléculas pequenas do analito e excluir as maiores
indesejaveis.

Os adsorventes sdo os responsaveis pela retencdo na SPE. Materiais como
silica gel, alumina, silicato de magnésio (Florisil), carvdo ativado, polimeros
(estireno-divinil benzeno como XAD-2 e PRP-1) e fases baseadas em silica

guimicamente ligadas, sdo amplamente empregadas em SPE(LANCAS, 2009).
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Estudos visando desenvolver fases de SPE com aplicacbes mais especificas
constantemente sdo desenvolvidos. Um exemplo sdo as fases poliméricas, as quais
possuem maior capacidade do que as de silica e a seletividade € usualmente
superior aquelas obtidas com as fases derivadas da silica gel. Sorventes para SPE
baseados em polimeros sao tipicamente compostos de ligacdes altamente cruzadas
de poliestireno-divinilbenzeno (PSDVB ou SDB). Assim como a silica, a polaridade
da superficie de SDB pode ser modificada pela adicdo de véarios grupos funcionais.
Os sorventes poliméricos sdo recomendados para substéncias de meédia a alta
polaridade, onde eles podem apresentar recuperacdo maior que sorventes de
alquilsilica de FR ou extracao liquido-liquido.

Os sorventes de poliestireno-divinilbenzeno séo sélidos rigidos microporosos
ou apresentam uma mistura de microporos ou mesoporos, em contraste com silica o
sorvente polimérico é estavel numa faixa de pH de 1 — 13, é bastante usado como
material de fase reversa e o0 mecanismo de separacdo que ocorre € o de adsorcao
dos analitos por meio de forcas de Van Der Waals, que permite uma dessorc¢éao facil
(SUCHARA,2008; FARIA, 2004).

Wille e colaboradores em 2010 testaram a eficiéncia de diferentes
adsorventes OASIS HLB, Strata-X, Chromabond HR-X, Bakerbond Speedisk para
determinacao de farmacos em agua dor mar. O adsorvente Chromabond HR-X foi
escolhido pois obteve recuperacdes maiores que 70%.

Em outro estudo comparativo Lacey e colaboradores em 2008 testaram 0s
adsorventes Strata-X, Supelco C8, Supelco C18, Oasis HLB, Varian Focus,
LiChrolut-EN para determinacao de 20 farmacos em agua agua residual e efluentes
de tratamento de esgoto. O adsorvente escolhido foi o Strata — X.

Hilton e colaboradores em 2003 utilizaram diferentes tipos de sorventes para
analise de 13 farmacos (sulfametoxazol, trimetroprim, eritromicina, paracetamol,
ibuprofeno, &cido clofibrico, diclofenaco, propranolol, entre outros) em efluentes de
tratamento de esgoto e agua de superficie. Os autores avaliaram as colunas Isolute
ENV, lIsolute C18, Isolute C8, Oasis HLB e Oasis MCX, Varian Bond Elut e
Phenomenex Strata X. O cartucho Strata X foi obteve recuperacbes maiores que
60% e foi considerada como sendo a melhor fase extratora para a maioria dos
compostos analisados.

Alguns trabalhos utilizando sorvente C18 para determinacdo de farmacos em

diferentes matrizes aquosas podem ser encontrados na literatura. Stumpf e
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colaboradores em 1999 utilizaram cartuchos C18 para determinacao de residuos de
farmacos polares (AAS; diclofenaco, acido clofibrico, ibuprofeno, indometacina, entre
outros) em esgoto e agua natural.

Bendzs colaboradores em 2005 investigaram a ocorréncia e a persisténcia de
farmacos acidos de diferentes classes terapéuticas (antiinflamatorios, reguladores
de lipideos, drogas antiepilépticas, antibidticos e B-bloqueadores) em amostras

ambientais também através do uso de sorvente C18.

3.4 Cromatografia Liquida acoplada a espectrometria de massas

A cromatografia € um meétodo fisico-quimico de separacdo dos componentes de
uma mistura, realizada através da distribuicdo desses componentes em duas fases,
gue estdo em contato intimo. Uma das fases permanece estacionaria enquanto a
outra se move através dela. E uma das principais técnicas utilizadas na andlise de
compostos ndo volateis e/ou termicamente instaveis (COLLINS et al, 2006;
CHIARADIA et al, 2008).

A cromatografia pode ser combinada a diferentes sistemas de deteccéo,
tratando-se de uma das técnicas analiticas mais utilizadas e de melhor desempenho.
O acoplamento de um cromatdégrafo com o espectrémetro de massas combina as
vantagens da cromatografia (alta seletividade e eficiéncia de separacdo) com as
vantagens da espectrometria de massas (obtencdo de informacéo estrutural, massa
molar e aumento adicional da seletividade) (CHIARADIA et al, 2008).

O espectrometro de massas €é um instrumento sofisticado constituido
basicamente de trés partes: fonte de ionizacdo, muitas vezes denominada interface,
analisador de massas e detector de ions com aquisigdo/processamento de dados.
Apés a injegcdo da amostra no MS, ocorre a producdo de ions pela fonte de
ionizagao (COLLINS et al.,, 2006). As fontes de ionizagdo mais empregadas, que
produzem ionizacdo em pressdo atmosférica, sdo: lonizagdo por Electrospray (ESI);
lonizagdo Quimica a Pressdo Atmosférica (APCI) e Fotoionizacdo a Presséo
Atmosférica (APPI) (LANCAS, 2009).
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Dentre as fontes de ionizacdo desenvolvidas, as mais empregadas sao as que
produzem ionizacdo em pressao atmosfeérica (API, do inglés Atmospheric Pressure
lonization). Estas fontes s@o a lonizacdo Quimica a Pressdo Atmosférica (APCI, do
inglés Atmospheric Pressure Chemical lonization) e a lonizagcdo por Electrospray
(ESI, do inglés Electrospray lonization) (COLLINS et al.,, 2006; CHIARADIA et al,
2008)

Na ESI, o liquido no qual o analito de interesse se encontra dissolvido (na FM, no
caso do eluente da CLAE) passa através de um capilar, a pressdo atmosférica,
mantido sob alta voltagem. Na saida do capilar sdo formadas pequenas gotas
altamente carregadas (“spray”) que séo dessolvatadas ao se deslocarem em sentido
contrario ao posicionamento de um eletrodo em uma regido de pressao atmosférica.
A dessolvatacéo € assistida por um fluxo continuo de gas seco (geralmente N;) na
regido do “spray”. A medida que ocorre a dessolvatacdo, uma série de explosdes
passa entdo a ocorrer até que sdo produzidos ions do analito a partir destas gotas,
0s quais sdo transferidos para o interior do espectrémetro de massas por uma série
de dispositivos de focalizacdo. (Chiaradia et al, 2008)

Na APCI, o eluente da coluna cromatografica passa através de um nebulizador
pneumatico no qual gotas sdo geradas e dessolvatadas. O “spray” formado passa
por uma regido aquecida na qual o vapor € seco, formando espécies neutras que
passam através de uma corona de descarga. Um campo suficiente para gerar
ionizacao é aplicado na corona. Como o solvente (proveniente da FM) encontra-se
em maior concentragao no “spray” que o analito, este é ionizado preferencialmente e
passam a ocorrer reacdes entre estes ions em fase gasosa e as moléculas neutras
do analito, o que da origem aos ions do analito (Chiaradia et al, 2008). A Figura 5

ilustra a fonte APCI.
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Figura 5 - Interface do tipo APCI para LC-MS. Adaptado de: University of

Bristol, www.bris.ac.uk/nerclsmsf/techniques/hplcms.html.

ApOs a ionizagéo, os ions s@o analisados pelo analisador de massas de acordo
com sua razdo massa/carga. Para algumas misturas complexas € necessario o
acoplamento de dois ou mais analisadores de massas em conjunto, em uma técnica
conhecida como espectrometria de massas tandem. Os espectrometros de massas
tandem séo do tipo de triplo quadrupolo. No sistema de triplo quadrupolo, o primeiro
guadrupolo age como um filtro de massas selecionando o ion de interesse. Esse
fon € entdo fragmentado por colisdio com um gas inerte em uma célula de
colisdo (segundo quadrupolo). O terceiro quadrupolo analisa os fragmentos
produzidos (VEKEY, 2001; SKOOG, 2009).

3.4.1 Efeito de Matriz em LC- APCI-MS/MS

O efeito matriz (EM) ocorre quando constituintes interferentes da amostra co-
eluem com o composto de interesse alterando a eficiéncia de ionizagdo suprimindo
ou enriguecendo o sinal dos mesmos (TAYLOR, 2005; GOSETTI, 2010). O
mecanismo exato do EM ¢é desconhecido, mas provavelmente se origina a partir da
competicdo entre uma substancia e o co-eluente componente da matriz néo
monitorado (RODRIGUES, 2010)

O LC/MS é altamente seletivo no método de monitoramento de ions
selecionado no modo de monitoramento de reacdes multiplas. Apenas o sinal de

interesse € registrado, deixando de fora a informagé&o sobre a ocorréncia de todos os
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outros compostos. Isto significa que o0s outros constituintes da amostra nao
interferem nos resultados. No entanto, os outros compostos, embora invisiveis no
sinal de LC/MS podem, e muitas vezes interferem na andlise. A interferéncia da
matriz representa uma desvantagem em praticamente todas as técnicas
instrumentais e infelizmente também na cromatografia liquida por deteccédo pela
espectrometria de massas (KRUVE et al, 2008; GOSETTI et al, 2010).

Além dos interferentes da matriz o processo de extracdo pode trazer para o
extrato interferentes devido a materiais como residuos de polimeros e ftalatos
liberados a partir dos tubos plastico utilizados na extracdo em fase solida (SPE) ou
em colunas do LC. Os reagentes adicionados a fase movel para melhorar a formato
do pico cromatografico e auxiliar no processo de ionizacdo dos compostos, como
sais, tampdes e acidos organicos também podem ser responsaveis pelo EM.

Comportamentos diferentes séo relatados na literatura quando se utiliza
diferentes fontes de ionizacdo como ESI e APCI, ja que estas sao diferentes formas
de ionizacdo dos analitos. Muitos autores observaram supressao do sinal tanto nas
fontes ESI e APCI e a maioria deles considerou que o efeito € menor em APCI. Um
aumento de sinal em APCI foi observada, principalmente na presenca de alta

porcentagem de modificador organico na fase mével. (GOSETTI et al, 2010)

Existem dois métodos comuns para avaliar o efeito de matriz: o0 método de
infusdo poés-coluna, definido por Bonfiglio e colaboradores, e o de fortificacdo pds-
extragdo, proposto por Matuszewski e colaboradores. O método de infusdo poés-
coluna fornece uma avaliacdo qualitativa do efeito matriz, pela identificacao
cromatografica das regibes mais susceptiveis de sofrer o efeito. O método
fortificacdo poOs-extracdo avalia quantitativamente o efeito matriz através da
comparacao da resposta do analito adicionado ao extrato branco da matriz e a
resposta do padrdo preparado em um determinado solvente ou na fase movel
(VARGAS et al, 2010).

Para minimizar a influéncia dos componentes da matriz na quantificagédo no
LC-MS séo utilizadas estratégias como a limpeza dos extratos, o método do padréo
interno deuterado e a curva analitica preparada pela dissolucdo dos padrdes em
extratos branco da matriz (PRESTES, 2007, GOSETTI et al, 2010).

As primeiras publicacbes sobre a determinacdo de farmacos em agua néo

cogitavam que pudesse existir efeito de matriz nessa amostra, mas atualmente
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varios artigos estudam efeito matriz em aguas, tanto em agua superficial a qual pode
conter interferentes como acidos humicos e falvicos e também em agua da torneira
no qual os sais contidos ou mesmo o0s produtos utilizados para purificar a agua
podem ser interferentes na anélise.

Numa investigacdo sobre EM Conley e colaboradores, 2008, determinaram 13
farmacos em agua superficial por LC-ESI-MS/MS. Os autores observaram que todos
os analitos foram suprimidos pelo sinal.

Grujic e colaboradores, 2009 investigaram o EM para determinacdo de
farmacos por LC-ion-trap- MS/MS em aguas superficiais e subterraneas. Os autores
utilizaram a comparacdo da curva no extrato e a curva no solvente para avaliar o
efeito matriz. Para a maioria dos analitos, o sinal ndo foi afetado pelos constituintes
da matriz, no entanto, para cefalexina e dipirona, houve significativa supresséo do

sinal.

3.4.2 Validacdo de métodos cromatogréaficos

Para garantir que um novo método analitico gere informagBes confiaveis e
interpretaveis sobre a amostra, ele deve ser submetido a uma avaliacdo denominada
validacdo. Visando diminuir ou controlar os fatores que levam a imprecisdo ou
inexatiddo de um dado gerado (RIBANI et al, 2004; LANCAS 2004).

Segundo Ribani e colaboradores 2004, a validagdo de um método é um
processo continuo que comeca no planejamento da estratégia analitica e continua
ao longo de todo o seu desenvolvimento e transferéncia, sendo que um processo de
validacdo bem definido e documentado oferece as agéncias reguladoras evidéncias
objetivas de que os métodos e o0s sistemas sao adequados para o uso desejado.

Varios trabalhos na literatura descrevem os parametros que devem ser
avaliados na validacdo de métodos e, geralmente ha uma concordancia que estes
parametros analiticos devem incluir: curva analitica, linearidade, exatiddo, precisao,

limites de deteccao e de quantificacéo.

3.4.3 Curva analitica e linearidade

A curva analitica corresponde ao modelo matematico que estabelece uma
relacdo entre a resposta instrumental (area/altura da banda cromatogréafica) e a
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concentracdo do analito. E necessario elaborar uma curva de calibracdo para cada
analito que se deseja determinar e para cada corrida analitica. Esta relacdo
matematica geralmente é chamada curva analitica (CASSIANO et al., 2009).

As diretrizes da ICH e da ANVISA especificam um minimo de cinco niveis de
concentracdo, juntamente com certos minimos de variacdo especificados. O Grupo
de Analistas de Residuos de Pesticidas (GARP) também sugere cinco
concentracbes que devem ser injetadas em ordem crescente de concentracdo, no
minimo trés vezes cada, com estimativa do desvio padrao relativo (RSD) entre as
injecdes inferior a 5 % (Rodrigues, 2010)

A estimativa dos coeficientes de uma curva analitica a partir de um conjunto
de medicdes experimentais pode ser efetuada usando o método mateméatico
conhecido como regressao linear (Equacéo 1) (LANCAS 2004)

y=ax+b (2)

Onde:

y = resposta medida (altura ou area do pico);

X = concentracgao;

a = inclinacao da curva analitica = sensibilidade;
b = intersecédo com o eixo y.

A linearidade de um método pode ser observada pelo grafico dos resultados
em funcdo da concentracdo do analito ou entdo calculados a partir da equacéo da
regressao linear, determinada pelo método dos minimos quadrados. O coeficiente
de correlacéo linear (r) é frequentemente usado para indicar o quanto pode ser
considerada adequada a reta como modelo matematico. A ANVISA recomenda um
coeficiente de correlagdo igual a 0,99 e o INMETRO um valor acima de 0,90
(RIBANI, 2004).

3.4.4 Limite de quantificacdo e limite de deteccao
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Os termos limite de quantificacdo (LOQ) e limite de deteccdo (LOD) sao
utilizados para demonstrar a habilidade do método em quantificar/detectar baixas
concentragfes de um analito. O LOD é definido como a menor concentragdo de um
analito que o método € capaz de diferenciar confiavelmente do ruido. O LOQ refere-
se a menor concentracdo do analito que pode ser determinada com um nivel
aceitavel de preciséo e exatidao. (RIBANI et al., 2004; CASSIANO et al., 2009).

Ambos, LOD e O LOQ, podem ser estimados através do método visual, do
método relacdo sinal/ruido e método baseado em paradmetros da curva analitica. A
razao sinal/ruido com valor 3 e 10 € geralmente considerada aceitavel para estimar
o limite de deteccéo e quantificacéo, respectivamente. O método relacédo sinal/ruido
€ 0 mais utilizado para técnicas analiticas em geral, sendo que pode ser aplicado
apenas para procedimentos analiticos que apresentam o sinal do ruido da linha de
base (RIBANI et al., 2004; LANCAS, 2004).

3.4.5 Exatidao

Representa o0 grau de concordancia entre os resultados individuais
encontrados em um determinado ensaio e um valor de referéncia aceito como
verdadeiro. E importante observar que um valor exato ou verdadeiro é o valor obtido
por uma medicdo perfeita e este valor é indeterminado por natureza (RIBANI et al,
2004).

Os guias do FDA e da ANVISA preconizam que a precisao e a exatidao
devem ser investigadas pela analise de, no minimo, 3 controles de qualidades (CQ)
analisados em 5 replicatas de preparo de amostras, com niveis de concentracdes
baixa (CQB), média (CQM) e alta (CQA) em relacao ao intervalo de concentracéo da
curva de calibracdo (CASSIANO et al, 2009)

Os intervalos aceitaveis de recuperacdo para analise 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
precisao de até + 15%. Pelo fato de outros componentes da matriz poderem interferir
na separacao, deteccdo ou na quantificacdo da substancia, efeitos dos componentes
da matriz devem ser investigados durante a avaliacdo da exatiddo do método
(RIBANI et al., 2004; SANCO, 2009).
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3.4.6 Precisao

A precisdo de um meétodo analitico € a medida dos erros aleatérios e
representa a proximidade dos resultados obtidos a partir de medidas independentes
de amostragens mdltiplas de uma amostra homogénea. Este € um importante
pardmetro que possibilita decidir se 0 método analitico é confiavel ou ndo para o
objetivo da andlise. A precisdo é expressa pelo desvio padrdo relativo, sendo
aceitaveis valores menores ou iguais a 20% para analise de residuos. A precisao
deve ser avaliada de trés maneiras: através da repetibilidade (precisao intra-dia);
precisdo intermediaria (precisdo inter-dias) e reprodutibilidade (precisédo inter-
laboratorial) (CASSIANO et al, 2009; RIBANI et al, 2004).

4. MATERIAIS E METODOS

O desenvolvimento experimental consistiu na validacdo de um método para
determinar residuos de farmacos em aguas superficiais e de abastecimento publico
empregando a SPE para extracdo e pré-concentracdo das amostras. E LC-APCI-

MS/MS para a determinacédo dos compostos.

O estudo foi desenvolvido no Laboratério de Analise de Compostos Organicos e
Metais (LACOM), da Escola de Quimica e Alimentos (EQA), na Universidade Federal
do Rio Grande (FURG).

4.1 Compostos escolhidos para este estudo

Para este estudo foram selecionados cinco farmacos (antiinflamatério, -
bloqueador, alcaldide, antibiético, antidepressivo) que foram: diclofenaco de sodio,
atenolol, cafeina, sulfametoxazol e fluoxetina. A escolha dos farmacos baseou-se
em uma pesquisa feita nas maiores redes de farmacia do municipio de Rio Grande-
RS sendo este os farmacos mais prescritos. Estes farmacos fazem parte da Relagéo

Nacional de Medicamentos Essenciais (RENAME).
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4.2 Instrumentacao

Balanca Analitica de precisdo modelo FA 2104N, Bioprecisa;
Bomba de vacuo Tecnal TE-058 (Piracicaba, SP, Brasil);

Micropipetadores automaticos com capacidade variavel (100 — 1000 pL)
(Labmate, Polbnia; Digipet);

Sistema de filtragdo em membrana Phenomenex;

Sistema de Purificacdo de agua Milli-Q Direct-Q UV3® Millipore (Millipore,
Bedford, MA, USA);

Sistema manifold para SPE Phenomenex (Torrance, CA, USA) para a pré-
concentracdo simultanea de até 12 amostras;

Ultra-som Quimis® modelo Q335D (Diadema, SP, Brasil);

pHmetro modelo pH21 Hanna — eletrodo de vidro combinado com BNC (Sé&o
Paulo, Brasil);

Cromatografo a liquido Alliance Separations modelo 2695 Waters (Milford,
MA, USA) equipado com amostrador automatico, bomba quaternéria, sistema
de desgaseificacdo, Detector MS, Micromass® Quatro Micro™ API Waters,
com fonte API, utilizando o modo de ionizac&do quimica a pressao atmosférica
(APCI), sistema de aquisicdo de dados através do software Masslynx 4.0
Waters e coluna analitica XTerra® MS C18 3,5 pm 144 A (50 x 3 mm d.i.)
(Waters, Milford, MA, USA);

Sistema gerador de nitrogénio Peak Scientifics (Instruments, Escocia).

4.3 Reagentes, solventes, sorventes e materiais

Agua ultrapura, purificada em sistema Direct-Q UV3® Millipore (resistividade
18,2 MQ cm);

Metanol e acetonitrila, grau HPLC (J.T Baker, Mallinckrodt, NJ, USA);

Gas argbnio analitico 5.0 usado como gas de colisdo no sistema LC-APCI-
MS/MS (White Martins, Brasil);

Gas Nitrogénio 99,99% de pureza (White Martins, Brasil);

Cartuchos para SPE Strata® X, Strata ' SDB-L(Phenomenex, EUA),
AccuBond II ODS-C18 (agilent technologies, EU), Chromabond C18 eC

(Macherey-Nagel, Alemanha);

Detergente Extran® neutro (Merck, Brasil);
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Membrana filtrante de nylon 0,45 um de diametro de poro e 47 mm de
diametro (Millipore, SP, Brasil) utilizadas para filtragdo da fase movel,

o Membrana filtrante de acetato de celulose 0,45 pum de diametro de poro,
Sartorius (Biolab products, Goettingen, Alemanha) utilizadas para filtracdo das

amostras de aguas;

o Frascos de vidro ambar, capacidade de 10 e 50 mL,;
o Frascos de vidro (vial), capacidade de 2,0 mL;

e Vidraria comum de rotina (baldes volumétricos, pipetas volumétricas,
béquer, etc...).

e Acido férmico p.a. 98 - 100% (Merck, Brasil);

4.4 Preparo das solucdes analiticas

As solucbes analiticas estoque, contendo 1000 mg L™ de cada farmaco
(diclofenaco, atenolol, fluoxetina, sulfametoxazol e cafeina) foram preparadas em
metanol grau HPLC, efetuando-se o célculo para determinar a quantidade de cada
padrdo solido puro a ser pesado considerando o grau de pureza. As solucbes
analiticas estoques foram preparadas em baldo volumétrico calibrado, logo apés
foram condicionadas em frascos ambar (tampa contendo batoque de PTFE) e
armazenadas a temperatura de -18 °C em freezer.

A partir das solucbes estoque foram preparadas solucdes trabalho de
concentracdes de 100 e 10 mg L™ de cada composto em metanol.

Foi preparada uma solucéo trabalho na concentracdo de 10 mg L™, contendo

a mistura dos seguintes compostos (diclofenaco, atenolol, fluoxetina, sulfametoxazol e

cafeina). Diluicbes desta solucao trabalho, preparadas diariamente, foram utilizadas

para a otimizacao e validacao do método por LC-APCI-MS/MS.
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4.5 Otimizacédo do sistema SPE para pré-concentracdo das amostras

O sistema manifold € composto por uma caixa de vacuo com espaco para
trabalhar, simultaneamente, com 12 cartuchos para SPE (Figura 6). Esse sistema é
conveniente quando é necessario pré-concentrar um numero consideravel de
amostras. As amostras, colocadas em bal6es volumétricos de 250 mL foram
transferidas para cartuchos de SPE contendo 500 mg de fase estacionaria,
acomodados em tubos do tipo seringa com capacidade de 3 mL, com tamanho
médio das particulas de 33 pm, através de tubulagdes de politetrafluoretileno
(PTFE). A transferéncia ocorreu a uma vazdo de 3 mL min™ por succédo em funcéo

do vacuo aplicado ao sistema, controlado para cada cartucho através de valvulas.

Figura 6 - Sistema SPE para a pré-concentracdo das amostras.

4.5.1 Procedimento SPE para a extracao e pré-concentracdo dos compostos

As amostras apds serem coletadas na estacdo de tratamento de aguas nos
meses de outubro, novembro e dezembro foram filtradas em membrana 0,45 ym de
acetato de celulose. A seguir dividiu-se cada amostra de 1 L em 3 volumes de 250
mL, para serem permeadas através dos cartuchos em uma vazdo de 3 mL min™ até
a secagem total, o sorvente polimérico Strata-X com 500 mg do sorvente, tamanho
médio das particulas de 33 pm, tamanho médio dos poros de 85 A foram
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previamente condicionados com 6 mL de metanol e 6 mL de agua ultrapura. A etapa
posterior foi a eluicdo dos analitos com 4 mL de metanol e determinagcédo por LC-
APCI-MS/MS.

4.5.2 Escolha do adsorvente empregado

Os cartuchos SPE sdo comercializados em diferentes volumes. Estes
cartuchos sdo empacotados com diferentes tipos e quantidades de adsorventes. Na
escolha do sorvente deve-se levar em conta as informagdes a respeito dos analitos
de interesse, a natureza da matriz e das impurezas a serem eliminadas, o volume de
amostra a ser extraida e a massa do composto de interesse presente na amostra.

A pré-concentracdo dos analitos foi avaliada em 4 diferentes adsorventes
sendo eles:

% AccuBond Il ODS-C18, contendo 500 mg do sorvente, tamanho médio das

particulas de 48 ym e tamanho médio dos poros de 60 A, em tubos de 3 mL,

% Chromabond C18 eC, contendo 500 mg do sorvente, tamanho médio das

particulas de 45 pm e tamanho médio dos poros de 60 A, em tubos de 3 mL,

X/

% Strata'™ SDB-L, contendo 500 mg do sorvente, tamanho médio das particulas

de 100 ym, tamanho médio dos poros 260 A , em tubos de 3 mL,

X/

% Strata-X, contendo 500 mg do sorvente, tamanho médio das particulas de 33

um, tamanho médios dos poros 85 A, em tubos de 3 mL.

45.3 Volume da amostra

Na extracdo outro fator muito importante € o volume de amostra, devido ao fato
de que volumes maiores de amostra huma determinada massa de adsorvente pode
saturar os sitios ativos do cartucho ou os analitos podem n&o ser retidos pelo
adsorvente. Uma das formas de escolher o volume de amostra € através do volume
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de “breakthough”. Este é definido como sendo o volume maximo de amostra que
pode ser percolado por um tubo de extracdo sem que ocorram perdas do analito de
interesse.

Os volumes de amostras usados na pré-concentracdo foram escolhidos
baseados na revisdo da literatura e também dando importancia a quantidade de

adsorvente contida no cartucho.

45.4 Escolha do solvente de condicionamento

A escolha dos solventes de condicionamento foi definida na revisdao da
literatura e também dando importancia as propriedades dos analitos em estudo
sendo o solvente escolhido 6 mL de agua ultra-pura e 6 mL de metanol (Gros et al,
2007)

4.5.5 Escolha do solvente e do volume de elui¢do dos analitos

Para a eluicdo dos analitos foram testados diferentes solventes organicos:
acetonitrila, acetona e metanol, com um volume de 4 mL.
Depois da escolha do solvente testaram-se diferentes volumes de metanol
variando de 1, 2, 4, 6 e 8 mL.

4.5.6 Amostragem e conservacgao

As amostras de agua utilizada para os ensaios de recuperagdes no sistema SPE,
foram coletadas diariamente da torneira do laboratério (LACOM-FURG). ApéGs a
etapa de validacdo do método o procedimento foi aplicado nas amostras reais de
aguas (superficial e de abastecimento) durante os meses de outubro, novembro e
dezembro de 2010.

Area de estudo: As amostragens foram realizadas na Estacdo de Tratamento de

Agua da CORSAN no municipio de Rio Grande, durante trés meses (outubro,
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novembro e dezembro) (Figura 7). Coletou-se duas amostras distintas, uma de
superficie, direto no canal de entrada da agua para o tratamento, oriunda do Canal
Sao Goncgalo; e a outra apés a etapa de tratamento da agua, na saida para o

abastecimento a comunidade, como mostrado na Figura 8.

Brasil

Atlantico

@) (2) ®3)

Figura 8 - Locais de amostragem (1) coleta da d4gua de abastecimento publico, (2)
coleta da agua de superficie e (3) entrada da 4gua do Canal Sdo Gongalo na ETA

Procedimento experimental: Foi coletado 1 L de cada amostra de agua (de
superficie e de abastecimento publico) em frascos de vidro ambar, conforme a figura
9. Os frascos com as amostras foram acondicionados em caixas de isopor e
transportadas para o LACOM.

Em seguida as amostras foram filtradas em membranas de acetato de celulose
(0,45 ym de diametro de poro). As aliquotas filiradas de cada amostra foram
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submetidas ao procedimento de SPE, para a extracdo dos analitos. Os extratos
foram mantidos nos cartuchos, envoltos em papel aluminio, no freezer a -18 °C até

posterior determinagoes.

Figura 9 - Frascos ambar e sistema de filtracdo das amostras

4.6Validacao do método

O método desenvolvido por LC-APCI-MS/MS foi validado empregando figuras
analiticas de mérito como: limite de deteccdo, limite de quantificacdo, curva analitica,
linearidade, exatiddo (recuperacdo) e precisdo (repetitividade e precisao
intermediaria), parametros sugeridos para validacdo de métodos analiticos pelo
Instituto Nacional de Metrologia, Normalizagdo e Qualidade Industrial — INMETRO
(INMETRO, 2010). Também foi avaliado o efeito matriz, como sugerido pelo guia de
validacdo para andlise de residuos de pesticidas em alimentos da Comissao
Européia (SANCO, 2009).

4.6.1 Curva analitica e linearidade

A linearidade do instrumento foi avaliada pela construcdo das curvas
analiticas de 0,001 a 1 mg L da mistura dos analitos no solvente contendo 7
pontos. Todas as soluc¢des foram preparadas em metanol e cada solugéo injetada
em triplicata.

De acordo com as caracteristicas de cada composto e suas formas de ionizagéao,
as curvas analiticas responderam em diferentes faixas de concentracdo. Por isso,
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para construcdo das curvas analiticas foi preparada uma mistura da solucéo padrao
contendo os cincos analitos a partir do LOQ de cada composto conforme visto a
sequir:

e 50; 125; 250; 375; 500 pg L™ para cafeina e sulfametoxazol;

e 10; 25; 50; 75; 100 ug L™ para atenolol e fluoxetina;

e 100; 250; 500; 750; 1000 pg L™ para o diclofenaco.

Essas curvas citadas acima foram feitas para avaliar a linearidade do método e as
solugbes analiticas foram preparadas através de diluicdes da solugcdo padrao
trabalho com extrato branco da matriz, extraido por SPE e as mesmas curvas foram
feitas com diluicdes da solucéo padréo trabalho com metanol.

Cada solucdo foi injetada trés vezes e os dados de regressao linear foram obtidos
com auxilio do “software” (Masslynx 4.0 Waters) do equipamento. A partir destes
dados foi avaliado o coeficiente de correlacéo linear (r), obtendo assim a linearidade

do instrumento e do método.

4.6.2 Limites de deteccao e quantificacéo

O LOD do instrumento (LODi) e o LOQ do instrumento (LOQi) para cada
composto foi estimado a partir da relagcdo sinal/ruido pelo método visual,
considerando no minimo 3 e 10 vezes a razdo do sinal pela linha de base (ruido),
respectivamente. Os limites instrumentais foram obtidos através de padronizacéo
externa no solvente, pelo preparo de solugcbes analiticas de diferentes
concentragbes em metanol.

Os limites de detec¢do (LOD) e quantificacdo (LOQm) do método empregando
SPE foram obtidos pela divisdo do fator de pré-concentracdo do método que é 62,5
pelo limite de quantificagdo instrumental. O mesmo ocorreu com limite de detecgao.
Os limites do método na préatica foram observados quando o extrato branco da
matriz foi fortificado no nivel do limite de quantificacdo de cada composto e as

recuperacdes obtidas foram superiores a 70%

4.6.3 Recuperacao (Exatidao)

A exatiddo é calculada como a porcentagem de recuperacdo da quantidade

conhecida do analito adicionado a amostra. A recuperacdo pode ser estimada pela
58



analise de amostras fortificadas com quantidades conhecidas do analito, em pelo
menos trés niveis: baixo, médio e alto (ANVISA, 2003; INMETRO, 2010).

Portanto, para a quantificacdo dos compostos foi utilizada a area do padréo
diluido com o extrato branco da matriz. Os calculos foram feitos de acordo com a
equacao 2, onde é expressa em porcentagem de recuperacao.

R(%) = Clc—zx 100 (2)

Onde:
C, = concentracdo determinada apés a fortificacéo
C, = concentragcao determinada na amostra néo fortificada (branco)

C3 = concentracao esperada para o nivel de fortificacao

As amostras foram fortificadas com adicdo de pequenos volumes de uma
solucéo trabalho contendo a mistura dos farmacos em estudo em um volume de 1 L
de amostra para cada nivel de fortificacdo, sendo separadas 3 fracdes de 250 mL
para pré-concentrar por SPE a fim de obter os seguintes niveis de fortificacédo 1,6; 8;

16 pg L™.Cada nivel fortificado foi injetado no sistema cromatogréafico em triplicata.

4.6.4 Precisao

A precisdo é geralmente expressa em termos de repetitividade e precisédo
intermediéria, através da estimativa do desvio padréo relativo (RSD).

A repetitividade do instrumento, expressa em termos de desvio padréo relativo
(RSD%), foi estudada efetuando-se 3 injecdes das concentracdes (1,6; 8; 16 pgL™)
das solugbes analiticas no sistema LC-APCI-MS/MS. A repetitividade do método
analitico foi avaliada através da extracdo por SPE e determinagdo no LC-APCI-
MS/MS dos analitos. Cada um dos 3 niveis de fortificagdo foi extraido 3 vezes, e
cada um dos extratos foi injetado 3 vezes. A preciséo intermediaria foi avaliada com

nove determinacdes, assim como a repetibilidade, mas, em diferentes dias.
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O valor numérico para avaliar a precisdo, RSD%, foi calculado através da

equacao 2.

S
RSD (%) =
Xm

x100 (2)

Onde:
s = estimativa do desvio padrao absoluto;

Xm = média de uma série de medidas (replicatas).

4.6.5 Efeito de Matriz

A ocorréncia de efeito de matriz deve ser avaliada na validacdo do método. Para
isto, a calibracdo deve ser realizada através de curvas no extrato da matriz,
rotineiramente (SANCO, 2009).

Para avaliar o efeito matriz sobre os compostos estudados foi injetado no sistema
cromatografico uma curva analitica da mistura dos compostos em metanol, e outra
curva analitica preparado no extrato da matriz (extraido por SPE). O célculo do
efeito matriz (EM) foi realizado segundo Preste, (2008) e € apresentado na

Equacéo 3.

slope (X 1) — slope (X 2) <100
slope (X 2) (3)

EfeitoMatr iz% =

onde:

X1= inclinacdo da curva obtida pela injecao das solugcbes analiticas de cada
farmaco, preparadas no extrato obtido na SPE (matriz);

X2=inclinacdo da curva obtida pela injecdo das solucdes analiticas de cada
farmaco, preparadas em metanol (solvente);

Quando os valores encontrados para o efeito matriz estiverem entre -20 e +20%,
considera-se que o efeito matriz é baixo; se estiverem entre -50 e -20% ou entre +20
e +50% é considerado médio; e se os valores encontrados forem abaixo de -50% ou
acima de +50%, o efeito matriz é considerado alto (ECONOMOU, 2009).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Condi¢des cromatogréaficas otimizacdo no LC-APCI-MS/MS para
determinacgédo dos analitos

Para a otimizacdo da separacdo cromatografica dos compostos, foi preparada
uma mistura da solugdo padrdo dos analitos. Foi injetada a solucdo contendo a
mistura dos compostos na concentracdo de 1,0 mg L™, a fim de observar o tempo de
retencdo de cada analito. Os melhores resultados para obtencéo da separagéo para
os analitos estdo apresentados na Tabela 3, onde todos os analito eluiram em

tempo de retencdo menor que 6 minutos.

Tabela 3 : Condi¢cdes empregadas no sistema cromatogréfico

Parametros LC-APCI-MS/MS
Coluna analitica XTerra® MS C18 (50 x 3 mm, 3,5 um)
Fase movel Metanol:Agua 0,1% &cido férmico (70:30, v/v)
Vazéo 0,2 mL min*
Detector MS/MS
Volume de injecdo 2 JL

5.2 Separacdo cromatogréafica e acidez da fase movel

Definida a melhor proporcéo de fase movel MEOH:H,0 (70:30, v/v) no modo de
eluicdo isocratico ndo se obteve uma separacdao cromatografia adequada, porém,
esta separacdo inadequada nao alterou a sensibilidade, ja que se trata de um
espectrdbmetro de massas que separa 0s ions gerados através da sua relagédo
massa/carga (m/z). Conforme Demoliner, 2008 o detector de massas em tandem
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operando no modo MRM ¢ altamente seletivo para os analitos da mistura. Na Figura

10 é apresentado o cromatograma obtido no modo de ionizac&o positivo.

10052010 PADRAD 1 mi L1 MRM of 14 Channels AP+

TIC
1004 a.57ed

L

T T T T T T T T T T T T T T T Time

1.00 2100 300 400 500 5.00 7.00 .00 500 1000 | 1100 | 1200 1300

Figura 10 - Cromatograma obtido em LC-APCI-MS para os compostos em
estudo. Cromatograma no modo positivo.

Metanol e agua foram escolhidos como fases méveis para separacdo dos
farmacos.Conforme Kasprzyk-Hordern, 2008 em geral esses compostos sao
fracamente retidos em cromatografia de fase reversa no qual a fase estacionaria é
apolar e fase movel polar. Os valores de log Kow sdo baixos para maioria dos
compostos exceto para o diclofenaco que foi 0 composto que obteve uma maior
retencdo na coluna analitica uma vez que tem maior Log Kow. Para os demais
compostos houve pouca interacdo com a coluna cromatografica. Como pode ser
observado na Figura 10.

A acidificacdo da fase mdvel é necessaria para determinacdo dos compostos
gue possuem baixos valores de log Kow. O pH menor proporciona maior interacao
entre esses compostos e a fase estacionaria que é mais apolar, aumentando a
retencdo do composto. Além disso, a acidificacdo da fase mével também influencia
na eficiéncia da ionizacéo dos analitos (RODRIGUES, 2010).

Kasprzyk-Hordern, 2008 relata em seu estudo que aditivos ndo volateis (por
exemplo, tetraalquilaménio ou tampao fosfato), geralmente fornecem melhor
retencdo e posterior separacdo para farmacos, mas devido a uma possivel
deposicdo e contaminacdo da fonte APCI o uso de sais nao-volateis ndo é

recomendados. Por exemplo, o acido trifluoroacético por ser um acido carboxilico
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forte, pela influéncia dos trés atomos de fltor, pode formar pares idnicos fortes com
analitos que nédo podem ser fragmentados e como resultado eles impedem a

ilonizagao dos analitos.

Entédo neste trabalho foram testados &cido formico e acético, devido ao fato
de todos os analitos serem analisados no modo de ionizacdo positivo e o acido
férmico ajudar na ionizacdo no modo positivo, este foi escolhido. Isto se deve ao fato
de o acido férmico ter um pKa menor que do acido acético sendo um acido mais

forte e mais facilmente dissocia e libera H™.

5.3 Otimizacédo dos parametros para fragmentacdo dos compostos no MS

A fonte de ionizacéo a pressao atmosférica (API) foi empregada com interface
lonizacdo Quimica a Pressdo Atmosférica (APCI), devido ao fato da
indisponibilidade da fonte ESI em nosso laboratério. APClI € mais indicada e
normalmente mais aplicada para moléculas mediamente polares ou pouco polares,
permitindo uso de altas taxas de vazdo de solvente quando comparada com ESI
(SOUZA, 2008).

Na APCI os analitos neutros sao transferidos na fase gasosa pela
vaporizagdo do liguido em uma corrente de gas aquecido e a ionizagdo ocorre
através da ionizacdo quimica do analito em fase gasosa (Gosetti et al, 2010).

As melhores condi¢des para a fragmentacdo dos ions monitorados foram:
corrente da corona: 0,5 pA; voltagem do cone: 30 V; vazdo do gas de nebulizacao:
350 L h™*; vazdo do gas do cone: 150 L h™*; temperatura da fonte: 120 °C e

temperatura de dessolvatacao: 350 °C.

Todos o0s compostos apresentaram sensibilidade para ionizacédo e
fragmentacao pelo modo positivo, a molécula do composto € ionizada através da
adicdo de um préton de hidrogénio, dando origem ao ion molecular [M + H]" e
em alguns casos, pela adi¢cdo de sodio [M + 23] ou de um ion amdnio [M + 18]". A
adicdo de um proton ou de um ion amonio é resultado da fase movel, e a adigéo de
sédio é resultado de sodio na fase movel, no padrdo ou na amostra que esta sendo
analisada. A fragmentacdo de ions negativos € menos comum do que a
fragmentacao de ions positivos, pois ha menor possibilidade de remover um préton

do que de adicdo um préton (FERNANDEZ-ALBA, 2005; DEMOLINER, 2008).
63



A Tabela 4 demonstra as transicdes monitoradas no modo APCI (+)modo de

aquisicdo MRM (Monitoramento de Reacdes Mdltiplas), energia de colisédo, voltagem

do cone e tempo de retencdo dos compostos estudados.

Tabela 4 -

determinacdo dos farmacos no espectrémetro de massas

Resultado da otimizacdo das condicbes de fragmentacdo para

Energia de Voltagem
Farmacos MRM transicao (m/z) : 9 do cone tr (Min)
coliséo (eV)
V)
195, 1>110,0 Quantificacdo 60 25 1,57
Cafeina
195,1>136,0 Quialificacao 60 25
254,4>107,9 Quantificagéo 15 15
Sulfametoxazol 1,49
254,4>91,7 Qualificagéo 15 15
267,3>145,0 Quantificacdo 27
Atenolol 35 1,00
267,3>190,2  Qualificacdo 25
25
297,1>214,1  Quantificagéo 30 30
Diclofenaco 4,98
297,1>250,1  Qualificagéo 15 30
310,2>43,4  Quantificagédo 9,0 30
Fluoxetina 1,14
310,2>145,1 Qualificagcéo 10 20

Para cada composto foram selecionados dois fragmentos caracteristicos, como
apresentado na Tabela 4, vantagem fornecida por um analisador de massas em
série, tandem, LC-APCI-MS/MS. O fragmento mais intenso (mais estavel) foi
escolhido para quantificagdo do composto e o segundo fragmento mais intenso para

confirmacdo do mesmo. A Figura 11 ilustra os cromatogramas no modo MRM para a
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transicdo escolhida para a quantificacdo de cada composto no sistema LC-APCI-
MS/MS.

MRM of 14 Channels ES+
10 195 = 110
cafeina 4.4%e3

%
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Figura 11 - Cromatogramas no modo MRM da fragmentac&o monitorada para a
guantificagao.

5.4 Estudo da extracdo em fase sélida dos farmacos

5.4.1 Escolha do sorvente

A selecdo de um sorvente adequado para pré-concentracdo € uma condi¢ao

necessaria para o0 sucesso no preparo da amostra. Dentre os cincos farmacos

65



encontram-se espécies quimicas diferentes (acidos, bases e moléculas neutras) e
com polaridades bastante diferentes. (GRUJIC et al, 2010).

Para medir a eficiéncia de extracao dos farmacos foram utilizados quatro tipos
de sorventes: AccuBond Il ODS-C18, Chromabond C18 eC, Strata™ SDB-L e Strata-
X. Metanol foi utilizado como solvente de eluicdo com um volume de eluicdo de 4
mL. Como pode ser observado na figura 12 o sorvente Strata-X apresentou uma
maior recuperacao para todos os compostos, sendo escolhido como sorvente para

0S proximos testes.

B AccuBond Il ODS-C18 B Chromabond C18 eC Strata Th SDB-L M Strata-X

140 -

120 - I

100 -

(%)

80 A =

recuperacio

a0

40 A

20 A

cafeina sulfametoxazol atenolol diclofenaco fluoxetina

Figura 12 - Recuperagdes obtidas comparando diferentes sorventes. Barras de erros
representam valores de RSD(%).

Foi testado o desempenho de dois sorventes apolares de diferentes
marcas comerciais (C18) e dois sorventes poliméricos. Os sorventes poliméricos sao
recomendados para substancias de média a alta polaridade, quando podem
apresentar recuperacao maior que sorventes de silica alquilada de fase reversa ou
extracdo liquido-liquido. Assim para extracdo de analitos de alta polaridade,
sorventes polimeéricos freqientemente sao superiores a sorventes de silica alquilada
(C18) [SUCHARA, 2007]. Tanto o cartucho Strata-X quanto Strata™ SDB-L, ambos

com sorvente polimérico proporcionaram recuperagfes entre (70 — 120%). Mas o
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Strata-X proporcionou maiores recuperacdes sendo este o sorvente escolhido.
Trabalhos realizados por Hilton e colaboradores, 2003 e Mutavdgzi¢é e
colaboradores, 2010 comparam o sorvente Strata-X e Strata™ SDB-L com outros
sorventes comerciais entre eles C18 e C8 para retencdo de farmacos em amostras
de agua. Nesses estudos o sorvente Stata-X foi selecionado obtendo recuperacoes
superiores a 80% para os farmacos investigados.

O cartucho Strata-X com sorvente polimérico tem uma superficie modificada
com estireno e com um grupo pirrolidona, cujos mecanismos sdo retencao
hidrofobicas, ligacbes de hidrogénio e aromaticos. Este sorvente é utilizado para
extracdo de fase reversa de compostos acidos, basicos, e neutros. Em varios
artigos, o cartucho Strata-X com sorvente polimérico tem sido comparado com
outros sorventes disponiveis no mercado para a retengdo de compostos polares e
nao polares em amostras de agua, e € indicado como melhor sorvente para extracao
em fase solida de analitos com diferentes propriedades fisico-quimicas (BABIC et al,
2010).

Os sorventes apolares (C18) tiveram o0 mesmo comportamento para todos 0s
compostos, com excecdo a fluoxetina a qual ndo apresentou recuperacdes
guantitativas. Os compostos cafeina e diclofenaco que tiveram recuperacdes
superiores a 70%, no caso do composto diclofenaco se deve ao fato de ele ser um
compostos apolar devido ao seu alto Log Kow. Togola e colaboradores, 2007
determinaram farmacos dentre eles a cafeina em agua por SPE e utilizaram um
adsorvente C18 e um polimérico, com o sorvente C18 obtiveram uma recuperacao

maior que 70%, e com o polimérico menor que 60%.

5.4.2 Escolha do solvente de eluicao

7

A escolha do solvente de eluicio é um parametro importante e esta
diretamente relacionada com a polaridade do analito e o sorvente usado na SPE.
Assim foram avaliados os solventes: acetonitrila, acetona e metanol utilizando 4 mL
de cada solvente a extragdo com sorvente Strata-X.
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Figura 13 - recuperagdes obtidas comparando diferentes solventes de elui¢cdo. Barras
de erros representam valores de RSD(%).

De acordo com a Figura 13, foi observado uma maior eficiéncia na extragao
guando utilizado o solvente metanol, isto se deve ao fato de o metanol ser o solvente
mais polar. Entdo foi escolhido para eluicdo quando se avalia o processo SPE. Entre
0s solventes mais utilizados para a eluicdo de farmacos estdo o acetato de etila,
metanol e o acetato de etila:acetona (50:50) [SUCHARA, 2007].

Segundo Gracia-Lor e colaboradores, 2010 o metanol parece ser o solvente
mais eficiente para a eluicdo de contaminantes polares a partir de diferentes

cartuchos de SPE, no seu trabalho também foi escolhido como solvente de eluic&o.

5.4.3 Volume do solvente de eluicao

Para a avaliacdo do volume do solvente de eluicdo do analito foram avaliados
5 volumes de solvente: 1, 2, 4, 6 e 8 mL, ultlizando o condicionamento do
adsorvente Strata-X com 6 mL de metanol e 6 mL de agua ultrapura e a introducéo

de 250 mL de amostra e eluicdo com metanol.
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Figura 14 - Recuperacdes obtidas comparando diferentes volumes de solvente de
eluicdo. Barras de erros representam valores de RSD(%).

E observado na Figura 14 que o volume de 4 mL apresentou uma melhor
recuperacdo para todos os 5 farmacos estudados e este foi definido como o volume

a ser utilizado.

5.4.4 Efeito de matriz empregando SPE e determinagao por LC-APCI-MS/MS

Na técnica SPE e determinacdo por LC-APCI-MS/ MS foi verificada a influéncia
da matriz da agua superficial e de abastecimento na determinacéo dos compostos.

O efeito de matriz do método desenvolvido por LC-APCI-MS/MS foi avaliado
através da comparacao das inclinacdes das curvas dos padrdes no solvente e dos
padrées no extrato da matriz.

Como pode ser observado na Figura 15, somente fluoxetina e atenolol apresentaram
efeito de matriz negativo, ou seja, supressdo de sinal. Os demais compostos

obtiveram um efeito de matriz insignificante.
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Figura 15 - Percentual de efeito matriz (EM) para a técnica empregando SPE e LC-
APCI-MS/ MS para determinac¢éo de farmacos em agua.

De acordo com Economou et al, 2009 o composto que teve um forte efeito de matriz
foi a fluoxetina com a supresséo de -60%, enquanto o atenolol obteve um efeito de

matriz considerado médio.

55 Validacdo do método

5.5.1 Curva analitica e linearidade

Os resultados obtidos para linearidade através da calibragdo externa e
superposicdo na matriz indicaram boa linearidade em toda a faixa estudada e a
Tabela 5 apresenta os parametros cromatograficos obtidos do instrumento e do

método.
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Tabela 5 - Resultados obtidos para calibragdo dos farmacos, empregando SPE no

sistema LC-APCI-MS/MS

Farmaco Curva analitica no solvente Curva analitica no extrato Curva analitica no extrato
(metanol) (dgua de abastecimento) (dgua de superficie)
r r r
cafeina y = 1,3x10°x — 2,4x10° y=1,0x10°%+6,1x10* y=1,4x10°x+6,2x 10"
0,999 0,998 0,990
fluoxetina y=51x10"x-48x10° y=20x10"x-3,6x10* y=22x10"x-5,0x10*
0,995 0,997 0,995
diclofenaco  y=3,3x10°x+1,6x10* y=32x10°x+19x10* y=36x10°x+1,2x10*
0,999 0,998 0,999
atenolol y=33x10"x-9,1x10* y=22x10"x+1,9x10* y=32x10"x-1,0x10°
0,998 0,996 0,996
sulfametoxazol y=6,4x10°x+2,1x10* y=6,3x10°x+4,5x10*° y=8,6x10°x+6,2x 10*
0,997 0,992 0,999

Através dos dados obtidos para a construcao das curvas analiticas, e andlise das
equacdes das retas para as curvas, é possivel concluir que o modelo de regressao
linear é adequado para as determinacdes analiticas em estudo. Os coeficientes de
correlagdo (r) foram maiores que 0,99, estando de acordo com as orientagdes da
ANVISA e do INMETRO que recomendam r igual a 0,99 e acima de 0,90,

respectivamente.

5.5.2 Limites de deteccéo e limites de quantificacao

N&o existe até o momento, nem na legislacdo Européia e nem na legislacao
brasileira limites maximos de residuos de farmacos para amostras de agua. No
trabalho de Nebot e colaboradores, 2007 eles obtiveram os seguintes limites de
detecdo para os farmacos diclofenaco e sulfametoxazol: 0,81e 0,86 ug L™, como se
pode observado na Tabela 6, os LOQs deste trabalho ficaram entre 0,16 a 1,6. Em
outro trabalho Babi¢ e colaboradores, 2010 obteve um LOQm para sulfametoxazol
de 0,005 pg L™*, todos esses autores trabalharam no modo de ionizacdo por
electrospray (ESI) sendo este o mais indicado para compostos polares pelo fato de

serem ionizados mais facilmente na fase moével. Neste trabalho se utilizou a fonte de
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ionizacao lonizacdo Quimica a Pressao Atmosférica (APCI) indicada para compostos

mediamente polares e apolares.

Tabela 6 - Resultados de LOD e LOQ, do instrumento e do método, para os farmacos
estudados

Farmacos Instrumental (ug L™) Método(ug L™)
LOD LOQ LOD LOQ
cafeina 17,0 50 0,33 0,8
fluoxetina 3,33 10 0, 053 0,16
diclofenaco 33,33 100 0.53 1,6
atenolol 3,33 10 0,053 0,16
sulfametoxazol 17,0 50 0,33 0,8

5.5.3 Exatiddo

A exatiddo do método foi avaliada em termos de recuperagdo. Para isto,
foram realizados ensaios de recuperacdo em trés niveis fortificacdo dos analitos. O
processo de extracdo foi realizado empregando a técnica SPE. As recuperacdes
foram calculadas a partir das concentragfes adicionadas antes da extracdo e as

quantificadas utilizando a curva no solvente.

A Tabela 7 mostra a eficiéncia da recuperacdo que foi avaliada em amostras
de agua de torneira, em trés niveis de fortificacdo, em triplicata, para os cincos
farmacos estudados

Foram obtidas recuperacdes entre 70 e 120% com precisdo de até + 20%
para todos os compostos em todos os niveis de fortificacdes. Estes resultados estao
de acordo com as recomendacdes do processo de validacdo de métodos
cromatograficos para o estudo das recuperacoes (RIBANI et al., 2004; SANCO,
2009). Todos os valores obtidos apresentam-se dentro desse intervalo e, portanto,

método esta de acordo com os parametros exigidos.

5.5.4 Precisao
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A repetitividade (RSD,) e a precisdo intermediaria (RSDp|) para instrumento
(n=3), foram avaliadas com os mesmo niveis de concentracdo das curvas analiticas
dos farmacos. Os valores de RSD% das areas de todas as inje¢Bes foram: 2,5%
para cafeina; 4,5 % para fluoxetina; 1,1% para atenolol; 9,5% para sulfametoxazol;
1,9% para diclofenaco. O teste de precisdo intermediaria foi realizado em dias

diferentes, mas empregando a mesma metodologia da repetitividade.

A precisdo do método empregando SPE foi avaliada em funcdo da
repetibilidade e da precisdo intermediéria, segundo a RIBANI et al., 2004; SANCO,
2009, recomenda-se que a precisdo deve apresentar RSD < 20%. Os valores de
RSD% para os estudos de repetibilidade e preciséo intermediaria ficaram na faixa de
0,32 -13,8 % e 0,1 — 8,4% para o0 método empregando SPE. Os valores individuais
de RSDr e RSDpi sédo apresentados juntamente aos resultados de recuperacédo, na
Tabelas 7. Portanto observando a Tabela 7 todos os resultados estdo dentro dos
limites sugeridos.

Tabela 7 - Recuperagdo, RSDr e RSDpi do método empregando SPE e LC-APCI-MS/MS
para os farmacos em amostras de agua fortificadas em diferentes niveis
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FARMACOS Nivel de Recuperacdo RSD, Recuperagdo RSDy;

fortificacao (%) %) (%) (%)

(Mg L™

fluoxetina 0,16 105 6,4 99 1,1
0,8 111,7 6,5 84,0 8,4
1,6 120,4 4.6 76,1 6,9

atenolol 0,16 98 0,5 88 7,4

Resultados obtidos para n=9

5.5.5 Aplicabilidade



O meétodo empregando SPE e LC-APCI-MS/MS, apoOs ser validado, foi
aplicado para determinacdo de residuos dos farmacos atenolol, cafeina,
diclofenaco,fluoxetina e sulfametoxazol. As amostras de agua foram coletadas na
Estacdo de Tratamento de &gua (CORSAN) e em nenhuma das amostras
analisadas foi encontrado residuo de farmacos.

Neste trabalho n&o foram encontrados residuos de farmacos nos diferentes
tipos de agua, mas na revisdo do item 4.3 vérios trabalhos de diversas partes do

mundo incluindo o Brasil tém detectado esses contaminantes.
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6. CONCLUSOES

A SPE provou ser uma excelente técnica para o preparo das amostras
aquosas. E rapida, pois permite o preparo simultineo de até 12 amostras e
possibilita extracdo e pré-concentracdo dos farmacos ao mesmo tempo, tem baixo
consumo de solvente e, conseqientemente, gera poucos residuos. Os cartuchos
contendo adsorvente polimérico ap0s a otimizacdo de varios parametros como
sorvente de extracdo, solvente de eluicdo e do volume de eluicdo forneceu
informacdes importantes sobre o comportamento dos farmacos nas condigcbes
testadas e indicaram as melhores condi¢cdes para cada parametro testado. Assim
possibilitando a extracdo dos cincos farmacos com rapidez e eficiéncia,
possibilitando um fator de pré-concentracdo de 62,5 vezes.

O método por LC-APCI-MS/MS demonstrou ser uma técnica ideal para a
determinacdo dos compostos, pois foi satisfatoria, permitindo a realizacdo de uma
analise qualitativa, obtida a partir de fragmentos de massa caracteristicos de cada
analito, e quantitativa, através do modo de aquisicio MRM. As condicdes
cromatograficas otimizadas para determinacdo por LC-APCI-MS/MS permitiram a
identificacdo e quantificacdo dos compostos em estudo, em um tempo de analise
menor que 6 min.

Os resultados obtidos na validagdo do método foram satisfatérios. Todos os
farmacos em estudo apresentaram boa linearidade tanto instrumental quanto do
método, com coeficientes de determinacdo maiores que 0,99. Os limites de
quantificacdo do método variaram entre 0,16 a 1,6 pug L™, enquanto os limites de
detecdo a variagéo foi de 0,053 a 0,53 ug L™. As recuperacdes empregando SPE
com cartuchos de 500 mg Strata-X, para todos os compostos estiveram entre 70 a
120%, apresentando boa precisao (RSD < 20%) para todos os compostos.

Vale salientar que existe um pequeno numero de trabalhos brasileiros que
tem como finalidade a determinacao de farmacos em matrizes ambientais. Com este
trabalho espera-se ter chamado a atencdo para estes compostos ainda pouco
conhecidos e estudados como contaminantes no meio ambiente e que este possa
ser um incentivo a novos pesquisadores.

Com a implementacdo e desenvolvimento de novas metodologias analiticas
para analises de farmacos em &agua, cada vez mais seletivas e sensiveis, as

legislacbes atuais, principalmente a Portaria n® 518 da legislacdo brasileira,
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necessitam estabelecer limites maximos permitidos para esses contaminantes
emergentes que muito pouco se sabe sobre os danos que podem causar aos seres

humanos e a fauna e flora aquatica.
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7. TRATAMENTO DE RESIDUOS GERADOS

Futuramente outra dissertacdo de mestrado realizard experimentos com
sorventes contidos nos cartuchos de SPE, para verificar a possivel contaminacéo de
agrotoxicos em péssegos usando a técnica MSPD assim como os cartuchos e o0s
filtros existentes nele.

Os solventes utilizados durante o estudo foram coletados, separados em
frascos e rotulados. Estdo sendo desenvolvidos e otimizados em nosso grupo por
um aluno de mestrado Processos Oxidativos Avangcados para uma possivel

degradacéao dos residuos de farmacos.
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ANEXO 1

Optimization and Validation of a Method using SPE and LC-APCI-

MS/MS for Determination of Pharmaceuticals in Surface and Public

Supply Water.

Liziane V. Cardoso, Débora Tomasini, Maicon R. F. Sampaio, Sergiane S.

Caldas, Natiele Kleemann ,Ednei G. Primel and Fabio F. Goncalves”

No presente trabalho, foi desenvolvido e validado um método analitico baseado
na extracdo em fase solida e cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de massas tandem (LC-APCI-MS-MS) para a determinacdo e confirmacao de
cinco farmacos em amostras de agua. Os limites de deteccdo variaram de
0,053 a 0,53 pg L™ e os limites de quantificacéo de 0,16 a 1,6 yg L™. Foi obtida
boa linearidade, com r > 0,99 para todos 0s compostos. As recuperacdes, dos
compostos, variaram de 70 a 120%, com RSDs menores que 20% para todos.
Através do monitoramento de reacdes mdultiplas (MRM), foram selecionadas

duas diferentes transi¢des ion precursor-ion produto para cada farmaco.

In the present work, an analytical method based on solid phase extraction and
liquid chromatography tandem mass spectrometry (LC-APCI-MS-MS) was
developed and validated for the determination and confirmation of five
pharmaceuticals in water samples. The detection limits ranged from 0.053 to
0.53 ug L-1 and limits of quantification from 0.16 to 1.6 ug L-1. Good linearity
was obtained, with r > 0.99 for all compounds. The recoveries of the
compounds ranged from 70 to 120% with RSDs below 20% for all. Through
multiple reactions monitoring (MRM) two different transitions, precursor ion-

product ion, were selected for each pharmaceutical.

Keywords: method validation, SPE, LC-APCI-MS-MS, pharmaceuticals
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