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RESUMO

DETERMINAGAO SIMULTANEA MULTICLASSE DE FARMACOS EM AGUA DE
CONSUMO HUMANO EMPREGANDO EXTRAGCAO EM FASE SOLIDA E
UHPLC-MS/MS

AUTORA: Julia Antunes de Oliveira
ORIENTADOR: Renato Zanella

Os farmacos sao utilizados tanto na medicina humana como na veterinaria
para a prevencdo e o tratamento das mais diversas doengas. A auséncia de um
tratamento adequado para os efluentes urbanos e industriais associada ao descarte
incorreto de produtos nédo utilizados ou vencidos resulta na contaminagdo de
ambientes aquaticos por farmacos e seus metabodlitos. Ao contrario de outros
contaminantes, os farmacos ndo precisam necessariamente persistir no ambiente
para causarem efeitos prejudiciais, pois além de serem liberados de forma continua,
sao substancias biologicamente ativas. O aumento do consumo de medicamentos a
nivel global torna essencial o estudo da ocorréncia destes compostos em meio
aquatico. Nesse contexto, € necessario o desenvolvimento de métodos analiticos
confiaveis a fim de monitorar a presenca de farmacos em matrizes aquosas
potencialmente utilizadas para o abastecimento humano. Sendo assim, o presente
trabalho teve como objetivo desenvolver e validar um método simples para a
determinacdo simultdnea de farmacos de diferentes classes em &gua de consumo
humano, empregando extracdo em fase sélida (SPE) e cromatografia liquida de
ultra-alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas em série (UHPLC-
MS/MS). Diferentes sorventes, solventes e volumes de eluigdo foram avaliados. As
condi¢cBes otimizadas da etapa de extracdo foram: cartucho Strata™-X 200 mg/3
mL, amostra com pH 5,5-6,0 com adicdo de 0,1% de EDTA, solvente de eluicdo
acetonitrila/metanol (1:1 v/v) 1% (v/v) acido acético e volume de eluicdo de 1 mL. Os
resultados dos ensaios de recuperacgédo, avaliados nos niveis 0,01, 0,02, 0,1, 0,4 e
1,0 ug L™ (n=6), ficaram entre 70 e 119% com desvio padrdo relativo (DPR) <19%.
Os limites de quantificacdo e de deteccdo do método foram de 0,01 a 0,1 pg L™ e
0,003 a 0,03 pg L™, respectivamente. O método validado foi aplicado em 12
amostras de 4gua de consumo humano de diferentes cidades e regifes do Rio
Grande do Sul e os resultados indicaram que trés amostras estavam contaminadas
com atenolol (0,026 pg L™), carbamazepina (0,013 e 0,027 pg L™) e paracetamol
(0,016 pg L™). O método proposto foi considerado adequado para a determinacéo de
20 farmacos em agua de consumo humano, podendo ser aplicado em analises de
rotina devido a sua confiabilidade e simplicidade.

Palavras-chave: Farmacos, agua, SPE, UHPLC-MS/MS.



ABSTRACT

SIMULTANEOUS DETERMINATION OF MULTICLASS PHARMACEUTICALS IN
DRINKING WATER BY SOLID PHASE EXTRACTION AND UHPLC-MS/MS

AUTHOR: Julia Antunes de Oliveira
ADVISOR: Renato Zanella

Pharmaceuticals are used in both human and veterinary medicine for the
prevention and treatment of various diseases. The lack of adequate treatment for
urban and industrial effluents associated with the incorrect disposal of unused or
expired products results in the contamination of aquatic environments by
pharmaceuticals and their metabolites. Unlike other contaminants, pharmaceuticals
do not necessarily have to persist in the environment to cause harmful effects,
because in addition to being released continuously, they are biologically active
substances. The increase in consumption of medicines at a global level makes
essential the study of the occurrence of these compounds in the aquatic
environment. In this context, the development of reliable analytical methods is
necessary to monitor the presence of pharmaceuticals in aqueous matrices
potentially used for human supply. The objective of this work was to develop and
validate a simple method for the simultaneous determination of pharmaceuticals of
different classes in drinking water, using solid phase extraction (SPE) and ultra-high
performance liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry (UHPLC-
MS/MS). Different sorbents, solvents and elution volumes were evaluated. The
optimized conditions of the extraction step were: Strata™-X 200 mg/3 mL cartridge,
sample with pH 5.5-6.0 with addition of 0.1% of EDTA, eluting solvent 1% (v/v) acetic
acid in acetonitrile/metanol (1:1, v/v) and elution volume of 1 mL. The recovery
results, evaluated at the levels 0.01, 0.02, 0.1, 0.4 and 1.0 pug L™ (n=6), were
between 70 and 119% with relative standard deviation (RSD) <19%. The limits of
quantification and detection of the method were 0.01 to 0.1 ug L™ and 0.003 to 0.03
ug L™, respectively. The validated method was applied in 12 drinking water samples
from different cities and regions of Rio Grande do Sul and the results indicated that
three samples were contaminated with atenolol (0.026 pg L™), carbamazepine (0.013
and 0.027 pg L) and paracetamol (0.016 ug L™). The proposed method was
considered adequate for the determination of 20 pharmaceuticals in drinking water
and could be applied in routine analyzes due to its reliability and simplicity.

Keywords: Pharmaceuticals, water, SPE, UHPLC-MS/MS.
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1 INTRODUCAO

A agua consiste em um recurso natural essencial para a existéncia da vida
humana, animal e vegetal. Todavia, a qualidade deste recurso encontra-se
comprometida em fungdo da contaminagdo originada por poluentes orgéanicos
antropogénicos. Entre os principais poluentes destacam-se 0s contaminantes
emergentes, dos quais fazem parte farmacos, agrotéxicos, produtos de cuidado
pessoal, entre outros (HERMES et al., 2018).

Os farmacos pertencem a uma das classes mais estudadas de
contaminantes, sendo a segunda mais explorada no Brasil (MONTAGNER; VIDAL;
ACABAYA, 2017). Efluentes urbanos e industriais, assim como o descarte
inapropriado de substancias, sdo considerados as principais fontes de entrada de
farmacos em ambientes aquaticos (HERMES et al., 2018).

Grande parte destes compostos e de seus metabdlitos ndo sao
completamente removidos nas estacdes de tratamento de aguas residuais
convencionais, de modo que acabam sendo lancados diretamente em rios, lagos ou
até mesmo no mar. Por este motivo, a presenca de farmacos em niveis de trago (ng
L") ja foi relatada em amostras de aguas residuais, superficiais, subterraneas e,
ainda que em menor quantidade, em agua potavel (PAIGA; SANTOS; DELERUE-
MATOS, 2017).

Apesar de nédo existir uma legislacdo especifica para estes contaminantes, o
monitoramento da sua ocorréncia é necessario a fim de que, no futuro, possam ser
incluidos nos programas de monitoramento da qualidade da agua destinada ao
consumo humano (MONTAGNER; VIDAL; ACAYABA, 2017). De encontro a este
problema, surge a necessidade do desenvolvimento de métodos analiticos sensiveis
e confidveis para a deteccdo e a quantificacdo de farmacos em amostras aquosas
(PAIGA; SANTOS; DELERUE-MATOS, 2017).

O preparo de amostra € considerado uma das etapas mais importantes de um
procedimento analitico. A extragdo em fase sélida (SPE) € uma das técnicas mais
utilizadas para o preparo de amostras liquidas. Além de ser bastante simples, a SPE
permite a remocdo de interferentes da matriz e a concentracdo dos analitos, de
modo que contaminantes em concentracdes muito baixas (ng L) podem ser
detectados por métodos como a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e a
cromatografia gasosa (GC) (JARDIM, 2010).
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A cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em série (LC-
MS/MS) é considerada uma técnica sensivel e de alta especificidade. Entre as
vantagens da utilizacdo da LC-MS/MS para a andlise de farmacos em amostras
ambientais destacam-se os baixos limites de quantificacdo e deteccdo, os quais
podem chegar & ordem de ng L™ ou menos (PETROVIC et al., 2010).

Com o desenvolvimento de novas metodologias analiticas, torna-se possivel
obter informacdes a respeito das diversas fontes de entrada de farmacos no meio
ambiente e, ao mesmo tempo, avaliar o impacto e a distribuicdo destes compostos
em corpos hidricos (PAIGA; SANTOS; DELERUE-MATOS, 2017).

Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo desenvolver e validar
um método para a determinagcdo simultanea multiclasse de farmacos em agua de
consumo humano empregando a técnica de extracdo em fase solida com posterior
andlise por cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia acoplada a espectrometria
de massas em série. Posteriormente, o método otimizado e validado foi aplicado
para a analise de amostras de agua coletadas em diferentes cidades e regides do
Rio Grande do Sul.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 AGUA NO PLANETA

A hidrosfera engloba todas as partes do planeta Terra que sé&o formadas por
agua, esteja ela no seu estado sélido, liquido ou gasoso. O oceano possui um
volume de cerca de 1,3 bilhdes de km® e compreende 97,40% da &gua do planeta. A
fracdo de agua restante, que abrange cerca de 36 milhdes de km?, esta distribuida
em varios compartimentos de 4gua doce, sendo que a maior parte desta agua
encontra-se na forma de calotas de gelo ou em areas subterraneas profundas. A
agua doce que se encontra disponivel para uso humano esta distribuida entre aguas
subterraneas rasas, lagos, reservatérios, rios e outros cursos de agua,
correspondendo a apenas 4,6 milhdes de km*® (BOYD, 2015).

A 4gua consiste em um dos recursos naturais mais importantes da
humanidade, porém ha diversas demandas conflitantes sobre a sua utilizacdo. A
gestdo habil dos corpos hidricos € de suma importancia, visto que estes séo
utilizados para os mais diversos propositos como abastecimento doméstico e
industrial, irrigacdo, transporte, recreacédo, dessedentacdo animal, pesca, geracao
de energia e descarte de residuos (ABEL, 2002).

A poluicdo da agua, assim como outros problemas ambientais, tem sido foco
de amplo interesse publico ha décadas. Embora esse interesse tenha varios
beneficios 6bvios, a percepc¢éo publica a respeito da poluicdo da Agua nem sempre
esta de acordo com a realidade cientifica. Essa percepc¢ao equivocada pode levar a
acOes imprudentes ou ineficazes na tentativa de lidar com os problemas que, por
sua vez, sdo0 menos sérios do que outros que sdo pouco divulgados nas grandes
midias ou menos faceis de serem compreendidos (ABEL, 2002).

Como resultado do desenvolvimento humano, a poluicdo dos corpos hidricos
causada por uma gama de diferentes compostos alcancou proporcdes a nivel global
(RADOVIC et al.,, 2014). Farmacos, produtos de higiene pessoal, agrotoxicos e
residuos quimicos industriais sdo langcados no ambiente aquatico por diversas vias,
incluindo efluentes de estacfes de tratamento de aguas residuais urbanas e
industriais, esgoto sem tratamento, descarte inadequado de substancias, bem como

varias outras fontes difusas. Consequentemente, essas substancias organicas
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antropogénicas podem ser detectadas em &guas superficiais, subterraneas e até
mesmo em 4gua potavel (HERMES et al., 2018).

Os farmacos fazem parte de uma das classes mais pesquisadas de poluentes
ambientais, de modo que sua ocorréncia ja foi relatada em diversas amostras de
agua, sedimentos e lodo. A quantificacdo precisa de farmacos, especialmente em
amostras ambientais, pode ser um desafio analitico devido & complexidade das
matrizes e dos seus baixos niveis de ocorréncia (ng L) (FATTA-KASSINOS;
MERIC; NIKOLAOU, 2010; PAIGA et al., 2015; MONTAGNER; VIDAL; ACAYABA,
2017).

2.2 FARMACOS NO MEIO AMBIENTE

Os farmacos pertencem ao grupo de compostos denominados “contaminantes
emergentes”, do qual também fazem parte produtos de higiene pessoal, agrotoxicos,
corantes, entre outros. A ocorréncia e o0 impacto ecotoxicolégico de muitas destas
substancias ainda sao pouco conhecidos, sendo esta uma das razdes para nao
estarem incluidas em programas de monitoramento da qualidade da agua e nas
normas ou legislacdbes de controle ambiental (RIVERA-JAIMES et al., 2018;
MONTAGNER; VIDAL; ACAYABA, 2017).

No Brasil, a qualidade da agua de consumo humano requerida esta definida
nas concentracdes maximas permitidas para determinadas substancias, conforme
especificado na Resolucdo CONAMA N° 357/2005 alterada pelas resolucdes
410/2009 e 430/2011, que dispde sobre a classificacdo dos corpos hidricos e as
diretrizes ambientais para o seu enquadramento, além de estabelecer as condicbes
e os padrbes de lancamento de efluentes, e também na Portaria n°® 2914/2011 do
Ministério da Saude, que disp&e sobre os procedimentos de controle e de vigilancia
da qualidade da agua para consumo humano e seu padrdo de potabilidade. De
modo geral, os indicadores da qualidade da agua sédo divididos sob aspectos fisicos,
guimicos e bioldgicos, nos quais os farmacos nao estéao incluidos (BRASIL, 2005;
BRASIL, 2011; FUNASA, 2014).

Extensamente utilizados na medicina humana e veterinaria, tanto para
prevenir como para tratar doencas (EBELE; ABDALLAH; HARRAD, 2017), os
farmacos séo liberados no meio ambiente principalmente a partir de residuos dos

processos de fabricacdo, do descarte incorreto de produtos n&o utilizados ou
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vencidos e ainda através da excrec¢do nas fezes e/ou na urina, tanto na forma de
metabdlitos quanto na sua forma inalterada (BOTTONI; CAROLI; CARACCIOLO,
2010; DIAZ-CRUZ; ALDA; BARCELO, 2003).

A Figura 1 apresenta as principais rotas percorridas pelos farmacos desde a

sua producao até a chegada aos diferentes receptores no meio ambiente.

Figura 1 — Rotas dos farmacos no meio ambiente.

Producéo de
farmacos

~—

Consumo e excrecéo de Residuos do
farmacos de uso Farmacos ndo processo de
humano ou veterinario utilizados ou vencidos fabricacéo
Estag{ao de trat_ame_nto \Vaso sanitério Estagao de trat_ame_nto
de aguas residuais e/ou lixo comum de aguas re5|dl_1a|s
e/ou descarte direto e/ou descarte direto

[ Contaminacéo: solo e agua ]

[ Exposi¢&o humana ]

Fonte: Adaptado de DIAZ-CRUZ; ALDA; BARCELO (2003).

Ao contrario de outros contaminantes, os farmacos nao precisam
necessariamente persistir no ambiente para causarem efeitos prejudiciais, pois além
de serem liberados de forma continua, sdo substancias biologicamente ativas.
Diversos compostos podem transformar-se em outros produtos, geralmente
desconhecidos, que podem ser mais persistentes e mais téxicos do que o composto
original (RIVERA-JAMES et al., 2018).
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As propriedades fisico-quimicas dos farmacos associadas as caracteristicas
do ambiente receptor proporcionam o transporte e a distribuicdo destes compostos
através da agua, do solo ou de sedimentos, onde podem se acumular e induzir
efeitos adversos em organismos terrestres e/ou aquaticos (PAIGA et al., 2015). As
alteracOes geradas pela acumulacdo desses contaminantes na biota de um
ecossistema podem permanecer indetectaveis até que se tornem irreversiveis
(DIAZ-CRUZ; ALDA; BARCELO, 2003).

Embora se utilize uma ampla gama de compostos na medicina, apenas
algumas classes terapéuticas sdo consideradas de importancia ambiental devido as
suas altas taxas de consumo, toxicidade e persisténcia no meio ambiente. Entre as
principais classes estdo: antibioticos, hormonios esteroides, analgésicos e anti-
inflamatorios, B-bloqueadores, guimioterapicos, = compostos  neuroativos,
hipolipemiantes e antiparasitarios (MORLEY, 2009; BOTTONI; CAROLI;
CARACCIOLO, 2010).

2.2.1 Antibidticos

Os antibiéticos sdo amplamente utilizados na medicina devido as suas
propriedades antimicrobianas. Além disso, estes compostos também podem ser
empregados como agentes antitumorais, imunossupressores, hipocolesterolémicos,
inibidores enziméticos e antiparasitarios (LIANG et al., 2016).

A presenca destes farmacos no meio ambiente € motivo de grande
preocupacao, visto que uma das consequéncias do seu consumo crescente é o
desenvolvimento de bactérias multirresistentes, as quais podem trazer Sérios riscos
a saude humana e animal como, por exemplo, a ocorréncia de infeccdes sem
resposta aos tratamentos com antibidticos convencionais (GRENNI; ANCONA;
CARACCIOLO, 2018). A Tabela 1 exemplifica as principais classes de antibioticos.



Tabela 1 — Principais classes de antibiéticos.
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(concluséao)

Classe Exemplo

HO Cl
NH‘H/LCI
(o]

HO

Anfenicdis
O,N

Cloranfenicol

Macrolideos

Eritromicina

Fonte: Adaptado de KUMMERER (2009).

2.2.2 Hormoénios esteroides

Os hormbnios esteroides consistem em um grupo de compostos
biologicamente ativos que sdo sintetizados a partir do colesterol. Os esteroides
naturais sdo secretados pelo cortex adrenal, testiculos, ovarios e placenta, tanto em
humanos como em animais, e incluem progestagénios, androgénios, estrogénios,
glicocorticoides e mineralocorticoides (YING; KOOKANA; RU, 2002). J& os
esteroides sintéticos, também conhecidos como anabolizantes, sdo aqueles
produzidos artificialmente por industrias farmacéuticas.

Sejam naturais ou sintéticos, os horménios esteroides sdo conhecidos devido
aos seus efeitos como disruptores enddcrinos. Estes compostos sdo capazes de
interromper as fun¢des hormonais envolvidas no crescimento, no metabolismo e em
outras funcdes de organismos aquaticos e terrestres, especialmente durante
estagios criticos de crescimento (MANICKUM; JOHN, 2014; DAMKJAER et al.,
2018).
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2.2.3 Analgésicos e anti-inflamatérios

Anti-inflamatorios nao-esteroidais (AINES) e analgésicos estdo entre o0s
farmacos mais consumidos no mundo, sendo amplamente utilizados para o controle
de inflamagdes e amenizacgdo de dores (PAIGA et al., 2015). Entre os principais
principios ativos utilizados nas formulacdes estdo o paracetamol, a dipirona, o
diclofenaco e o ibuprofeno.

Os farmacos desta classe séo frequentemente detectados no meio ambiente,
representando um risco iminente principalmente para 0s organismos aquaticos.
Alteracdes citoldgicas no figado, rins, branquias e intestino de algumas espécies de
peixes quando expostas ao diclofenaco ja foram descritas anteriormente na literatura
por Triebskorn et al. (2004).

2.2.4 B-Bloqueadores

Amplamente utilizados no tratamento da hipertensdo, angina e outros
distarbios do sistema cardiovascular, os B-bloqueadores séo farmacos cujo efeito se
da sobre os receptores B-adrenérgicos. Estes farmacos podem ser classificados
como seletivos ou nao seletivos, sendo que os seletivos atuam preferencialmente
sobre os receptores (31-adrenérgicos, enquanto os ndo seletivos atuam sobre os
receptores B1- e B2-adrenérgicos (HERNANDO et al.,, 2007). Os B-bloqueadores
fazem parte do grupo de farmacos mais consumidos no Brasil (ANVISA, 2018).

Ao longo dos anos, a ecotoxicidade de alguns B-bloqueadores (metoprolol,
atenolol e propranolol) foi alvo de estudos com diferentes espécies de algas, plantas,
crustaceos e peixes (SUN et al., 2015; GODOY; KUMMROW,; PAMPLIN, 2015;
CLEUVERS, 2005). Khan et al. (2018) demonstraram recentemente que a exposi¢ao
de bivalves marinhos ao metoprolol e ao propranolol nas concentracdes de 200 e 10
ng L™, respectivamente, gerou extenso dano lisossomal e alteracdes na atividade

enzimatica nos tecidos expostos.
2.2.5 Quimioterapicos

Os quimioterapicos, também chamados de antineoplasicos, sdo compostos

utilizados no tratamento do cancer. Além de atacar as células tumorais, estes
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farmacos também agem sobre as demais células e tecidos normais em crescimento,
sendo esta a causa dos efeitos colaterais associados a quimioterapia (BREZOVLEK;
ELERLEK; FILIPIC, 2014). Os principais grupos de quimioterapicos incluem: agentes
alquilantes, antimetabdlitos, antibioticos, alcaloides de plantas, inibidores mitéticos e
agentes antitumorais diversos (INCA, 2018).

Estes medicamentos demonstraram possuir um potencial citotoxico,
genotoxico, mutagénico e teratogénico em varios organismos, uma vez que foram
criados para interromper ou impedir a proliferacdo celular, geralmente interferindo na
sintese do DNA (SANDERSON et al., 2004; FERRANDO-CLIMENT; RODRIGUEZ-
MOZAZ; BARCELO, 2013; BREZOVLEK; ELERLEK; FILIPIC, 2014).

2.2.6 Compostos neuroativos

Antidepressivos, antiepilépticos, antipsicéticos, ansioliticos e estimulantes
fazem parte do segundo grupo de farmacos mais consumidos no Brasil: os
compostos neuroativos (ANVISA, 2018). Entre as muitas drogas que interagem com
o sistema nervoso central (SNC), apenas algumas sdo consideradas quanto a sua

ocorréncia no meio aquéatico.

2.2.6.1 Antidepressivos

Antidepressivos sdo medicamentos utilizados para tratar transtornos de
humor, como é o caso da depressdo e da ansiedade. Estes farmacos podem ser
divididos, simplificadamente, nas seguintes classes: inibidores da monoaminoxidase
(IMAOs), antidepressivos heterociclicos (triciclicos e tetraciclicos), inibidores
seletivos da recaptacao de serotonina (ISRS) e inibidores seletivos da recaptacéao de
serotonina-noradrenalina (ISRSN) (MORENO; MORENO; SOARES, 1999).

Estudos de Brooks et al. (2005) utilizando tecidos do cérebro, do figado e dos
muasculos de peixes, 0s quais viviam em um riacho dominado por efluentes
municipais, constataram que 0s animais estavam contaminados com os ISRS
fluoxetina e sertralina e também com o0s metabolitos norfluoxetina e
desmetilsertralina, todos em concentracdes maiores que 0,1 ng g™. Farias et al.

(2019) verificaram recentemente que a exposicdo de embrides de peixe-zebra a
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baixas concentracées de fluoxetina (ng L™) foi capaz de induzir efeitos no

desenvolvimento, no comportamento e também na atividade da acetilcolinesterase.
2.2.6.2 Antiepilépticos

Antiepilépticos sdo medicamentos utilizados para o tratamento da epilepsia e
de transtornos bipolares. A epilepsia ndo possui cura, entretanto as convulsdes
originadas pela doenca podem ser controladas por farmacos a fim de estabilizar a
atividade elétrica do cérebro (QIANG et al., 2016).

O diazepam e a carbamazepina, ambos antiepilépticos, podem ser
classificados como potencialmente nocivos para os organismos aquaticos (FENT;
WESTON; CAMINADA, 2006). Recentemente, Qiang et al. (2016) demonstraram

que a exposicdo a carbamazepina ocasionou disturbios no crescimento e no

desenvolvimento de embrides e larvas de peixe-zebra.
2.2.7 Hipolipemiantes

Farmacos hipolipemiantes, também conhecidos como reguladores lipidicos,
sdo um grupo de compostos naturais ou sintéticos usados para reduzir a
concentracdo de lipidios no sangue, principalmente o colesterol. Os farmacos mais
comumente utilizados séo as estatinas e os derivados do acido clofibrico (fibratos)
(REZKA; BALCERZAK, 2015).

Barros et al. (2018) demonstraram que a sinvastatina, um hipolipemiante da
classe das estatinas, foi capaz de induzir varios efeitos em peixes-zebra que nédo
seguiram uma relacdo dose-resposta. O desenvolvimento embrionario e o0s
marcadores bioquimicos e moleculares foram significativamente afetados nas
menores concentracdes do farmaco (8 ng L™, 40 ng L™ e/ou 200 ng L), destacando
a importancia de abordar os efeitos toxicologicos em concentra¢cdes ambientalmente

relevantes.
2.2.8 Antiparasitéarios

Os antiparasitarios, também conhecidos como anti-helminticos, sdo farmacos

gue agem contra as infec¢des helminticas, ou seja, infec¢cbes causadas por vermes.
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Apesar de também serem utilizados por humanos, € na medicina veterinaria que os
antiparasitarios apresentam maior consumo. A acdo terapéutica de centenas de
substancias quimicas que atuam como agentes antiparasitarios tém sido investigada
contra os parasitas de mamiferos, aves e peixes, porém seus efeitos ligados a
contaminagao ambiental ainda ndo sédo bem conhecidos (HORVAT et al., 2012).

Informacdes sobre as concentracdes de antiparasitarios no meio ambiente
ainda sdo muito limitadas, entretanto ja se sabe que a perturbacdo do ecossistema
aguatico causada por compostos antiparasitarios apresenta varias implicacdes para
as relacbes hospedeiro-parasita. A exposicdo a agentes antiparasitarios no
ambiente, mesmo em baixas concentracbes, pode também estimular o
desenvolvimento de cepas resistentes de parasitas (MORLEY, 2009; HORVAT et al.,
2012).

2.3 PREPARO DE AMOSTRA PARA A DETERMINACAO DE FARMACOS EM
AGUA

O preparo de amostra consiste na etapa em que se realiza o isolamento e/ou
a concentragdo dos analitos de uma determinada matriz. A utilizagdo de amostras
com menor quantidade de interferentes, obtidas através do preparo de amostra,
ajuda a manter o bom funcionamento dos equipamentos e por sua vez diminui o
custo relacionado a manutencdes. Idealmente, a técnica de preparo de amostras
deve ser rapida, de baixo custo, de facil execucdo e ser compativel com o
instrumento analitico escolhido (BORGES; PEREIRA; MANO, 2015).

Os métodos tradicionais de preparo de amostras, como por exemplo a
extracdo liquido-liquido (LLE), demandam grandes volumes de solventes organicos
e apresentam custo elevado, além de serem demasiadamente trabalhosos. Nesse
sentido, novas técnicas mais simples e econdmicas vém sendo desenvolvidas e
aplicadas em amostras aquosas. Dentre estas técnicas, destacam-se a extragdo em
fase soélida (SPE, do inglés solid-phase extraction), a microextracdo em fase sélida
(SPME, do inglés solid phase microextraction), a extragdo sortiva em barra
magnética (SBSE, do inglés stir-bar sorptive extraction) e a microextracao liquido-
liguido dispersiva (DLLME, do inglés dispersive liquid-liquid microextraction)
(CALDAS et al., 2011).
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A escolha da técnica de preparo de amostra ideal baseia-se nas propriedades
fisico-quimicas dos constituintes da amostra (analitos e interferentes), tais como
polaridade, solubilidade, estabilidade, coeficiente de particdo, entre outras. Além
disso, é necessario conhecer ou estimar a concentracdo dos analitos a serem
determinados, quais sdo os interferentes presentes e quais sdo as caracteristicas do
instrumento de medicéo a ser utilizado (BORGES; PEREIRA; MANO, 2015).

Uma vez que os farmacos geralmente estdo presentes no ambiente aquatico
em concentracfes muito baixas, o preparo de amostra é uma etapa fundamental
para melhorar a sensibilidade de deteccdo e eliminar os efeitos de matriz. A SPE
ainda é a técnica de extracdo mais comumente utilizada, visto que permite ndo
apenas a concentracdo simultanea de analitos, mas também a limpeza da amostra
(PAIGA et al., 2015).

2.3.1 Extracdo em fase-sdlida (SPE)

A extracdo em fase sdlida consiste em uma técnica de separacao liquido-
sOlido baseada nos mecanismos de separagdo da cromatografia liquida de baixa
pressao (CALDAS et al., 2011). Entre os principais objetivos desta técnica estdo a
remocao de interferentes da matriz, a estocagem de amostra e a concentragao e o
isolamento de analitos (LANCAS, 2004; JARDIM, 2015).

Quando comparada com a extracao liquido-liquido classica, a SPE apresenta
as seguintes vantagens: menor consumo de solvente organico, ndo formacédo de
emulsdes, facilidade de automacéo, altas porcentagens de recuperagcéo do analito,
volume reduzido de residuos, capacidade de concentracdo dos analitos e
disponibilidade comercial de muitos equipamentos e sorventes (JARDIM, 2015).

O procedimento de SPE normalmente é executado com o auxilio de um
sistema manifold, o qual permite a extragdo de varias amostras simultaneamente. Os
cartuchos, por sua vez, sao inicialmente condicionados com um ou mais solventes a
fim de ativar o sorvente (fase sélida). As amostras sdo acondicionadas em baldes
volumétricos e, com o auxilio de tubulacdes de politetrafluoretileno sob vacuo, séo
transferidas para os cartuchos. Posteriormente, uma etapa de lavagem é realizada
para retirar possiveis interferentes retidos no sorvente. O solvente utilizado na
lavagem é removido durante a etapa de secagem a vacuo. Por fim, a eluicdo dos

analitos € realizada com um solvente apropriado, o qual € escolhido de acordo com
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as caracteristicas dos analitos e do sorvente (LANCAS, 2004; ANDRADE-EIROA et
al., 2016). A Figura 2 representa de forma simplificada as etapas envolvidas na SPE.

Figura 2 — Etapas envolvidas no processo de SPE.
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Fonte: Adaptado de CALDAS (2011).

A escolha do tipo e da quantidade de sorvente, o volume de amostra e o
solvente de eluicdo sédo alguns parametros que devem ser considerados (CALDAS
et al., 2011).

2.3.1.1 Escolha do sorvente (fase solida)

Para a escolha do sorvente mais adequado, deve-se levar em conta as
informacgdes a respeito dos analitos, da natureza da matriz e das impurezas a serem
eliminadas (CALDAS et al., 2011). Os sorventes de SPE convencionais séo divididos
em trés grupos principais: silica quimicamente ligada, materiais de carbono e
materiais poliméricos (JARDIM, 2015).
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2.3.1.1.1 Silica quimicamente ligada

Os sorventes ligados quimicamente a silica, como Cg, C1g, Cy, cicloexil e fenil,
sao utilizados para a extracdo de analitos apolares e de média polaridade. Estes
sorventes apresentam como desvantagem o fato de serem instaveis no intervalo de
pH>8 e pH<2 e também por conterem grupos silandis residuais que podem reter

irreversivelmente compostos basicos ou biopolimeros (JARDIM, 2015).

2.3.1.1.2 Materiais de carbono

Apesar da baixa resisténcia mecanica, as fases solidas a base de carbono
grafitizado sdo altamente homogéneas, com area superficial especifica baixa (100-
200 m? g1). Além disso, possuem estrutura cristalina e podem atuar como fases
reversas na SPE, tanto para clean-up como para concentracdo, tendo retencdes
superiores as obtidas com a fase Ci;g (JARDIM, 2015). Os oxidos de grafeno, por
exemplo, podem ser utilizados para a extracdo de substancias hidrofilicas e polares.
Nos novos materiais disponiveis encontram-se 0s nanotubos de carbono, os quais
compreendem um vasto intervalo de formas alotropicas de carbono (ANDRADE-
EIROA et al., 2016).

2.3.1.1.3 Materiais poliméricos

As fases poliméricas, tais como o copolimero poliestireno divinilbenzeno,
destacam-se pela area superficial especifica elevada (700 a 1200 m? g%,
estabilidade na faixa de pH 1-14 e maior capacidade de retencdo de compostos
polares do que as fases C;s (JARDIM, 2010). Uma vantagem importante deste tipo
de fase € o fato de que a recuperacdo ndo € afetada caso ocorra a secagem do
sorvente entre a etapa de condicionamento e equilibrio, ao contrario das fases Cisg,
onde isto pode diminuir de forma critica a recuperacao (LANCAS, 2004).

Como exemplo de sorvente de fase polimérica pode-se destacar o Strata™-X
(Phenomenex), o qual ndo possui grupos silandis residuais, resultando em poucas
interacdes secundarias. Devido a auséncia destes grupos, ocorre somente 0
mecanismo de retencgéo, resultando em procedimentos de extracdo mais simples

(JARDIM, 2015). O Strata™-X consiste em um esqueleto de estireno de superficie
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modificada com um grupo pirrolidona, cujos mecanismos de retencdo sao
hidrofébicos, aromaticos e ainda englobam ligagbes de hidrogénio. Este sorvente
pode ser aplicado na extracdo de compostos acidos, basicos e neutros de média a
alta polaridade (CIZMIC; BABIC; KALTELAN-MACAN, 2017). Outro exemplo de
sorvente polimérico é o Oasis® HLB (Waters), o qual possui um copolimero de N-
vinilpirrolidona-divinilbenzeno com equilibrio hidrofilico-lipofilico (TYLOVA; FLIEGER;
OLLOVSKA, 2013; JARDIM, 2015). Este sorvente, assim como o Strata™-X, possuli

boa retencéo para uma ampla gama de compostos.
2.3.1.2 Condicionamento do cartucho

A etapa de condicionamento tem como objetivo ativar o sorvente existente
dentro do cartucho com um solvente ou ainda remover possiveis impurezas de
fabrica. O solvente a ser utilizado depende de qual material serd ativado. Um dos
fatores mais importantes desta etapa é ndo deixar que 0 sorvente seque,
especialmente no caso de sorventes a base de silica, pois esta secagem pode
resultar na formag&o de caminhos preferenciais que comprometerédo a recuperacao
(LANCAS, 2004).

2.3.1.3 Percolacao da amostra

A etapa de percolagdo consiste em reter o analito no sorvente através da
passagem de um determinado volume de amostra pelo cartucho, normalmente 100
ou 250 mL. Considerando que o pH da amostra pode ser critico para obter uma
retencdo adequada dos analitos, o ajuste do mesmo pode ser necessario. Além
disso, a velocidade de percolacdo também pode ser ajustada controlando a vazao

ou a pressao aplicadas no processo (CALDAS et al., 2011).
2.3.1.4 Remogao de interferentes

Conhecida como limpeza ou lavagem (clean-up), esta etapa visa eliminar os
possiveis interferentes com um solvente que ndo possui forga suficiente para
remover os analitos retidos no sorvente. Podem ser empregados solventes com

forca de eluicédo intermediaria ou até mesmo o préprio solvente da amostra, desde
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que 0s mesmos ndo removam o0s analitos. No caso de amostras aquosas, a agua
ultrapura pode ser uma boa opc¢ao de solvente de limpeza (LANCAS, 2004; CALDAS
et al.,, 2011). O solvente utilizado nesta etapa deve ser completamente removido

durante o processo de secagem a vacuo.

2.3.1.5 Eluicdo dos analitos

A escolha do solvente de eluicho € um parametro importante e esta
diretamente relacionada com a polaridade dos analitos e com as caracteristicas do
sorvente usado na SPE. Entre os solventes mais utilizados estdo acetonitrila,
metanol, acetona, acetato de etila, hexano e as misturas entre os mesmos (CALDAS
et al., 2011). Idealmente, a eluicdo dos analitos deve ser realizada com um pequeno
volume de solvente (1 ou 2 mL), de modo que o extrato jA se encontre em

concentracdo apropriada para a analise (LANCAS, 2004).
2.3.2 Aplicacdes recentes da SPE
Na literatura encontram-se diversos trabalhos que utilizam a SPE para o

preparo de amostras ambientais. A Tabela 2 apresenta um compilado de algumas

aplicacdes dos ultimos cinco anos empregando esta técnica.



Tabela 2 — Aplicacdes recentes da SPE em amostras ambientais.
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(continua)
Matriz Analitos Sorvente Separacao/Deteccao LOQ Referéncia
Agua profunda e Farmacos e Oasis® HLB L RADOVIC et al.
o o HPLC-MS/MS 3-17ng L’
superficial agrotoxicos (200 mg/6mL) (2014)
DASENAKI e
Afluente e efluente ) Strata™-X L
Farmacos HPLC-MS/MS 3,21-639ngL THOMAIDIS
urbanos (200 mg/3mL)
(2015)
) Farmacos e Strata™-X . PAIGA et al.
Agua do mar . UHPLC-MS/MS 0,06-248ngL"
metabalitos (200 mg/3mL) (2015)
) N o Oasis® HLB ., SORANetal.
Agua superficial Antibioticos HPLC-DAD 1,95 - 3,27 pg mL
(500 mg/6mL) (2016)
Afluente e efluente
com e sem o Oasis® HLB . WLUKA et al.
Biocidas GC-MS 0,4-450ng L
tratamento (200 mg/ 6 mL) (2016)

bioldgico
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(continuacao)

Matriz Analitos Sorvente Separacéao/Deteccao Referéncia
Agua profunda, e CIzMmIC; BABIC e
Oasis™ HLB 1
afluente e efluente Farmacos HPLC-MS/MS 3,4-1.7857ng L KALTELAN-

urbanos

Agua do mar, da
torneira, de rio e
engarrafada.
Afluente e efluente

urbanos.

Afluente e efluente
urbano e agua

superficial

Afluente e efluente
urbanos e agua de

rio

Farmacos de uso
humano e
veterinario e

metabolitos

Farmacos

Hormonios

esteroides

(60 mg/3 mL)

Strata™-X
(200 mg/3mL)

Oasis® HLB
(60 mg/3mL)

Bond Elut Cqg
(500 mg/3mL)

UHPLC-MS/MS

HPLC-MS/MS

GC-MS/MS

0,04 -562 ng L™

0,8-262ngL*

0,016 - 0,868 ng L

MACAN (2017)

PAIGA; SANTOS
e DELERUE-
MATOS (2017)

RIVERA-JAIMES
et al. (2018)

DAMKJAER et al.
(2018)
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(concluséao)

Matriz Analitos Sorvente Separacéao/Deteccao LOQ Referéncia
Farmacos e GONZALEZ-
) ) Oasis™ MCX 1 .
Efluente urbano psicoativos, drogas UHPLC-MS/MS 0,3-83nglL MARINO et al.
o N (150 mg/6 mL)
ilicitas e metabdlitos (2018)
Agua superficial e Farmacos e Strata™-X 1 ARSAND et al.
o HPLC-gqTOF-MS 0,01-10pglL’
efluente urbano agrotoxicos (200 mg/6mL) (2018)
Agua superficial Cafeina, atrazina, Oasis® HLB 1 SODRE et al.
HPLC-MS/MS 0,53-2,37ngL
agua potavel atenolol e DEET (500 mg/6mL) (2018)
i o Produtos de Supelclean™ 1 LEMPART et al.
Agua de piscina _ GC-MS 0,67-0,85ngL"
cuidado pessoal ENVI-18 (2018)
) MARTA-
Agua tratada e 1
_ | Parabenos Strata™ Cig-E HPLC-MS/MS 0,04 -0,08 ug L SANCHEZ et al.
minera
(2018)
Afluente e efluente Analgésicos KRIZMAN-
urbano e agua de opidides e Oasis® MCX HPLC-MS/MS 0,1-2,8ngL™ MATASIC et al.
rio metabdlitos (2018)
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2.4 TECNICAS DE DETERMINACAO DE FARMACOS EM AGUA

O pré-requisito para o monitoramento adequado da qualidade da agua
consiste na disponibilidade de métodos multiclasses que permitam a quantificacdo
de analitos em niveis de ng L™ ou abaixo disso. Um método Unico para a analise de
varios farmacos possui diversas vantagens, tais como menor tempo de andlise e
reducado geral de custos com solventes, energia elétrica, entre outros (PETROVIC et
al., 2010). Entretanto, para que a analise simultanea de compostos com diferentes
propriedades fisico-quimicas seja realizada, € necessario um comprometimento na
selecdo das condigbes experimentais a fim de determinar com exatiddo e precisédo
todos os analitos (FATTA-KASSINOS; MERIC; NIKOLAQOU, 2010).

Nos dUltimos anos, a técnica de cromatografia liqguida acoplada a
espectrometria de massas (LC-MS) tornou-se uma importante ferramenta analitica
para a determinagéo de residuos e contaminantes em geral. A combinacao entre a
aplicabilidade da LC aliada a grande capacidade de deteccdo dos analisadores de
massas possibilitou o desenvolvimento de métodos que possuem maior seletividade,
sensibilidade e especificidade (CALDAS et al., 2011).

3.4.1 Cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia

A LC convencional ja dispbe de diversas melhorias, como é 0 caso da
cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia (UHPLC, do inglés ultra-high
performance liquid chromatography), que utiliza colunas curtas, de diametro mais
estreito e empacotadas com particulas de menor didmetro (< 2 ym). A UHPLC
permite analises mais rapidas, com melhor resolucdo e picos mais estreitos quando

comparados as metodologias convencionais de HPLC (PAIGA et al., 2015).

3.4.2 Espectrometria de massas

O principio basico da MS consiste na geracao de ions oriundos de compostos
organicos ou inorganicos através de qualquer método adequado, a fim de separar
estes ions por sua razdo massa-carga (m/z) e detecta-los qualitativa e

guantitativamente por suas respectivas m/z e abundancia. O esquema mais basico
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de um espectrémetro de massas consiste em uma fonte de ions, um analisador de
massas e um detector (GROSS, 2004).

A fonte de ionizagdo mais empregada em LC-MS é a “electrospray”. A
ionizacdo € produzida pela aplicacdo de um campo elétrico forte, sob pressao
atmosférica, a um liquido passando por um tubo capilar com um fluxo baixo. Este
campo induz uma acumulagédo de carga na superficie do liquido localizado no final
do capilar, gerando assim um “spray” de goticulas altamente carregadas. Essas
goticulas passam entdo através de uma “cortina” de gas inerte aquecido (nitrogénio,
por exemplo) ou através de um capilar aquecido para remover as moléculas de
solvente, restando apenas os ions livres. Estes ions serdo introduzidos no
analisador de massas para posterior separacdo e deteccdo (HOFFMAN;
STROOBANT, 2007).

Atualmente a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em
série (LC-MS/MS), onde séo utilizados dois espectrometros de massa separados por
uma cela de colisdo, é a técnica analitica de escolha para a determinacdo de
farmacos em amostras ambientais (PAIGA et al., 2015). Nesta técnica, a molécula
ionizada chega ao primeiro quadrupolo (Q1) onde € realizada a selecdo do ion
precursor. Em seguida, este ion segue para a cela de colisdo (gq2) onde é
fragmentado. Os fragmentos chegam ao terceiro quadrupolo (Q3) onde ocorre a
selecdo dos ions produto para finalmente serem detectados. A seletividade e a
sensibilidade da LC-MS/MS permitem a determinacdo de compostos em niveis
menores ou iguais a ng L™* (PETROVIC et al., 2010). A Figura 3 representa, de modo

simplificado, um espectrdbmetro de massas em série.
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Figura 3 — Esquema de um espectrdmetro de massas em série.

2

Fonte de Q1 (Cela dgcolisz‘io) Q3
ionizagdo

Q ) " ) 0 )

—s 0 ‘»'— ) 0 ) 0 () ) —> Detector
T Sele¢ado do ion Selecdo de

precursor fragmentos

Amostra (m/z) (m/z)

Fonte: Adaptado de Waters (2012).

2.5 VALIDACAO

Dados analiticos confidveis sdo essenciais para a interpretacdo correta dos
resultados de estudos cientificos ou de trabalhos de rotina. Resultados n&o
confidveis podem levar a interpretacbes e conclusbes equivocadas (PETERS;
DRUMMER; MUSSHOFF, 2007).

Os métodos analiticos sdo a base para a obtencdo de dados de alta
qualidade e confiabilidade. Nesse contexto, os métodos analiticos exigem um
desenvolvimento cuidadoso seguido por uma validacdo completa do método final. A
validacdo visa comprovar, a partir de evidéncias objetivas, que o método analitico
atende os requisitos especificos para uma determinada aplicacdo (PETERS;
DRUMMER; MUSSHOFF, 2007; INMETRO, 2016).

Os principais parametros envolvidos no processo de validacdo estdo descritos

na Tabela 3.
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Tabela 3 — Par@metros envolvidos no processo de validagdo de métodos analiticos.

Parametro Definicao Aplicacao

Seletividade Disting&o dos analitos Extracdo de uma matriz
entre si “branco”

Linearidade Correlacdo entre o sinal  Curva analitica (y = ax+b)

Limite de deteccao (LOD)

Limite de quantificacao

(LOQ)

Precisdo

Exatidao

Robustez

instrumental e a
concentracdo do analito

Menor quantidade de
analito que pode ser
detectada

Menor quantidade do
analito que pode ser
guantificada

Concordancia entre uma
série de medidas obtidas
de uma amostra

Comparacéo dos
resultados em relacéo a
um valor de referéncia

Capacidade do método
em resistir a pequenas
variacoes

SIR=3

S/R =10

Repetibilidade, precisao
intermediaria e
reprodutibilidade

Ensaios de recuperacao
Material de referéncia
certificado

Variacdes nas condicdes
analiticas

S/R = sinal/ruido. Fonte: Adaptado de INMETRO (2016).
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3 MATERIAIS E METODOS

O desenvolvimento da parte experimental deste trabalho foi realizado no

Laboratério de Analises de Residuos de Pesticidas (LARP), o qual esta localizado no

Departamento de Quimica (DQ) da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM).

3.1 INSTRUMENTACAO

AR NERNEEN

\

AR NN

Agitador vértex Phoenix, modelo AP56 (Brasil);
Balanca analitica, modelo AUW 220D (Shimadzu, Japao);
Balanca analitica, modelo UX-420H (Shimadzu, Jap&o);
Micropipetadores automaticos com capacidade variavel (Brand — Alemanha e
Eppendorf - Canada);
Sistema de purificacéo de agua Milli-Q Direct 3UV® (Millipore, Franca);
Sistema UHPLC-MS/MS equipado com:
e Cromatografo liquido Waters (EUA);
e Coluna analitica ACQUITY UPLC BEH Cyg (1,7 pm — 2,1 x 50 mm)
Waters (EUA);
e Detector MS do tipo triplo quadrupolo, modelo Xevo TQ (EUA);
¢ Interface/fonte de ionizacdo por electrospray (EUA);
e Compressor de nitrogénio Atlas (EUA);
e Gerador de nitrogénio PEAK NM30L-MS (Peak Scientific, Escoécia);
e Sistema controlador de solventes (sistema binario de bombas) para
operacédo de gradientes de alta presséo (EUA);
e Sistema de injecdo com agulha de Poliéter-éter-cetona (PEEK) dentro
da agulha de aco (EUA);
e Sistema de aquisicdo de dados através do software MassLynx 4.1
(Waters, EUA);
Ultrassom Unigue, modelo USC-1400 (Brasil);
Bomba a vacuo (Tecnal, Brasil);
Sistema de manifold para SPE (Varian, EUA);
pHmMetro modelo pH 500 series Cole Parmer equipado com eletrodo de vidro
combinado (Vernon Hills, EUA).
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3.2 MATERIAIS, REAGENTES E SOLVENTES

SR N N N N N Y R N NN

< AR NEENEEN

D N N N N

Frascos de vidro (vial) de 2 mL;

Frascos de vidro de 4 mL;

Tubos tipo Eppendorf de 2 mL,;

Mangueiras de politetrafluoretileno;

Vidrarias comuns de laboratorio;

Cartuchos para SPE Strata™-X 200 mg/3 mL (Phenomenex, EUA);

Cartuchos para SPE Oasis® HLB 60 mg/3 mL (Waters, EUA);

Cartuchos para SPE Bond Elut C;5 200 mg/3 mL (Agilent, EUA);

Cartuchos para SPE Bond Elut Nexus 60 mg/3 mL (Agilent, EUA);

Padrdes sélidos de farmacos (LGC Standards, Alemanha);

Padrdes de controle deuterados acido nalidixico-d5 e sulfadimetoxina-d6
(Witega, Alemanha);

Padréao interno trifenilfosfato (Sigma Aldrich, EUA);

Acetonitrila grau HPLC (J.T. Baker, EUA);

Metanol grau HPLC (J.T. Baker, EUA);

Agua ultrapura, purificada em sistema Milli-Q Direct 3UV® (resistividade de
18,2 MQ cm);

Titriplex® 11l - &cido etilenodiaminotetracético dissédico dihidratado (Merck,
Alemanha);

Formiato de amonio (Sigma Aldrich, EUA);

Hidroxido de aménio 28-30% (Sigma Aldrich, EUA);

Acido férmico = 98% (Sigma Aldrich, EUA);

Acido fosférico P.A. 85% (Merck, Brasil);

Acido acético glacial (J.T. Baker, EUA).

3.3 PREPARO DAS SOLUCOES ANALITICAS

As solucbes estoque individuais de cada farmaco foram preparadas na

concentracdo de 1000 mg L™ a partir dos padrdes sélidos, considerando a pureza de

cada um. Tanto a solugdo de mistura dos farmacos como a solugédo de mistura dos

padrées de controle foram preparadas em metanol, ambas com concentracéo final

de 10 mg L™. Com excecdo da solucdo de mistura dos padrées de controle, a qual



41

foi armazenada entre -0,3 e 10 °C, todas as demais solu¢des foram armazenadas

em temperaturas menores que -10°C.

3.4 FARMACOS SELECIONADOS

Para este estudo foram selecionados farmacos de diferentes classes:
analgésicos e anti-inflamatoérios, horménios, antibiéticos, [-bloqueadores,
antiparasitarios e antiepilépticos. Informacdes a respeito da estrutura, formula e
massa molecular, classe, pureza, pKa e log Koy podem ser observadas no Apéndice
A.

3.5 OTIMIZACAO DAS CONDICOES CROMATOGRAFICAS

A otimizacdo cromatografica foi realizada utilizando uma coluna Acquity
UPLC™ BEH Cig (2,1x50 mm; 1,7 ym) e como fase mével A uma solucdo de
agua:metanol (98:2 v/v) e B metanol, ambas contendo 5 mmol L™ de formiato de
amonio e 0,1% (v/v) de &cido férmico. Tanto a coluna como a fase movel A:B ja
eram utilizadas previamente no laboratério para a analise de outros farmacos.
Conforme mostra a Tabela 4, foram realizados trés testes utilizando diferentes
tempos de corrida e mantendo a mesma vazédo de fase movel, a fim de avaliar a

melhor condi¢édo de separacao e a intensidade do sinal de cada analito.
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Tabela 4 — Otimizac&o do tempo da corrida cromatogréafica.

Gradiente
(min. — %A:%B)
0-955
0,25 -955
1,50 - 0:100
Teste 1 3 2,50 -0:100
2,60 — 955
3,0-95:5

Testes Tempo de corrida (min.)

0-955
0,25 -95:5
1,50 — 0:100
Teste 2 4 2,50 -0:100
2,60 — 955
4,0-955

0-95:5
0,25 -95:5
7,75 —-0:100
Teste 3 10 850 — 0:100
8,561 —95:5
10,00 — 95:5

3.6 OTIMIZACAO DO PREPARO DE AMOSTRA

3.6.1 Escolha da matriz branco

O branco de amostra consiste na matriz sem o analito de interesse
(INMETRO, 2016). Neste trabalho, foram avaliadas agua ultrapura e agua da

torneira do proprio laboratorio para a escolha da matriz branco.

3.6.2 Adicao de EDTA

Na literatura é possivel encontrar diversos trabalhos onde é relatada a adicdo
de um complexante em amostras aquosas para a determinacdo de farmacos. A
adicdo de EDTA, por exemplo, aumenta a extracdo de alguns tipos de antibioticos
(DASENAKI; THOMAIDIS, 2015; LIANG et al., 2016). Sendo assim, realizou-se um
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teste a fim de comparar a eficiéncia de extragdo em amostras com e sem a adi¢céo
de EDTA.

3.6.3 Escolha do sorvente para a SPE

Os testes preliminares para a otimizacdo do método de SPE foram realizados
com o cartucho Strata™-X (200 mg/3 mL), uma vez que este sorvente ja havia sido
utilizado no laboratorio para a extracdo de alguns farmacos em efluente.
Posteriormente, foram avaliados outros trés sorventes, 0s quais podem ser

observados na Tabela 5.

Tabela 5 — Sorventes avaliados para a extracdo dos analitos em estudo.

Cartucho Tipo de sorvente
Strata™-X (200 mg/3 mL) Polimérico
Oasis® HLB (60 mg/3 mL) Polimérico
Bond Elut Nexus (60 mg/3 mL) Polimérico
Bond Elut C1g (200 mg/3 mL) Silica quimicamente ligada

3.6.4 Ajuste do pH da amostra

Simultaneamente a escolha do sorvente, foram avaliados trés diferentes pHs
de amostra: 2, 4 e sem ajuste (pH entre 5,5-6,0). Quando necessario, 0 ajuste do pH
foi realizado utilizando uma solucdo de &cido fosforico (1:1, viv). A Figura 4
representa esquematicamente como foram realizados os testes de forma

simultanea.
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Figura 4 — Fluxograma dos diferentes sorventes e pHs das amostras avaliados.

Condicionamento: 3 mL MeOH + 3 mL agua ulirapura + 3 mL
agua ultrapura pH 2, 4 ou sem ajuste

Percolagéo: 100 mL
de amostra
pH 2 pH 4 Sem ajuste l
W
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Lavagem: 3 mL agua ultrapura

v

Secagem a vacuo

v

Eluigdo: 2 mL ACN/MeOH 1% HAc

O volume de amostra (100 mL) ndo foi modificado durante as etapas de
otimizacdo. Todos os sorventes avaliados foram condicionados e eluidos com os
mesmos solventes e volumes, de modo que a diferenca entre os procedimentos

esteve apenas no tipo de sorvente e no pH da amostra.
3.6.5 Escolha do solvente e do volume de eluicdo

Para a escolha do solvente de eluicdo foram testados quatro diferentes
solventes: acetonitrila, metanol, acetonitrila/metanol (1:1 v/v) e acetonitrila/metanol
(1:1 viv) 1% (v/v) &cido acético. Inicialmente foram injetados no equipamento apenas

pontos na concentracdo de 20 pg L™ preparados em cada um dos solventes, a fim
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de avaliar o sinal analitico de cada farmaco. Os dois solventes que apresentaram 0s
melhores resultados em termos de formato de pico e &rea foram selecionados para o
teste com diferentes volumes de eluicdo (1 e 2 mL), o qual pretendia avaliar a
possibilidade de aumentar ainda mais o fator de concentracdo do método. Apos a
eluicdo, todos os extratos foram diluidos duas vezes em agua ultrapura para

posterior analise.

3.7 VALIDACAO

A validagdo do método foi realizada seguindo os critérios do INMETRO (2016)
e da SANTE/11813/2017 (2017). Os parametros avaliados foram seletividade,
linearidade, precisédo, exatiddo, LOD e LOQ.

Nesta etapa foram empregados os padrdes de controle acido nalidixico-d5 e
sulfadimetoxina-d6, além do metabdlito 5-OH-tiabendazol, o qual consiste no
principal metabdlito do tiabendazol. Os padrdes deuterados foram adicionados antes
da etapa de extracdo a fim de avaliar a eficiéncia do procedimento de extracdo. A
estabilidade do instrumento foi verificada a partir da utilizacdo do padr&o interno
trifenilfosfato.

3.7.1 Seletividade

A seletividade consiste na capacidade do método de avaliar, de forma
inequivoca, os analitos na presenca de outros constituintes da amostra que podem
interferir na sua determinacdo (RIBANI et al., 2004). Neste trabalho, a seletividade

foi avaliada por meio da analise da matriz branco e da matriz branco fortificada.

3.7.2 Linearidade

A linearidade esta relacionada com a capacidade do método em fornecer um
sinal analitico diretamente proporcional a concentracdo do analito, dentro de uma
determinada faixa de aplicacdo (RIBANI et al.,, 2004). A expressdo matematica
utilizada para calcular a concentracdo dos analitos consiste em uma fungdo de
primeiro grau, também conhecida como equacdo da reta (Equagdo 1), conforme
estabelecido pelo INMETRO (2016):
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y=ax+b (Equacéo 1)

Onde:

y = resposta medida (area do pico);

X = concentragao;

a = coeficiente angular (inclinacéo da curva analitica);

b = coeficiente linear (interse¢cdo com o eixo y, quando x = 0).

Sendo assim, a linearidade foi avaliada através de uma curva analitica
preparada em solvente, o qual era 0 mesmo utilizado na etapa de eluicdo da SPE.
Esta curva foi preparada em sete niveis de concentracdo distintos: 0,5, 1, 2, 5, 10,
20 e 50 pg L™.

3.7.3 Exatidao e precisao

A exatiddo pode ser avaliada em termos de recuperacao, onde resultados
encontrados em um determinado ensaio sdo comparados a um valor de referéncia
assumido como “verdadeiro”. A recuperacado pode ser estimada a partir da analise
de amostras fortificadas com concentragdes conhecidas de analito, sendo que os
ensaios devem ser realizados em pelo menos trés diferentes concentracdes da faixa
de uso do método (RIBANI et al., 2004; INMETRO, 2016).

A precisdo, por sua vez, geralmente € expressa pelo desvio padréo (DP) e
pelo coeficiente de variagcdo (CV). O coeficiente de variacdo, também conhecido
como desvio padrédo relativo (DPR), é calculado a partir da Equacédo 2 (INMETRO,
2016):

DP ~
CV = DPR = — x 100 (Equagéo 2)
Onde:

CMD = concentracdo média determinada.

Para avaliar a exatiddo (ensaios de recuperacdo) e a precisdo (DPR) do
meétodo, foram assumidos os seguintes niveis de fortificacdo: 0,01, 0,02, 0,1, 0,4 e
1,0 pug L™ (n=6). A precisdo intermediaria foi estimada a partir de uma nova execucdo

do estudo de repetibilidade do nivel de fortificacdo de 0,1 pg L™ em um dia diferente.
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3.7.4 Limites de quantificacdo e de deteccao

O limite de quantificacdo (LOQ, do inglés limit of quantification) é definido
como a menor concentracdo de analito que pode ser medida com exatiddo e
precisdo aceitaveis. Normalmente, o LOQ do método corresponde ao padrdo de
calibracdo de menor concentracdo. Entre os métodos utilizados para o calculo do
LOQ destacam-se: avaliacao visual, relacdo sinal/ruido e ainda a estimativa a partir
da curva analitica (INMETRO, 2016).

O limite de deteccédo (LOD, do inglés limit of detection) consiste na menor
quantidade de analito que pode ser detectada, mas n&do necessariamente
quantificada. A Equacao 3 € um dos métodos utilizados para estimar o LOD:

— Loe 5
LOD = 333 (Equacéo 3)

Neste trabalho, o LOQ do método foi definido como sendo o nivel de mais
baixa concentracdo na matriz branco fortificada que pode ser medido com exatidao e

precisdo aceitaveis. O LOD foi calculado a partir da divisdo do LOQ por 3,33.
3.8 ANALISE DE AMOSTRAS REAIS

O método validado foi aplicado a 12 amostras de agua de consumo humano
de diferentes cidades e regides do Rio Grande do Sul. As amostras foram coletadas
em frascos de vidro ambar de 250 mL, transportadas até o laboratério sob
refrigeracdo e mantidas na geladeira até a extracdo. Cabe salientar que o tempo

percorrido entre as coletas e a extracdo de cada amostra ndo excedeu sete dias.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 CONDICOES CROMATOGRAFICAS

A coluna cromatogréfica, a fase movel e a vazdo nao sofreram alteracdes em
relacdo ao método que ja era utilizado previamente no laboratorio. A partir dos testes
envolvendo o tempo de corrida, optou-se pela utilizacdo do tempo de 10 minutos,
visto que alguns farmacos como a carbamazepina e o propranolol tiveram uma
diminuicdo consideravel de area nos tempos de 4 e 3 minutos. Na Figura 5 é
possivel observar, a partir dos cromatogramas de ions totais (TIC, do inglés total ion

chromatogram), a diferenca entre as areas da carbamazepina nos diferentes tempos
de corrida.

Figura 5 — Sobreposicdo dos cromatogramas de ions totais da carbamazepina, na
concentracdo de 50 pg L™, em diferentes tempos de corrida.
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Sendo assim, as condi¢cdes cromatograficas adotadas estdo descritas na
Tabela 6.
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Tabela 6 — Condi¢des cromatogréficas otimizadas.

Parametros Condicdes cromatogréaficas

Acquity UPLC™ BEH C18
(2,1 x 50 mm; 1,7 pm)

Coluna

Temperatura da coluna 40 °C

(A) agua:metanol (98:2, v/v) e (B)

) metanol, ambas contendo 5 mmol L™ de
Fase movel

formiato de amoénio e 0,1% (v / v) de

acido féormico

0-955
0,25-95:5

Gradiente (min. - %A:%B) ;;g _ 8188

8,51 - 955
10,00 — 95:5

Volume de injegéo 10 pL

Vazio 0,225 mL min*

O detector empregado neste estudo foi um espectrometro de massas do tipo
triplo quadrupolo. A fonte de ionizagao utilizada foi do tipo electrospray com modo de

ionizacdo positivo (ESI+). As condicbes empregadas no espectrébmetro de massas
foram:

e Capilar: 2,0 kV;

e Gas de dessolvatacdo: Nitrogénio;

e Temperatura de dessolvatacéo: 500 °C;
e Vazdo nocone: 80,0L h;

e Gas de colisédo: Argobnio;

e Vazdo do gas de colisdo: 0,15 mL min™;
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e Temperatura da fonte: 150 °C.

O modo de ionizacdo e as transicOes para a quantificacdo e a identificacao
dos analitos j& haviam sido previamente escolhidas utilizando monitoramento de
reacoes selecionadas (SRM, do inglés selected reaction monitoring). A transicao de
maior intensidade foi utilizada para a quantificacdo e a segunda de maior
intensidade para a identificacdo de cada um dos analitos. Os parametros tempo de
retencdo, energia do cone e energia de colisdo para cada transicdo SRM estao

descritos na Tabela 7.

Tabela 7 — Compostos analisados com seus respectivos tempos de retencéo,
energia do cone e energia de colisdo para cada uma das transicées SRM.

(continua)
Energia Transi¢cfes SRM, m/z
Composto (mtiRn.) do cone (Energia de coliséo, eV)
(V) Quantificacéo Identificacao
Acido Nalidixico 4,74 27,0 233>215 (14) 233>187 (25)
Androstenediona 5,96 30,0 287,1>97 (22) 287,1>109 (24)
Atenolol 0,61 25,0 267>145 (25) 267>190 (25)
Cafeina 2,78 25,0 195,3>138 (20) 195,3>110 (20)
Carbamazepina 5,13 36,0 236,9>194,1 (12) 236,9>167,4 (40)
Clindamicina 4,75 45,0 425,3>126,2 (40) 425,3>377,4 (20)
Clortetraciclina 3,94 27,0 479,3>444,2 (20) 479,3>462,2 (18)
Diclofenaco 6,71 20,0 296>215 (20) 296>250,1 (12)
Doxiciclina 4,46 25,0 445,2>428,2 (20)  445,2>154 (28)
Mebendazol 5,30 35,0 296,2>104,9 (30) 296,2>264,2 (30)
Metronidazol 1,96 22,0 172>128 (15) 172>82 (21)
Paracetamol 1,88 22,0 152>110 (15) 152>65 (30)
Progesterona 6,79 30,0 315,2>97 (22) 315,2>109 (24)
Propranolol 4,66 30,0 260>116 (18) 260>183 (20)
Sulfadiazina 1,98 25,0 251>156 (15) 251>92 (27)
Sulfadoxina 3,31 27,0 311>156 (15) 311>92 (32)
Sulfametoxazol 3,14 25,0 254>156 (16) 254>92 (26)
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(concluséao)
Energia Transicbes SRM, m/z
Composto t_R do cone (Energia de coliséo, eV)
(min.) (V) Quantificacao Identificac&do
Testosterona 6,18 29,0 289,2>97 (22) 289,2>109 (21)
Tetraciclina 2,76 22,0 445,3>410,2 (20) 445,3>154 (26)
Tiabendazol 3,08 42,0 202>175 (25) 202>131 (30)
5-OH-

. 2,63 50,0 218>190,9 (26) 218>147 (32)

tiabendazol

Na Figura 6 € possivel visualizar os cromatogramas de ions totais dos

compostos representativos das diferentes classes de farmacos analisadas neste

trabalho.

Figura 6 — Cromatogramas de ions totais dos compostos representativos de cada
classe de farmacos na concentracdo de 20 pg L™.

474 - -
1007 TIC (Acido Nalidixico)
g_
T 300 3.50 400 45 500 550 6.00 650 700 750  8.00
1004 6.79 TIC (Progesterona)
]
300 3.50 400 | 450 | 500 | 550 6.00 650 | 7.00 750 | 8.00
100 33 TIC (Sulfadoxina)
. /L
a0 aE0 400 | 450 | 500 | 550 6.00 650 | 700 750 | 8.00
100+ 4715 TIC (Clindamicina)
& /\
300 3.50 400 450 | 500 | 550 6.00 650 | 7.00 750 | 8.00
1004 530 TIC (Mebendazol)
g_ A
T T T T T r ; r T T T T
3.00 3.50 400 450 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50 8.00
100- 871 TIC (Diclofenaco)
$7 A
300 3.50 400 450 | s00 | 550 6.00 650 | 7.00 750 | 8.00
100+ 466 TIC (Propranclol)
g_ /\
T T T T r r r T T T T T T T T
3.00 3.50 400 450 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50 8.00
100+ 513 TIC (Carbamazepina)
ﬁ_ /\
300 3.50 400 | 450 500 | 550 6.00 650 | 700 750 8bo | 1empo



52

4.2 PREPARO DE AMOSTRA

4.2.1 Matriz branco

Agua ultrapura e agua da torneira foram avaliadas durante a escolha da
matriz branco. Os resultados das andlises demonstraram que ambas poderiam ser
consideradas branco para os compostos em estudo, com excec¢éo da cafeina, a qual
€ considerada um indicador de contaminacao por efluente urbano (SEILER et al.,
1999) e estava presente tanto na agua da torneira como na agua ultrapura.

Considerando que a agua da torneira possui uma melhor representatividade
da matriz em termos de possiveis interferentes, optou-se por utilizar a mesma como

matriz branco para a otimizagéo e a validacdo do método de SPE.

4.2.2 Adicdo de EDTA na amostra

A necessidade da adicdo de um complexante a amostra foi verificada durante
a comparacao dos resultados das andlises de agua ultrapura e agua da torneira,
ambas fortificadas no nivel de 2 pg L™ com pH 2,0. Este pH inicial foi escolhido com
base em trabalhos encontrados na literatura (DASENAKI;, THOMAIDIS, 2015;
PAIGA; SANTOS; DELERUE-MATOS, 2017). A Figura 7 apresenta o percentual das

recuperacdes em agua ultrapura e agua da torneira para o nivel de fortificacdo de 2

ug L
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Figura 7 — Recuperacdes em agua ultrapura e agua da torneira para o nivel de
fortificacdo de 2 pug L™, sem adicéo de EDTA.
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Utilizando a &agua ultrapura é possivel observar que todos os compostos
recuperaram, ainda que nem todas as recuperagdes tenham sido adequadas (70-
120%) (RIBANI et al., 2004; SANTE, 2017), como € o caso do atenolol, da
carbamazepina e do paracetamol. Por outro lado, ao utilizar agua da torneira,
farmacos de diversas classes (em especial os antibiéticos) ndo apresentaram
recuperacéo alguma.

Dasenaki e Thomaidis (2015) ja haviam descrito que a adicdo de EDTA em
amostras aquosas antes da extracdo teve grande influéncia na recuperacdo de
tetraciclinas e sulfonamidas. Sabe-se que a principal aplicacdo do EDTA é como
agente complexante, sendo este capaz de se ligar fortemente a diferentes ions
metdlicos (HARRIS, 2005). Nesse sentido, é importante destacar que uma das
propriedades da agua é a dureza, a qual estd associada a concentracdo de
diferentes cations em soluc¢do. Os cations mais frequentemente associados a dureza
s&o os de célcio e os de magnésio (Ca** e Mg**, respectivamente) (FUNASA, 2014).



54

Com base na literatura, foram adicionados 0,1 g de EDTA para cada 100 mL
de amostra de agua da torneira antes da extracdo por SPE (DASENAKI,
THOMAIDIS, 2015; LIANG et al., 2016; PAIGA; SANTOS; DELERUE-MATOS,
2017). A Figura 8 apresenta 0 numero de compostos recuperados sem e com a
adicdo de EDTA antes da extracdo para o nivel de fortificacdo de 2 ug L™, a qual

evidencia a necessidade da adicdo do agente complexante na amostra.

Figura 8 — Numero de compostos recuperados sem e com a adi¢cdo de EDTA.
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Considerando que a auséncia de recuperacdo dos farmacos foi solucionada
apenas com a adicao de EDTA a amostra, é possivel inferir que estes compostos
possuem algum tipo de interacdo com os cations presentes na amostra. A agua da
torneira naturalmente possui mais ions em solucdo do que a agua ultrapura, uma

vez que esta ndo passou por um processo de deionizacao.
4.2.3 Escolha do sorvente e ajuste do pH da amostra

A escolha do sorvente e o ajuste do pH da amostra sdo parametros
importantes para a SPE. Sendo assim, foram testados quatro sorventes diferentes
(Strata™-X, Oasis® HLB, Bond Elut Nexus e Bond Elut C1g), sendo trés constituidos
por sorventes poliméricos e um por silica quimicamente ligada. A escolha destes
sorventes foi baseada em métodos de preparo de amostra descritos na literatura
(DASENAKI; THOMAIDIS, 2015; CIZMIC; BABIC; KALTELAN-MACAN, 2017;
RIVERA-JAIMES et al., 2018).
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Optou-se por avaliar simultaneamente o pH e os sorventes a fim de garantir
que todas as amostras estivessem exatamente com o mesmo pH durante a
extracdo. Desta forma foram preparados trés frascos distintos com 500 mL de agua
da torneira com 0,1% (m/v) de EDTA para cada um dos pHs avaliados (2, 4 e sem
ajuste de pH). Todos os pHs foram medidos com o auxilio de um pHmetro e, quando
necessario, realizou-se o ajuste utilizando &cido fosférico 1:1 (v/v).

Apés o0 ajuste do pH cada solucdo foi particionada em quatro baldes
volumétricos de 100 mL, resultando em doze bal6es no total. A amostra de cada
bal&o foi fortificada no nivel de 2 ug L™* com a solucéo de mistura dos farmacos.

O procedimento de extracao foi idéntico para todos os testes. A eluicdo dos
analitos foi realizada utilizando 2 mL de uma solucéo de acetonitrila/metanol (1:1 v/v)
1% (v/v) acido acético. Na Figura 9 € possivel visualizar os resultados obtidos em

termos de recuperagéo para cada pH em cada um dos sorventes testados.
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Figura 9 — Recuperacgfes obtidas para cada farmaco em diferentes pHs e sorventes
no nivel de fortificacdo de 2 pg L™.
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O sorvente Bond Elut C;g apresentou os resultados menos satisfatérios em
todos os niveis de pH avaliados. Os sorventes do tipo Cig sdo frequentemente
utilizados para compostos com log Ky, superior a 1, ou seja, compostos mais
apolares (CIZMIC; BABIC; KALTELAN-MACAN, 2017). Considerando a ampla
diferenca entre as polaridades dos analitos em estudo, era esperado que este
sorvente ndo fosse o mais adequado para a retencéo de todos 0s compostos.

Apesar das recuperacdes terem sido mais satisfatorias para os compostos
clindamicina, clortetraciclina, doxiciclina, propranolol, sulfadiazina, tetraciclina e
tiabendazol, o sorvente Bond Elut Nexus, assim como o Bond Elut Cig, né&o
proporcionou bons resultados para 0s compostos atenolol, paracetamol e
metronidazol em nenhum dos niveis de pH avaliados.

Os sorventes Oasis® HLB e Strata™-X proporcionaram resultados muito
semelhantes para todos os compostos nos trés pHs avaliados. Estes sorventes
poliméricos possuem uma capacidade de retencdo mais ampla do que os a base de
silica (C1ZMIC; BABIC; KALTELAN-MACAN, 2017). As estruturas desses dois
sorventes podem ser observadas no Anexo A.

Em funcgéo da similaridade dos resultados entre Oasis® HLB e Strata™-X, a
definicdo do sorvente e do pH da amostra se deu por meio da avaliacdo das
recuperacdes dos analitos atenolol, metronidazol e paracetamol. A recuperacao
desses trés compostos foi adequada (70-120%) utilizando o sorvente Strata™-X e,
para o atenolol, apenas com a amostra sem ajuste de pH (5,5-6,0), de modo que
esta foi a condicdo escolhida. O comportamento do atenolol nos diferentes pHs foi
semelhante ao observado por Jakubus et al. (2019). Cabe salientar que o cartucho
Strata™-X continha 200 mg de sorvente, enquanto o Oasis® HLB apenas 60 mg.
Desta forma néo se descarta a possibilidade de que esta diferenca na quantidade de

sorvente possa ter exercido alguma influéncia na capacidade de retencgao.

4.2.4 Selecao do solvente e do volume de eluicéo

Os solventes de eluicao escolhidos para os testes foram metanol, acetonitrila,
acetonitrila/metanol (1:1 v/v) e acetonitrila/metanol (1:1 v/v) 1% (v/v) acido acético.
Esta escolha foi baseada em trabalhos encontrados na literatura (PAIGA; SANTOS;
DELERUE-MATOS, 2017; RIVERA-JAIMES et al, 2018) e também na
compatibilidade destes solventes com o sistema UHPLC-MS/MS.
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A fim de evitar a utilizacdo desnecessaria de cartuchos, optou-se inicialmente
por avaliar apenas o sinal analitico de cada farmaco em pontos na concentracdo de
20 pg L preparados em cada um dos solventes escolhidos. Em metanol e em
acetonitrila, observaram-se sinais analiticos alargados e uma perda significativa de
area para alguns compostos. Por outro lado, com as misturas de acetonitrila/metanol
(1:1 v/v) e acetonitrila/metanol (1:1 v/v) 1% (v/v) acido acético, todos os farmacos
apresentaram sinais analiticos menos alargados e areas superiores quando
comparados com os solventes individuais. Com base nestes resultados, as duas
misturas de solventes foram selecionadas para a escolha do volume de eluigao.

Todos os testes até esta etapa haviam sido realizados utilizando 2 mL como
volume de eluicdo. A fim de aumentar ainda mais o fator de concentracdo do
método, realizou-se um teste utilizando o volume de apenas 1 mL. Cabe salientar
que todas as eluicBes foram realizadas utilizando baldes volumétricos de 1 ou 2 mL.
A Figura 10 apresenta as recuperacdes obtidas para os niveis de fortificacdo de 0,4
e 0,8 ug L™ utilizando os volumes de eluicdo de 1 e 2 mL, respectivamente, para 0s
solventes acetonitrila/metanol (1:1 v/v) e acetonitrila/metanol (1:1 v/v) 1% (v/v) &cido

acético.

Figura 10 — Recuperacdes das fortificacdes nos niveis de 0,4 e 0,8 pug L™ para os
volumes de eluicho de 1 e 2 mL, respectivamente, utilizando os solventes
acetonitrila/metanol (1:1 v/v) e acetonitrila/metanol (1:1 v/v) 1% (v/v) acido acético.
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Os compostos atenolol, clortetraciclina, doxiciclina, propranolol e tetraciclina
ndo apresentaram recuperacfes satisfatérias com o solvente acetonitrila/metanol
(1:1 v/v). No caso do propranolol, as recuperacdes tanto em 1 como em 2 mL foram
inferiores a 2%, demonstrando que sua eluicdo s6 ocorre com o solvente acidificado.
Em virtude disso, o solvente escolhido foi a mistura de acetonitrila/metanol (1:1 v/v)
1% (v/v) &cido acético.

Apés a escolha do solvente, foram avaliados os volumes de eluicdo. Ao
observar a Figura 10, é possivel concluir que as recuperacfes tanto para 1 como
para 2 mL foram satisfatérias (70-120%) para todos os compostos. Considerando
que ao eluir com apenas 1 mL o fator de concentracdo do método torna-se duas
vezes maior, optou-se por utilizar este volume de eluicéo.

Por fim, os parametros de extracdo otimizados foram o0s seguintes: adicdo de
0,1% (m/v) de EDTA na amostra, cartucho Strata™-X (200 mg/3 mL), amostra sem
ajuste de pH (5,5-6,0), solvente de eluicdo acetonitrila/metanol (1:1 v/v) 1% (v/v)
acido acético e volume de eluicdo 1 mL. O extrato final foi diluido duas vezes em
agua ultrapura a fim de melhorar o sinal analitico dos compostos. A Figura 11

apresenta esquematicamente o método de SPE empregado neste trabalho.

Figura 11 — Método de SPE otimizado para a extracdo dos analitos em estudo.

[Condicionamento [ Amostra [ Lavagem
3 mLde metanol 100 mL de amostra
+ pH 5,5-6,0 3 mLde agua
3 mLde dgua + ultrapura
ultrapura 0,1% (m/v) EDTA 9
Sorvente: Strata™-X
(200 mg/3 mL) Secagem
[ Analise [ Diluicao [ Eluigdo
1 mLde
2x em agua ACN:MeOH
UHPLC-MS/MS < —
/ ultrapura (1:1, v/v) 1% (v/v)

acido acético

Fonte: Autora (2019).



60

4.3 VALIDACAO
4.3.1 Seletividade

A seletividade do método proposto neste estudo foi satisfatéria, visto que
além da matriz branco estar isenta dos farmacos avaliados, ndo houve interferentes
com 0os mesmos ions de quantificacdo e identificacdo. A Figura 12 apresenta o
cromatograma de ions totais do diclofenaco fortificado no nivel do seu LOQ (0,01 ug
L™) sobreposto ao branco (agua da torneira + 0,1% m/v de EDTA), de modo que é

possivel observar que a matriz branco estava de fato isenta deste farmaco.

Figura 12 — Cromatograma de ions totais do diclofenaco no nivel de fortificacdo de
0,01 pg L™ sobreposto ao branco.
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4.3.2 Linearidade

A linearidade foi avaliada a partir do preparo de uma curva analitica no
mesmo solvente utilizado na etapa de eluicdo, ou seja, acetonitrila/metanol (1:1 v/v)

1% (v/v) &cido acético.
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A Figura 13 apresenta as curvas analiticas obtidas para os compostos
atenolol, doxiciclina, mebendazol e progesterona, onde é possivel observar que a
progesterona possui a curva de maior inclinacdo e consequentemente as maiores

areas.

Figura 13 — Curvas analiticas dos compostos atenolol, doxiciclina, mebendazol e
progesterona.
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A faixa linear e o coeficiente de determinacéo (r?) de cada farmaco, obtidos a
partir do preparo da curva analitica, podem ser observados na Tabela 8.
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Tabela 8 — Faixa linear e coeficiente de determinacdo para a curva analitica
preparada em solvente.

Composto Faixa linear (ug L™) r?
Acido Nalidixico 0,5-50 0,9990
Androstenediona 0,5-50 0,9996

Atenolol 0,5-50 0,9996
Carbamazepina 0,5-50 0,9992
Clindamicina 5,0-50 0,9987
Clortetraciclina 5,0-50 0,9964

Diclofenaco 0,5-50 0,9980

Doxiciclina 0,5-50 0,9982

Mebendazol 0,5-50 0,9998

Metronidazol 0,5-50 0,9988

Paracetamol 0,5-50 0,9999

Progesterona 0,5-50 0,9994

Propranolol 0,5-50 0,9989

Sulfadiazina 1,0-50 0,9982

Sulfadoxina 1,0-50 0,9937
Sulfametoxazol 1,0-50 0,9935

Testosterona 0,5-50 0,9996

Tetraciclina 5,0-50 0,9994

Tiabendazol 0,5-50 0,9979
5-OH-tiabendazol 0,5-50 0,9998

A partir dos resultados obtidos, verificou-se que a linearidade de todos os

compostos em estudo foi adequada, uma vez que todos apresentaram r*>0,99.

4.3.3 Exatidao e preciséo

A exatiddo e a precisdo do método foram avaliadas a partir da andlise de

cinco niveis de fortificacdo com seis repeticdes cada, utilizando os célculos de
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recuperacgéo e desvio padréo relativo. A Tabela 9 apresenta os resultados referentes
aos ensaios de exatidao (recuperacgao) e precisao (DPR).



Tabela 9 — Resultados dos ensaios de exatidao (recuperacéo) e precisdo (DPR) com n=6.
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(continua)

Recuperac&o+DPR (%)

Repetibilidade

Precisao

Composto intermediaria
Niveis (ug L™)

0,01 0,02 0,1 0,4 1,0 0,1

Acido Nalidixico 80+19 77+8 808 8418 76111 1007
Androstenediona 70,+8,0 715 7315 8214 805 7218
Atenolol 71+12 7015 767 874 77+5 717
Carbamazepina 82+14 8413 8515 9243 8813 8415
Clindamicina - - 74£16 7617 8412 7415

Clortetraciclina - - 76x11 8017 97+18 101+12
Diclofenaco 91+11 97+10 1034 10916 10746 91+8
Doxiciclina 119+8 90+8 85+10 90+9 91+9 11148
Mebendazol 71+10 7315 754 82+2 79+2 7016
Metronidazol 94+19 96+8 96+6 1033 96+3 92+6
Paracetamol 103+14 8319 91+10 94+5 7912 71+3
Progesterona 74112 784 80+3 85+4 874 7514
Propranolol 87+17 91+7 904 9317 9047 8316
Sulfadiazina - 84+19 104+10 11246 114+7 95+9
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(concluséo)

Recuperac&o+DPR (%)

Composto Repetibilidade intzrr?nccle?j?gria
Niveis (ug L™)
0,01 0,02 0,1 0,4 1,0 0,1
Sulfadoxina - 96+7 10646 11148 108+6 105+10
Sulfametoxazol - 92+18 11046 115+11 11345 104+12
Testosterona 7811 76+3 8015 89+4 8844 776
Tetraciclina - - 88+13 9218 102+11 116+8
Tiabendazol 90+7 92+6 9319 10148 97+6 89+8
5-OH-tiabendazol 92+16 89+9 101+5 106+5 104+4 102+2




66

Os ensaios de exatidao e precisdo forneceram resultados satisfatérios para
todos os compostos avaliados em pelo menos trés dos cinco niveis de fortificagéo,
visto que as recuperacdes variaram entre 70 e 119% com DPR <19%. A
clindamicina, a clortetraciclina e a tetraciclina ndo foram validadas nos niveis de 0,01
e 0,02 pg L' devido aos sinais analiticos serem de dificil integracdo nas
concentracbes mais baixas. A sulfadiazina, a sulfadoxina e o sulfametoxazol
apresentaram a mesma dificuldade de integracdo na concentracéo de 0,01 pug L™.

A Figura 14 apresenta graficamente os resultados da precisdo intermediaria, a

qual foi realizada em dias diferentes, para o nivel de fortificacéo de 0,1 ug L™ (n=6).

Figura 14 — Resultados da preciséo intermediaria para o nivel de fortificacdo de 0,1
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Os resultados da precisdo intermediaria foram satisfatorios, uma vez que os
valores de recuperacao mantiveram-se entre 70 e 116% com DPR < 12% para todos

0S compostos.
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4.3.4 Limites de deteccao e quantificagéo

Neste trabalho, o LOQ foi calculado a partir do menor nivel de fortificacdo que
pode ser validado com recuperacdes entre 70-120% e DPR < 20%. Levou-se ainda
em consideragcao os fatores de diluicdo, sendo o volume de eluicdo de 1 mL e a
diluicdo de duas vezes do extrato final em agua ultrapura, de modo que o fator de
concentracéo final do método foi de 50 vezes. O LOD, por sua vez, foi calculado a
partir da divisdo do LOQ por 3,33. Os limites de quantificacdo e deteccdo do método

podem ser observados na Tabela 10.

Tabela 10 — Limites de quantificacdo e deteccao do método.

Composto LOQ (ug L™ LOD (ug L™)
Acido Nalidixico 0,01 0,003
Androstenediona 0,01 0,003

Atenolol 0,01 0,003
Carbamazepina 0,01 0,003
Clindamicina 0,1 0,03
Clortetraciclina 0,1 0,03

Diclofenaco 0,01 0,003

Doxiciclina 0,01 0,003

Mebendazol 0,01 0,003

Metronidazol 0,01 0,003

Paracetamol 0,01 0,003

Progesterona 0,01 0,003

Propranolol 0,01 0,003

Sulfadiazina 0,02 0,006

Sulfadoxina 0,02 0,006
Sulfametoxazol 0,02 0,006

Testosterona 0,01 0,003

Tetraciclina 0,1 0,03

Tiabendazol 0,01 0,003

5-OH-tiabendazol 0,01 0,003
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Com exceg¢ao dos compostos clindamicina, clortetraciclina, sulfadiazina,
sulfadoxina, sulfametoxazol e tetraciclina, todos os analitos fortificados no nivel de
0,01 pg L™ foram quantificados, de modo que este foi o menor valor de LOQ obtido.

Em comparacdo com o estudo de Dasenaki e Thomaidis (2015), onde
também foi realizada a adicdo de EDTA em amostras aquosas antes da SPE, este
trabalho obteve limites de quantificacdo menores para os farmacos doxicilina,
sulfadiazina, sulfadiazina, sulfadoxina, sulfametoxazol, diclofenaco, progesterona,
atenolol, propranolol, paracetamol e carbamazepina. Ja para a clortetraciclina e a
tetraciclina, os limites aqui apresentados foram maiores.

Liang et al. (2016), que também realizaram a adi¢do de EDTA para a extragédo
de antibiéticos em amostras aquosas por SPE, obtiveram limites de quantificacédo
maiores para 0s compostos tetraciclina, sulfadiazina, doxiciclina e sulfametoxazol. O

método proposto neste trabalho obteve limites em média dez vezes menores.

4.4 APLICACAO DO METODO EM AMOSTRAS REAIS

O método desenvolvido neste trabalho foi aplicado para a andlise de 12
amostras de agua de consumo humano de diferentes cidades e regifes do estado
do Rio Grande do Sul. A Tabela 11 apresenta os locais de coleta e de captacéo das
aguas analisadas, bem como se as mesmas passam por algum tratamento antes do

consumo.



Tabela 11 — Locais de coleta das amostras analisadas.
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Local de coleta

Agua tratada por 6rgéo

estadual responsavel?

Local de captacéo

Arroio do Tigre — RS
Cacapava do Sul - RS
Cacapava do Sul - RS

Frederico Westphalen — RS
Gaurama — RS
Getulio Vargas — RS
Girua — RS
Jaguari — RS
Santa Maria - RS
S&o Martinho da Serra — RS
Torres — RS

Torres — RS

Sim

Sim

Poco

Rio

Poco

Rio

Poco

Rio

Poco

Rio

Rio

Vertente

Rio

Vertente

Todas as amostras foram coletadas diretamente da torneira de residéncias

localizadas nas respectivas cidades, com excecao da agua de vertente de Torres-

RS, a qual foi coletada da prépria vertente. Quando necessario, o pH das amostras

foi ajustado para a faixa de 5,5-6,0 com uma solucdo de hidroxido de amonio 5%

(v/v). Foram encontradas trés amostras de agua tratada positivas para trés farmacos

diferentes, sendo duas captadas de rios (A4 E A10) e uma de poco (A3). Cabe

salientar que o numero atribuido as amostras positivas nao tem relacéo direta com a

ordem das cidades descritas na Tabela 11. A Tabela 12 apresenta os valores de

concentracdo encontrados para cada farmaco.



Tabela 12 — Concentragfes dos farmacos encontrados em amostras reais.
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Amostra
Farmaco
A3 A4 Al10
Atenolol n.d. n.d. 0,026 ug L™
Carbamazepina 0,013 pg L* n.d. 0,027 pg L™
Paracetamol n.d. 0,016 pg L™ n.d.

n.d. = ndo detectado.

Na Figura 15 é possivel visualizar o cromatograma da carbamazepina na

amostra A10 sobreposto ao seu LOQ (0,01 pg L™) e branco.

Figura 15 — Cromatograma da amostra A10, positiva para a carbamazepina,

sobreposto ao seu LOQ (0,01 ug L™) e branco.
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Ressalta-se ainda que todas as aguas analisadas, incluindo a matriz branco,
estavam contaminadas com cafeina. Este composto é considerado um indicador de
contaminacéo por efluente urbano, principalmente devido a sua natureza antropica.
A persisténcia da cafeina na agua é associada a sua alta solubilidade, baixo log Ko
e volatilidade insignificante. Sua principal fonte de entrada em corpos hidricos se da
pela excrecdo apos o consumo de café, chas, refrigerantes ou medicamentos
(FERREIRA; LOURDES; CUNHA, 2005).

Segundo o trabalho recente de Sodré, Dutra e Santos (2018), o atenolol e a
cafeina estdo entre os cinco compostos mais encontrados em amostras de agua
superficial no Brasil. JA& a carbamazepina e o paracetamol foram encontrados em
aproximadamente 50 e 20% das amostras analisadas, respectivamente. As faixas de
concentracdo encontradas para estes compostos foram 0,48-90 (atenolol), 0,12-652
(carbamazepina) e 13,4-13440 pg L™ (paracetamol), sendo estas superiores aos
valores encontrados nas analises realizadas neste trabalho. A maior concentracdo
de farmacos em aguas superficiais pode ser atribuida ao fato destas constituirem o
principal meio receptor de efluentes.

De acordo com uma breve consulta em farméacias da cidade de Santa Maria-
RS, apenas para a compra da carbamazepina € necessdria a retencao de receita
médica. Apesar disso, este foi 0 composto encontrado em maior concentracdo e no

maior nimero de amostras neste trabalho.
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5 CONCLUSOES

O presente trabalho descreveu a otimizacdo do método de extracdo em fase
sélida para a determinacédo simultanea de farmacos de diferentes classes em agua
de consumo humano empregando a técnica de UHPLC-MS/MS. Os testes para a
escolha do sorvente, da adicdo de EDTA na amostra, do ajuste de pH, do solvente e
do volume de eluicao foram realizados para garantir a melhor condi¢éo de extracao.

Verificou-se que o sorvente Strata™-X (200 mg/ 3mL) foi o mais adequado
para a extragao de todos os compostos. A adicdo de EDTA na amostra mostrou-se
necessaria, uma vez que proporcionou um aumento no numero de compostos
recuperados. Quanto ao pH, constatou-se que sO foi possivel obter recuperacdes
adequadas para o atenolol quando a amostra ndo sofreu ajustes no pH, ficando na
faixa de 5,5-6,0. J& em relacdo ao solvente de eluicdo, observou-se que sé foi
possivel eluir o propranolol com o solvente acidificado, o que resultou na escolha do
solvente acetonitrila/metanol (1:1 v/v) 1% (v/v) acido acético. Com a diminuicado do
volume de eluicdo para 1 mL, foi possivel dobrar o fator de concentracdo do método
para 50 vezes, 0 que permitiu atingir baixos limites de quantificacdo e deteccéo.

O método de SPE otimizado demonstrou ser adequado para a extracdo
simultanea de farmacos de diferentes classes em agua de consumo humano. Além
disso, a analise por UHPLC-MS/MS apresentou alta sensibilidade e seletividade, o
gue possibilitou a determinacédo simultanea de 20 farmacos em um intervalo de 10
minutos.

Entre as 12 amostras reais analisadas, 3 apresentaram resultados positivos
para 0os compostos atenolol, carbamazepina e paracetamol. Finalmente, o método
proposto neste trabalho demonstrou ser simples, eficaz e confiavel, podendo ser
aplicada em analises de rotina, visto que atendeu a todos os parametros de
validagéo estabelecidos.
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6 DESTINO DOS RESIDUOS GERADOS

Os residuos sélidos e liquidos gerados durante o desenvolvimento deste
trabalho foram devidamente separados e identificados no préprio laboratorio, sendo
posteriormente encaminhados ao almoxarifado do Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Santa Maria. Estes residuos sdo encaminhados a uma
empresa terceirizada que realiza o tratamento e o descarte adequado.

O armazenamento dos residuos sélidos foi realizado utilizando sacos
plasticos adequados para residuos contaminados, enquanto os residuos liquidos
foram divididos em frascos identificados como halogenados e ndo halogenados, de

acordo com recomendacao do proprio departamento.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

v" Ampliar o escopo de farmacos para a analise por UHPLC-MS/MS;
v" Avaliar a aplicabilidade do método em outras amostras de agua tais como:

agua de rio sem tratamento, agua mineral, agua de acude, efluente, entre
outras;

v" Analisar amostras de agua de consumo humano de outras regides do pais.
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APENDICE A - INFORMACOES GERAIS SOBRE OS FARMACOS EM ESTUDO
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(continua)
. Massa
Composto Eztl;u;lljlr; ;glrgﬂ:gr molecular Plzg/e)za Classe pKa Log
(g/mol) 0 ow
T) o
‘ ~ | OH
Acido nalidixico HC N N C12H12N203 232,2 99,5 Antibiético 5,95/4,68 1,41
H3C)
Androstenediona C19H2602 286,4 99,5 Hormonio -4,8/19,03 2,75
H OH
N\)\/O 0
Atenolol \[/ \@[\)L C14H22N203 266,3 99,6 B-bloqueador  14,08/9,67 0,16
NH,
T
N N O
Cafeina ¢ ] T CoMoNa©2 1942 990  Estimulante 140 007
N “CH
/ 3
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(continuacao)

Massa

Estrutura Férmula Pureza log
Composto molecular Classe pKa
molecular molecular (%) Kow
(g/mol)
Carbamazepina i N i C15H12N20 236,2 99,6 Antiepiléptico  15,96/-3,8 2,45
07 "NH;

N A
Clindamicina HO%/ HY & CisHsCINZOsS 4249 930 Antibistico  12,41/7,55 2,16

Clortetraciclina C2:H23CIN>Og 478,8 99,0 Antibiético 3,3/7,6/9,3 -

Anti-

C14H1:CI2NO; 296,1 99,5 inflamatério

Diclofenaco 4.0/-2,1 451
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(continuacao)

Massa

Estrutura Férmula Pureza log
Composto molecular Classe pKa
molecular molecular (%) Kow
(g/mol)
Doxiciclina CooHaaN2Os - 444 4 98,7 Antibiético 3,018,092 -
0
. oyc)/cH3
Mebendazol O O e CiHiNsOs 2953 97,0  Antiparasitario  8,44/3,93 2,83
N
s
O5N N)\CHg
Metronidazol \ CsHgN3O3 171,1 99,8 Antiparasitario  15,44/3,09 -0,02
OH
H
Paracetamol CaHoNO: 151,1 99,5 Analgésico 9,46/-4,4 0,46
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(continuacao)

Massa

Estrutura Formula Pureza log
Composto molecular Classe pKa
molecular molecular (%) Kow
(g/mol)
Progesterona Cr1H300, 314,4 99,2 Hormonio -4,8/18,92 3,87
OH H
O\)\/N
Propranolol O Y C16H21NO2 259,3 99,0 B-bloqueador  14,09/9,67 3,48
70
Sulfadiazina HZN@S\/ N= C1oH10N4O,S — 250,2 99,0  Antibidtico  6,99/201  -0,09
HN—( p
N
H OCH;
W N — OCH;
Sulfadoxina C12H14N4O4S 310,3 98,0 Antibidtico 2,55/6,12 -
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(continuacao)

Massa

Estrutura Formula Pureza log
Composto molecular Classe pKa
molecular molecular (%) Kow
(g/mol)

N—‘O

YU
Sulfametoxazol /©/ \N C10H11N303S 253,2 99,0 Antibiético 1,6/5,7 0,89

H,N

Testosterona C19H280, 288,4 98,5 Hormonio -0,88/18,52 3,32
Tetraciclina C2oH24N20g 444 4 96,0 Antibidtico 3,3/7,8/9,6  -1,37

N
S
Tiabendazol ©: )—(\//J C10H7N3S 201,2 99,0 Antiparasitario  10,28/4,08 2,47
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(concluséao)

Massa

Estrutura Férmula Pureza log
Composto molecular Classe pKa
molecular molecular (%) Kow
(g/mol)
/H
5 OH- Ho N /s Metabdlito
tiabendazol />—© C10H7N30S 217,2 99,5 principal do - -
N N Tiabendazol

Fonte: DrugBank; PubChem.
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ANEXOS

ANEXO A — ESTRUTURAS DOS SORVENTES STRATA™-X E OASIS® HLB

a) Estrutura do sorvente Strata™-X

N-vinilpirrolidona
(hidroﬁlico)

WQ

D|V|n|Ibenzeno
(lipofilico)

b) Estrutura do sorvente Oasis® HLB

N-vinilpirrolidona

(hidrofilico) \

Divinilbenzeno
(lipofilico)



