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DEVELOPMENT OF ANALYTICAL METHODS FOR HPLC-UV TO THE ANTIMICROBIANS TETRACYCLINE, SULFA-
METHOXAZOLE AND TRIMETHOPRIM USING ZIRCONOCENE-BASED SILICA AS PRE-CONCENTRATION/
EXTRACTION SYSTEMS. This paper evaluates the adsorption capacity of zirconocene-based silica materials in the pre-
concentration of antimicrobians (tetracycline, sulfamethoxazole and trimethoprim) in aqueous medium. These materials were
prepared by grafting the zirconocene onto silicas pre-treated at different temperatures. The retention capacity of these materials was
evaluated by off line SPE and HPLC-UV and the proposed methodology was validated in ultrapure, tap and river water. The recovery

for tetracycline was 72% (in the solid phase A) and, for sulfamethoxazole and trimethoprim was 68 and 95% in the commercial C18,
respectively. The target antimicrobians were not detected in the Arroio Diltvio (Porto Alegre — RS).

Keywords: antimicrobians; silica-based material; solid-phase extraction.

INTRODUCAO

Nos dltimos anos uma grande variedade de residuos de farmacos
tém sido detectados no meio ambiente, em especial em dgua potd-
vel,'® dguas naturais® e efluentes domésticos.’ A ocorréncia desses
compostos, designados por contaminantes emergentes, tem desper-
tado preocupagdo pois eles sdo compostos bioativos, ou seja, sdo
sintetizados para uma intencdo especifica nos seres vivos. Por essa
razdo os farmacos podem também ter efeitos t6xicos nos organismos
aquaticos.®® A principal entrada desses produtos no meio ambiente
resulta de sua utilizagdo na medicina humana e veterindria, uma vez
que ap6s a administragio sdo parcialmente metabolizados e excreta-
dos. Isto € decorrente do fato de que os farmacos sdo desenvolvidos
para serem persistentes, mantendo suas propriedades quimicas o
bastante para servir ao propésito terapéutico.®’

Um dos grupos de fadrmacos que merece especial ateng@o € o dos
antimicrobianos. Eles tém sido amplamente investigados no meio
ambiente nos ultimos anos, principalmente devido ao seu potencial
quanto ao desenvolvimento de bactérias.?° Dentre os antimicro-
bianos, a tetraciclina (TC), que € produzida a partir de cepas de
micro-organismos ou como produto semissintético, o sulfametoxazol
(SMX) e a trimetoprima (TM), que s@o antimicrobianos sintéticos,
representam trés farmacos largamente usados na medicina humana
e veterindria.!>17:!

Para deteccdo de fairmacos no meio ambiente aquitico, faz-se
necessdrio o desenvolvimento de métodos sensiveis capazes de
detectar as baixas concentracdes em que estes compostos poderdo
estar presentes. Além disso, a complexidade da matriz ambiental
envolve um grande nimero de compostos que podem interferir nas
andlises, dificultando esta etapa quando as amostras ndo sdo pre-
viamente tratadas. As técnicas de extracdo e/ou pré-concentra¢io
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auxiliam significativamente a andlise dos componentes de interesse
em matrizes complexas, principalmente em baixas concentra¢oes.”
A extragdo em fase sdlida (EFS) tem sido um dos procedimentos
mais empregados para extracdo e/ou pré-concentracdo de analitos
em nivel de tragcos em matrizes complexas ou ndo. A EFS emprega
adsorventes empacotados em cartuchos, pelos quais a amostra ¢
percolada; os analitos de interesse sdo pré-concentrados e, pos-
teriormente, eluidos para serem analisados. Os mecanismos de
reten¢do envolvidos sdo idénticos aqueles da cromatografia liquida
em coluna. Atualmente, um grande nimero de adsorventes estd
disponivel comercialmente.?! No entanto, a obtengio de adsorventes
produzidos em laboratdrios também € uma alternativa promissora.”
Materiais alternativos como grafite, crisotila, entre outros, ja foram
investigados na literatura.

Em trabalho anterior, foram desenvolvidas fases sélidas a
base de silica quimicamente modificadas com o intuito de pré-
concentrar poluentes orgdnicos presentes em matrizes ambientais,
em substitui¢do as fases s6lidas comerciais. Fases sdlidas funcio-
nalizadas com diclorobis (ciclopentadienil) zircdnio (IV) pelo mé-
todo grafting® foram sintetizadas e avaliadas na pré-concentragio
de diversos analitos polares.”* Em extensdo a esse trabalho, estas
fases s6lidas foram avaliadas quanto ao seu desempenho na pré-
concentragdo de tetraciclina, sulfametoxazol e trimetoprima,
em nivel de tragos, em meio aquoso. Para as fases sélidas que
apresentaram melhores resultados na etapa de pré-concentragdo,
a metodologia analitica para TC e a metodologia analitica para
SM e TM foram validadas. Cabe salientar que a presente silica
funcionalizada busca combinar a presen¢a de sitios dcidos de
Lewis (existente no atomo de Zr) com sitios bdsicos de Lewis
introduzidos através do anel ciclopentadienila presente na esfera
de coordenacio desse complexo metdlico.
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PARTE EXPERIMENTAL
Reagentes e materiais

Padrdes de cloridrato de tetraciclina, com teor de 98,6% (ad-
quirido da Importadora Quimica Delawere Ltda, Porto Alegre, RS,
Brasil), trimetoprima, com teor de 99,36%, (adquirido do Laboratdrio
Farmacéutico do RS, Porto Alegre, Brasil) e sulfametoxazol com teor
de 100,5% (adquirido de Deg Importa¢do de Produtos Quimicos Ltda,
Sao Paulo, SP, Brasil) foram utilizados como substancias quimicas
de referéncia. Os reagentes N,N-dimetilformamida, dcido oxélico,
oxalato de amonio (Merck), trietilamina, dcido acético glacial (Vetec)
e fosfato de amonio dibdsico (Synth), todos com grau de pureza para
analise; metanol e acetonitrila (Omnisolv e/ou Mallinckodt) com
grau de pureza para andlise de residuo e dgua ultrapura (Milli-Q)
com resistividade controlada em 18,2 M cm, foram empregados
como solventes.

Fases solidas a base de silica quimicamente modificadas

As fases sélidas, a base de silica quimicamente modificada, foram
preparadas pelo método grafting,”® em que os grupos OH da silica
foram substituidos por ciclopentadienil zirconio. A diferenca entre
estes adsorventes estd na temperatura de ativagao da silica (110,200 e
450 °C) que por sua vez afeta os grupos silanois residuais, potenciais
sitios de reacdo e fixagdo dos metalocenos empregados. O procedi-
mento completo para a sintese e caracterizag@o deste material estd
descrito alhures.?? As principais caracteristicas destes materiais, bem
como da silica comercial utilizada, estdo relacionadas na Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas fisico-quimicas dos materiais a base de silica utili-
zadas no estudo de reten¢ao dos antimicrobianos

Material a base T de ativagdo Teorde  Diametro médio  Area

de silica da silica (°C) carbono (%)  de particula  especifica
(pm) (m’g")
Silica A 110 274 50 296
Silica B 200 20,4 50 292
Silica C 450 18,9 50 290
C18 Waters - 12 55-105 n.d.
Sep-Pak®
LC-18™ - ~11,5 45 475
Supelco

nd: nao determinado.

Preparo das solucoes padrao de estoque e de trabalho

A solucio padrio estoque de cloridrato de tetraciclina (TC) foi
preparada na concentragdo de 100 mg L' no solvente de dilui¢do
(mistura de 680 mL de oxalato de amdnio 0,1 mol L' € 270 mL de
N,N-dimetilformamida) e mantida ao abrigo da luz. As solugdes
padrio de trabalho de TC foram preparadas diariamente pela dilui¢do
sucessiva da solucdo padrio estoque nas concentragdes de 10, 25, 50,
100, 200 e 1000 pg L' no solvente de diluigdo e mantidas ao abrigo
da luz. As solugdes utilizadas nos estudos de adsor¢ao/dessorcio
foram preparadas diariamente na concentragdo de 10 ug L' em dgua
ultrapura de sistema Milli-Q.

A solugdo padrdo estoque mista de sulfametoxazol (SMX) e
trimetoprima (TM) foi preparada na concentragio de 100 mg L' em
metanol e mantida ao abrigo da luz. As solu¢des padréo de trabalho
de SMX e TM, nas concentracdes de 5, 10, 25, 50, 100, e 1000 pg
L' foram preparadas diariamente na fase mével (H,0:ACN:TEA
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799:200:1 (v/v) pH: 5,9 = 0,1 corrigido com 4cido acético), pela
diluicdo sucessiva da solugdo padrdo estoque. As solugdes utilizadas
no estudo de adsor¢do/dessor¢do foram preparadas diariamente na
concentracdo de 10 pug L' em dgua ultrapura de sistema Milli-Q,
com uma solubilizac¢do inicial em metanol (mdximo 1 mL). Todas
as solucdes preparadas foram mantidas ao abrigo da luz.

Condicoes cromatograficas

As andlises cromatograficas foram realizadas por cromatografia
liquida de alta eficiéncia com detector de Ultravioleta (CLAE-UV)
em equipamento Shimadzu LC-10A, equipado com detector de
UV-Vis SPD-10A. As andlises de TC foram realizadas em coluna
cromatografica Shimadzu Shim-pack CLC-C8 (M) (150 mm x 4,6
mm) (5 um) endcapped e pré-coluna Shimadzu GC8 (30 mm X 4,6
mm) (10 um) endcapped. O comprimento de onda ajustado para
as medidas do detector foi de 280 nm. A fase mével foi oxalato de
amonio 0,1 mol L:DMF:fosfato de amonio dibdsico 0,2 mol L'
na propor¢do de 680:270:50 (v/v) (pH: entre 7,6 a 7,7), conforme
recomendagio da USP.”’

As andlises de SMX e TM foram realizadas em uma coluna cro-
matografica Shimadzu Shim-pack CLCODS (M) (150 mm x 4,6 mm)
(5§ um) endcapped e pré-coluna Shimadzu GODS (30 mm x 4,6 mm)
(10 um) endcapped. O comprimento de onda ajustado para as medidas
do detector foi de 254 nm. A fase mével utilizada foi H,O0:ACN:TEA
na proporg¢do de 799:200:1 (v/v) (pH: 5,9 £ 0,1 corrigido com dcido
acético), conforme recomendagéo da USP.>

Antes das andlises cromatograficas, as fases méveis foram filtra-
das com membrana de nylon 0,45 um (Millipore) e desgaseificadas
com gés hélio (99,995%). A vazdo das fases méveis foi de | mL min™!
em modo isocratico e volume de injecio de 20 uL. Todas as medidas
foram realizadas a temperatura ambiente (25 °C).

Os ajustes de pH foram realizados em pHmetro Digimed, modelo
DM-20 com termocompensador Digimed, modelo DMF-N1.

Amostras

As amostras de dgua potdvel foram coletadas diretamente da torneira
do laboratdrio. As amostras de dgua de rio foram coletadas no Arroio Di-
ldvio (Porto Alegre — RS) em dois pontos: antes e apds o recebimento de
descargas de efluentes domésticos e hospitalares. As amostras coletadas
antes do recebimento das descargas de efluentes correspondem a uma
area de coordenadas de 30° 04’ 09.12 S, 51° 08’ 26.54” O, elev 180
pés e altitude do ponto de visdo 596 pés , e as amostras coletadas apds
o recebimento das descargas, numa drea com coordenadas de 30° 02’
51.64“S,51°12749.98” O, elev 31 pés e altitude do ponto de visdao 364
pés. As amostras foram coletadas em frasco de vidro ambar previamente
descontaminados, transportadas em gelo até o laboratério imediatamente
apoés a coleta. As amostras foram filtradas em filtro de membrana de 0,45
wm e mantidas a 4 °C em frasco de vidro ambar totalmente preenchido,
em posi¢ao vertical, até o momento da andlise, que ndo foi superior a 2
dias para minimizar os efeitos da degrada¢ao microbiana."

Estudo de adsor¢ao/dessorcio das fases solidas frente a
tetraciclina, ao sulfametoxazol e a trimetoprima

Os estudos de adsor¢do nas fases sdlidas foram realizados em
colunas tipo seringas de pldstico empacotadas com as fases s6lidas
retidas entre duas membranas filtrantes (frif) de polietileno. A quan-
tidade de adsorvente usado nestes cartuchos foi de 150 mg. Foram
preparados cartuchos de extragdo para andlise das amostras e dos
brancos. Na etapa de condicionamento, foram utilizados 5,0 mL de
metanol seguido de 25 mL de 4gua.
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A reteng@o dos analitos foi realizada mediante a percolacio
(vazido inferior a 2 mL min™') de 100 mL das respectivas solugdes
padrdes aquosas na concentragdo de 10 pug L. Pela passagem da
solucdo aquosa pelas fases sélidas, obtém-se as amostras denomina-
das eluatos. Na etapa de elui¢@o dos analitos retidos na fase sélida,
utilizaram-se os solventes e/ou misturas de solventes (eluentes). Os
extratos assim obtidos sdo denominados de eluidos. Para cada fase
solida foi previamente realizado um branco para garantir a qualidade
dos adsorventes empregados.

Viérias composicdes de solventes e/ou misturas de solventes foram
utilizadas na etapa de eluicdo. Para TC, utilizou-se, MeOH 100%,
ACN 100%, solvente de diluigdo, MeOH:solvente de diluicao 50%
(50:50 (v/v)) e ACN: solvente de diluicdo 50% (50:50 (v/v)). Para
SMX e TM utilizou-se, MeOH 100%, MeOH 50%, ACN 100%,
ACN 50% e fase mével (H,O:ACN:TEA 799:200:1 (v/v) pH: 5,9 +
0,1 corrigido com 4cido acético).

Determinacao do volume de quebra

O volume de quebra, definido como o volume de amostra que
pode ser percolado através da fase sélida sem perda dos analitos de
interesse por lixiviagdo destes devido ao solvente da prpria amostra,?
foi determinado com solucdes aquosas de dgua ultrapura, 4gua potdvel
e agua do Arroio Dilivio, fortificadas com os antimicrobianos. As
amostras do Arroio Dildvio foram coletadas antes do recebimento de
descargas de efluentes domésticos e hospitalares e fortificadas com
os antimicrobianos. As concentragdes das solucdes utilizadas nestes
experimentos foram de 10; 5;2,5e 1,25 ugL'paraTCe 8,4,2¢ 1
pg L para SMX e TM. Estas solug¢des foram percoladas pelas colu-
nas contendo aproximadamente 150 mg de cada fase sélida. Dessa
forma, a determinagdo do volume de quebra foi realizada mantendo-se
constante a massa do analito, variando-se o volume de solvente, no
caso dgua (25; 50; 100 e 200 mL). A elui¢do foi realizada com 5,0
mL de solvente ou mistura de solvente, dependendo dos analitos.

Avaliacio dos parametros de desempenho dos métodos de
quantificaciio e da extracio em fase sélida dos antimicrobianos

Os parametros de desempenho foram seguidos de acordo com o
Guia da International Conference on Harmonisaton (ICH),*® Agén-
cia Nacional de Vigilanica Sanitdria (ANVISA)* e INMETRO.’A
seletividade foi avaliada pela andlise das solu¢des dos brancos dos
eluentes obtidos nos estudos de adsor¢ao/dessor¢do das fases solidas.
As solucdes dos brancos foram preparadas utilizando somente as eta-
pas de condicionamento e de adi¢@o do solvente de elui¢@o no estudo
de adsorcao/dessor¢do. Como critério de aceitacdo da seletividade
determinou-se que os cromatogramas obtidos a partir das solugdes
dos brancos dos eluentes das fases sdlidas ndo deveriam apresentar
bandas cromatograficas na regido dos mesmos.

O limite de deteccio instrumental (LDI) foi determinado pelo mé-
todo visual dos cromatogramas obtidos das solugdes de concentragdes
conhecidas e decrescentes preparadas a partir das solu¢des padrao, até
o menor nivel detectado. Durante o preparo e andlise das solugdes,
teve-se o cuidado de manté-las ao abrigo da luz, em um periodo
maéximo de 1 dia. Utilizou-se a relagdo sinal/ruido de 3 como LDI.

O limite de deteccdo do método (LDM) foi determinado pela
andlise de solugdes dos analitos em estudo nas matrizes a serem
analisadas. Cada uma destas solugdes passou pela etapa de pré-
concentragdo e andlise por CLAE-UV. A estimativa do limite de
deteccdo do método foi feita com base na relagdo sinal-ruido (3 vezes
o ruido da linha de base)*®3° das bandas cromatogrificas geradas nos
respectivos cromatogramas.

O limite de quantificag@o instrumental (LQI) foi calculado
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multiplicando-se o LDI por 3,33 (LQ = 10 vezes a relag@o sinal/ruido).

O limite de quantificagdo do método (LQM) foi determinado
como sendo a concentra¢do que produziu uma relacio sinal-ruido
de 10 vezes nos cromatogramas de cada analito, analisado seguindo
o mesmo procedimento analitico do LDM.

A linearidade das curvas analiticas foi determinada com um
minimo de cinco pontos, nas concentragdes de 10, 25, 50, 100, 200
pug L' para TC e 5, 10, 25, 50, 100 pg L' para SMX e TM, com
coeficiente de variac@o inferior a 2% para inje¢des replicadas (n =
3 inje¢des) a cada nivel de concentracdo, utilizando a padronizacao
externa. Utilizaram-se as solu¢des padrdo de trabalho de TC e as de
SMX e TM para determinar a linearidade das respectivas metodo-
logias. As curvas foram determinadas em cada estudo de adsor¢ao/
dessor¢ao e foram expressas pelas equacdes das retas e coeficiente de
correlagdo (r). Para avaliar a qualidade dessas curvas, verificou-se a
estimativa da incerteza devido a funcdo calibrag@o, com os testes de
linearidade, de validade de regressao e de eficiéncia da regressdo.’! Os
resultados destes testes foram tratados por métodos estatisticos através
do software Microsoft Excel®. Como critério de aceitacdo da curva
analitica, o valor minimo aceitdvel do coeficiente de correlacdo (r)
deve serigual a 0,99.% Para verificar se a equac@o de regressdo € valida
no teste para verificagdo de ajuste do modelo linear e na validade da
regressao’ ndo devem ser evidenciadas diferengas estatisticamente
significativas, quando avaliadas por andlise de variancia (ANOVA),
ou seja, F calculado deve ser menor que F tabelado, num intervalo
de 95% de confianca.

O intervalo dindmico da curva analitica foi derivado do estudo
de linearidade. Foi estabelecido pela confirmacdo de que o método
apresenta exatidao, precisdo e linearidade adequadas quando apli-
cadas as amostras contendo quantidades de substincia dentro do
intervalo especificado.

A repetibilidade do método de extragdo em fase s6lida foi verifi-
cada pela andlise de 3 amostras na concentracio do volume de quebra
das solucdes aquosas de d4gua potdvel e da dgua do arroio e percola-
das em trés cartuchos, de acordo com as etapas do procedimento da
pré-concentracdo/extracido. Cada um dos trés eluidos foi analisado
trés vezes ou o suficiente para se obter um coeficiente de variagido
maximo em funcdo da concentragio do analito.32

De acordo com as normas do ICH 2005, a exatiddo foi inferida
apos a determinagdo experimental da linearidade, do intervalo dinami-
co, da precisdo do método e da especificidade do mesmo. A precisdo
intermedidria e a reprodutibilidade neste estudo ndo foram avaliadas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Perfil cromatografico dos métodos de quantificacio dos
antimicrobianos

A avaliacido do perfil cromatografico foi realizada com base nas
recomendagdes da USP?” e FDA.* De acordo com a literatura,**
pelo menos dois critérios de avaliagdo devem ser considerados para
demonstrar que o sistema € capaz de fornecer dados confidveis.
Para a TC os dois critérios de avaliacao utilizados foram a repe-
tibilidade das dreas e o fator cauda (determinado por 5 andlises
consecutivas de uma solucdo padrdo de 100 pug L). O coeficiente
de variag@o para a repetibilidade das dreas foi de 1,9% e o fator
de cauda foi de 1,2. Para SMX e TM, os dois critérios utilizados
foram a repetibilidade nas dreas (determinado por 5 andlises
consecutivas de uma solugdo padrdo de 250 pug L) e a resolugdo
entre as bandas cromatograficas. Neste caso, o coeficiente de
variacdo foi de 0,9% para TM e 3,4% para SMX e a resolugdo
entre a banda cromatografica da TM e SMX foi de 14,5 o que ¢
considerado aceitdvel pela farmacopeia americana.?’
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Parametros de desempenho do método cromatografico

Tetraciclina

A seletividade foi confirmada pela andlise cromatografica das
solugdes dos brancos dos eluentes MeOH, ACN e solvente de diluicio
utilizando-se as silicas modificadas como fase sélida para a etapa de
pré-concentracdo. Os brancos dos eluentes nas fases sélidas em estudo
ndo apresentaram bandas cromatogréficas de interferentes proximos
ao tempo de reten¢do da TC. Portanto, eles foram considerados em
condicdes de serem utilizados no sistema de adsor¢do/dessor¢ao da
TC (Figura 1A-1).
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Figura 1. Cromatogramas representativos dos sistemas analisados: (A3) so-
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lugdo padrao de TC na concentragdo de 500 g L'; (A 2) Amostra real para
TC na dgua do arroio Diliivio; (A1) Branco do solvente de dilui¢cdo na silica
B para metodologia TC; (B3) solu¢do padrdo de SMX e TM 1000 pug L'; (B
2) Amostra real para SMX e TM na dgua do arroio Diliivio; (B1) Branco do
MeOH 50% na silica C18 para metodologia de SMX e TM

O limite de detec¢do instrumental (LDI) para a solucdo de TC,
no solvente de dilui¢do foi de 2,5 pg L' e o limite de quantificagao
instrumental (LQI) foi de 8,32 ug L.

As curvas analiticas utilizadas nos estudo de adsorcéo/dessor¢ao
apresentaram baixa dispersio no conjunto de pontos experimentais e
menor incerteza dos coeficientes de regressao estimados nos interva-
los que variaram de 10 a 1000 pg L. Para a aceitagé@o da linearidade
das curvas, considerou-se F, < F, . para a regressdo F , > F e R?
> 0,95. Todas as curvas foram aceitas dentro destes critérios, no
intervalo de concentracio indicado, evidenciando que ndo houve dife-
rencas estatisticamente significativas quando avaliadas por andlise de
variancia (ANOVA) fator inico num intervalo de 95% de confianga.?!

Sulfametoxazol e trimetoprima

A seletividade foi confirmada pela andlise cromatografica das
solucdes dos brancos dos eluentes MeOH 100%, MeOH 50%, ACN
100%, ACN 50% e fase mével (H,O:ACN:TEA 799:200:1 (v/v)
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pH: 5,9 £ 0,1 corrigido com acido acético), utilizando-se as silicas
modificadas como fase sélida para a etapa de pré-concentragdo, nio
apresentaram bandas cromatogréficas de interferentes préximos ao
tempo de retencdo da SMX e da TM, confirmando a seletividade
do método.

O limite de deteccao instrumental (LDI) foi de 2,5 ug L' para a
solucdo padrio de SMX e TM dissolvida na fase mével. O limite de
quantificagdo instrumental (LQI) foi 8,3 pg L.

As curvas apresentaram baixa dispersdo no conjunto de pontos
experimentais e menor incerteza dos coeficientes de regressdo esti-
mados. O intervalo das curvas foi de 5 a 1000 pug L. Para a aceitagido
da linearidade das curvas, considerou-se F_; <F,,, para a regressio
F, = F, e R*>0,95. Todas as curvas foram aceitas dentro destes
critérios, no intervalo de concentracéo indicado.

Estudo de adsorcao/dessorcao das fases solidas frente aos
antimicrobianos

Tetraciclina

Os resultados de recuperagdo para os antibidticos estudados
sdo apresentados na Tabela 2. Quando da utilizacio das misturas de
solventes (metanol com solvente de diluicdo (50:50) e acetonitrila
com solvente de dilui¢do (50:50)) se observou a formagao de um
precipitado, ndo sendo possivel a determinagdo da recuperacio.
Quando a deteccdo foi possivel, os percentuais de recuperagio de
TC nos eluidos e eluatos foram determinados pelas curvas analiticas.
Os percentuais de recuperacdo da TC no eluido utilizando metanol e
acetonitrila na etapa de eluicdo, nas diferentes fases sélidas, ficaram
abaixo do limite de detec¢do, pois ndo foi detectado pico no tempo
de retengdo caracteristico da TC.

Os percentuais de TC determinados nos eluatos (solucéo aquosa
ap0s a percolacdo na fase sélida) mostraram a presenca de TC apenas
para o sistema em que se utilizou a silica comercial (em torno de
25%). Este resultado indica que em torno de 25% da TC contida na
solucdo ndo ficou retida na FS, mostrando a baixa seletividade na
retencdo para este analito (Tabela 2).

Com relacgdo aos eluentes utilizados, o “solvente de dilui¢do”
foi o mais eficiente para a dessorcdo da TC retida nas quatro fases
s6lidas avaliadas. O solvente de dilui¢do € um sistema que contém
oxalato de sédio. A literatura tem registrado que o oxalato previne a
formagdo de quelatos da TC com fons metdlicos.'* Portanto, a pos-
sivel formagédo destes quelatos da TC com o fon metalico das fases
s6lidas contendo Zr € contornada, pois o oxalato compete com a TC
complexando com estes centros metdlicos dessorvendo, assim, a TC
inicialmente retida nestas FSs. Reforcando esta hipétese, artigos de
cromatografia em camada delgada em fase reversa registram que a
TC apresenta marcas de cauda nas placas quando soluc¢des de metanol
e acetonitrila sio utilizadas como solvente e que solu¢des contendo
dcido oxdlico controlam este comportamento, reduzindo as caudas.'*

A silica B apresentou a maior recuperagdo (em torno de 72%)
e a silica C, a menor (em torno de 56%). A maior recuperagdo da
TC com as FSs de silica funcionalizadas com zirconocenos pode
ser atribuida também ao fato de que as fases sélidas apresentam
grupos silanois residuais na superficie da silica. De acordo com
resultados anteriores,” essas fases apresentam em torno de 0,3% de
Zr/Si0, e o nivel de saturacdo indica que o contetido desse metal &
atingido ndo simplesmente porque a superficie encontra seu nivel de
saturacdo (inexisténcia de grupos silanois para imobilizac¢do), mas
por efeito estérico desempenhado por zirconocenos imobilizados
na superficie, que impedem o acesso de outras moléculas presentes
na solucdo aos grupos silanois residuais. Tendo em vista a presenca
de grupos silanois residuais na superficie da silica e a presenca de
grupos OH na prépria estrutura da TC, pode-se inferir que este
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Tabela 2. Percentual de recuperacdo de TC, SMX e TM nos eluidos e eluatos nas diferentes fases solidas
Recuperagio (CV %)

Solventes MeOH 100% ACN 100% MeOH 50% ACN 50% FM* ou SD**

FS Farmaco Eluato Eluido Eluato Eluido Eluato Eluido Eluato Eluido Eluato Eluido
TC n.d. n.d. n.d. n.d. ppt™* ppt™* ppt ppts 24 (25)  52,0(14)

Silica C18 SMX 0 0 0 0 13 68 51 52 58 39
™ 0 95 0 0 0 95 0 79 0 101
TC n.d. n.d. n.d. n.d. ppt™* ppt™* ppti ppti n.d. 68,5 (1)

Silica A SMX 85 0 84,5(2) 0 89,5 (4) 11,5 (68) 96 (9) 4,5 (47) 102 5
™ 0 71 0 0 0 15,5 (23) 0 26,5 (83) 0 84
TC n.d. n.d. n.d. n.d. ppt™* ppt™* pptH* pptH* n.d. 72,5 (1)

Silica B SMX 94,5 (8) 0 90,5 (10) 0 83,5(4) 23,3 (22) 98 (4) 10,5 (68) 93 (0) 9,3 (63)
™ 0 51 0 0 0 42,3 (21) 0 16,3 (78) 0 86 (7)
TC n.d. n.d. n.d. n.d. ppt™ ppt™ pprH* ppr** n.d. 56,7 (6)

Silica C SMX 98 (11) 0 95.5(2) 0 63 (4) 20 (67) 93,5 (5) 19 (54) 91 (12) 11(57)
™ 0 63 0 0 0 58 (17) 0 32 (16) 0 92,3 (10)

FS — Fase Sélida; n.d. ndo detectado; *FM - Fase Mdvel (dgua:acetonitrila:trietilamina na propor¢ao de 79,9:20:0,1),); **SD- solvente de dilui¢do (mistura de
680 mL de oxalato de amdnio 0,1 mol L'; 270 mL de N,N-dimetilformamida); ***houve formacao de precipitado

analito possui maior tendéncia a interagir com fases funcionaliza-
das com zirconoceno. Além disso, a presenga de sitios de dcidos
de Lewis sobre os centros de Zr deve fornecer sitios suplementares
para a interag@o com compostos carboniladoA partir destes dados,
a silica B foi considerada satisfatdria para avaliar os pardmetros de
validacdo na metodologia para determinagdo de TC em matrizes
ambientais aquosas.

Sulfametoxazol e trimetoprima

As recuperagdes de SMX e TM sdo apresentadas na Tabela 2.
A TM, ndo foi detectada nos eluatos, o que constitui indicativos de
que ela pode ter sido irreversivelmente retida nestas FSs. Por outro
lado, os percentuais de SMX nos eluatos indicam que a mesma foi
pouco retida nas FSs, (63 a 102% presente nos eluatos), exceto na
silica comercial.

A fase mével, composta por dgua:acetonitrila:trietilamina
(79,9:20:0,1), com uma maior propor¢do de solvente polar (dgua) e
com um reagente de pareamento idnico (trietilamina) na sua com-
posigdo, apresentou valores de recuperagdo maiores para TM (de 84
a 101%) nas quatro FSs. O objetivo da trietilamina na fase mével é
diminuir o efeito dos grupos silanois residuais eventualmente pre-
sentes na coluna analitica ou nas fases a base de silica. Este reagente
anidnico confere carga negativa adicional a FS, reduzindo a reten¢ao
da amostra por troca iénica com os grupos silanois.**

Nas silicas funcionalizadas com metalocenos, infere-se que a
intera¢do com a superficie da silica pode se dar tanto pelos grupos
silanois residuais através de ligagdes de hidrogénio, como pela for-
magao de um par base/dcido de Lewis (respectivamente, nitrogénio
dos farmacos e centro metdlico, Zr) que expande sua esfera de coor-
denacio. Resultados semelhantes encontram-se descritos na literatura
para sistemas andlogos (por exemplo, Costa et al.).®

Volume de quebra em agua ultrapura, agua potavel e agua do
arroio Dilivio

Tetraciclina

A Figura 2 mostra o grafico do volume de quebra da solugdo
aquosa de TC em dgua ultrapura, dgua potdvel e dgua do arroio Di-
ldvio para a silica B, utilizando solvente de dilui¢do como eluente.
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Volume (mL)

100 mL 200 ml
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Figura 2. Volume de quebra da solugdo de TC em dgua ultrapura, dgua
potdvel e dgua do arroio Diliivio para a silica a 200 °C

Observa-se que o perfil grifico do volume de quebra em dguas
ultrapura, potavel e do arroio foi semelhante, ou seja, entre 25 e 50
mL tém-se os valores maximos de recuperagio. No entanto, na dgua
do arroio, a recuperacdo apresentou reducio em torno de 60%, quando
comparada com os valores obtidos para dguas ultrapura e potdvel. Esta
reduc¢do na recuperagdo pode ser justificada devido a presenca de dcidos
hudmicos e filvicos, que podem competir com os analitos pelos sitios
adsorventes da fase sélida e levar auma reduc@o na recuperagao da TC.

Considerando o volume de quebra de 25 mL e volume final do extrato
de 5 mL, temos um fator de concentracdo de 5. Este comportamento
era esperado, pois para compostos moderadamente polares, segundo a
literatura, recuperacdes quantitativas, dependendo do analito em questdo,
sdo encontradas na faixa de volume de quebra de 10 a 100 mL.%¢

Sulfametoxazol e trimetoprima

A Figura 3 mostra o grifico do volume de quebra da SMX em
dgua ultrapura, dgua da torneira e dgua do arroio Dildvio na silica
comercial C18 Waters, utilizando como eluente metanol:dgua (50:50).

Observa-se que para a SMX hd uma constante reducio na recu-
peracdo, a medida que o volume de d4gua aumenta.

Na Figura 4, tem-se o volume de quebra para a TM, nas mesmas
matrizes. Observa-se pequena variagdo na faixa de 40 a 60%, sem
decréscimo significativo na faixa de volume de solucdo considerada.
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Figura 3. Volume de quebra da solugdo de sulfametoxazol em dgua ultrapura,
dgua potdvel e dgua do arroio Diliivio para a silica comercial
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Figura 4. Volume de quebra da solugdo de trimetoprima em dgua ultrapura,
dgua potdvel e dgua do arroio Diliivio para a silica comercial

De acordo com as determinag¢des de volume de quebra em dguas
ultrapura e potavel, realizados em duplicata, a SMX teve um compor-
tamento mais homogéneo quando comparado a TM. Pode-se dizer
entdo que a TM € mais sensivel a técnica de andlise ou que a técnica
nao € robusta para analisar TM. Este aspecto pode estar ligado as
variagdes de lotes de fabricacdo da silica comercial durante o estudo.

De acordo com os resultados, o comportamento dos volumes
de quebra nas dguas potdvel e do arroio € semelhante e segue a
tendéncia do perfil de curva de volume de quebra padrio. Estes
grificos mostram queda nas recuperagdes de SMX quando com-
parado a dgua ultrapura, que pode ser justificada pelo aumento da
complexidade da matriz.

A partir destes resultados, o volume de 25 mL foi escolhido, pois
apesar de influenciar pouco a TM, hd perda considerdvel para a SMX,
quando o volume € maior que este. Considerando-se que o volume
final do extrato € de 5 mL, o fator de concentracdo € 5.

Parametros de desempenho para a extracdo em fase solida na
matriz de agua do arroio Dilivio, na agua potavel e na agua
ultrapura na determinacio dos antimicrobianos

Tetraciclina

As curvas analiticas, utilizadas nesta etapa, apresentaram baixa
dispersdo no conjunto de pontos experimentais e menor incerteza
dos coeficientes de regressdo estimados nos intervalos de 25-100
ptg L' em dgua potdvel e 12,5-200 ng L' na dgua do arroio Dilavio.

O limite de detec¢do do método na dgua ultrapura foi de 4,6 ug
L' na amostra pré-concentrada e de 0,9 g L' na amostra e o limite de
quantificagdo do método foi de 15 pg L' na amostra pré-concentrada
e de 3 ug L' na amostra.

A Tabela 3 resume os dados de recuperacio em 25 mL de dgua
potavel e do arroio Diludvio fortificadas com 0,25 pg de TC, a repeti-
bilidade, o LDM e o LQM na metodologia em estudo.
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Tabela 3. Precisdo, LDM e LQM da TC, SMX e TM em dgua potavel e da
dgua do arroio

Matriz Recuperacdo  Repetibilidade LDM LQM
(%) £ DP (CV%) (ugL")  (ugLlh)
TC 489+25 52 5,1% 17,0%
1,0%* 3 4%
i SMX  33,0+04 1,3 4,8% 16,0*
gl}a 1,0** 3’2*><
potavel
™ 98,3+4,6 4,7 5,7% 19,0*
1,15 3,8%*
TC 66,3%3,6 5,5 18,0% 60,0%*
3,6%* 12,0%%*
Aguado o 97312 8,7 1,6* 5,3%
Arroio 0.3% 115
Dildvio N ’
™ 104+£23 22 1,3*% 4,3*%
0,3* 0,9%*

Recuperacio e desvio padrdo (DP) para TC sao dados (n =3) no nivel de con-
centragdo de 10 pug L. Para SMX e TM a recuperacdo e desvio padrio (DP)
sdo dados no nivel de concentragio de 8 pg L'; * amostra pré-concentrada;
** na amostra.

A repetibilidade do método de extragdo em fase sélida e o volume
de quebra na dgua do arroio Dilivio foram verificados na mesma
amostra (Tabela 3).

A exatiddo do método foi inferida, pois o método apresentou li-
nearidade nos intervalos propostos, além de precisio e especificidade.

Sulfametoxazol e trimetoprima

As curvas analiticas para os dois analitos apresentaram baixa
dispersdo no conjunto de pontos experimentais ¢ menor incerteza
dos coeficientes de regressio estimados, no intervalo de 10-200 pg
L', em dguas ultrapura, potdvel e do arroio.

O limite de detec¢do do método (LDM), na dgua ultrapura, foi
de 6,1 pug L' na amostra pré-concentrada e de 1,2 pg L' na amostra
e o limite de quantificagdo do método (LQM), na dgua ultrapura, foi
de 20 ng L' na amostra pré-concentrada e de 4 g L' na amostra,
para os dois analitos.

A Tabela 2 resume a recuperag@o em 25 mL de dgua potdvel e do
arroio fortificadas com 0,2 pg L' de SMX e TM, o LDM e de LQM
na metodologia em estudo.

Semelhante a metodologia da TC, a repetibilidade do método
de extrag@o em fase sélida e o volume de quebra na dgua do Ar-
roio Dildvio foram verificadas na mesma amostra. No entanto, nas
amostras de dgua potdvel considerou-se apenas a repetibilidade das
injegdes referentes ao extrato de 25 mL da amostra do volume de
quebra (Tabela 3).

A exatiddo do método foi inferida, pois o método apresentou
linearidade nos intervalos propostos, precisdo e especificidade.

Determinacio dos antimicrobianos em amostras de dgua do
arroio Dilivio

Utilizando-se as melhores condi¢des para analisar a amostra real,
com a silica B na extragdo em fase s6lida e obtendo-se um fator de
concentracéo de 5 vezes com o solvente de dilui¢do, ndo foi detec-
tada banda cromatogréfica referente a TC na dgua do arroio Dildvio.

A ndo detec¢do da TC nas amostras analisadas pode ser tanto pela
auséncia de tracos da mesma, como devido ao seu alto coeficiente de
adsorcdo (Kds), o qual deslocaria a mesma para o material particulado
presente nas amostras. A literatura vem registrando estudos sobre a
adsorgdo de farmacos nos solos**’ e a concentra¢do de antimicro-
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bianos nos sedimentos dos leitos dos rios, que podem se tornar mais
importantes para antimicrobianos com alto coeficiente de adsorgao.
Kds € definido como arazdo da concentragdo de um composto na fase
s6lida (Cs) e na dgua (Caq), no equilibrio. A TC tem Kds = 84000
mL g3 no entanto, a variagdo de Kds para um dado composto pode
ser significante em diferentes solos.*’ Portanto, a tetraciclina pode
ter um potencial risco, e investigacdes nos efeitos ambientais desse
antimicrobiano sdo necessdrias.

Com rela¢do a SMX e TM, ndo foram detectadas bandas cro-
matogréficas nos tempos de retengdo relativos a estes analitos, nas
amostras analisadas.

CONCLUSAO

As fases sélidas sintetizadas no laboratdrio apresentaram po-
tencial para a pré-concentracio de tetraciclina, sulfametoxazol e
trimetoprima a partir de amostras aquosas. Observou-se que a tem-
peratura de ativagao da silica (que determina o grau de substituigdo
dos grupos silanois) tem grande efeito na recuperagdo destes com-
postos, tendo-se obtido valores que variaram de 5 a 98% dependendo
da combinacio analito/fase sélida/solvente para eluig¢do. Para que
fosse possivel a determinacdo simultanea de SMX e TM, utilizou-se
a condicao que apresentou a melhor recuperag@o para ambas. A fase
sé6lida que apresentou a melhor recuperagao para tetraciclina (72%)
foi a silica B, utilizando o solvente de dilui¢do como eluente. Para
sulfametoxazol e trimetoprima a melhor recuperagao foi obtida com
fase sdlida comercial C18, utilizando metanol:dgua (50:50) como
eluente (68% para SMX e 95% para TM). O volume de quebra obtido
foi de 25 mL e o fator de concentragao foi de 5 vezes. Os limites de
detecgdo e quantificagdo do método de analise de tetraciclina em dgua
ambiental foram de 3,6 e 12,0 ug L', respectivamente. Para o método
de andlise de sulfametoxazol e trimetoprima os limites foram de 0,3
e 1,1 ug L', respectivamente, para sulfametoxazol e de 0,3 ¢ 0,9 ug
L', respectivamente, para trimetoprima. No entanto, ndo € possivel
inferir se estes valores sdo satisfatérios em termos ambientais, uma
vez que ndo ha legislacdo especifica. Os parametros de validagdo
parcial para ambas as metodologias foram satisfatorios. A andlise da
amostra real coletada do arroio Dildvio ndo apresentou tragos de te-
traciclina, sulfametoxazol e trimetoprima nas metodologias utilizadas.

MATERIAL SUPLEMENTAR

Estd disponivel em http://quimicanova.sbq.org.br, na forma de
arquivo PDF, com acesso livre.
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Figura 1. (Al) - Branco do solvente de dilui¢do na silica B para metodologia TC. (A2) - Amostra real de TC na dgua do arroio Diliivio. (A3) - Solugdo padrdo
de TC na concentragdo de 500 pgL’
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Figura 2. (B1) - Branco do MeOH 50% na silica C18 para metodologia de SMX e TM. (B2) - Amostra real de SMX e TM na dgua do arroio Diliivio. (B3)
Solu¢do padrao de SMX e TM 1000 pugL™’



