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RESUMO

O presente trabal ho apresenta o desenvol vimento de umametodol ogiaanaliticapara
férmacos em nivel de tragos como poluentes no meio aquoso, envolvendo o uso de
cromatografia liquida com detector espectrofotométrico na regido do ultravioleta
(HPLC-UV). Quatro farmacos (antibioticos), a saber: ampicilina, amoxilina,
tetraciclinae cefal exina, foram avaliados em presencade diversasfasesmoveis, que
foram selecionadas de acordo com a melhor performance cromatogréfica, sendo
gue ampicilina e amoxilina apresentaram melhor performance cromatografica na
mesma fase mével. Para extragdo em fase solida dos farmacos foram avaliadas trés
fases comerciais. LC-18 (SUPELCLEAN), Supelclean™ ENVI TM-Chrom P,
Abselut NEXUS. Amoxilina e ampicilina ndo apresentaram boas recuperacdes nas
fases e eluentes estudados. Paratetraciclina e cefalexina, afase comercia Chrom P
apresentou boas recuperagdes quando utilizados os solventes metanol e a mistura
1% de solugéo aquosa de &cido acético e metanol (60:40), respectivamente.
Palavras-chave: farmacos, SPE, HPLC-UV.

ABSTRACT

Development of analytical methodology for quantification of pharmaceuticals
in aqueos milieu by solid phase extraction and high performance liquid
chromatography. The present work propose the development of an analytical
methodol ogy for pharmaceuticalsat tracelevelsin agueous milieu, combining the use
of solid phase extraction and high performance liquid chromatography, employing
UV-visdetector (HPLC-UV). Four pharmaceuticals (antibiotics), namely: ampicillin,
amoxilin, tetraciclin and cephal exin, were eval uated in the presence of different mobile
phases, which were sel ected according to the best performance. Ampicilin and amoxilin
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showed the best performancein the same mobile phase. For the solid phase extraction
procedure, three commercial phases were evaluated: LC-18 (SUPELCLEAN),
Supelclean™ ENVI TM-Chrom Pand Abselut NEXUS. Amaxilin and amphcillindid
not show good recovey in the evaluated phases and eluents. For tetraciclin and
cephalexin, thecommercia phase Chrom P showed the best performance using methanol
as solvent and a 1% acetic acid/methanol (60:40) mixture.

Key words: pharmaceuticals, SPE, HPLC-UV

INTRODUCAO

A contaminac&o do meio hidrico por compostos organicos é um fendmeno que
se torna cada vez mais importante devido principa mente ao aumento constante na
producéo e consumo de substancias orgéni cas sintéticas, que inevitavelmente, depois
de utilizadas, acabam sendo langadas no meio hidrico (Baird, 2002).

Atualmente, farmacos e seus metabolicos vém chamando muita atengéo, pois
resistem a decomposicdo podendo causar Sérios riscos a espécie humana, ao
ecossistema e contribuir para o aumento da resisténcia a antibioticos (Colburn et al.,
1992). Os farmacos podem passar para a rede de esgoto através de urina, fezes de
humanos e animais ou pelo langcamento inadequado desses no meio ambiente.

Nos ultimos anos, milhdes de toneladas de farmacos tém sido produzidos,
prescritos por médicos e consumidos tanto pelo homem como por animais. Quando
um féarmaco entra no organismo é transformado, total ou parcialmente, em outras
substancias. A biotransformagdo ou metabolismo dos farmacos da lugar a formagéo
de compostos mais sollveis em agua que, ndo sendo quase absorvidos nos canais
renais, podem ser excretados com facilidade. Os processos de biotransformacéo e
de excrecdo sd0 essenciais para que cesse a atividade biologica do farmaco e esse
sgja eliminado pelo organismo. As modificagBes quimicas que surgem no processo
metabdlico sdo responsaveis pela perda total ou parcia da atividade dos farmacos.
Assim, as substancias que se formam denominam-se metabdlitos e podendo néo ter
atividade farmacol 6gica, ou serem ativos apartir de um farmaco inativo (que também
podem ser denominados de pos-farmaco) (Cedric, 1985). Segundo Richardson e
Bowron (1985), nas estacOes de tratamento de efluentes (ETES) ha trés destinos
possiveis para qualquer farmaco individual:

- pode ser biodegradavel, ou sgja, mineralizado a gas carbdnico e &gua, como € o0
caso do é&cido acetilsalicilico;

- pode passar por algum processo metabdlico ou ser degradado parcialmente, como
ocorre com as penicilinas,

- e, finalmente, pode ser persistente, como o clofibato que € um antilipémico.
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Deum modo geral, osfarmacos e seus metabdlitos que resi stem adecomposi¢éo,
causam diversos riscos a salide humana e a vida animal, ameacando o ecossistema,
aumentando a resisténcia a antibioticos (Mckeon, 1995; Miranda, 1998) e, entrando
nos sistemas de esgoto, passando pela planta de tratamento de &gua e acabando em
&guas consumidas por humanos e animais (Mckeon, 1995).

A ocorréncia de farmacos residuais no meio ambiente pode apresentar efeitos
adversos em organismos aguéticos e terrestres. Pouco se sabe sobre o destino e 0
comportamento dessas substancias no ambiente aquatico, assim como ndo esta claro
guais organismos séo afetados e em que grau (Jorgensen e Halling-Sorensen, 2000).
De toda forma, os efeitos atravessam toda a hierarquia biol 6gica, indo desde células
e 6rgdos; passando por organismos, populacdo e até mesmo ecossistema. De acordo
com Jorgensen (2000) e Miranda (1998), alguns desses efeitos podem ser observados
em concentraces na ordem de ng L e ja ha indicios de que o desenvolvimento de
resisténcia antibidtica seja ainda favorecido por essas baixas concentragdes.

Farmacos compreendem umagrande familiade compostos parafinsterapéuticos.
Alguns exemplos de medicamentos fregiientemente utilizados por pessoas e em
animais sdo antibioticos, antidepressivos, analgésicos, hipoglicemientes,
guimiotergpicos, anti-hipertensivos, horménios e antiespasmodicos (Merck, 2001).

No presente trabalho, foram selecionados quatro farmacos do grupo dos
antibiodticos: amoxicilina, ampicilina, cefalexina e tetraciclina, em funcéo da
disponibilidade de seus padrdes.

A andlise direta desses farmacos, em baixos niveis de concentracdo, €
praticamenteinviavel, seja pelacomplexidade damatriz, sejapelo limite de deteccéo
das técnicas instrumentais disponiveis. Assim, faz-se necessario um pré-tratamento
da amostra para eliminar, a0 maximo, os interferentes e pré-concentrar os analitos
para alcancar os limites de detecc@o desejados. Esse pré-tratamento consiste
basicamente em trés etapas: percolacdo do analito (tracos), eliminacéo dos
interferentes e concentragdo do analito presentes na matriz.

Nesse &mbito, a técnica de extracdo em fase sdlida (SPE, do inglés: solid-phase
extraction) é uma alternativa prética para pré-concentracéo de amostras ambientais.
Basicamente, a SPE congiste em percolar umaamostra através de um adsorvente solido
(sob formade cartucho ou disco), deformaque anditos einterferentes quetém afinidade
pelafase solidaficam retidos, enquanto os demais compostos passam sem serem retidos.
Os anditos retidos so recuperados mediante eluicéo do cartucho ou do disco com um
solvente adequado, em geral, aguele permitido para a técnica de andise instrumental
posterior. A seletividade do processo depende da escol ha adequada do adsorvente e do
solvente utilizado para a eluicdo (Barcel6 e Hennion, 1997).

REVISTA DE CIENCIASAMBIENTAIS, Canoas, v.1, n.2, p. 19 a 34, 2007



22 SANTOS, J. H. Z. dos; PIZZOLATO, T. M.; CUNHA, A. C. B. da

A SPE vem sendo cada vez mais aplicada como técnica seletiva de preparacéo
de amostra. Os objetivos da SPE sdo: reduzir o nivel de interferentes, minimizar o
volume final de amostra a fim de maximizar a sensibilidade, fornecer a fracéo de
analito em solvente compativel com as peculiaridades da técnicainstrumenta avir a
ser empregada, além de servir como filtro, removendo particulados da matriz.
A técnicade SPE isolaanalitos e simplificamatrizes com base nos mesmos principios
da cromatografia liquida cléssica. Tanto na SPE como na cromatografia a liquido,
ocorrem processos de migracdo diferencial na qual compostos s&o retidos e eluidos
amedida que atravessam um meio poroso, funcionalizado ou ndo, sob fluxo de uma
fase mével. Diferencas entre ambas residem no formato da coluna (comprimento e
didmetro interno), tamanho de particula do material de empacotamento e taxas de
fluxo (Maors, 1997).

A sdletividade da SPE depende da escolha adequada do adsorvente e do solvente
utilizado para a eluicdo. Observa-se uma crescente disponibilidade de adsorventes
comerciais ou materiais pesguisados para extracéo (Renner, 1997; Aguilar, 1999).

Atualmente, a questdo da poluicdo ambiental relacionada aos farmacos tem
sido objeto de estudo em todo 0 mundo, uma vez que esses sdo classificados como
poluentes emergentes. Infelizmente ainda ndo existe nenhumalegislacéo que trate os
f&rmacos como poluentes. Sabe-se que as técnicas andliticas para quantificacdo de
farmacos s80 bem estabel ecidas e registradas nos 6rgaos governamentais, como, por
exemplo, aANVISA. As metodologias oficiais sdo utilizadas tanto para o controle
daqualidade damatéria-primacomo parao controle do produto que acabano mercado
(ANVISA, 2003). Também muitos métodos foram desenvolvidos e implementados
para o controle de residuos de farmacos em alimentos (Kaufmann, 1999), podendo-
se destacar em especial a presenca de antibiéticos no leite (Abate, 1997).

No entanto, quantificacOes de fa&rmacos em meio aquoso em nivel de tragos
(visando a amostras aquosas ambientais) € uma area mais recente. Trabalhos nessa
areatém sido desenvolvidos por Buser (1988), Desbrow (1988), Hirsch (1998), Hartig
(1999), Stumpf (1999), Termes (1999), Johson (2000), Sacher (2001), Winkler (2001),
Xiao (2001), Kolpin (2002), entre outros autores. Especificamente, com relagdo a
quantificacdo dos antibi6ticos, objeto de estudo do presente trabal ho, poucostrabalhos
empregaram a SPE como meio de pré-concentragdo em meio agquoso.

A crescente preocupacdo com a presenca de farmacos e seus metabdlitos em
meios agquaticos e seus possivels impactos ambientais tem impulsionado a pesquisa
na busca de métodos cada vez mais sensivel's, capazes de permitir a deteccdo desses
e outros analitos em matrizes complexas. Nesse contexto, a SPE tem sido apontada
como uma técnica potencial de pré-concentracdo. Nessa técnica, parte do sucesso
reside na especificidade da natureza das fases solidas frente aos analitos em questéo.
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O presente artigo tem como objetivo avaliar a potencialidade de pré-concentrar
farmacos (amoxilina, ampiciling, cefalexinaetetraciclina) em fases sblidascomerciais
através de SPE e HPLC-UV.

MATERIAL E METODOS

Material

Toda a vidraria e materiais comuns de laboratério foram lavados com agua,
detergente diluido e &gua deionizada. O material ndo volumeétrico foi enxaguado
com acetonacomum e levado ao forno a300°C por duas horas. O materia foi embalado
com papel laminado. Paraa vidraria volumétrica o enxéglie foi com acetona comum,
acetona grau pesticida, n-hexano grau pesticida e, apés a evaporacdo, foi coberto
com folha de auminio.

Osreagentes utilizados foram: acetonagrau pesticida (OmniSolv); hexano grau
pesticida (OmniSolva); acetonitrila- grau HPL C - (Carlo Erba); metanol - grau HPLC
- (Mallinckrodt, LabGuardd); acido férmico p.a- (A.C.S., Nuclear), acido oxalico
(Merck); difosfato de potassio (Merck); acido acético (Merck).

Os padrdes de cefaexing, tetracicling, ampicilina e amoxicilina (laboratérios
New Delli) foram preparados a partir de seus sais. Todas as solugdes padrdes e fases
moveisforam preparadas com aguaultrapuraobtidacom sistemaMilli-Q (Purifications
Parck), seguida por filtragdo com filtro 0,45 mm.

As fases comerciais empregadas para pré-concentracédo foram LC-18
(SUPELCLEAN, 6 mL/500mg - silica funcionalizada com octadecilsilano), adquiridos
daSUPEL CO, Supddean™ ENVI-TM-Chrom P (6 mL/500 mg), congtituidosde materia
polimérico dtamente reticulado), adquirido da Supelco, Absalut NEXUS (1 mL/30 mg -
copolimero & base de estireno-divinilbenzeno) fornecido pela VARIAN. Para cada lote
de cartuchos foram realizados testes em branco com um dos cartuchos. Para
desgasaificacdo das fases méveis nas andlises por HPL C foi empregado hélio grau 4,5 de
pureza. Parareducgéo devolumesdasamostrasfoi utilizado nitrogénio grau 4,5 de pureza.

Preparacao dos Padrdes

Para a preparacéo da solucdo padrdo de cefalexina foi pesado cerca de 50 mg
do sa em balanca analitica com precisdo de 0,0001g em um recipiente de vidro
(barguinha) especiamente confeccionado para esse fim. O sal do farmaco foi entéo
transferido para um bado volumétrico de 500 mL, adicionou-se 5 mL de metanol
para dissolvé-lo e, apds o volume foi gjustado com agua ultrapura. Tetraciclina,
amoxicilina e ampicilina foram dissolvidas em 500 mL (utilizando-se a mesmo
procedimento de pesagem que o outro farmaco) de &gua ultrapura, resultando em

REVISTA DE CIENCIASAMBIENTAIS, Canoas, v.1, n.2, p. 19 a 34, 2007



24 SANTOS, J. H. Z. dos; PIZZOLATO, T. M.; CUNHA, A. C. B. da

solucdes-padrdo de 100 mg L. Paraacurvaanaliticaforam preparadas cinco solugdes
(apartir de 2.000 mg L): 50, 100, 150, 200, 250 mg L-* em &gua ultrapura. Todas as
soluctes foram preparadas diariamente. O volume de injecdo foi 50 mL. Também foi
preparada uma curva anal itica com padréo misto de amoxicilina e ampicilinacom as
mesmas solucdes citadas anteriormente.

Fase mével
Diferentes composicdes de fases méveis foram avaliadas, todas em modo
isocrético, para separacdo dos farmacos.

I nstrumento

Cromatografo a liquido, Shimadzu LC-10 A, equipado com detector de
ultravioleta (UV), munido de pré-coluna com recheio Hyperprep C18 silica, 30mm
(Supelco) e coluna analitica Nucleosil C18, (5 mm x 250 mm ~ 4,6 mm) (Supelco).

Procedimentos para extracdo em fase solida
A partir da solucdo padréo 10 mg L foram preparadasdiluicdes de 5 e 0,50
mg L* para experimentos de retencéo em fases comerciais.

Efeito do volume da amostra pré-concentrada sobre a recuperacéo

Para quantificacdo do efeito do volume da amostra pré-concentrada sobre a
recuperacao 50 e 250 mL de solugdes contendo tetracicling, cefalexina, amoxicilina
e ampicilinaforam preparadas com concentragcdes de 5 e 0,5 mg L respectivamente.

Fases comerciais

Condicionamento

a)LC-18: 2 mL de metanol, seguido de 5 mL de agua ultrapura
b)Envi Chrom P: 5 mL de &gua ultrapura

¢)Nexus. ndo necessita condicionamento

Procedimento de extracéo

* Para o volume de 50 mL:

- Amostras: Solucéo aguosadetetraciclina, cefalexina, amoxicilinaeampicilina
- Concentracdo inicial: 5mg L*

- Vazéo: 10 mL min?

Envi ChromPeLC-18
- Eluicdo: 5 mL do solvente adequado
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- Volume final: 1 mL com fluxo de nitrogénio
- Concentracao tedricafinal: 250 mg L1 (considerando-se 100% de recuperacéo)

Nexus

- Eluicdo: 1mL do solvente adequado

- Volumefina: 1 mL

- Concentracdo tedricafinal: 250 mg L* (considerando-se 100% de recuperacao)

* Paravolume de 250 mL:

- Solucdo: Solugdo aquosa de amoxicilina, ampiciling, tetraciclina e cefalexina
- Concentracdo inicial: 0,5 ng mL™*

- Vaz&o: 10 mL min't

Chrom P e C18

- Eluicdo: 5 mL do solvente adequado

- Volume final: 1 mL com fluxo de nitrogénio

- Concentracdo tedricafinal: 125 mg L* (considerando-se 100% de recuperacéo)

Nexus

- Eluicdo: 1mL do solvente adequado

- Volumefinal: 1 mL

- Concentragdo tedricafinal: 125 mg L * (considerando-se 100% de recuperacéo)
- Todas as amostras nos dois volumes foram analisadas por HPLC-UV.

Recuperacéo

Recuperacdo é a medida da eficiéncia do procedimento de extracdo, a partir da
matriz. A recuperacdo geralmente é dependente da concentracéo, por isso deve ser
avaliada na faixa de concentracdo esperada para a amostra. A recuperacéo (R) foi
calculada pela equacéo:

tnassa obtida %100
mazsa real

Efo) =
onde, R(%) = percentua de recuperacdo da amostra fortificada
Os valores de massa obtidos ap0s a extragdo nas fases foram chamados de

“valor obtido”, enquanto os valores de massareal relativo a concentracdo da solucéo
padréo foram chamados de “valor rea”.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliacdo e selecdo da fase movel

A selecdo das fases moveis em estudo envolveu primeiramente uma pesquisa
bibliogréfica em artigos de residuos de farmacos em sangue e na farmacopéia
(Farmacopéia, 2001). Com base nesses dados, algumas fases moveis foram avaliadas
de acordo com a literatura, enquanto outras foram modificadas para esse trabalho.
A tabelal apresentaasfases méveis avaliadas para cada um dos farmacos em estudo.

Tabela 1 - Composi¢do das fases mévels empregadas para a separacdo dos farmacos em estuda.
Tetraciclina A= 350 nm

Fase M dvel Propor ¢do
1) Metanol / Acetonitrila/ Acido Oxalico 0,01 mol L™ 20:30:50
2) Metanol/ Acido Ox&lico 0,01 mol L™ 50:50
3) Metanol / Acetonitrila/ Difosfato de Potéssio 0,02 mol L™ 20:30:50
4) Metanol / Difosfato de Potéssio 0,02 mol L™ 50:50
5) Acetonitrila/ Agua ultrapura 30:70
6) Acido Acético 0,1 % / Acetonitrila 60:40
7) Acido Acético 0,095% / Acetonitrila 60:40
8) Metanol / Acetonitrila/ Acido Ox&lico 0,01 mol L™ 20:35:45
9) Acido Oxdlico 0,01 Mol L™ / Acetonitrila/ Metanol 73:17:10
Cefalexina A= 254nm
Fase M dvel Propor ¢do
1) Metanol / Difosfato de Potassio 0,1 mol L™ 30:70
2) Acido Acético 0,1% / Acetonitrila 60:40
3) Acetonitrila/ Acido Acético 1% 70:30
4) Acido Acético Glacial / Metanol 70:30
5) Metanol / Acetonitrilla/ Acido Ox&lico 0,01 mol L™ 20:35:45
6) Acido Acético 1,25% / Metanol 70:30
7) Acido Acético 1% / Acetonitrila 60:40
8) Acetonitrila/ Acido Acético Glacial 70:30
Amoxicilina A= 234 nm
Fase M 6vel Propor ¢do
1) Acido Acético 0,1 Mol L™/ Acetonitrila 60:40
2) Metanol / Acido Acético 1,25% 30:70
3) Agua ultrapura/ Acetonitrila/Difosfato de Potassio 1 mol L™/
Acido Acético Glacial 909:80:10:1
4) Agua ultrapura/ Acetonitrila /Difosfato de Potassio 1 mol L 910:80:10
Ampicilina A= 234 nm
Fase M dvel Propor ¢do
1) Acido Acético 0,1 mol L /Acetonitrila 60:40
2) Metanol/Acido Acético 1,25% 30:70
3) Agua ultrapura/ Acetonitrila/Difosfato de potassio 1 mol L™/
AcidoAcético 1 Mol L™ 909:80:10:1
4) Agua ultrapura/ Acetonitrila/Difosfato de Potéssio 1 mol L™ 910:80:10
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Com base nas condic¢des descritas na tabela 1, foram obtidos os seguintes
resultados:

Tetraciclina:

As fases moveis &cido oxdico (0,01 mol L) / acetonitrila/ metanol (73:17:10);
metanol / acetonitrila/ difosfato de potéssio 0,01 mol L (20:30:50) e metanol / difosfato
depotass00,02 mal L (50:50) gpresentaram picosbem definidos, isentosdeinterferéncia
Asdemais fases avaliadas ndo apresentaram picos no tempo de retencéo do padréo ou 0s
picos com mesmo tempo de retencéo do padréo apresentaram ombros ou caudas.

Cefaexina

As fases moveis: acido acético 1,25% / metanol (70:30) e &cido acético 1% /
acetonitrila (60:40) apresentaram picos bem definidos nos tempos de retencéo da
cefalexina. Nasoutrasfases moveisndo foram identificados pi cos referentes ao padréo.

Amoxicilinae Ampicilina:

Ampicilina e amoxicilina apresentaram absor¢éo no mesmo comprimento de
onda e semelhante performance cromatogréfica para as fases moveis testadas. Por
essas razdes, esses dois farmacos foram avaliados nas mesmas fases moveis.

A fase moével constituida por agua ultrapura/ acetonitrila/ difosfato de potassio
1 mol LY/ &cido acético 1 mol L1 (909:80:10:1) (indicadapelaFarmacopéaAmericana
paratestes cromatograficos com ampiciling) e umamaodificacdo dessafase para agua
ultrapura/ acetonitrila/ difosfato de potassio 1 mol L (910:80:10) foram avaliadas,
apresentando bons resultados para esses dois farmacos. A fase mével constituida de
metanol / difosfato de potassio (30:70) apresentou picos pouco definidos (2 ou 3
ombros) e as outras fases em estudo n&o apresentaram pico referente ao padréo.

O detector UV utilizado permite somente a selecdo de um comprimento de
onda em cada corrida cromatogréfica. Para otimizacdo do procedimento foi feito um
padrdo duplo (amoxicilina e ampicilina) com os farmacos que apresentaram mesmo
comprimento de onda. Naandlise cromatogréafica desses farmacos, as areas dos picos
referentes aos farmacos ndo reproduziam, diminuindo a cada reinjecdo, sugerindo
uma interagdo entre esses, inclusive ocorreu também a detecgdo de um novo pico
(tr = 19,39 min) que ndo pdde ser identificado porque o instrumento de trabalho ndo
dispunha de detector de massas.

Paratestes de retencéo, diferentesfases estacionarias ou diferentesfasesmoveis
podem ser avaliadas. Nessetrabal ho, foi escolhidaaopgéo de diferentesfasesmoveis
por ser economicamente mais viavel.

Para todos os farmacos foram avaliadas diversas vazdes dafase movel de 0,8 a
1,2 mL min? (considerando-se a melhor distribui¢do gaussiana do pico). A tabela 2
apresenta o resultado da avaliagdo da fase movel, vazéo, tempo de retencéo (t) e
RSD para cada farmaco, para n=3 (injegdes).
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Tabela 2 - Resultado da avaliagdo da fase mével, vazdo, tempo de retencao (t;) e RSD para cada farmaco,
paran=3 (injectes).

Vazéo tr RSD
Fase M 6vel (mL min™| (min) | (%)

Tetraciclina
Acido Oxdlico 0,01 mol L™/ Acetonitrila/ Metanol (73:17:100 | 10 | 88 04

Cefalexina
Acido Acético 1,25% / Metanol (70:30) | 09 [ 117 038

Amoxicilina

Agua Ultrapura/ Acetonitrila/ Difosfato de Potassio 1 mol L *

(910:80:10) 12 4,9 0,1

Ampicilina

Agua Ultrapura/ Acetonitrilal Difosfato de Potassio 1 mol L

(910:80:10) 12 144 0,2

Extracdo em fase slida

Para o estudo de extragdo em fase solida foram avaiadas trés fases comerciais
disponiveis no mercado (LC-18, Envi Chrom P e NEXUS).

Dois volumes (50 e 250 mL) foram utilizados para avaliar o efeito do volume
da amostra sobre a recuperacao.

O volume que apresentou melhor retencdo para os farmacos foi 50 mL. Para o
volume de 250 mL observou-se que os analitos eram arrastados pel o préprio solvente
da amostra, no caso, a agua.

Cefalexina e tetraciclina apresentaram bons resultados nos testes de retencéo
dos cartuchos e recuperacéo dos analitos em estudo, entretanto ampicilina e
amoxicilina ndo foram retidas nesses cartuchos.

De acordo com aliteratura, para validacdo de procedimentos cromatogréficos,
as recuperacOes devem estar entre 85 e 115% (Lancas, 2004). Para RSD sdo aceitos
valores de até 15% para analitos nesse nivel de concentracéo (Causon, 1997). Na
seqliéncia, serd apresentado um estudo detalhado de extracéo e pré-concentragéo
dasfases comerciaisparaosfarmacos: tetraciclina, cefalexing, amoxilinaeampicilina,
respectivamente.

Tetraciclina:

A tabela 3 apresenta o resultado das recuperactes de tetraciclina para o0s
experimentos de SPE, em trés fases comerciais (C-18, Envi Chrom P e NEXUS),
eluidas com solventes e/ou mistura de solventes.
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Tabela 3: Re cuperacdo datetraciclina para os experimentos de SPE, em trés cartuchos comerciais (C -
18, Envi Chrom Pe NEXUS), eluidas com solventes e/ou mistura de solventes (n=3).

Fase Solventes (v/v) Recuperacdo| RSD (%) V (mL)
] (%) eluicdo
Chrom P 0,01% de Aqi do Acético/Acetonitrila, 60:40 315 9,0 5
Chrom P 1,25% de Acido Acético/Metanol, 60:40 54,9 9,1 5
Chrom P ] M etanol 81,0 40 5
Chrom P 1% de Acido Acético/Acetonitrila, 60:40 nd 5
LC-18 0,01% de A(;i do Acético/Acetonitrila, 60:40 28,9 9,9 5
LC-18 1,25% de Acido Acético/Metanol, 60:40 nd - 5
LC-18 ) M etanol 62,9 84 5
LC-18 0,1% de Acido Acético/Acetonitrila, 60:40 nd - 5
Nexus 0,01% de Acido Acet|+co/Aceton|tr|Ia, 60:40 529 1.4 1
1,25% de Acido Acético/Metanol, 60:40
0, Aci 4t :
Nexus 1,25% deAcido Acitlco/M etanol, 60:40 583 120 1
1,25% de Acido Acético/M etanol, 60:40
Nexus Metanol 24,1 6,9
Nexus 1% de Acido acético/Acetonitrila, 60:40 23,2 23,2 1

nd: néo detectado

Para os ensaios de retencéo datetraciclina, afase Chrom P apresentou melhor
recuperacéo com o solvente metanol (81,0 %, RSD 4,0%). Valores Similares foram
encontrados na literatura: (84-103%) (Hidalgo, 1997); (62%-100%) (Sabik, 1998),
para recuperacdo de poluentes em nivel de tragos.

Cefadexina:

A tabela 4 apresenta a recuperacéo da Cefalexina para os experimentos de
SPE, em trésfases comerciais (C-18, Envi Chrom P e Nexus), el uidos com solventes
e/ou mistura de solventes.

Tabela 4: Recuperacéo da Cefaexina para os experimentos de SPE, em trés cartuchos comerciais (C-18,
Envi Chrom P e Nexus), eluidos com solventes e/ou mistura de solventes, (n=3).

Fase Solventes (v/v) Recuperagdo | RSD (%) | V (mL)

) (%) eluicdo
Chrom P 0,1% de Acido Acético/Acetonitrila, 60:40 54,0 9,8 5
Chrom P 1,25% de Acido Acético/Metanol, 60:40 71,7 75 5
Chrom P 1% de Acido Acético/Acetonitrila, 60:40 95,6 24 5
LC-18 0,01% de Acido Acético/Acetonitrila, 60:40 nd - 5
LC-18 0,1% de Acido Acético/Acetonitrila, 60:40 nd - 5
LC-18 1,25% de Acido Acético/M etanal, 60:40 64,3 72 5
Nexus Metanol nd - 1
Nexus 1,25% de Acido Acético/Metanol, 60:40 nd - 1

nd: ndo detectado
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Para a cefalexing, os cartuchos Nexus n&o apresentaram boa retencéo pois, no
descarte, foi constatadaapresencado farmaco, indicando que aretencdo ndo foi efetiva.
A melhor recuperacéo foi atribuidaafase Chrom P, utilizando-se amisturade solventes
de &cido acético 1% / Acetonitrila 60:40 como eluente (95,6 %, RSD =24 %).

Amoxilinae Ampicilina

Ostestes de recuperacao paraamoxicilinae ampicilina, utilizando-se cartuchos
Chrom P, LC-18 e Nexus, apresentaram baixo percentual de recuperagdo inferior.
Na andlise do descarte desses farmacos, foi detectada a presenca de até 95% de
amoxicilina e ampicilina. Com base nesses resultados pode ser concluido que
amoxicilina e ampicilina ndo sdo adsorvidas nos cartuchos citados.

CONCLUSOES

A presenca de farmacos em &guas, solos e em outros ambientes € umarealidade
atual e necessita de regulamentacéo e monitoramento ambiental.

A preocupacdo dos quimicos analiticos com contaminantes presentes em baixas
concentragdes no ambiente e 0 grande avango dastécnicasinstrumentais alavancaram
0 estudo de andlitos em nivel de tracos (entre esses farmacos) nos Ultimos anos.

Aliadas a0 avanco das técnicas instrumentais as metodologias de extracéo e
pré-concentragcdo foram aprimoradas, sendo as extragdes em fase solida (SPE)
atualmente preferidas em relacdo as extracdes liquido-liquido. Uma das grandes
vantagens da SPE em relagdo as extragdes liquidas é a minimizacdo na geracéo de
residuos. Uma desvantagem da SPE s&0 os elevados precos das fases comerciais
utilizadas naretencéo do analito. Felizmente atualmente j& existem fases sintetizadas
em laboratérios de pesquisa com precos mais acessivels.

Para estudo de farmacos, nesse trabalho foi utilizada a técnica de HPLC-UV.
Diversas fases méveis foram avaliadas. As fases moveis: &cido oxdlico 0,01 mol LY/
acetonitrila / metanol (73:17:10), acido acético 1,25% / metanol (70:30) e &gua
ultrapura/ acetonitrila/ difosfato de potassio 1 mol L* (910:80:10) foram selecionadas
por apresentarem melhor performance cromatografica.

As avaliagOes da extracdo em fase solida demonstraram que cefalexina e
tetraciclina apresentaram boa retencéo nas fases comerciais Chrom P e boa eluicéo
com a mistura de solventes 1% de acido acético e metanol (60:40) e o solvente
metanol, respectivamente. Ampicilina e amoxicilina ndo foram retidas nessas fases.

O procedimento analitico para quantificacéo de farmacos por HPLC-UV ficou
estabelecido e podera ser utilizado para quantificacdo de farmacos em amostras
aquosas.
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