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Resumo

Os poluentes emergentes sdo substancias potencialmente toxicas que,
embora encontradas em baixas concentracdes, da ordem dos mg.L? ou inferior,
podem produzir efeitos nocivos no meio ambiente. Devido as suas
concentragdes vestigiais, ainda ndo estéo, na sua grande maioria, incluidos nos
programas de controlo da qualidade da &gua nem nas regulamentacdes
nacionais ou internacionais de controlo ambiental. Os Produtos Farmacéuticos e
de Cuidados Pessoais (Pharmaceutical and Personal Care Products - PPCPSs)
representam um importante grupo de poluentes emergentes devido ao aumento
do consumo mundial e a capacidade inerente de induzirem efeitos fisioldégicos
nocivos em doses muito baixas, 0 que suscita varias preocupacdes relacionadas

com os possiveis efeitos adversos em humanos, animais e sistemas ambientais.

O objetivo primeiro deste trabalho é identificar os principais poluentes
emergentes em meios hidricos, de meios populacionais com caracteristicas
semelhantes as do distrito de Braganca e selecionar alguns para estudo.
Pretende-se também desenvolver e implementar experimentalmente um método
expedito de extracdo em fase sélida (SPE) para compostos pertencentes a
classes farmacolégicas diferentes e sua posterior detecdo e quantificacdo em
matrizes aquosas usando cromatografia liquida acoplada com um detetor de
arranjo de diodos (HPLC-DAD). O método a desenvolver deve ser aplicavel a
farmacos de classes diferentes e com um valor de pKa elevado. A valida¢éo do
método de extracdo e de quantificacdo sera realizada através da sua
implementacdo em amostras reais, como por exemplo, amostras fluviais, de

piscinas ou estacdes de tratamento de aguas residuais, entre outras.

Inicialmente foram selecionados para estudo dez farmacos (azitromicina,
sulfametoxazol, carbamazepina, diclofenaco, naproxeno, ibuprofeno, &acido
acetilsalicilico, cafeina, paracetamol e cetoprofeno), que foram divididos em dois
grupos. No primeiro grupo foram colocados compostos com um valor de pKa
mais baixo e no segundo grupo os compostos com um valor de pKa mais
elevado. Esta subdivisdo baseia-se no diferente comportamento acido-base
destes dois grupos com a consequente necessidade de realizar otimizagcbes

diferentes para as fases méveis utilizadas em cromatografia liquida. Para o grupo



de compostos com um valor de pKa menor utilizou-se uma coluna Nucleosil®
C18, compativel com valores de pH compreendidos entre 2 e 8. Para o grupo de
compostos com pKa mais elevado, utilizou-se uma coluna SiliaChrom® XT C18
compativel com uma gama de pH entre 1 e 12. A otimizagdo do método de
separacao e quantificagcéo foi realizada em diferentes etapas. Na primeira etapa,
estudou-se a influéncia da composicao do solvente na resolucdo cromatografica
de cada grupo de farmacos. Utilizaram-se, nesta primeira etapa, diferentes
misturas entre acetonitrilo:dgua:modificador acido (&cido trifluoroacético) e
diferentes misturas entre metanol:agua:modificador bésico (dietilamina). De
seguida, estudaram-se varios tipos de gradientes de solvente de forma a
melhorar o tempo de andlise da separacdo cromatografica. Nesta otimizacao,
selecionaram-se os comprimentos de onda para cada composto, de forma a
maximizar o valor de absorvancia, de modo a otimizar-se também os limites de
detecdo e quantificacdo do método cromatografico.

ApOs a otimizacdo de todo o processo de extracdo, separacdo e
quantificacdo por SPE/HPLC-DAD, o método foi validado com a andlise de oito
amostras reais recolhidas em diferentes matrizes aquosas: Rio Sabor, Rio Onor,
Rio Fervenca, Piscina Municipal, Rio Sousa, um Ribeiro, agua de torneira da
rede de distribuicdo municipal, e 4gua recolhida a saida da ETAR. Constatou-se
que apenas a dgua a saida da ETAR estava contaminada com uma substancia
nao identificada.

Palavras-chave: Poluentes emergentes; Compostos farmacéuticos;
Ambiente; Extracdo em Fase Sélida; Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
acoplada a Detetor de Arranjo de Diodos.



Abstract

Emerging pollutants are potentially toxic substances that, although found in
low concentrations, in the order of mg/L or lower, can produce harmful effects on
the environment. Due to their trace concentrations, they are for the most part not
yet included in water quality control programs or national or international
environmental control regulations. Pharmaceutical and Personal Care Products
(PPCPs) represent an important group of emerging pollutants due to increasing
world consumption and the inherent ability to induce harmful physiological effects
at very low doses, which raises several concerns related to possible adverse

effects on humans, animals and environmental systems.

The first objective of this work is to identify the main emerging pollutants in
water from populations with similar characteristics to those of Braganca district
and select some for study. It is also intended to experimentally develop and
implement an expedited method of solid phase extraction (SPE) for compounds
belonging to different pharmacological classes and their subsequent detection
and quantification by liquid chromatography coupled with an array diode array
detector (HPLC-DAD) in agueous matrices. The method to be developed should
be applicable to pharmaceutical drugs of different classes and with a high pKa
value. The validation of the extraction and quantification method will be performed
through its implementation in real samples, such as swimming pool samples, river

samples or wastewater treatment plants, among others.

Initially, ten drugs were selected for study (azithromycin, sulfamethoxazole,
carbamazepine, diclofenac, naproxen, ibuprofen, acetylsalicylic acid, caffeine,
paracetamol and ketoprofen) which were divided into two groups. Compounds
with a lower pKa value were placed in the first group and compounds with a higher
pKa value in the second group. This subdivision is based on the different acid-
base behaviour of these two groups with the consequent need to perform different
optimizations for the mobile phases used in liquid chromatography. For the group
of compounds with a lower pKa a Nucleosil® C18 column compatible with pH
values between 2 and 8 was used. For the group of compounds with a higher
pKa a SiliaChrom® XT C18 column compatible with pH range between 1 and 12

was used. The optimization of the separation and quantification method was



performed in different steps. In the first stage, the influence of solvent composition
on the chromatographic resolution of each drug group was studied. Different
mixtures between acetonitrile: water: acid modifier (trifluoroacetic acid) and
different mixtures between methanol: water: basic modifier (diethylamine) were
used in this first step. Then, various types of solvent gradients were studied in
order to improve the time of chromatographic separation analysis. In this
optimization, the wavelengths for each compound were selected in order to
maximize the absorbance value, in order to optimize the detection and

quantification limits of the chromatographic method.

After optimization of the entire extraction, separation and quantification
process by SPE / HPLC-DAD, the method was validated by analysing eight real
samples collected in different aqueous matrices: Sabor river, Onor river,
Fervenca river, Municipal Pool, Sousa river, a brook, tap water from the municipal
distribution network, and water collected outside the City Waste Water Treatment
Plant (WWTP). Only water leaving the WWTP was found to be contaminated with
a non-identified substance.

Keywords: Emerging Pollutants; Pharmaceutical Compounds; Environment;
Solid Phase Extraction; High Performance Liquid Chromatography with Diodes
Array Detector.
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Extracado e Quantificacdo de Farmacos em Matrizes Aquosas

1. Introducéo
1.1 Enquadramento e Motivacao

Os produtos e residuos da industria quimica e farmacéutica tém vindo a
ganhar um destaque crescente desde o final do século passado na qualidade de
micropoluentes emergentes presentes no ambiente aquéatico. Alguns produtos
como farmacos, desinfetantes, detergentes, aditivos alimentares e produtos para
cuidados pessoais, fazem parte de um vasto grupo de micropoluentes que
potenciam efeitos secundarios bastante nocivos, tanto para o meio ambiente

como para a saude publica. (Souza, 2011)

Dos farmacos prescritos mundialmente, estima-se que entre 50% a 90%
sejam excretados na sua forma ativa ou como metabolitos, e, parte consideravel
desta percentagem seja lancada diretamente nas aguas superficiais. (Rodrigues,
2011)

Os efeitos ecotoxicologicos dos farmacos sao ainda desconhecidos, pois até
ha relativamente pouco tempo estas substancias ndo eram vistas como
potencialmente toxicas para o meio ambiente, em parte devido a escassez, ou
mesmo inexisténcia, de analises capazes de detetar concentracdes na gama de
ug.Lt a ng.L L. (Shihomatsu, 2015)

Atualmente, para a identificacdo e a quantificacdo de farmacos em matrizes
aquosas, tém sido utilizadas técnicas de extracao e métodos de andlise bastante
mais eficientes resultantes da grande evolugéo tecnolégica das ultimas décadas.
A extracdo destes compostos € normalmente realizada com técnicas de extracao
em fase sdlida (SPE) ou microextracdo em fase soélida (SPME) as quais
possibilitam valores de eficiéncias de extracéo significativamente superiores as
da extracdo em fase liquida (LLE) (Silva et al., 2016). Em relacdo a analise
destes analitos, é agora possivel detetar e quantificar valores de ug.L! ou até
mesmo de ng.Lt, muito em parte devido ao acoplamento de detetores de massa
com os sistemas de cromatografia em fase liquida e gasosa, e também devido

aos recentes avangos nas técnicas de extragdo empregues.

Os farmacos sdo uma das classes de contaminantes mais preocupantes em

matrizes aquosas, uma vez que se tem verificado um aumento significativo no
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seu consumo a nivel mundial, tornando este topico cada vez mais relevante.
Como os perigos para o ser humano resultantes da presenca destes farmacos
nas matrizes aquosas ndo sdo atualmente bem conhecidos, a legislacdo que
obriga a monitorizacdo destes farmacos é ainda muito escassa ou mesmo
inexistente. Esta tematica é relativamente recente na comunidade cientifica e,
portanto, apesar de existirem ja algumas metodologias experimentais para a
extracdo e quantificacdo de farmacos, o niumero de farmacos ja estudado ainda
€ muito reduzido. Em Portugal, foram encontrados muito poucos estudos
publicados (Paiga et al., 2013; Salgado et al.,, 2010; Pereira et al., 2015;
Fortunato, 2014; Palma et al., 2009 e Reis-Santos et al., 2018) e nao foi

encontrado qualquer estudo realizado no distrito de Braganca.

1.2 Objetivos
Os objetivos principais deste estudo séo:

(i) Identificar os principais poluentes emergentes em meios hidricos do distrito de
Braganca ou de meios populacionais comparaveis com os do distrito de
Braganca e de entre estes selecionar alguns farmacos que sirvam de modelo

para este estudo;

(ii) Implementar experimentalmente um método expedito de extracdo em fase

sélida (SPE) para farmacos pertencentes a classes farmacolégicas diferentes;

(i) Desenvolver um método de detecdo e quantificacdo por cromatografia em
fase liquida com detetor e arranjo de diodos (HPLC-DAD) para farmacos em
matrizes aquosas. Pretende-se que este método seja aplicavel a farmacos de

classes diferentes, nomeadamente:

e Selecdo da fase estacionaria (tipo de coluna cromatografica) mais
adequada para andlise de cada classe de farmacos;

e Otimizacdo da composicdo da fase movel; Desenvolvimento de um
método de gradiente caso se justifique;

e Determinacdo dos parametros de validacdo do método de analise;
Determinacdo das curvas de calibracdo, limites de detecdo e de

quantificacdo, parametros de repetibilidade e reprodutibilidade.
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(iv) Validar o método analitico de extracdo e de quantificacdo através da sua
implementacdo com amostras reais (amostras de piscinas, amostras fluviais,

estacdes de tratamento de aguas residuais, etc.).

Com este estudo pretende-se, essencialmente, implementar e validar um
método analitico expedito para a detecdo e quantificacdo de farmacos em
amostras aquosas. Pretende-se contribuir para que o grupo de investigacéo
disponha de uma metodologia analitica que possa ser aplicada numa etapa
futura no desenvolvimento de estratégias para a remocédo/eliminacdo de

farmacos em efluentes aquosos.
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2. Os Farmacos como Micropoluentes Prioritarios

2.1 Contaminantes Emergentes

Atualmente, a industria produz um elevado nimero de compostos organicos
sintéticos, tanto para consumo doméstico como industrial, para os quais ainda
nao existe conhecimento suficiente das possiveis consequéncias nefastas para
0 ambiente e para os seres vivos. Alguns destes compostos representam uma
nova classe de contaminantes pois, apesar da sua baixa concentracao,
apresentam, ainda assim, um potencial poluente significativo, sendo designados
de “Contaminantes Emergentes”. Estes contaminantes tém a particularidade de
nao precisarem de persistir durante muito tempo no meio ambiente para
causarem efeitos adversos, uma vez que as suas elevadas velocidades de
transformacado e de remocado séo equilibradas por uma introducédo continua no
meio ambiente e, consequentemente, provocarem por acumulacdo elevadas

concentracdes a longo prazo. (Becker, 2012)

Existem diversos grupos de substancias que tém sido considerados como
contaminantes emergentes. Os principais grupos sao classificados em
pesticidas, surfactantes, plastificantes, farmacos e produtos de higiene pessoal,
entre outros (Santana, 2013). Uma importante classe destes compostos, que tem
recebido cada vez mais atencdo, € constituida pelos produtos usados nos
cuidados pessoais (PPCPs, do inglés Pharmaceuticals and Personal Care
Products) sendo utilizados em grandes quantidades em todo o mundo pela
sociedade atual, os quais possuem, muitas vezes, produtos farmacéuticos como

principios ativos. (Daughton e Ternes, 1999)

Os farmacos sao um grupo extenso e heterogéneo de compostos que séo
sintetizados com o intuito de prevenir infe¢des, reduzir sintomas e tratar doencas.
(Becker, 2012)

Estas substancias possuem normalmente um peso molecular baixo com
uma estrutura quimica bem definida, possuindo propriedades farmacoldgicas
usadas na medicina humana e veterinaria. Deste modo, sdo desenvolvidos para
serem perseverantes, ou seja, ndo perdem a sua atividade biolégica até

alcancarem o efeito terapéutico desejado. (Shihomatsu, 2015)
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2.2 Legislacdo sobre contaminantes emergentes

Nos ultimos anos tem vindo a ser cada vez mais reconhecida a necessidade
de se gerir a proliferacdo, a incidéncia ambiental e o risco da presenca de
contaminantes emergentes nas aguas superficiais, em particular na Europa. Os
esforcos legislativos levaram ao surgimento de listas dinamicas de vigilancia de
contaminantes emergentes no contexto da Diretiva do Quadro da Agua (Diretiva
2000/60/CE do Parlamento Europeu e do Conselho, de 23 de outubro de 2000),
a qual estabeleceu a monitorizacao obrigatoria em toda a Unido Europeia. (Reis-
Santos et al., 2018)

A Diretiva 2008/105/CE e a Diretiva 2013/39/EU referem que a poluicao
quimica das aguas de superficie apresenta uma ameaca para o ambiente
aguatico e indicam formas de monitorizar substancias quimicas como o benzeno,

o diclorometano, o naftaleno, entre outros.

A Decisado de Execucédo (UE) 2018/840 apresenta uma lista dinamica de
vigilancia de contaminantes emergentes, nomeadamente de farmacos, como por
exemplo, antibiéticos como a amoxicilina e a ciprofloxacina. Esta Decisdo indica
ainda o método analitico e 0 método de extracdo mais apropriado para cada
substancia, particularmente para antibidticos da familia dos macrolidos
(azitromicina, eritromicina e claritromicina), neonicotinoides, metiocarbe, entre

outras.

2.3 Problema Ambiental

Os farmacos sao compostos quimicos relativamente hidrofilicos, lipofilicos e
biologicamente ativos. Podem ser administrados diretamente na pele ou por
inalacdo, por via oral ou através de injecdes ou infusdes. Depois da sua
administracdo, as moléculas sdo absorvidas, distribuidas, metabolizadas de

forma parcial e por fim sao eliminadas pelo corpo. (Tambosi, 2008)

Os residuos farmacéuticos no ambiente tornaram-se numa importante area
de estudo e o seu potencial impacto tanto a nivel ambiental como nos seres vivos
tem sido intensamente investigado nos ultimos anos (Pfluger e Dietrich, 2001;
Kolpin et al., 2002; Bottoni et al., 2010). Alguns estudos referem que ja foram

detetados mais de 150 principios ativos de compostos farmacéuticos nos
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efluentes de aguas residuais e em aguas superficiais. Estes compostos foram
encontrados em concentragdes muito baixas, na gama de ng.L! até mg.L™.
(Dias, 2011)

As substancias farmacéuticas eliminadas para o meio ambiente tornaram-se
num assunto de crescente preocupacao. Um claro exemplo desta preocupacao
€ o etinilestradiol, um estrogénio presente em muitos anticoncecionais, que esta
a ser responsavel, de certo modo, pela feminizacdo dos peixes. Existem ainda
outros compostos que afetam os organismos aquéticos como € o caso do
propranolol, diclofenaco, genfibrozila, ibuprofeno e da fluoxetina. (Larsson et al.,
2007)

Existem varios farmacos muito utilizados, como a eritromicina, a
ciclofosfamida, o naproxeno, sulfametoxazol e sulfassalazina, em que a
persisténcia ambiental chega a ser superior a um ano. Um exemplo de
persisténcia no meio ambiente bastante mais significativa é o acido clofibrico, o
principal metabolito do clofibrato, usado essencialmente para a diminui¢cdo do
colesterol e dos triglicerideos, tendo uma persisténcia ambiental estimada em 21
anos. (Zuccato et al., 2000)

Na Figura 1, apresenta-se um diagrama com as possiveis fontes e alguns
percursos para a ocorréncia de residuos farmacéuticos no meio ambiente. Os
caminhos que os farmacos percorrem até chegarem ao meio ambiente sdo os
mais diversos, desde a sua excrecdo por humanos ou animais, como 0s

descartes irregulares de residuos hospitalares.
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Figura 1. Possiveis fontes e percursos para a ocorréncia de residuos farmacéuticos no meio
aquatico. (Adaptado de Heberer, 2002)

2.4 Farmacos mais utilizados

Segundo a PMLIVE (Pharmaceutical Live, um dos principais grupos de
media internacional do setor farmacéutico) os 5 farmacos mais vendidos a nivel

mundial, no ano de 2016 foram:

e Humira (adalimumab) — utilizado no tratamento de doencas como artrite
reumatoide, doenca de Crohn, entre outras;

e Harvoni (ledipasvir e sofosbuvir) — utilizado no tratamento da hepatite C;

e MabThera/Rituxan (rituximab) — utilizado no tratamento de alguns
cancros no sangue;

e Avastin (bevacizumab) — utilizado no tratamento de varios tipos de cancro
(pulméo, mama, etc);

e Herceptin (trastuzumab) — utilizado no tratamento do cancro da mama e

do estdmago.


https://consultaremedios.com.br/sofosbuvir/bula

Extracado e Quantificacdo de Farmacos em Matrizes Aquosas

A nivel Europeu, segundo a Labiotech, media digital que € lider e que cobre
a industria europeia de biotecnologia, os 5 farmacos mais vendidos, no ano de
2017 foram:

e Herceptin (trastuzumab) - utilizado no tratamento do cancro da mama e
do estdbmago;

e Avastin (bevacizumab) - utilizado no tratamento de varios tipos de cancro
(pulméo, mama, etc);

e Xarelto (rivaroxaban) - indicado para prevenir a formacao de coagulos de
sangue nas veias;

e Eylea (aflibercept) - indicado para o tratamento de degeneragédo macular
relacionada com a idade, glaucoma neovascular;

e Lantus (insulina glargina) - indicado para o tratamento de diabetes mellitus
tipo 2 e também para o tratamento de diabetes mellitus tipo 1 para o
controlo da hiperglicemia.

Em Portugal, segundo a Health Market Research (hmR), empresa de
consultoria e elaboracéo de estudos de mercado, quantitativos e qualitativos, na
area da saude, os farmacos mais vendidos em 2016 pertenciam as classes dos
antidiabéticos, reguladores de colesterol e triglicéridos, associacdes de
antagonistas da angiotensina-ll, antidepressivos e estabilizadores do humor,
antipsicoticos e antirreumatismais nao esteroides. Na Figura 2, encontram-se 0s
10 farmacos mais vendidos em Portugal no ano de 2016 organizados por
Denominagcdo Comum Internacional (DCI). De acordo com estes dados, as
substancias ativas com maior volume de vendas (em milhdes de euros) foram a
metformina+vildagliptina e a metformina+sitagliptina (tratamento da diabetes), a
rosuvastina (tratamento da hipercolesterolemia, colesterol LDL alto), o
diclofenaco (tratamento da dor e inflamacgéo), o paracetamol (tratamento da dor
e febre) e o ibuprofeno (tratamento da dor, febre e inflamag&o). Destaca-se,
destes dados, o crescimento nas vendas do diclofenaco, do paracetamol e do

ibuprofeno.
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Top 10 - Vendas de Farmacos em 2016
(Marcas e Genéricos, Valores em M€)

Pregabalina (-38.2%)

Vacina contra o meningococo (-28.9%)
Dabigatrano etexilato (-2.4%)
Flucasona + Salmeterol (-16.8%)
Ibuprofeno (8%)

Paracetamol (1%)

Diclofenac (3.1%)

Rosuvastatina (-12.7%)

Metformina + Sitagliptina (-1.6%)

Metformina+Vildagliptina (var 2016/2015 -6.3%)

0 10 20 30 40 50 60

Figura 2. Os 10 principios ativos mais vendidos em Portugal em 2016.
(Fonte: Adaptado de hmR)

2.5 Farmacos selecionados para estudo

Neste trabalho pretende-se desenvolver um método de andlise e
quantificacdo de alguns farmacos em meios aquosos. De forma a ter um estudo
mais abrangente decidiu-se estudar 10 farmacos pertencentes a diferentes
classes farmacoldgicas, como analgésicos, anti-inflamatorios ndo esteroides,
antibiéticos, um anti convulsionante e um estimulador do sistema nervoso
central. Todos estes farmacos, apresentados de seguida, foram selecionados
pela sua elevada prescricdo médica e consequentemente pela sua maior
probabilidade de contaminagdo ambiental, mesmo num distrito do interior do

territério nacional, como é o caso de Braganca.

2.5.1 Analgésicos e Anti-inflamatorios

Ibuprofeno

O ibuprofeno, acido (RS)-2-(4-2-metilpropil) fenil propionico, cuja estrutura
molecular se apresenta na Figura 3, € um farmaco com acao anti-inflamatéria

nao esteroide, antipirética e analgésica.
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Figura 3. Estrutura molecular do ibuprofeno.

E um composto derivado do &cido propiénico sendo prescrito no tratamento
de febre e dor (Fortunato, 2014). Atua por inibicdo da sintese de prostaglandinas
através da inibicdo da cicloxigenase (COX-1 e COX-2). As prostaglandinas,
substancias encontradas em varias partes do organismo, desempenham um
papel fundamental nos processos inflamatorios e consequentemente no

surgimento de febre e dor. (Timoneda, 2017)

Cetoprofeno

O cetoprofeno, acido (RS)-2-(3-benzoil-fenil) propandico, cuja estrutura
molecular se apresenta na Figura 4, € um anti-inflamatoério ndo esteroide, com
uma poderosa e eficaz acdo no alivio da dor provocada por disturbios
traumaticos, reumaticos e orto-pediatricos devido as suas propriedades anti-
inflamatorias e analgésicas. (Sarzi-Pulttini et al., 2013)

Figura 4. Estrutura molecular do cetoprofeno.

A sua atividade farmacéutica é devida a potente inibicdo da cicloxigenase
através da agdo do metabolismo do acido araquidonico. (Leite, 2013)
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Acido acetilsalicilico

O acido acetilsalicilico, conhecido comercialmente como aspirina, cuja
estrutura molecular se apresenta na Figura 5, pertence ao grupo dos anti-
inflamatérios ndo esteroides e € frequentemente prescrito no tratamento de
febre, dor e inflamacéo. Este farmaco difere dos outros anti-inflamatérios no
mecanismo de acao. No entanto, os salicilatos tém efeitos semelhantes, como &

0 caso do efeito antipirético, anti-inflamatorio e analgésico. (Rao et al., 2016)

Figura 5. Estrutura molecular do acido acetilsalicilico.

A aspirina inibe a cicloxigenase, mas ao contrario do que se verifica com
grande parte de outros farmacos, afeta de forma irreversivel mais a COX-1 do
gue a COX-2 da enzima. (Edwards, 2018)

Diclofenaco

O diclofenaco, 2-(2,6-diclofenil) amino benzenoacetato de sddio, cuja
estrutura molecular se apresenta na Figura 6, é utilizado no tratamento de
osteoartrose, artrite reumatoide e na reducao de dor em lesGes agudas. (Sousa,

2015)

I

MH
ONa

Cl

Figura 6. Estrutura molecular do diclofenaco.
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Este composto é um anti-inflamatorio ndo esteroide, com propriedades anti-
inflamatorias, antipiréticas e analgésicas. Este farmaco inibe a cicloxigenase

com maior incidéncia na variante COX-2 do que na COX-1. (Altman et al., 2015)

Tem um tempo de semivida de apenas 2 horas, cerca de 65% do farmaco é
eliminado na urina na sua forma original e 35% sao eliminados através da bilis

como metabolitos. (Sousa, 2015)

Naproxeno

O Naproxeno, acido (S)-(+)-2-(6-metoxi-2-naftil) propiénico, cuja estrutura
molecular se apresenta na Figura 7, pertence a classe dos farmacos anti-
inflamatorios ndo esteroides e possui propriedades analgésicas e antipiréticas.
O naproxeno é utilizado no alivio da dor ligeira a moderada, dores de cabeca,
dismenorreia, sendo também aplicado no tratamento de doencas como a artrite

reumatoide, osteoartrite e a gota aguda. (Miranda, 2014)

Y

Figura 7. Estrutura molecular do naproxeno.

Este farmaco é um derivado do acido propiénico e o seu mecanismo de
atuacao bloqueia a cicloxigenase que é responsavel pela producédo de algumas
das substancias quimicas que surgem na resposta de les6es ou doencas (Nahar,
2012).

Paracetamol

O paracetamol, também conhecido por acetaminofeno, N-(4-hidroxifenil)
etanamida, cuja estrutura molecular se apresenta na Figura 8, € um anti-
inflamatorio ndo esteroide, com propriedades analgésicas. Esta substancia e,

principalmente, metabolizada pelo figado, onde grande parte € convertida em

12
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compostos inativos pela formagédo de glicuronideo e sulfatos, posteriormente

excretados pelos rins. (Vicente, 2001)

NH

g

CH;
OH

Figura 8. Estrutura molecular do paracetamol.

E um farmaco utilizado principalmente no alivio de dores leves a moderadas
muitas vezes associadas a gripes e constipacdes e na diminuicdo da febre.
(Fortunato, 2014)

Esta substancia esta entre os farmacos mais utilizados em todo o mundo na

categoria de analgésicos moderados. (Mohamad et al., 2018)

2.5.2 Antibio6ticos
Azitromicina

A azitromicina, N-metil-11-aza-10-deoxo-10-dihidroeritromicina A, cuja
estrutura molecular se apresenta na Figura 9, é um antibiético da classe dos
azalideos e pertence & subclasse dos antibiéticos macrolideos. E um derivado
da eritromicina, mas sendo antibiético, é ainda mais eficaz que esta. (Kabir,
2009)

13
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Figura 9. Estrutura molecular da azitromicina.

Este composto € ativo no combate de muitas bactérias patogénicas Gram-
positivas, como por exemplo, Streptococcus, Staphylococcus aureus,
Propionibacterium acnes e Listeria monocytogenes. Também existem algumas
bactérias Gram-negativas que sao sensiveis a azitromicina, como é o caso de
Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis, Legionella pneumophila e
Neisseria gonorrhoeae. Este antibidtico tem um efeito bacteriostatico em
patogénicos sensiveis porque interfere na sintese proteica do acido ribonucleico,
ARN. (Wilms, 2005)

Sulfametoxazol

O sulfametoxazol, 4-amino-N(5-metilisoxazol-3-il)-benzenossulfonamida,
cuja estrutura molecular se apresenta na Figura 10, € um antibidtico que
pertence ao grupo das sulfonamidas, que sdo antibidticos sintéticos, derivados
do &cido sulfanilico. E normalmente usado no tratamento de infecées humanas

e animais. (Huerta, 2016)

14
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Figura 10. Estrutura molecular do sulfametoxazol.

As sulfonamidas possuem um efeito bacteriostatico e inibem assim a sintese
do acido desoxirribonucleico (ADN). (Oliveira, 2017)

2.5.3 Anticonvulsionante
Carbamazepina

A carbamazepina, 2-hidroxipropil-beta-ciclodextrina, cuja estrutura
molecular se apresenta na Figura 11, é um farmaco anticonvulsionante sendo
normalmente prescrito no tratamento da neuralgia do trigémio e no controlo da

epilepsia e transtorno bipolar. (Santos, 2017)

Figura 11. Estrutura molecular da carbamazepina.

Este farmaco € um derivado da carboxamida e o seu mecanismo de acéo €

associado a inibicdo dos canais de sédio dependentes de voltagem, podendo

reduzir o fluxo de calcio celular presente no organismo. (Capote, 2009)
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2.5.4 Estimulador do Sistema Nervoso Central
Cafeina

A cafeina, 1,3,7-trimetilxantina, cuja estrutura molecular se apresenta na
Figura 12, é um estimulante do sistema nervoso central. E um composto organico
pertencente ao grupo dos alcaloides e € soluvel em agua, alcool e benzeno. Apds
a sua ingestao este composto é eliminado na urina, do qual cerca de 0.5 a 3 %

na sua forma intacta. (Silva, 2014)

M N

Figura 12. Estrutura molecular da cafeina.

A cafeina € um dos compostos mais consumidos no mundo pois encontra-
se em muitos produtos como é o caso do café, chas, refrigerantes e chocolate.
(Raimundo, 2011)

Este composto é bastante importante nas substancias classificadas como
micropoluentes emergentes pois, por semelhancas quimicas, a sua ocorréncia
em matrizes aquosas pode significar a presenca de outros contaminantes

emergentes. (Santana, 2013)

Na Tabela 1 apresentam-se algumas propriedades fisico-quimicas
referentes aos farmacos em estudo, nomeadamente a formula molecular, massa
molar, coeficiente de particdo, solubilidade em agua e a constante de

dissociacao.

Analisando a Tabela 1 e pela observacdo dos dados de coeficiente de
particdo verifica-se que o Unico composto que possui mais afinidade em relacéo
a agua do que com uma fase organica (octanol) € a cafeina, os compostos como
a aspirina, o paracetamol e o sulfametoxazol tém afinidades equivalentes para

agua ou uma fase organica, todos os restantes compostos sdo mais hidrofdbicos,
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ou seja, tém uma maior afinidade com a fase organica, sendo o diclofenaco o

composto mais hidrofébico.

Quanto aos valores de solubilidade em agua, os valores do diclofenaco e
azitromicina séo inferiores a 10 mg.L, pelo que serdo necessarios métodos
analiticos que possibilitem a sua detecéo e quantificacdo em valores tao baixos.

Os compostos mais soluveis em adgua séo a cafeina e a aspirina.

O valor de pKa de cada composto € um parametro que afeta a retencao
cromatografica de compostos ionizaveis. Por exemplo, as bases encontram-se
essencialmente na sua forma ionizada (>99%) se o valor de pH for igual a pKa-
2 e essencialmente na sua forma néo ionizada (>99%) se o valor de pH for igual
a pKa+2. A forma ndo ionizada serd menos polar (mais hidrofébica), e
consequentemente mais fortemente retida num sistema de fase-reversa. Assim,
para valores de pH mais baixos os &cidos serdo mais retidos enquanto as bases
serdo mais retidas para valores de pH mais elevados. (Dolan, 2019)

Deste modo, podera ser vantajoso realizar a separacado para valores mais
baixos de pH para um dado grupo de compostos e utilizar um valor mais elevado
de pH para outro tipo de compostos. No primeiro grupo poder-se-a incluir os
compostos com um valor de pKa inferior a 5 (fixando o valor de pH inferior ou
igual a 3), como sejam o ibuprofeno, cetoprofeno, aspirina, diclofenaco e
naproxeno. No segundo grupo os restantes compostos com um valor de pKa
superior a 5 (fixando um valor de pH superior ou igual a 7), como sejam 0

paracetamol, a azitromicina, o sulfametoxazol, a carbamazepina e a cafeina.
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Tabela 1. Algumas propriedades fisico-quimicas dos 10 farmacos em estudo.

Formula Massa Coeficiente de Solubilidade Constante de
Farmaco Molar Particdo em agua dissociacéo Referéncias
Molecular
(g.mol?) (Log P) (mg.L?, 25°C) (pKa, 25°C)

Aspirina CoHsO4 180.16 1.19 4600 3.49 PubChem/Drugbank
Cetoprofeno C16H1403 254.29 3.2/3.12 51/21.3(a 22°C) 3.88/4.45 PubChem/Drugbank
Diclofenaco C14H10CI2NNaO2 296.14 4.51/4.2-4.5 24 4.2 PubChem/Queiroz, 2011
Naproxeno C14H1403 230.09 3.18 15.9 4.2 Miranda, 2014/Nam et al., 2014

Ibuprofeno C13H1802 206.29 3.97 21.0 491 PubChem/Nallani et al., 2011
Sulfametoxazol C10H11N303S 253.20 0.89 610(a 37°C) 5.7/6.16 PubChem/Drugbank
Azitromicina Cs8H72N2012 748.00 4.02/3.03 2.37 8.74/9.57 PubChem
Paracetamol Ci3H1802 151.16 0.46 12.75 9.38 Castro, 2014
Cafeina CsH10N4O2 194.20 -0.07/-0.4 21600/11000 104 PubChem/Drugbank
Carbamazepina CisH12N20 236.30 2.45 18/152 13.9/15.96 PubChem/Drugbank
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3. Andlise de Farmacos em Matrizes Aquosas

Como ja foi referido, a monitorizacdo de micropoluentes emergentes no
ambiente é atualmente, um tema de bastante interesse e preocupacao. Deste
modo, tém sido aperfeicoadas e desenvolvidas novas técnicas de extracdo e
diversos métodos analiticos para a detecdo e quantificacdo destes compostos
em matrizes ambientais, como efluentes de Estacdes de Tratamento de Esgoto
(ETE), aguas superficiais e subterraneas e Estacdes de Tratamento de Aguas
Residuais (ETAR). (Queiroz, 2011)

O recente desenvolvimento tecnolégico, principalmente ao nivel dos
adsorventes e dos equipamentos de detecdo, permitiram um aumento
consideravel das eficiéncias de extracao dos analitos presentes nas amostras e

uma diminuicao significativa dos limites de detecao e de quantificacéo.

3.1 Técnicas de Extracéo

A preparagcdo da amostra, também chamada de tratamento, limpeza ou
extracdo € uma parte importante no método analitico pois € uma etapa suscetivel
a erros experimentais significativos. As técnicas mais usadas para a extracao de
micropoluentes em matrizes ambientais sdo a Extracdo Liquido-Liquido (LLE -
“Liquid — Liquid Extraction”), a Microextracdo em Fase Soélida (SPME - “Solid
Phase Micro Extraction”) e a Extracdo em Fase Sodlida (SPE - “Solid Phase

Extraction”). (Vijayaraj e Kumari, 2013)

3.1.1 Extragéo Liquido — Liquido

A extracao liquido-liquido (LLE) é um processo de separacao baseado na
distribuicdo de um soluto entre duas fases e na miscibilidade parcial dos liquidos.
Este processo é baseado na transferéncia de massa de soluto entre dois liquidos
imisciveis ou pouco misciveis, que possuem a capacidade de realizar
separacdes que ndo sao viaveis por outros métodos. Pode-se dividir a extracéo
liquido-liqguido em duas etapas: na primeira etapa existe um contacto entre o
solvente e a solugéo; na segunda etapa ocorre a particdo da amostra entre as

duas fases imisciveis (organica e aquosa). (Souza, 2011)
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3.1.2 Microextracdo em Fase Solida

A microextracdo em fase solida (SPME) € uma técnica de extracdo que
utiliza um volume de solvente bastante reduzido. Consiste numa fibra de silica
fundida, que esta coberta com um microfilme de um polimero ou adsorvente, que

pode ser liquido, solido ou uma mistura de ambos. (Franco, 2015)

A fibra de silica (fase extratora) é acondicionada dentro da agulha de uma
microseringa, para permitir a adsorcdo dos analitos. Esta extracdo pode ser
executada das seguintes formas: imergindo a fibra diretamente na solucdo da
amostra (DI-SPME) onde os analitos sdo concentrados durante 2 a 15 min, ou
através da técnica de “headspace” (HS-SPME), na qual a amostra é aquecida e
0S componentes volateis sdo adsorvidos na fibra exposta acima da solucéo.
ApoOs a extracdo, os analitos presentes na fibra sdo dessorvidos termicamente
pela sua introducédo no injetor aquecido de um cromatdgrafo em fase gasosa ou
pela sua dessorcdo num sistema de cromatografia em fase liquida. (Queiroz,
2011)

Na extracdo no modo direto, a fibra é exposta diretamente a amostra liquida.
Para analitos com um coeficiente de particao alto, o tempo de extragao pode ser
maior devido a camada estéatica de agua formada em torno da fibra. (Franco,
2015)

Na Figura 13 esta representada uma fibra de microextracdo em fase soélida.
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Figura 13. Esquema de uma fibra e do processo de SPME. (Fonte: Franco, 2015)

3.1.3 Extracdo em Fase Sélida

A extracdo em fase solida (SPE) continua a ser a técnica mais utilizada na
extracdo e pré-concentracdo de analitos provenientes de matrizes ambientais

complexas. (Queiroz, 2011)

7

Esta técnica é rapida e possui valores de recuperacdo elevados na
separacao liquido-solido sendo usada para extrair, concentrar e purificar analitos

nao volateis e semivolateis. (Shihomatsu, 2015)

A extracdo em fase solida abrange a particAo dos compostos entre um
liquido (eluente) e uma fase sélida (adsorvente). Neste tipo de extracao podem-
se considerar 4 etapas: (i) Condicionamento do adsorvente (onde a fase movel
€ condicionada com um solvente compativel com o material a ser ativado,
devendo-se de seguida percolar o mesmo material com o solvente dos analitos);
(i) Adicdo da amostra (adiciona-se a amostra sobre a fase movel anterior); (iii)
Remocao dos interferentes (esta etapa pode ser opcional e consiste na lavagem
ou limpeza da fase soOlida com um solvente apropriado); (iv) Eluicdo dos analitos
de interesse (esta fase traduz-se na eluicdo do analito num pequeno volume de
eluente). (Vicente, 2001)
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Um esquema representativo das etapas de extracdo por SPE é apresentado na

Figura 14.

¢ analitos

e A % interferentes

1) 2) 3) 4)

A
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condicionamento introdugéo lavagem com eluicdo dos
da amostra  solvente ou clean-up analitos

Figura 14. Sequéncia das etapas da extracdo por SPE. (Fonte: Néri, 2018)

Na Tabela 2 sédo apresentados alguns estudos publicados em que se utiliza
a extracdo em fase sélida, sendo possivel verificar qual o cartucho comercial
usado e respetivo adsorvente, os solventes utilizados nas etapas de extracéo e

os valores de recuperacéo obtidos para cada adsorvente.

Tabela 2. Exemplos de estudos envolvendo extracdo de farmacos por SPE. Apresentam-se 0s

cartuchos comerciais, adsorventes, solventes e valores de eficiéncia de extragcdo obtidos.

Cartucho Eficiéncias de .
i Adsorvente Farmacos . Referéncia
comercial extracao (%)
) Ibuprofeno e
Bond Elut® Silica ) 113,108 Colacgo, 2013
Diclofenaco
Ibuprofeno, o
) ) ) ) Madikizela e
Oasis Max® Polipropileno diclofenaco e 94, 76, 81 )
Chimuka, 2017
naproxeno
Sampliqg . .
Divinilbenzeno Paracetamol 91-99 Vicente, 2001
OPT
) N-Vinilpirrolidona e Madikizela et
Oasis HLB® o Cetoprofeno 96
divinilbenzeno al, 2014
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Analisando a Tabela 2 é possivel verificar que as percentagens de extracao
para cada cartucho comercial sdo bastantes semelhantes nos diferentes

farmacos analisados.

3.2 Métodos de Analise

Para fazer a separacdo, detecdo e quantificacdo dos analitos recorre-se
geralmente a métodos cromatograficos, como sejam a cromatografia em fase
liquida (HPLC) e/ou a cromatografia em fase gasosa (GC). Na cromatografia em
fase liquida, os compostos sdo separados entre uma fase mével liquida e um
enchimento sélido. Na cromatografia em fase gasosa, a amostra € vaporizada
no topo de uma coluna capilar e a eluicdo é feita mediante o arraste por um gas
inerte. (Vettorello et al., 2017)

A utilizacdo de métodos instrumentais avangados na analise em matrizes
ambientais, como a cromatografia em fase gasosa com espetrometria de massa
(GC-MS) ou a cromatografia em fase liquida com espetrometria de massa (LC-
MS), permite a identificacdo de uma gama mais vasta de compostos, uma vez
gue o acoplamento com a espetrometria de massa possibilita limites de detecéo
(LD) mais baixos. A cromatografia em fase liquida com espetrometria de massa
€ a técnica mais usada na andlise de substancias farmacéuticas pois possui uma
elevada sensibilidade. (Fatta et al., 2007)

Na Tabela 3 sédo apresentadas algumas técnicas utilizadas na extracao e
detecdo para os 10 farmacos selecionados para este estudo, presentes em
diferentes matrizes aquosas. As amostras analisadas sdo provenientes de
estacles de tratamento de aguas residuais (ETAR), estacdes de tratamento de
esgotos (ETE) ou de aguas superficiais. A informacédo apresentada permite
verificar que a técnica de extracdo mais utilizada é a extracdo em fase solida
(SPE) e 0 método instrumental de analise mais empregue, para os farmacos, €
a cromatografia liquida de alta eficiéncia com detetor de arranjo de diodos
(HPLC-DAD). Contudo, sdo também utilizados outros métodos como a
cromatografia em fase liquida com espetrometria de massa e cromatografia
gasosa com espetrometria de massa. Na Tabela 3 é também apresentada a

concentracdo média encontrada em cada tipo de amostra.

23



Extracdo e Quantificacdo de FArmacos em Matrizes Aquosas

Tabela 3. Técnicas mais usadas na extracéo e detecao de farmacos e os valores médios de concentracdes encontrados.

Concentracéo

LD/LQ

Analito Amostra Extrac&o/Separacéo Pais Referéncia
s patas (ug.L™) (ug.L™)
Sulfametoxazol Agua de Superficie SPE/HPLC-DAD 10.8/35 Portugal Madureira et al., 2010
Cafeina Efluente ETAR SPE/GC-MS 0.2551-22.21 0.0286/--- Franca Togola e Budzinski, 2008
Influente ETAR SPE/HPLC-DAD 55-69 0.13/0.42 Africa do Sul Madikizela e Chimuka, 2017
Ibuprofeno Agua de Superficie SPE/HPLC-DAD 0.063/0.188 Polénia Baranowska e Kowalski, 2011
ETAR SPE/HPLC-DAD/MS-ESI(+) 0.014-0.046 0.014/0.046 Portugal Salgado et al., 2010
Influente ETAR SPE/HPLC-DAD 15-20 0.04/0.12 Africa do Sul Madikizela e Chimuka, 2017
Naproxeno }
Agua de Superficie SPE/HPLC-DAD 0.753 0.007/0.021 Pol6nia Baranowska e Kowalski, 2011
Efluente ETE SPE/GC-MS 0.08 0.01/--- Canadéa Lee et al., 2005
Cetoprofeno i
Agua de Superficie SPE/HPLC-DAD 0.258 0.004/0.013 Pol6nia Baranowska e Kowalski, 2011
Efluente ETE SPE/GC-MS 0.17 0.01/--- Canadéa Lee et al., 2005
Diclofenaco .
Influente ETAR SPE/HPLC-DAD 6.4-16 0.12/0.39 Africa do Sul Madikizela e Chimuka, 2017
Agua de Superficie SPE/GC-MS 0.0106-0.0723 Franca Togola e Budzinski, 2008
Paracetamol Agua de Superficie SPE/HPLC-DAD 0.073-0.021 0.007/0.020 Polénia Baranowska e Kowalski, 2011
Influente ETAR SPE/LC-MS-ESI(+) 38.9 ---/0.9 Arabia Saudita Shraim et al., 2017
Aspirina Agua de Superficie SPE/HPLC-DAD 0.368 0.183/0.548 Polénia Baranowska e Kowalski, 2011
Carbamazepina Agua de Superficie SPE/HPLC-DAD 0.029/0.086 Polénia Baranowska e Kowalski, 2011
ETAR SPE/HPLC-DAD/MS (ESI+) 0.002-0.007 217 Portugal Salgado et al., 2010
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3.3 Validacao do Método Analitico

Apés o processo de desenvolvimento e otimizacdo das condicbes de
operacao no processo de extracao e das condi¢cdes de operacdo do método de

andlise, € necessario validar toda a metodologia experimental desenvolvida.
(Becker, 2012)

Neste trabalho, pretende-se validar uma metodologia baseada na técnica de
extracdo por SPE seguida de analise por cromatografia em fase liquida com
detetor de arranjo de diodos (HPLC-DAD). A validacdo desta metodologia é
realizada através da determinacdo das recuperacfes obtidas no processo de
extragdo por SPE e na determinacdo dos parametros estatisticos associados
com o0 método de analise por HPLC-DAD. Para isso, determinam-se as curvas
de calibracdo e respetivos erros associados, baseados numa distribuicédo t de
Student com um nivel de significancia de 95%. Todas as equacdes envolvidas e
calculos realizados na validacdo do método analitico, como sejam os valores de
recuperacéo, curvas de calibracao, limites de detecdo e quantificacdo, estudos
de repetibilidade e reprodutibilidade encontram-se descritos na secdo dos

anexos.
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4. Descricao Experimental

Este trabalho divide-se em duas etapas experimentais principais. Na
primeira etapa, sera otimizado um meétodo de extracdo em fase sdélida e um
método de detecdo e quantificacdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia
com detetor de arranjo de diodos para farmacos pertencentes a diferentes
classes farmacéuticas, como sejam, anti-inflamatérios néo esterdides,
antibiéticos, analgésicos, anticonvulsionantes e estimuladores do sistema
nervoso central. Na segunda etapa realiza-se a validagdo da metodologia
experimental desenvolvida, implementando-a na monitorizacdo de farmacos em

amostras aquosas reais de diferentes pontos da regido de Braganca.

4.1 Reagentes

Como solventes para a preparacdo dos padrbes analiticos dos diferentes
farmacos analisados utilizou-se agua ultrapura (W) obtida utilizando um sistema
de purificacdo Direct-Q® 3UV da marca Milli-Q (Millipore), acetonitrilo (ACN) e
metanol (MeOH) ambos para HPLC da marca Carlo Erba (+99.9%), acido
trifluoroacético (TFA) e dietilamina (DEA), ambos da marca Sigma-Aldrich
(+95%).

As caracteristicas dos reagentes usados para preparacao dos padrbes

analiticos utilizados encontram-se descritas na Tabela 4.

Tabela 4. Caracteristicas dos 10 reagentes usados para preparar os padrdes analiticos.

Classe Terapéutica Composto Plég/i)za CAS N° Marca
Anti-inflamatério Ibuprofeno +99 15687-27-1 Alfa-Aesar
Anti-inflamatério Diclofenaco +95 15307-79-6 Alfa-Aesar
Anti-inflamatorio Naproxeno +95 22204-53-1 Alfa-Aesar
Anti-inflamatorio Cetoprofeno +98 22071-15-4  Sigma-Aldrich
Anti-inflamatorio Aspirina +99 50-78-2 Alfa-Aesar

Antibiético Sulfametoxazol +98 723-46-6 Sigma-Aldrich
Antibiético Azitromicina +98 117772-70-0  Sigma-Aldrich
Analgésico Paracetamol +98 103-90-2 Alfa-Aesar

Estimulante do SNC Cafeina +99 58-08-2 Alfa-Aesar

Anticonvulsionante Carbamazepina +97 298-46-4 Sigma-Aldrich
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4.2 Equipamento

Para identificacdo e quantificacdo dos padrdes analiticos de cada farmaco,
foi utilizado um sistema de cromatografia liquida de alta performance (HPLC) da
marca Jasco (série Extreme), acoplado com um detetor DAD, modelo DAD-MD-
4010, uma bomba modelo PU-4180 RHPLC e um injetor manual da marca
Rheodyne com um volume de inje¢ao de 20 uL (ver Figura 15). Utilizaram-se
duas colunas cromatograficas analiticas com um diametro de particula de 5 um:
uma coluna Nucleosil 100-5 C18 da Macherey-Nagel (150 mm x 4.6 mm), e uma
coluna SiliaChrom XT C18 da Silicycle (250 mm x 4.6 mm). O fabricante da
primeira coluna recomenda uma gama de pH de trabalho de 2 a 8 valores e 0 da
segunda coluna refere uma gama de pH de 1 a 12 (folhas de especificagées na
seccado dos anexos). O caudal utilizado em todas as anélises cromatogréficas foi

de 1 mL.min?.

Figura 15. Sistema de HPLC-DAD, Jasco utilizado na anélise de farmacos.

Para a extracdo em fase sélida (SPE) foi utilizado o sistema Visiprep™ SPE
Vacuum Manifold da Supelco, apresentado na Figura 16, e cartuchos
CHROMABOND®HLB (60 pm) de 6 mL, com 500 mg de enchimento de

poli(divinilbenzeno-co-N-vinilpirrolidona).
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Figura 16. Sistema de SPE utilizado na extracdo de farmacos.

4.3 Metodologia Experimental

Para a determinacdo e quantificacdo de farmacos, sdo enumerados na
literatura diferentes métodos analiticos, normalmente validos para matrizes
biolégicas como sangue, tecido e urina. Contudo, algumas alteracdes nestes

métodos sdo normalmente suficientes para amostras ambientais.

A partir da revisao bibliografica verifica-se que a maioria das separacoes de
farmacos por cromatografia liquida utiliza colunas de enchimento com uma fase
estacionaria C18. Alguns exemplos destas colunas C18 sdo a Shim-pack VP
ODS da Shimadzu, a coluna XDB-C18 e a coluna Kinetex C18. Este tipo de
colunas C18 sdo as mais comuns, provavelmente pelo facto de serem
consideravelmente mais econdémicas. Este enchimento é compativel com
valores de pH compreendido entre 2 e 8. Assim, decidiu-se comegar 0s estudos
de otimizacdo do método cromatografico com uma coluna Nucleosil 100-5 C18

da Macherey-Nagel.

Em relacdo as fases moveis utilizadas verifica-se que sdo, em geral, uma
mistura entre agua e acetonitrilo ou dgua e um alcool como o metanol ou o etanol
(cromatografia em fase reversa). Quase todos o0s estudos encontrados referem
a utilizagdo de uma fase moével com um modificador acido (pH préximo de 3).
Deve-se referir que a partir de alguns dados da literatura foram selecionadas as

condi¢cbes de operacéo iniciais de operagcdao em HPLC para a otimizacdo da
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separacao cromatografica do conjunto dos 10 farmacos. Utilizou-se como fase
movel diferentes misturas entre acetonitrilo e agua. Na fase inicial de otimizacao
da composicao de solvente, apresenta-se também um estudo da influéncia do
valor de pH na separagdo cromatografica, fazendo variar o valor de pH pela
incorporacdo de diferentes quantidades de um modificador acido (o acido

trifluoroacético).

Destes estudos prévios de resolucdo dos 10 farmacos, retiram-se os valores
dos tempos de retencdo individuais e simultaneamente os valores do

comprimento de onda que maximizam o valor de absorvancia para cada farmaco.

Depois destes estudos preliminares e devido as grandes diferencas nos
valores de pKa dos 10 farmacos, decidiu-se separar os farmacos em dois grupos
distintos. O primeiro grupo composto pelos anti-inflamatérios ndo esteroides, ou
seja, compostos com pKa inferior a 5 e 0 segundo grupo composto por
azitromicina, carbamazepina, cafeina, paracetamol e sulfametoxazol, ou seja, 0s
compostos com pKa superior a 5. Este trabalho foca-se essencialmente em
estudos realizados para o segundo grupo. O desenvolvimento de uma
metodologia analitica semelhante para o primeiro grupo foi ja realizada num
trabalho de mestrado prévio (Nemoto, 2019). Aproveitando-se assim algumas
das conclusfes retiradas do estudo para o primeiro grupo, desenvolveu-se
igualmente um método de gradiente de solvente na mesma coluna C18,

utilizando um valor de pH de 2.5 para o segundo grupo.

De seguida, trocou-se a coluna analitica para uma coluna que permite
trabalhar com valores de pH superiores a 8 e otimizou-se a separacao
cromatografica do segundo grupo. Atendendo a que no final do processo de
extracdo por SPE as amostras se encontram em metanol, decidiu-se estudar
uma composicao de solvente baseada em misturas agua:metanol e utilizando
um modificador alcalino (dietilamina) para fixar o valor de pH num valor superior
a 8.

Apresenta-se, ainda, um estudo da influéncia na pressao do sistema
cromatografico da percentagem de metanol na mistura metanol:agua. De
seguida, escolhe-se uma molécula/farmaco que serve como referéncia

(paracetamol) e estuda-se a dispersdo e retencdo obtida para as varias
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composi¢cdes metanol:agua. Apresenta-se também um estudo da separacéo
utilizando diferentes gradientes de solvente. Depois da sele¢cdo da composicao
do solvente e modo de operacédo (isocratico ou de gradiente), recolhem-se os
valores dos tempos de retencdo e do comprimento de onda para o qual o valor
de absorvancia de cada composto € maximo. Numa fase posterior, apresenta-
se a influéncia do teor de dietilamina no valor de pH do solvente e seleciona-se
a percentagem de modificador alcalino que minimize a disperséo e que
simultaneamente mantenha um valor de pelo menos 2 unidades de pH abaixo

do valor maximo recomendado pelo fabricante.

Na segunda parte do desenvolvimento do método, apresentam-se as
condi¢cbOes de operacao utilizadas e os estudos de eficiéncias de extragdo com

os dois tipos de coluna e com a fase mdével selecionada correspondente.

bY

Na terceira parte, apresentam-se os estudos referentes a validacdo do
método que incluem as curvas de calibracdo individuais, os limites de detecéo e

guantificacdo e os estudos de repetibilidade e reprodutibilidade.

Finalmente, de forma a validar o método analitico, foram recolhidas 10
amostras de agua de diferentes origens e locais: 8 provenientes do distrito de
Braganca (Rio Sabor, Rio Onor, Rio Fervenca, Piscina Municipal de Braganca,
agua da torneira da rede de distribuicdo municipal de Braganca e 4gua a saida
da ETAR de Braganca) e 2 do distrito do Porto (Rio Sousa e um Ribeiro). Os
resultados apresentados para a implementacdo da metodologia experimental
foram obtidos com a analise das amostras das diferentes matrizes aquosas

recolhidas no distrito de Braganca.
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5. Resultados e Discussao

Como ja foi referido na secdo da metodologia experimental, realizou-se
numa primeira fase a otimizacdo das condigbes operatérias em HPLC-DAD
utilizando duas colunas com uma fase estacionaria C18, mas com diferentes

gamas de compatibilidade com o valor de pH da fase movel.

Na segunda etapa experimental realizam-se analises de extracdo em fase
sélida (SPE), cujas amostras sdo de seguida analisadas nos dois tipos de
colunas utilizadas e com 0 método de separacéo e quantificacdo otimizado para
cada coluna. Nesta etapa, realiza-se a selecao de um grupo de compostos cujos
valores de pKa s&o superiores a 5 de forma a uma otimiza¢cao mais eficiente da

separacao cromatografica obtida.

Numa terceira etapa, apés a validacdo da metodologia analitica para este
grupo de compostos, realizam-se analises de extracdo em fase soélida, cujas
amostras sao de seguida analisadas com o método de cromatografia liquida

otimizado.

Na etapa final, apresentam-se 0s principais parametros estatisticos que
permitem validar o método analitico e as analises utilizadas para implementar o
método utilizando amostras recolhidas em diferentes meios hidricos do distrito

de Braganca.

5.1 Analise de farmacos por HPLC-DAD utilizando uma fase movel
acida

5.1.1 Otimizac&o da composicao da fase mével

A revisdo bibliografica permite verificar que a maior parte dos estudos
publicados usam como fase movel, para a analise de farmacos em matrizes
aquosas, diferentes proporgdes ou gradientes de acetonitrilo (ACN) e agua (W)
acidificada com um modificador acido com o acido acético (Campos-Mafias et
al., 2017; Durigan et al., 2012; Pedroso, 2007; Colaco, 2013). No nosso grupo
de trabalho existe um trabalho recente em que se desenvolveu uma metodologia

experimental para a analise de farmacos em matrizes hidricas. Tendo por base
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o0 conhecimento ja desenvolvido, iniciou-se a otimizacdo da fase movel em
condi¢cBes semelhantes as apresentadas nesse trabalho (Nemoto, 2019). Assim,
numa primeira etapa, realizou-se o estudo do efeito da composi¢cdo da fase
movel na dispersdo cromatografica e no tempo de retencéo dos farmacos. Para
este estudo utilizou-se uma coluna analitica Nucleosil 100-5 C18 compativel com
uma gama de pH entre 2 e 8 unidades. Por uma questdo de simplicidade,
selecionou-se o cetoprofeno, como “composto padrao”, tendo-se preparado uma
solucéo padrdo com uma concentracédo de 100 mg.L™%, utilizando como solvente
a mesma composicado da fase movel (modo isocratico). Foram testadas trés
composicdes de fase movel (40, 50 e 60% de acetonitrilo em agua), sem
utilizacdo de modificador acido. A analise dos resultados obtidos, apresentados
na Figura 17, permite verificar que quanto maior a percentagem de acetonitrilo
na fase mével, maior é a intensidade do sinal obtido, menor € a disperséo e
menor é a retencdo apresentada pelo cetoprofeno. Assim, decidiu-se selecionar
uma fase mével constituida, em volume, por 60% de acetonitrilo e 40% de agua
(60ACN:40W).

1000 -
900 + n
800 +

700 +

vvvvvvvvv 40ACN:60W

= = = 50ACN:50W
600 +

60ACN:40W
500 +

400 -

300 +

Intensidade {mUA)

200 4 - :
] (o
- ALt
O - .

Tempo (min)

Figura 17. Efeito da composi¢éo de solvente, misturas acetonitrilo (ACN) e agua (W), na

andlise cromatografica de uma solugéo padrao de cetoprofeno a 100 mg.L.

32



Extracado e Quantificacdo de Farmacos em Matrizes Aquosas

Depois da selecdo da fase mével, procedeu-se ao estudo do efeito da adi¢do
de pequenas quantidades de um modificador acido (acido trifluoroacético, TFA)
no valor do pH da fase moével composta por 60ACN:40W:TFA. Os resultados de
pH obtidos sé&o apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Influéncia da percentagem de TFA no valor do pH (fase mével, 60ACN:40W).

% TFA pH T (°C)
0 8.19 16.4
0.001 3.46 20.5
0.005 2.57 17.2
0.01 2.50 20.4
0.02 2.32 16.6
0.03 2.19 16.6
0.04 2.09 16.9
0.05 2.02 17.1
0.1 1.66 20.4

Analisando estes resultados, conclui-se que a néo utilizagado de modificador
acido, corresponde a um valor de pH de 8, a utilizacdo de 0.001% de TFA
representa um valor de pH de cerca de 3.5 e que utilizando 0.01% de TFA obtém-
se um valor de pH de 2.5, que ja é muito préximo do limite inferior de pH (pH=2)

para o enchimento desta coluna.

Com o objetivo de escolher o valor mais apropriado de pH, decidiu-se realizar
3 analises da mesma solucao de cetoprofeno com uma concentracao de 100
mg.L com a fase moével selecionada de 60ACN:40W, com percentagens de TFA
de 0, 0.01 e 0.1%. Os cromatogramas obtidos estdo representados, de uma

forma sobreposta, na Figura 18.
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Figura 18. Estudo do efeito da composicdo em TFA numa fase mével 60ACN:40W:TFA na

andlise cromatogréfica de Cetoprofeno.

Estes resultados experimentais permitem verificar que a adicdo de TFA é
benéfica em termos de disperséo e de intensidade de sinal obtidos na analise de
cetoprofeno e provavelmente na andlise dos restantes farmacos. Contudo, como
ja seria de esperar representa um pequeno aumento na retencao deste farmaco
que tem um valor de pKa inferior a 5. Assim, a um pH inferior a 3 estara
maioritariamente na sua forma ndo ionizada sendo menos polar (mais
hidrofobico) e por isso mais retido num sistema em fase reversa. A adicdo de
0.1%TFA representa os melhores resultados em termos de sinal obtido, contudo
implica trabalhar com um valor de pH de 1.7, ligeiramente inferior ao limite de pH
de 2 aconselhado pelo fabricante. Deste modo optou-se pela utilizacdo de
0.01%TFA ja que se obtém uma separacdo muito equivalente em termos de

disperséo e de retencao.

5.1.2 Identificacdo do tempo de retencdo e escolha do

comprimento de onda para a analise de cada farmaco

Apo6s a preparacao dos 10 padrbes analiticos individuais em metanol, com
uma concentragdo de 100 mg.Lt, procedeu-se a sua andlise por HPLC-DAD de
forma a identificar o seu tempo de retencéo e escolher os comprimentos de onda

“6timos”, ou seja, o comprimento de onda para o qual a absorvancia € maxima.

As condicdes operatorias utilizadas no sistema de HPLC-DAD foram as

seguintes: caudal constante de 1 mL.min%, fase mével com a composicdo
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60ACN:40W:0.01TFA e varrimento do comprimento de onda entre 190 e 650 nm,
sendo cada analise realizada em duplicado. Os cromatogramas obtidos nestas
andlises estéo representados na Figura 19, sobrepostos de forma a uma melhor
comparacao em termos de tempos de retencao, disperséo e intensidade de sinal.

2000 =

1800 A

1600 - — Azitromicina (tr=1.243min)
= 1400 Paracetamol (tr=1.783min)
E 1200 4 Cafeina (tr=1.967min)
] ——— Aspirina (tr=2.210min)
2 1000 -
% Sulfametoxazol (tr=2.210min)
g 800 4 Carbamazepina (tr=2.820min)
2 .
= 600 4 Cetoprofeno (tr=3.310min)

400 o Naproxeno (tr=3.403min)

200 o Diclofenaco (tr=4.913min)

0 . Ibuprofeno (tr=5.237min)
0 1 2 3 4 5 6

Tempo (min)

Figura 19. Analise de 10 padr&es individuais de farmacos com uma concentragcéo de 100
ppm por HPLC-DAD. Sobreposicao dos cromatogramas obtidos na analise dos padrdes

individuais.

Na Tabela 6 encontram-se, para cada composto, 0 comprimento de onda

selecionado, assim como o tempo de retencéo obtido.
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Tabela 6. Comprimento de onda correspondente ao valor maximo de absorvancia e tempo de

retencdo para cada farmaco.

Ordem de . Comprimento de onda Tempo de retencéo
Eluicéo Farmaco (nm) (min)
1 Azitromicina 198 1.243
2 Paracetamol 245 1.783
3 Cafeina 272 1.967
4 Aspirina 224 2.210
5 Sulfametoxazol 268 2.210
6 Carbamazepina 284 2.820
7 Cetoprofeno 254 3.310
8 Naproxeno 224 3.403
9 Diclofenaco 275 4913
10 Ibuprofeno 219 5.237

Analisando simultaneamente os dados apresentados na Figura 19 e na
Tabela 6, verifica-se que a azitromicina tem um maximo de absorcdo a 198 nm
e que esse valor é bastante inferior a intensidade do sinal obtido para todos os
outros farmacos, pelo que se torna dificil, se ndo mesmo impossivel, a sua
detecdo/quantificacdo para valores de concentracdo na ordem dos ng.L*t. O
valor de 198 nm é muito préximo do valor de cut-off dos solventes utilizados (190
nm para o acetonitrilo e 180 nm para a agua) pelo que podera existir

sobreposicao de picos.

Ao analisar os cromatogramas obtidos verifica-se que existem diversos
farmacos com tempos de retencdo muito préximos e que apesar da utilizacédo de
modificador acido continua a existir alguma dispersao, principalmente na cauda
final dos picos cromatograficos. Assim, sera necessario proceder a uma
otimizacao desta separacdo utilizando, por exemplo, 0 modo de gradiente de
composicdo de solvente. Outra solugdo passara por desenvolver um método
analitico para compostos com valores de pKa mais baixos (os anti-inflamatorios)
e outro método analitico para os farmacos que tém valores de pKa mais elevados

(ou seja, superiores a b).

Resolveu-se nesta etapa dos trabalhos experimentais, dividir o conjunto de

10 farmacos em dois grupos distintos. No primeiro grupo colocaram-se 0s
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farmacos com um valor de pKa inferior a 5, ou seja, o ibuprofeno, o cetoprofeno,
a aspirina, o diclofenaco e o naproxeno. No segundo grupo colocaram-se 0
paracetamol, a azitromicina, o sulfametoxazol, a carbamazepina e a cafeina.
Deve-se referir que neste trabalho se apresentam todos os estudos efetuados
para o desenvolvimento de um método de analise completo para os farmacos do

grupo 2.

5.1.3 Analise da mistura de farmacos com pKa superior a5

A fase movel para andlise dos 10 padrdes analiticos, ibuprofeno, diclofenaco,
naproxeno, cetoprofeno, aspirina, sulfametoxazol, azitromicina, paracetamol,
cafeina e carbamazepina, foi preparada adicionando-se 300 mL de acetonitrilo
(ACN) a 200 mL de agua ultrapura (W) e 50 uL de TFA, na proporgéo volumétrica
de 60ACN:40W:0.01TFA.

Como o objetivo nesta etapa experimental € encontrar as condi¢des 6timas
de operacdo em HPLC-DAD para a separacdo do conjunto dos 5 farmacos
(azitromicina, paracetamol, cafeina, sulfametoxazol e carbamazepina),
preparou-se uma solucdo mistura padrdo em 60ACN:40W:0.01TFA contendo

todos os 5 farmacos numa concentragédo de 10 mg.L™2.

De seguida, analisou-se a mistura padrdo dos farmacos com a mesma
composicdo de solvente: 60ACN:40W:0.01TFA. Na Figura 20 encontram-se 0s
cromatogramas obtidos utilizando um caudal de 1 mL.min?, para 4
comprimentos de onda diferentes. O equipamento utilizado permite selecionar
até um maximo de 4 canais individuais para os comprimentos de onda, assim

sendo selecionaram-se 4 comprimentos de onda médios entre 202 nm e 280 nm.
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Figura 20. Analise por HPLC-DAD de uma mistura dos 5 farmacos com uma

concentracdo de 10 ppm a diferentes comprimentos de onda.

Pode-se verificar por estes resultados, que a composicdo da fase movel
utilizada na analise de profenos (Nemoto, 2019) ndo é a mais apropriada para a
analise do grupo de compostos propostos para este estudo (atras referido como
“grupo 2”). Nao existe resolucado suficiente para se realizar a quantificacdo de

cada um destes farmacos.

Assim, realizaram-se testes em modo de gradiente de solvente com o
objetivo de melhorar a separacao dos 5 farmacos, na mesma coluna e com um

solvente baseado em diferentes misturas acetonitrilo:dgua com 0.01%TFA.

5.1.4 Estudos com gradiente de solvente

De modo a melhorar a qualidade da separacdo (aumento de resolucao),
foram testados 3 gradientes diferentes, descritos na Tabela 7. Para este estudo
utilizou-se a mesma solucao padréao contendo os 5 farmacos numa concentragcao
individual de 10 mg.L™*. O caudal utilizado foi de 1 mL.mint. Os resultados destas
analises em modo gradiente de solvente estdo apresentados na Figura 21.
Refira-se que se utilizou uma composicao de 0.01%TFA constante, pelo que o
valor de pH é constante ao longo de todo o gradiente.
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Tabela 7. Condi¢Bes experimentais para os gradientes de solvente estudados.

Tempo (min) ACN (%) W (%)

Gradiente 1 20 80
5 25 75
0 20 80
5 25 75
Gradiente 2 10 30 70
15 35 65
20 40 60
0 20 80
Gradiente 3 10 30 70
20 50 50
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Figura 21. Separacao por HPLC-DAD da mistura de 5 farmacos a 10 mg.L* para os trés

gradientes estudados (ver Tabela 7).
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Analisando os cromatogramas apresentados na Figura 21 € possivel
entender que no primeiro gradiente ainda néo existe separacao total de todos os
compostos, no gradiente 2 praticamente ja ndo existe sobreposi¢cdo, mas de
forma a diminuir o tempo de retengcdo desenvolveu-se ainda um terceiro

gradiente conseguindo-se esse objetivo ainda que de forma ligeira.

Nesta etapa do trabalho decidiu-se utilizar um solvente com um pH elevado
e também uma nova coluna cromatografica, uma vez que a primeira coluna
utilizada tem um limite superior que nao deve ultrapassar o valor de pH=8 e sera
mais adequado trabalhar com um pH muito préximo ou até um pouco superior a

esse valor para os farmacos de caracter basico.

5.2 Andlise de farmacos por HPLC-DAD utilizando uma fase movel

alcalina

Nesta etapa foi necessério dividir o trabalho experimental devido a restricao
que a coluna cromatografica possui em relacdo a gama de pH permitida. Assim
sdo apresentados o0s resultados experimentais para os farmacos com pKa
superior a 5 unidades (azitromicina, paracetamol, cafeina, sulfametoxazol e

carbamazepina).

O novo método analitico € desenvolvido utilizando uma coluna
cromatografica SiliaChrom® XT C18, a qual possui uma gama de operacgéo de

pH de 1 a 12 (a folha de especificagbes encontra-se na sec¢do dos anexos).

5.2.1 Otimizac&o da composicao da fase mével

Na literatura podem-se também encontrar alguns estudos para a separacao
de farmacos nos quais é referida a utilizagdo de uma fase movel composta por
metanol e 4gua em diferentes proporc¢des (Ibafiez et al., 2017, Rodrigues, 2011,

Baranowska e Kowalski, 2011).

Assim, numa primeira etapa experimental decidiu-se confirmar, por questdes
de segurancga, se a utilizacdo de uma mistura agua e metanol significa quedas
de presséo significativas na nova coluna utilizada. O fabricante refere uma

pressdo maxima de 400 bar. As medidas de pressdo em funcdo de varias
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composicdes de fase movel utilizadas, utilizando um caudal constante de 1
mL.mint, encontram-se descritas na Tabela 8 e a sua representacéo grafica é
apresentada na Figura 22. Realizaram-se andlises para otimizar a composi¢ao
da fase movel para utilizar na separacdo do grupo de 5 farmacos. Para estes
estudos utilizou-se uma solucédo padrao de paracetamol (farmaco utilizado como
“composto padrao”) e uma solucdo padrdo com a mistura dos 5 farmacos. Ambas
as solucbes padrao foram preparadas em metanol e com uma concentracao
individual de 100 mg.L™.

Tabela 8. Estudo da influéncia da composi¢éo da fase moével (misturas metanol:agua) na

pressao do sistema HPLC-DAD utilizado.

% Metanol % Agua Pressio (MPa)

100 0 6.7
90 10 9.4
85 15 10.9
80 20 12.6
75 25 13.6
70 30 14.7
65 35 15.7
60 40 175
50 50 18.4
40 60 18.6
30 70 16.4
20 80 15.2
10 90 12.6
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Figura 22. Valores experimentais de pressdo (MPa) em funcdo da percentagem volumétrica

de metanol em agua.

Verifica-se que a pressado do sistema cromatografico aumenta a medida que

se adiciona agua, mas depois diminui quando a percentagem de agua é bastante

mais significativa que a de metanol. Isto acontece pois as moléculas de alcool

em solucdes aquosas exercem forte influéncia na estrutura da agua e assim os

sistemas &lcool-agua mostram consequentemente algumas anomalias em varias

propriedades fisicas (Kubota et al., 1980). Esta influéncia pode ser verificada no

grafico da Figura 23 onde sdo representadas as viscosidades da mistura

metanol-agua a diferentes temperaturas e é possivel constatar que a viscosidade

aumenta até aproximadamente 30% de metanol, mas depois comecga a diminuir.

Viscosidade (Millipoise)

g

— — - — ﬁ_.
[:] 20 -] 0 50 &0 T B0 50

% Molar de Metanol

Figura 23. Viscosidades da mistura 4gua-metanol em fung¢éo da % molar de metanol.

(Fonte: Mikhail & Kimel, 1961)
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O mesmo acontece com a pressao registada experimentalmente através do
sistema HPLC-DAD utilizado neste trabalho, como se pode observar na Tabela

8 e no gréfico da Figura 22.

Utilizando diferentes solucfes padréao de paracetamol, preparadas com uma
concentragdo de 100 mg.L?, e utilizando a prépria composicéo de eluente como
solvente, procedeu-se a sua andlise utilizando as vérias composi¢cdes de
solvente. Os resultados obtidos encontram-se representados nos

cromatogramas mais representativos da Figura 24.

1400 -
—— 100 MeOH
1200 + 90 MeOH,/10W
_ 80 MeOH/20W
< 1000 1 60 MeOH/40W
E .0 40 MeOH/60W
3z 20 MeOH/80W
T 60 - —— 10 MeOH/90W
g |
£ 400 -
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0 /\
0 2 4 6 8 10 12 14

Tempo (min)

Figura 24. Andlise por HPLC-DAD de uma solucdo de paracetamol com uma concentracao

de 100 ppm com diferentes composicdes de solvente metanol:agua.

O pico € mais alto e estreito, ou seja, possui menos dispersdo, quando se
utiliza apenas metanol e vai ficando cada vez mais disperso com o aumento da
composicdo em agua. Pode verificar-se ainda que a partir de 40% metanol:60%

agua o paracetamol comeca a ser significativamente mais retido.

Para analisar a separacdo dos compostos em estudo (azitromicina,
carbamazepina, cafeina, paracetamol e sulfametoxazol), em funcdo das
composicdes de metanol/dgua na fase mével, preparou-se, como ja foi referido,
uma solucéo padrdo com a mistura dos 5 compostos em 100% de metanol com

uma concentragdo individual de 100 mg.L1. Na Figura 25 é possivel verificar o
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comportamento da mistura padrdo com as diferentes percentagens de

metanol/agua conforme as condi¢cGes da Tabela 8.
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Figura 25. Separagédo por HPLC-DAD da mistura padréo contendo 5 farmacos (azitromicina, carbamazepina, cafeina, paracetamol e

sulfametoxazol) em diferentes composicdes metanol:dgua com recolha de sinal utilizando 4 comprimentos de onda distintos.
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Analisando a Figura 25 € possivel verificar que com 100% metanol os
compostos estdo todos sobrepostos, ndo havendo qualquer tipo de separacao.
Esta sobreposicéo vai desaparecendo a medida que se aumenta a quantidade
de agua na fase mével utilizada. Com uma fase movel de 30%MeOH/70%W ja
nao existe praticamente sobreposicdo dos compostos, mas em contrapartida o
tempo de analise aumentou significativamente pois 0s compostos ndo saem

todos em 60 minutos sendo necessario um tempo superior.

5.2.2 Identificacdo do tempo de retencdo e escolha do

comprimento de onda para a andlise de cada farmaco

Depois da otimizacdo da composicao da fase movel e da escolha do modo
de operacéo de solvente procedeu-se a identificacdo do tempo de retencéo e do
comprimento de onda para a qual a absorvancia de cada composto € maxima.
Para isso foram preparados todos os padrdes individuais (azitromicina,
sulfametoxazol, carbamazepina, cafeina e paracetamol) em 100% de metanol

com uma concentragéo de 100 ppm.

As fases méveis utilizadas para a identificacdo dos compostos foram de 30%
metanol:70%agua para 0s compostos com menor tempo de retencao
(azitromicina, cafeina e paracetamol) e 60%metanol:40%agua para 0S
compostos mais retidos (sulfametoxazol e carbamazepina). Todas as analises
foram realizadas com um caudal de 1 mL.mint. Os resultados obtidos
encontram-se representados na Figura 26 e os respetivos tempos de retencgéo e
comprimentos de onda escolhidos para a maximizagéao do valor da absorvancia

sao apresentados na Tabela 9.
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Figura 26. Andlise por HPLC-DAD dos padrbes a 100 ppm de cafeina, paracetamol e

sulfametoxazol, numa fase mével 30MeOH:70W e carbamazepina numa fase movel
60MeOH:40W.

Tabela 9. Comprimento de onda 6timo correspondente ao valor maximo de absorvéancia e

tempo de retencdo para cada farmaco.

Comprimento Tempo de
Composto ) Fase Movel
de Onda (nm) Retencéo (min)
Paracetamol 245 4.043 30 MeOH / 70W
Cafeina 272 6.360 30 MeOH / 70W
Sulfametoxazol 255 6.887 30 MeOH / 70W
Carbamazepina 280 5.267 60 MeOH / 40W

Para a identificacdo da azitromicina foi necessario proceder a mais algumas

analises, uma vez que com as fases mdveis utilizadas para os restantes

compostos nao era possivel visualizar o sinal relativo a este composto,

provavelmente devido a sua fraca intensidade. Assim, analisou-se a azitromicina

com uma fase moével de 100% metanol, um caudal de 1 mL.min? e utilizando
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diferentes comprimentos de onda. Os cromatogramas destas analises

encontram-se representados na Figura 27.

Azitromicina 1000ppm (100MeOH)

e e e
(] [ I N o]
'l 'l 'l ']
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AN O N B O ®
'l

Figura 27. Andlise obtida por HPLC-DAD para o padrdo de azitromicina com concentragdo
de 1000 ppm.

Pela analise da Figura 27, verifica-se que a azitromicina, utilizando uma fase
movel de 100% de metanol, apresenta uma intensidade de sinal mais forte para
um comprimento de onda de 198 nm. Contudo, este sinal continua a ser
demasiado fraco quando comparado com o0s sinais obtidos para os restantes

compostos.

Analisando os resultados apresentados na Figura 26, verifica-se que todos
0S compostos apresentam alguma dispersao, mais significativa na cauda do pico
cromatografico. Para tentar ultrapassar este problema, optou-se por adicionar

um pouco de modificador basico (dietilamina) a fase movel.

5.2.3 Estudo dainfluéncia da adicdo do modificador alcalino

De forma semelhante ao que ja foi apresentado para o estudo da introducéo
de um modificador acido na fase movel, procedeu-se a preparacédo de varias
misturas metanol:agua:dietilamina (DEA) de forma a se poder confirmar o valor
de pH que estas representam. Na Tabela 10 encontram-se os valores do pH
obtido em funcéo das diferentes composi¢cdes (em volume) de metanol, agua e

dietilamina.
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Tabela 10. Valores de pH da fase mével em funcao das diferentes percentagens de metanol,

agua e dietilamina.

%MeOH %W %DEA pH T (°C)
10 90 0 540 250
10 90 0001 872 201
10 90 0.005 10.65 20.2
20 80 0 468 250
20 80 0.001 952 20.1
20 80 0.005 10.65 20.8
40 60 0 450 250
40 60 0.001 9.04 20.1
40 60 0.005 10.59 20.9
60 40 0 546  25.0
60 40 0001 840 19.8
60 40 0005 1058 20.8
80 20 0 6.22 250
80 20 0.001 779 205
80 20 0.005 10.33 20.7
90 10 0 8.74 232
90 10 0.001 9.03 223
90 10 0.005 10.20 22.7
100 0 0 590 250
100 0 0001 837 202
100 0 0005 9.60 206

Pela analise destes resultados, pode-se concluir que a utilizacdo de uma
percentagem de 0.001% em DEA permite assegurar um valor de pH igual ou
mesmo superior a 8. Este facto podera garantir a ndo ionizacdo dos farmacos
selecionados promovendo uma maior interacdo com a fase movel, e

consequentemente um pouco mais de retencao.

Para os estudos com dietilamina utilizaram-se os mesmos padroes
individuais ja preparados anteriormente em 100% de metanol com concentragéo
de 100 ppm. Na Figura 28 encontram-se 0s cromatogramas obtidos por HPLC-
DAD para o padrdo de azitromicina com concentragcao de 1000 e 100 ppm
analisados com uma fase movel de 100%metanol:0.001% dietilamina e um

caudal de 1 mL.mint. Comparando o cromatograma da Figura 28 com o da
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Figura 27 é possivel verificar que o pico obtido com dietilamina (saindo em

aproximadamente 4 minutos) possui menos dispersao.

Azitromicina 1000ppm Azitromicina 100ppm

14 4 — 245 nm

15 24y 268 nm

= ==272nm
== =2721nm 08 4

0.6 1

04
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04 4

05 4 i -06 4
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Figura 28. Padrao de Azitromicina com 1000 e 100 ppm com uma fase movel de
100MeOH:0.001DEA.

Contudo, o sinal obtido continua a ter muito pouca intensidade, o que afetara
todas as analises para este composto. Assim, concluiu-se que com esta fase
movel (metanol, agua e dietilamina), e com esta coluna e condi¢cdes
cromatograficas, ndo serd possivel analisar a azitromicina com o mesmo rigor
gue os restantes compostos. Deste modo, decidiu-se ndo continuar a fazer
analises com este composto, otimizando o método apenas com os restantes 4

farmacos (sulfametoxazol, paracetamol, cafeina e carbamazepina).

De seguida, preparou-se uma nova solucado padrdao com a mistura dos 4
compostos (paracetamol, cafeina, sulfametoxazol e carbamazepina) com uma
concentracdo de 100 ppm utilizando metanol puro como solvente. A analise
desta mistura padrdo com varias propor¢ces de metanol:dgua com 0.001% de
dietilamina foi realizada para estudar a influéncia da adicdo do modificador
alcalino na qualidade da separacao cromatografica. Os resultados desta analise

encontram-se na Figura 29.
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Figura 29. Andlise obtida por HPLC-DAD da mistura padrao dos 4 compostos com

concentracao de 10 Oppm com diferentes fases moveis.

Verifica-se que o aumento do teor em 4gua aumenta significativamente a
retencdo e com isso a resolucdo cromatogréafica. Contudo, como se pode ver
para um teor de 60% em agua o tempo de andalise aumenta demasiado. Para
ultrapassar este problema, decidiu-se estudar um gradiente de solvente que
possibilitasse a melhoria da separagédo e simultaneamente reduzisse o tempo

total de andlise.

5.3.4 Estudos com gradiente de solvente

Os estudos com gradiente de solvente foram realizados utilizando uma
solucéo padrédo com a mistura dos 4 farmacos com uma concentracgéo individual

de 100 mg.L* e um caudal constante de 1 mL.min.

O primeiro gradiente a ser testado foi o gradiente 1, apresentado na Tabela
11. Os resultados obtidos com este gradiente encontram-se representados na
Figura 30 onde é possivel verificar que todos os compostos estdo quase
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separados, mas ainda existe uma pequena sobreposicdo devido a alguma
dispersdo apresentada em todos os picos cromatograficos, mais intensa nas

suas caudas.

Tabela 11. Condicdes operatorias utilizadas no gradiente 1.

Tempo (min) %Metanol %Agua %DEA

0 40 60 0.001
6 60 40 0.001
12 60 40 0.001
Gradiente 1
500 =
400 A i
<
E
‘q__;' 300 1 245 nm
=
g ......... 255 nm
g 200 +
Q - =272 nm
£
100 + 280 nm
O = = - T T 1
0 2 6 8 12
Tempo (min)

Figura 30. Analise por HPLC-DAD da uma mistura de 4 farmacos utilizando o gradiente 1
(ver Tabela 11).

Para se melhorar a resolucéo entre o segundo e o terceiro compostos mais
retidos, estudou-se um segundo gradiente apresentado na Tabela 12. O
cromatograma obtido com este gradiente encontra-se na Figura 31, podendo se
verificar que com este gradiente ja nao existe sobreposi¢cdo de compostos.

Tabela 12. Condi¢des operatorias utilizadas no gradiente 2.

Tempo (min) %Metanol %Agua %DEA

0 35 65 0.001
5 70 30 0.001
10 70 30 0.001
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Figura 31. Andlise de uma mistura de farmacos por HPLC-DAD com o gradiente 2
(ver Tabela 12).

Contudo, de modo a diminuir o tempo de andlise testou-se um terceiro
gradiente, apresentado na Tabela 13. O cromatograma obtido com este
gradiente encontra-se representado na Figura 32, onde é possivel verificar que

o tempo de andlise diminuiu ligeiramente.

Tabela 13. Condi¢des operatorias utilizadas no gradiente 3.

Tempo (min) %Metanol %Agua %DEA

0 35 65 0.001
5 75 25 0.001
10 75 25 0.001
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Figura 32. Andlise de uma mistura de farmacos por HPLC-DAD com o gradiente 3
(ver Tabela 13).

Apbs a andlise dos gradientes das Tabelas 11, 12 e 13 concluiu-se que o
gradiente 3 permite a melhor separacdo dos compostos com menor tempo de
analise, por isso decidiu-se utilizar este gradiente. Para perceber se a quantidade
de dietilamina melhorava a resolucédo dos picos procedeu-se a analise com o
gradiente 3 com 0% e 0.005% de dietilamina, os resultados destas andlises
encontram-se nas Figuras 33 e 34.

Gradiente 3 com 0% DEA
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Figura 33. Analise por HPLC-DAD de uma mistura de 4 farmacos com o gradiente 3 (ver

Tabela 13) e com uma percentagem de modificador alcalino nula.
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Figura 34. Analise por HPLC-DAD da uma mistura padrao de 4 farmacos com a

concentracdo de 100 ppm, gradiente 3 utilizando 0.005%DEA.

Analisando os cromatogramas das Figuras 32, 33 e 34 é possivel verificar a
menor dispersdo e consequentemente que a melhor resolucdo é obtida
utilizando 0.005%DEA. Também é possivel verificar que a intensidade/altura dos
picos cromatograficos € bastante maior quando se utiliza 0.005% de DEA. Por
este facto, a fase mdvel selecionada para o método de quantificagdo foi o
gradiente 3, da Tabela 13, com uma percentagem de 0.005% de dietilamina.
Refira-se que esta percentagem representa um valor de pH entre 10 e 11
unidades, pelo que se trabalha numa situacéo proxima do limite mais elevado da

gama de pH recomendada pelo fabricante (pH=12).

5.3 Extragdo em Fase Sdlida

Para a técnica de extracdo em fase sélida (SPE) foram utilizados cartuchos
CHROMABOND® HLB, de 6 mL, com 500 mg de enchimento de
poli(divinilbenzeno-co-N-vinilpirrolidona) com um tamanho de particula de 60 pum.
O condicionamento dos cartuchos foi realizado com 5 mL de metanol e 5 mL de
adgua destilada para remocdo de possiveis contaminantes. Em seguida, a
amostra foi concentrada e extraida, introduzindo-se 10 mL de amostra no
cartucho. A etapa de lavagem foi feita passando 5 mL de agua destilada e de

seguida fez-se a etapa de eluicdo com 8 mL de metanol. No esquema da Figura
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35 € possivel visualizar a sequéncia das etapas da técnica utilizada para a

extracdo em fase solida.

4 1 4 D
CONDICIONAMENTO
5 mL de metanol EXTRACAO
+ 10 mL de amostra
5 mL de 4gua destilada
\ J \ J
4 1 4 D
ELUICAO LAVAGEM
8 mL de metanol 5 mL de agua destilada
\ J \ J

Figura 35. Sequéncia das etapas utilizadas nas extracdes em fase sélida.

As eficiéncias de extracdo foram calculadas recorrendo a Equacado 1,
utilizando os dados das massas iniciais (m,) e residuais (m,) da cada analito no

final de cada extracao.

moy —me ~
——x 100 (Equacao 1)
my

Eficiéncia de Extragio (%) =

5.3.1 Determinacéo das eficiéncias de extracdo no processo de

extracdo utilizando a coluna Nucleosil 10-5 C18

Para a determinacdo das eficiéncias de extracdo obtidas por SPE,
realizaram-se extragcbes com solucbes padrao individuais de paracetamol,
cafeina e sulfametoxazol com uma concentragdo de 35 ppm e carbamazepina
com uma concentracdo de 19 ppm. Todas estas solu¢des foram preparadas em
agua ultrapura. As concentracoes referidas foram selecionadas um pouco abaixo

dos respetivos valores de solubilidade em agua.

As condi¢cbes operatorias utilizadas no sistema de HPLC-DAD foram as
seguintes: caudal de 1 mL.min"! e fase mével de 60ACN:40W:0.01TFA.
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As condicOes operatorias utilizadas nas diferentes etapas de SPE para os

padrdes individuais de paracetamol, cafeina, carbamazepina e sulfametoxazol

estdo descritas na Tabela 14 e os resultados da anélise por HPLC-DAD das 4

amostras recolhidas encontram-se apresentados na Figura 36 e na Tabela 15.

Tabela 14. Condicdes operatorias referentes a operacéo por SPE das varias misturas padrédo

de paracetamol, cafeina, carbamazepina e sulfametoxazol preparadas em agua.

Composto Etapa Volume Tempo total Q
(mL) (min) (mL.min™)
Paracetamol Condicionamento (metanol) 5 17.68 0.28
Condicionamento (agua) 5 12.58 0.40
Extracdo 10 15.13 0.66
Lavagem 5 7.67 0.65
Eluicéo 8 36.30 0.22
Cafeina Condicionamento (metanol) 5 21.73 0.23
Condicionamento (agua) 5 11.57 0.43
Extracdo 10 24.48 0.41
Lavagem 5 8.22 0.61
Eluicédo 8 39.22 0.20
Carbamazepina Condicionamento (metanol) 5 31.58 0.16
Condicionamento (agua) 5 10.43 0.48
Extracéo 10 9.83 1.02
Lavagem 5 5.02 1.00
Eluicéo 8 33.25 0.24
Sulfametoxazol Condicionamento (metanol) 5 16.73 0.30
Condicionamento (agua) 5 7.50 0.67
Extracdo 10 20.18 0.50
Lavagem 6.18 0.81
Eluicdo 52.18 0.15
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Figura 36. Analise por HPLC-DAD, nos varios comprimentos de onda, das 4 amostras

recolhidas nas 4 etapas de SPE das solu¢des padrdo de paracetamol, cafeina, carbamazepina

e sulfametoxazol preparadas em agua.
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Tabela 15. Areas e tempos de retencédo das vérias etapas da extracéo em fase solida do

padrdo de paracetamol, cafeina, carbamazepina e sulfametoxazol com 100W.

Composto Etapa  Area (MUA) Tempo de.
Retengdo (min)
Paracetamol Lavagem - -
Extracgo - -
Eluicdo 5696412 1.953
Amostra 4841274 1.817
Cafeina Lavagem - o
Extracdo - e
Eluicédo 2487469 2.153
Amostra 1976910 1.963
Carbamazepina Lavagem — ---—--—- = e
Extracgo - 0 -
Eluicédo 1270668 2.877
Amostra 1339165 2.857
Sulfametoxazol Lavagem - = e
Extracgo - -
Eluicédo 3545177 2.270
Amostra 3277527 2.253

Analisando os resultados da Figura 36 e da Tabela 15 pode concluir-se que

ndo houve perda de farmaco nas etapas de lavagem e extracao ja que os sinais

sao nulos. Verifica-se uma ligeira diferenca nos tempos de retencéo e disperséo

na analise da amostra recolhida na fase de eluicdo que poderdo ser devidas a

nao se utilizar TFA na preparacdo da solucdo padrdo e o solvente que se utiliza

na eluicdo (metanol) ser diferente da composicdo da fase movel

(acetonitrilo:agua).

Na Tabela 16 encontram-se as eficiéncias de extracao obtidas por SPE para

0s padrbes individuais de paracetamol,

sulfametoxazol preparados em agua.

cafeina,

carbamazepina e
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Tabela 16. Eficiéncias de extracdo obtidas por SPE para os padrées individuais de

paracetamol, cafeina, carbamazepina e sulfametoxazol.

Composto % Eficiéncia de Extracéo
Paracetamol 94.1
Cafeina 100.7
Carbamazepina 75.9
Sulfametoxazol 86.5

5.3.2 Determinacdao das eficiéncias de extragdo do processo de

extracéo utilizando a coluna SiliaChrom® XT C18

Para a realizacdo das experiéncias de extracdo em fase sélida e
determinacao dos valores de recuperacao, foram preparadas 4 solu¢oes padréo
individuais de paracetamol, cafeina, sulfametoxazol e carbamazepina em agua
ultrapura, com uma concentracéao de 35 ppm, esta concentracéo foi selecionada
tendo em conta os valores de solubilidade encontrados na literatura para cada
composto. As extracdes por SPE foram efetuadas seguindo as etapas descritas
na Figura 35.

As condicbes operatorias utilizadas no sistema de HPLC-DAD foram as
seguintes: caudal de 1 mL.mint, com o gradiente 3 descrito na Tabela 13 e

utilizando uma fase mével com 0.005 % de dietilamina.

As condicdes operatérias utilizadas nas diferentes etapas de SPE estao
apresentadas na Tabela 17 e os resultados da analise por HPLC-DAD das 4

amostras recolhidas encontram-se apresentados na Figura 37 e na Tabela 18.
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Tabela 17. Condi¢cdes operatorias referentes a operacdo por SPE das misturas padréo de

sulfametoxazol, cafeina, paracetamol e carbamazepina preparadas em agua.

Etapa Volume Tempo Q
(mL) total (min)  (mL.min™?)
Sulfametoxazol Condicionamento (metanol) 5 20.32 0.25
Condicionamento (agua) 5 7.00 0.71
Extracao 10 20.13 0.50
Lavagem 5 11.33 0.44
Eluicédo 22.27 0.36
Cafeina Condicionamento (metanol) 9.25 0.54
Condicionamento (agua) 5 5.00 1.00
Extracdo 10 18.03 0.55
Lavagem 5 15.92 0.31
Eluicéo 8 29.00 0.28
Paracetamol Condicionamento (metanol) 5 12.33 0.41
Condicionamento (agua) 5 7.82 0.64
Extracéo 10 10.33 0.97
Lavagem 5 9.83 0.51
Eluicdo 8 27.67 0.29
Carbamazepina Condicionamento (metanol) 5 20.73 0.24
Condicionamento (agua) 5 4.45 1.12
Extracéo 10 20.03 0.50
Lavagem 5 7.28 0.69
Eluicéo 8 26.08 0.31
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Figura 37. Analise por HPLC-DAD das 4 amostras recolhidas nas 4 etapas de SPE de uma

solucdo padrao de sulfametoxazol e cafeina preparadas em agua.

Tabela 18. Areas e tempos de retencéo das varias etapas da extragéo em fase sélida do

padrao de sulfametoxazol, cafeina, paracetamol e carbamazepina em agua.

Etapa Area (MUA) Tempo de Retencéo (min)
Sulfametoxazol Lavagem - o
Extraggdo - e
Eluicédo 4322091 1.727
Amostra 3788039 1.727
Cafeina Lavagem - -
Extracgdo -
Eluicdo 3329020 5.077
Amostra 2917792 5.127
Paracetamol Lavagem - e
Extraggdo - e
Eluicéo 3677707 3.500
Amostra 3488595 3.563
Carbamazepina Lavagem -
Extracgo - —ee-
Eluicdo 2163844 2.877
Amostra 1339165 2.857
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Analisando os resultados da Figura 37 e da Tabela 18 pode concluir-se que
nao houve perda de farmaco nas etapas de lavagem e extracao ja que os sinais

sdo nulos.

Na Tabela 19 encontram-se as eficiéncias de extracao obtidas por SPE para
0os padrdes individuais de paracetamol, cafeina, carbamazepina e

sulfametoxazol.

Tabela 19. Eficiéncias de extracdo obtidas por SPE para os padrées individuais de

paracetamol, cafeina, carbamazepina e sulfametoxazol.

Composto % Eficiéncia de Extragéo
Paracetamol 84.3
Cafeina 91.3
Carbamazepina 84.2
Sulfametoxazol 91.3

Determinacéao das eficiéncias de extracao utilizando uma mistura

padrdo contendo os 4 farmacos

De modo a estudar se a presenca simultanea de varios farmacos numa
amostra influéncia as eficiéncias de extracao (se existe competicdo na adsorcao)
foram determinadas as eficiéncias de extracdo utilizando uma solucdo padréo
contendo a mistura dos 4 farmacos com uma concentracdo de 35 ppm em agua

ultrapura.

As condi¢cbes operatorias utilizadas no sistema de HPLC-DAD foram as
seguintes: caudal de 1 mL.mint, com o gradiente 3 da Tabela 13 com 0.005 %
de dietilamina.

As condicdes operatorias utilizadas no processo de SPE da mistura padrao

encontram-se descritas na Tabela 20.
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Tabela 20. Método e caudais da extracdo em fase sélida do padrao da mistura com 35 ppm.

Volume Tempo total Caudal

Etapa
(mL) (min) (mL.min™)
Condicionamento (metanol) 5 8.37 0.60
Condicionamento (agua) 5 8.22 0.61
Extracao 10 23.18 0.43
Lavagem 5 4.68 1.07
Eluicao 8 24.67 0.32

Os resultados cromatograficos da andlise da solug¢éo padréo da mistura com
uma concentracdo individual de 35 ppm encontram-se na Tabela 21 e as

eficiéncias de extracdo obtidas encontram-se na Tabela 22.

Tabela 21. Areas e tempos de retencédo das etapas de eluicdo da extracéo em fase sélida e da

amostra da 12 extracao da mistura com 100W.

Composto Etapa Area (MUA) Tempo de Retencdo (min)
Carbamazepina Eluigéo 2479531 8.530
Amostra 1879140 8.510
Sulfametoxazol Eluicdo 3324683 1.650
Amostra 2433239 1.653
Paracetamol Eluicdo 3560714 2.930
Amostra 2740485 3.147
Cafeina Eluicéo 3015790 5.047
Amostra 2193334 5.093

Tabela 22. Resultados da percentagem de recuperagdo em massa e em concentracao para os

varios compostos.

Composto Recuperacdo em Massa (%)
Carbamazepina 105.56
Sulfametoxazol 109.31

Paracetamol 103.94
Cafeina 110.00

Comparando as eficiéncias de extracdo dos padrdes individuais obtidas nas
duas colunas, pode concluir-se, que as extracbes obtidas com a coluna
SiliaChrom XT C18, e com a fase mdével composta por metanol, agua e

dietilamina foram superiores as extracdes obtidas com a coluna Nucleosil 100-5
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C18. Este facto pode dever-se a que a fase movel composta por metanol, agua
e dietilamina tem mais afinidade com as amostras obtidas por extracdo em SPE,
uma vez que estas estao diluidas em metanol.

Em relacdo aos resultados obtidos para o padrdao de mistura, na coluna
SiliaChrom XT C18, pode verificar-se que todas as eficiéncias de extracado sao
superiores a 100% logo é possivel provar que néo existe efeito de competicédo
dos farmacos pelo adsorvente (uma possivel hipétese poder-se-4 dever ao facto

de as concentracdes utilizadas serem muito baixas para que isso aconteca).

5.4 Validagdo do método analitico

O método de andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC-DAD)
foi validado através da determinacédo das curvas de calibracao (linearidade), dos
limites de detecdo (LD), dos limites de quantificacdo (LQ), repetibilidade e
reprodutibilidade para cada um dos 4 farmacos estudados. O método analitico
baseado na andlise cromatografica permite detetar concentracdes de 0.005,
0.04, 0.04 e 0.3 pg.mL?! para sulfametoxazol, paracetamol, cafeina e

carbamazepina respetivamente.

A linearidade de cada composto foi determinada a partir de um conjunto de
medicOes experimentais e avaliada de acordo com o0s coeficientes de
determinacao obtidos experimentalmente. Foram obtidas gamas de linearidade
desde os 5 ppb até os 100 ppm. Na Tabela 23 apresentam-se as curvas de
calibracdo obtidas para os 4 farmacos estudados, assim como 0s respetivos
dados estatisticos calculados: gama(s) de linearidade, nimero de pontos
utiizado em cada gama (n), declive (a), ordenada na origem (b), erros
associados ao declive e ordenada na origem baseados num nivel de significancia
de 95%, coeficiente de determinagédo, limites de detecdo e de quantificagao.
valores dos coeficientes de correlacéo das equacdes de regressao linear, limite
de detecédo e limite de quantificacdo para cada composto estudado, em cada
gama de linearidade, o nUmero de pontos existentes em cada gama (n) obtidos
por analise no HPLC-DAD.
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Tabela 23. Valores de comprimento de onda de analise por HPLC-DAD, gamas de linearidade, declive (b) e ordenada na origem (b) e respetivos erros a 95%
de confianca, coeficientes de determinagéo (R?), limites de dete¢éo (LD) e de quantificacdo (LQ) e coeficiente de variacdo do método (CVn,) para os 4

farmacos estudados.

Composto A (nm) Gama linear . Ordenada Declive R? LD LQ CVnm
(mg.L?) atts, b+ ts, (mg.L?Y) (mg.L™Y) (%)

0.3-100 13 25173 +£ 31015 53528 + 814 0.9995 0.099 0.300 3.85

Carbamazepina 268 0.3-0.75 6 2969 £ 5533 36914 + 9799 0.9647 0.099 0.300 6.88
1-100 7 82300 + 37742 52728 + 727 0.9999 0.330 1.000 1.32

0.04-100 22 —2287 + 323857 52168 + 301 0.9999 0.013 0.040 1.32

Cafeina 272 0.04-1 6 827 + 2882 51590 + 5514 0.9941 0.013 0.040 9.67
1-100 7 —6363 + 30273 52226 + 583 0.9999 0.330 1.000 1.07

0.25-100 14 56825 + 77516 64484 + 2111 0.9973 0.083 0.250 9.13

Paracetamol 245 0.25-1 8 —12893 + 6297 69623 + 10326 0.9784 0.083 0.250 7.18
1-100 7 199628 + 151676 62484 + 2921 0.9983 0.330 1.000 4.48

0.005-100 22 23760 + 20212 70484 + 690 0.9996 0.005 0.002 4.77

Sulfametoxazol - 0.005-0.1 7 1837 + 533 103658 + 11323 0.9911 0.002 0.005 9.21
0.1-1 10 462 + 4466 96201 + 8275 0.9880 0.033 0.100 6.60

1-100 7 98319 + 68670 69436 + 1322 0.9997 0.330 1.000 1.83
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Dentro das gamas lineares mais abrangentes, descritas na Tabela 23, o
meétodo de analise por HPLC-DAD é linear conforme comprovam os valores dos
valores dos coeficientes de determinacdo (R?) que sdo todos superiores a
0.9973.

Em relacdo aos limites de detecéo obtidos para cada farmaco, pode-se fazer
uma comparagdo com os valores recolhidos da literatura e que estdo
apresentados na Tabela 3. Para a carbamazepina, o valor de LD é de 99 mg.L"
1, sendo consideravelmente superior a 2 ng.L? publicado por Salgado et al.,
2010. Refira-se, contudo que este valor for obtido utilizando equipamento HPLC-
DAD/MS (ESI+), sendo por isso um método menos acessivel. Para a cafeina, o
valor do LD é de 13 mg.L?, este valor é também superior ao valor obtido de 12
ng.L? referido por Montagner e Jardim, 2011. Este autor refere ainda os valores
de LD de 0.013 e 0.012 mg.L* para cafeina e paracetamol, os quais sdo muito

inferiores aos apresentados neste trabalho de 13 e 83 mg.L2.

Precisao

Os estudos de precisédo foram realizados com o célculo da repetibilidade e
da reprodutividade utilizando uma solucédo padrdo da mistura dos 4 farmacos
com uma concentracdo de 50 ppm preparada em metanol.

Para a repetibilidade, realizou-se um conjunto de 6 analises no mesmo dia e
com as condi¢cdes do gradiente 3 (ver Tabela 13) com 0.005 % de dietilamina.

A reprodutibilidade foi determinada com um conjunto de 6 analises da
solucéo padréo da mistura em 6 dias diferentes e com as mesmas condi¢des, ou

seja, o gradiente 3 da Tabela 13 com 0.005 % de dietilamina.

Os valores de repetibilidade e reprodutibilidade obtidos encontram-se na

Tabela 24, expressos em coeficiente de variacao (CV, em %).
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Tabela 24. Estudos de reprodutibilidade e repetibilidade nas analises de HPLC-DAD.

Reprodutibilidade Repetibilidade

Composto
CV (%) CV (%)
Sulfametoxazol 1.36 2.07
Paracetamol 2.81 1.94
Cafeina 2.40 2.17
Carbamazepina 2.32 1.80

Estes resultados conferem uma boa qualidade precisdo ao método de

andlise, uma vez que tanto para a repetibilidade como para a reprodutibilidade

se obtiveram valores e coeficientes de variacao inferiores a 3% para os 4

farmacos estudados.
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5.5. Implementacdo do método analitico

De forma a validar o método analitico foram recolhidas e analisadas 8
amostras de agua de diferentes origens e locais do distrito de Braganca. Os
pontos de recolha foram o Rio Sabor, Rio Onor, Rio Fervenca, Piscina Municipal
de Braganca, agua da torneira da rede de distribuicdo municipal de Braganca e
agua a saida da ETAR de Braganca, foram também analisadas as aguas do Rio
Sousa e de um Ribeiro. Na Figura 38 encontram-se as fotografias de alguns dos

pontos de recolha das amostras de agua analisadas.

Figura 38. Alguns dos pontos de recolha das amostras de agua. 1 - Rio Sabor, 2 - Rio

Fervenca, 3 - Rio Onor.

Procedeu-se a analise por HPLC-DAD de uma amostra em branco (100%
metanol) para estudar quais as possiveis interferéncias que poderiam ser
causadas na linha de base pelas diferentes composicdes da fase movel
utilizadas (metanol, agua e dietilamina) e o solvente utilizado para a eluicdo das

amostras na extracéo em fase sélida (metanol). Este procedimento é importante
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devido ao facto de que as concentracdes dos micropoluentes encontradas nas
amostras de agua sao bastante diminutas e as interferéncias de sinal sendo
impercetiveis para concentracdes elevadas, podem ser bastante problematicas
para concentragdes mais pequenas. Na Figura 39 é possivel visualizar todas as
interferéncias para valores de intensidade de sinal baixos que s&o visiveis
utiizando o gradiente da Tabela 13 com 0.005 % de dietilamina nos 4

comprimentos de onda utilizados para cada composto.
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Figura 39. Cromatogramas obtidos por HPLC-DAD para a andlise do branco com diferentes

comprimentos de onda.

Analisando o cromatograma da Figura 39 € possivel visualizar um pico
aproximadamente nos 1.75 minutos relativo a &gua e outro nos 3 minutos relativo
ao metanol e o restante sera ruido de sinal.

Apos a identificacdo de todas as possiveis interferéncias que poderiam
aparecer no cromatograma, procedeu-se a extracdo em fase sélida de todas as
amostras recolhidas e posteriormente & sua analise por HPLC-DAD.

Na Figura 40 encontra-se o cromatograma obtido por HPLC-DAD do Rio
Sabor nos diferentes comprimentos de onda, onde é possivel verificar que a
amostra ndo possui qualquer contaminante, podendo afirmar-se que apenas
aparecem os picos relativos a &gua e ao metanol. Esta informacéo foi confirmada
através do detetor DAD onde € possivel verificar os espetros de absor¢do dos

compostos e onde apenas € possivel verificar a existéncia destes dois picos.
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Figura 40. Analise HPLC-DAD da Amostra de agua do Rio Sabor nos diferentes

comprimentos de onda.

Todas as amostras de agua foram analisadas através de SPE seguido de
andlise cromatografica no HPLC-DAD e constatou-se que para todas as
amostras, a excec¢ao da amostra a saida da ETAR, se obteve um cromatograma

bastante semelhante ao da Figura 40.

Na Figura 41 é possivel observar o cromatograma obtido para a amostra de
dgua a saida da ETAR nos varios comprimentos de onda. Analisando o
cromatograma da Figura 41 é possivel visualizar um composto aos 1.560
minutos com uma absorvancia maxima no comprimento de onda de
aproximadamente 211 nm. Como este composto ndo estava presente na lista de
compostos que se pretendia estudar (sulfametoxazol, paracetamol, cafeina e

carbamazepina) ndo foi possivel a sua identificacao.
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Figura 41. Analise HPLC-DAD da Amostra de agua a saida da ETAR nos diferentes

comprimentos de onda.

Para se estudar se na extracdo em fase sélida ocorreria efeito de matriz, ou
seja, que 0s compostos que poderiam estar presentes nas amostras de agua
nao estariam a competir entre si pela adsorcdo no adsorvente de SPE, foi
preparada uma solucéo padrao com uma concentragao individual de 35 ppm dos
4 farmacos (paracetamol, sulfametoxazol, cafeina e carbamazepina) com a
amostra de agua do Rio Fervenca que tinha sido considerada como isenta destes
contaminantes. Esta amostra de agua foi sujeita a todo o processo idéntico as

demais amostras de agua, ou seja, extracdo em fase soélida e analise no HPLC-
DAD.

Na Figura 42 encontra-se a analise por HPLC-DAD das amostras recolhidas
nas varias etapas da extracdo em fase soélida, referentes a solucdo padréo dos
4 farmacos a 35 ppm, preparada utilizando agua do Rio Fervenca isenta
inicialmente de contaminacdes. Analisando o0s resultados obtidos e
apresentados na Figura 42 é possivel concluir que ndo existe qualquer efeito de
matriz na extracdo em fase solida, uma vez que os valores das eficiéncias de
extracdo obtidos para todos os farmacos adicionados a 4gua do Rio Fervenca
sao superiores a 91.6%. Nas Tabelas 25 e 26 encontram-se os resultados

obtidos para os 4 farmacos.
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Figura 42. Analise cromatografica obtida por HPLC-DAD da elui¢cdo da amostra do Rio

Fervenca contaminada com uma mistura padrédo de 35 ppm (1- sulfametoxazol, 2 -

paracetamol, 3 - cafeina, 4 - carbamazepina).

Analisando os resultados obtidos e apresentados na Figura 46 € possivel

concluir que ndo existe qualquer efeito de matriz na extracdo em fase solida,
uma vez que os valores das eficiéncias de extracdo obtidos para todos os
farmacos adicionados a agua do Rio Fervenca sao superiores a 91.6%. Nas

Tabelas 35 e 36 encontram-se os resultados obtidos para os 4 farmacos.

Observa-se na Figura 42 uma ligeira diferenca entre os tempos de retencéo

iISSO apresentarem mais dispersao.

dos 2 compostos menos retidos. Este comportamento poder-se-a dever ao facto

de as amostras de eluicdo da SPE néo conterem 0.005% de dietilamina e por
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Tabela 25. Areas e tempos de retencédo das etapas de eluicio da extracdo em fase sélida e da

amostra da mistura com 100W.

Composto Etapa Area (MUA) Tempo de Retengdo (min)
Sulfametoxazol Elui¢éo 3140875 1.690
Amostra 2742611 1.947
Paracetamol Eluicéo 3447610 3.313
Amostra 2668875 3.520
Cafeina Eluicéo 2328991 5.133
Amostra 1887562 5.097
Carbamazepina Eluicdo 2403460 8.547
Amostra 2039645 8.550

Tabela 26. Eficiéncias de recuperacédo (em massa) para os 4 farmacos.

Composto % Eficiéncia de Extracéo
Carbamazepina 94.3
Sulfametoxazol 91.6

Paracetamol 103.3
Cafeina 08.7
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6. Concluséao

O principal objetivo deste trabalho consistiu em desenvolver e implementar
experimentalmente um método expedito de extracdo em fase solida (SPE) para
farmacos pertencentes a classes farmacoldgicas diferentes, desenvolver um
método de detecdo e quantificacdo por cromatografia liquida (HPLC-DAD) para
farmacos em matrizes aquosas e validar o método analitico de extracdo e de
quantificacdo através da sua implementacdo em amostras reais (amostras de

piscinas, amostras fluviais, estacdes de tratamento de aguas residuais).

Devido as diferencas de pKa entre os diferentes compostos em estudo
(azitromicina, sulfametoxazol, carbamazepina, diclofenaco, naproxeno,
ibuprofeno, acido acetilsalicilico, cafeina, paracetamol e cetoprofeno), estes
foram divididos em dois grupos distintos. No primeiro grupo, 0s compostos com
valores de pKa mais baixos e um segundo grupo com valores de pKa mais
elevados. Assim, desenvolveu-se e otimizou-se dois métodos de cromatografia
liguida de alta eficiéncia acoplada com um detetor de arranjo de diodos (HPLC-
DAD), com uma coluna Nucleosil C18 para compostos com pKa menor e uma
coluna SiliaChrom XT C18 para compostos com pKa mais elevado. Os métodos
desenvolvidos para ambas as colunas cromatograficas em HPLC-DAD séo
otimizados através de estudos de composicédo e pH de fase mdvel, gradientes
de solvente e comprimentos de onda étimos para cada composto.

Inicialmente, otimizou-se o0 processo de extracdo em fase soélida (SPE)
utilizando o adsorvente Chromabond® HLB com diferentes solventes e caudais
baixos para cada uma das quatro etapas da SPE. Nas extracbes por SPE dos
compostos com pKa mais elevado obtiveram-se valores de recuperagéo
bastante elevados.

O método de HPLC-DAD foi desenvolvido com o modo de gradiente de
solvente para ambas as colunas utilizadas. Na coluna Nucleosil C18 a fase movel
€ composta por acetonitrilo, agua e acido trifluoracético, enquanto com a coluna
SiliaChrom XT C18 a fase mével foi composta por metanol, agua e dietilamina.

A utilizacdo do detetor de arranjo de diodos (DAD), permitiu selecionar os
comprimentos de onda que otimizassem a intensidade do sinal para cada

composto farmacéutico. Os comprimentos de onda escolhidos foram de 219 nm
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para ibuprofeno, 224 nm para acido acetilsalicilico e naproxeno, 254 nm para
cetoprofeno, 275 nm para diclofenaco, 272 nm para cafeina, 245 nm para
paracetamol, 255 nm para sulfametoxazol e 280 nm para carbamazepina.

As curvas de calibracdo foram obtidas para cada um dos compostos com
pKa mais elevado, tendo a linearidade das curvas de calibracéo sido confirmada.

Apés a otimizacdo de todo o processo de extracdo, identificacdo e
quantificacdo em SPE/HPLC-DAD, o método foi validado com a andlise de oito
amostras reais recolhidas em diferentes matrizes aquosas da regido de
Braganca: Rio Sabor, Rio Onor, Rio Fervencga, Piscina Municipal, Rio Sousa, um
Ribeiro, agua de torneira da rede de distribuicdo municipal, e agua recolhida a
saida da ETAR. Constatou-se que apenas a agua a saida da ETAR estava
contaminada com uma substancia n&o identificada.

Como sugestdes para trabalhos futuros, poderiam ser testados outros
procedimentos de extracdo, alterando o adsorvente SPE, testando diferentes
solventes ou até mesmo utilizar outra técnica de extragdo como por exemplo, a
micro extracdo em fase solida (SPME). Poderiam ser utilizados métodos
analiticos mais sofisticados, como LC-MS (cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massa) ou GC-MS (cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa). Seria também interessante abranger outro tipo de

micropoluentes emergentes.
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8. Anexos

Anexo A — Metodologia estatistica utilizada na validacdo do método

analitico

Numa andlise instrumental tipica, o procedimento normal € analisar uma
série de padrdes nos quais a concentracdo do analito é conhecida. A
concentracdo desses padrbes de calibracdo € medida através de analise
instrumental nas mesmas condicbes das amostras a analisar. Os resultados
obtidos permitem tracar a curva de calibracdo, que é usada para determinar as
concentracdes do analito presente nas amostras por interpolacao. (Miller et al.,

2018)

A linearidade do método é determinada de acordo com a resposta linear que
0 equipamento utilizado produz. Assim, é necessario confirmar até que ponto a
gama de concentracdes do analito coincide com a faixa dinamica linear. A
linearidade do método pode ser traduzida por uma equacao matematica usada
para o célculo da concentracdo do analito de interesse na amostra real. (Vicente,
2001)

Nos gréficos de calibracdo, normalmente o sinal do instrumento encontra-se

no eixo vertical (y) e as concentracdes dos padrdes no eixo horizontal (x).

Em cromatografia, a equacdo matematica (Equacdo 2) relaciona a
linearidade entre a resposta medida (area) e a concentracdo do analito, onde b
representa o declive e a a intercecdo da reta com o0 eixo dos yy e x € a

concentracdo do analito representada no eixo dos xx.
y=a+ bx (Equacao 2)

A construcdo da curva de calibragéo no minimo cinco niveis de concentragéo
e um numero de réplicas em cada nivel de concentracdo deve ser obtido com
pelo menos 3 valores cujo coeficiente de variagdo seja inferior a 5%. A
linearidade do método & normalmente avaliada através do coeficiente de
determinacdo, obtido pelo quadrado do coeficiente de correlacdo (r?) da

regressao linear.
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Coeficiente de Correlacao

Para se obter uma estimativa da qualidade do ajuste linear aos pontos

experimentais, determina-se o coeficiente de correlacao, r. (Miller et al., 2018)

O valor do coeficiente de correlacdo, r, é determinado pela Equacéo 3,
{2:0x; — 0]12;(v; — )1} > n € chamado de covariancia entre as duas variaveis
x € y e mede a sua variacdo conjunta. Se x e y ndo estiverem relacionados, a
sua covariancia sera proxima de zero. O coeficiente de correlacdo r é igual a
covariancia de x e y dividido pelo produto dos seus desvios padrao; portanto, se

X e y ndo estiverem relacionados, r também estara proximo de zero.

_ X =0)0i -9 )
T ([Z:(x; — 021X (v — 7)2]}/2 (Equacio 3)

Para verificar se o coeficiente de correlacdo é significativo recorre-se ao
calculo de um teste estatistico, tendo em vista o nUmero de pontos utilizados no
calculo. O método mais simples de fazer isso é calcular um valor t, usando a
Equacao 4. O valor calculado de t € comparado com o valor tabulado no nivel de
significancia desejado, usando um teste t de duas caudas e (n-2) graus de
liberdade. (Miller et al., 2018)

. |r|vn — 2

s (Equacao 4)

Curva de regressédo dey em x

A linha reta dos minimos quadrados é dada pelas Equacdes 5 e 6, a linha
determinada nas equacfes 4 e 5 é conhecida como a linha de regresséo de y

em X, ou seja, € a linha que indica como y varia com X.

_ 2l — ) — y13
2i(x; — x)?

declive, b (Equacao 5)

ordenada na origem,a =y — bx (Equacao 6)
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Erros no declive e intercecdo da curva de regressao

Os erros dos valores do declive e da ordenada na origem sao importantes e
devem ser calculados. A equacdo 7 estima a soma dos erros aleatérios na
direcéo y, em que os valores y; sdo os pontos na linha de regresséo calculada
para os valores de x correspondentes. A este parametro também se chama
desvio padrao residual. Com o valor de S, /,, calcula-se S, e S,, ou seja, 0 desvio
padrao para o declive e o desvio padrao para a ordenada na origem, utilizando

as equacoes 8 e 9, respetivamente.

iy =y’ ~
Sy/x = Tzl (Equagio 7)
Sy/x

Sy = (Equacgao 8)

V2i(x; — %)?

Sa = Sy/x (Equagdo 9)

Célculo do desvio padrdo do método e do coeficiente de variacao do
meétodo

O desvio padrdo do método, Sm e o coeficiente de variagdo do método, CVm,

sao determinados pelas equacgdes 10 e 11, respetivamente

Sm = Sil (Equagao 10)

Sm <
CV,, = 7 x 100 (Equacao 11)

Limite de Quantificacao

O limite de quantificagcéo, LQ, é considerado o limite inferior para medi¢cfes
quantitativas precisas (medi¢cdes com valores de incerteza baixos e aceitaveis).
Neste trabalho, considera-se que o limite de quantificacdo € no minimo igual ao

altimo valor de concentracdo considerado na gama de linearidade obtida.
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Limite de Detecao

O limite de detecao (LD) de um analito pode ser definido como a menor
concentracdo do analito que se pode detetar com um nivel de confianca pré-
definido. Neste trabalho o valor do limite de detecéo € estimado atraves da sua

relacdo com o limite de quantificacao.

3.3
LD = 1_OLQ (Equagdo 12)

Precisao

A precisao, € o nivel de concordancia entre as analises sucessivas, sendo
normalmente expressa como um desvio padrdo ou desvio padréo relativo. E
importante assim, distinguir entre repetibilidade, isto €, dentro da precisdo da
medicao e reprodutibilidade, ou seja, precisdao entre medicdes. (Miller et al.,
2018)

A preciséo tem como objetivo avaliar a dispersdo de resultados entre ensaios
independentes, repetidos com a mesma amostra, de amostras semelhantes ou
padrées, sempre com as mesmas condi¢des laboratoriais. A precisdo pode ser
avaliada através da repetibilidade e da reprodutibilidade, sendo normalmente

expressa pelo desvio padréo. (Becker, 2012)

A repetibilidade pode ser definida como a concordancia entre os resultados
de medicdes sucessivas de um mesmo analito, efetuadas sob as mesmas
condi¢bes (procedimento, analista, equipamento, local, em um curto espacgo de
tempo). Enquanto a reprodutibilidade € a concordancia dos resultados da
concentracdo de um analito sob diferentes condi¢c6es de analise, podendo assim

variar de laboratorio, operadores e equipamento. (Pedroso, 2007)

A precisdo do método pode ser avaliada através do coeficiente de variacao
(CV) (Equacgéo 13), também conhecido como desvio padrédo relativo (RSD -
Relative Standard Deviation). O CV ou RSD, cujas unidades sdo obviamente
percentuais, € um exemplo de erro relativo, ou seja, € uma estimativa de erro
dividida por uma estimativa do valor absoluto da quantidade medida. Os erros

relativos sdo frequentemente usados para comparar a precisdo dos resultados
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gue tém unidades ou magnitudes diferentes e sdo novamente importantes nos

calculos da propagacao de erros. (Miller et al., 2018)
S
CV (%) = 7 x 100 (Equacio 13)

Onde:

S - Desvio padrédo de 6 medidas da solucdo de calibracdo para um nivel de
concentracdo selecionado (neste trabalho, uma mistura padréo de farmacos com

a concentracao de 50 ppm para cada farmaco);

X - Média aritmética dos valores das 6 medidas da solucdo de calibracio
para um nivel de concentracdo selecionado (neste trabalho, uma mistura padréo

de farmacos com a concentracao individual de 50 ppm).
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Anexo B — Tratamento estatistico das curvas de calibracéao

Sulfametoxazol

Tabela B 1. Dados experimentais utilizados para as curvas de calibracdo do Sulfametoxazol.

C (ppm) A1l (uMUA) A2 (MUA) A3 (pUA) Are(-al CV (%)
média
100 6751494 7216967 7151982 7040148 2.9
75 5157711 5354836 5288668 5267072 1.6
50 3716864 3371416 3743564 3610615 4.7
25 1944245 1946592 1690464 1860434 6.5
10 865626 870709 808410 848248 3.3
5 417593 445463 428570 430542 2.7
1 96439 109464 97393 101099 5.9
0.75 69685 70652 66225 68854 2.8
0.7 65914 63495 64229 64546 1.6
0.6 64041 61770 61183 62331 2.0
0.5 47066 43016 46346 45476 3.9
0.3 27378 28489 30406 28758 4.3
0.4 37942 36046 37815 37268 2.3
0.25 27028 23243 25868 25380 6.2
0.2 20715 20615 19261 20197 3.3
0.1 13208 12577 11637 12474 5.2
0.05 6181 6589 6213 6328 29
0.04 5918 6191 6127 6079 1.9
0.03 4765 5743 4290 4933 12.3
0.02 4596 3093 4477 4055 16.8
0.01 2547 3143 3125 2938 9.4
0.005 2960 2544 1961 2488 16.5
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Figura B 1 — Curvas de calibracéo do sulfametoxazol (4 gamas lineares)
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Paracetamol

Tabela B 2. Dados do Paracetamol utilizados para as curvas de calibracéo.

C(ppm) A1 (uUA) A2 (uUA) A3 (uUA) A média CV (%)
100 5927345 6454926 6514809 6299027 4.2
75 4827524 5070864 4602523 4833637 4.0
50 3353921 3143652 3462428 3320000 4.0
25 1914163 1930006 1655441 1833203 6.9
10 830208 839213 772180 813897 3.7
5 375610 397203 385140 385984 2.3
1 48958 63437 50437 54277 120
0.75 61599 23242 43620 42820  36.6
0.7 40026 35342 39177 38182 5.3
0.6 26869 30535 18646 25350  19.6
0.5 15357 23707 26224 21763 213
0.4 10349 18777 23895 17674 316
0.3 10827 4451 3051 6110 55.4
0.25 5520 1647 4783 3983  42.2
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Figura B 2 — Curvas de calibracdo do paracetamol (3 gamas lineares)
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Cafeina

Tabela B 3. Dados da cafeina utilizados para as curvas de calibracao.

C(ppm) A1 (uUA) A2 (uUA) A3 (uUA) A média CV (%)
100 5070813 5353577 5297812 5240734 2.3
75 3826307 3928816 3902834 3885986 1.1
50 2674825 2438248 2688142 2600405 4.4
25 1314335 1323254 1188897 1275495 4.8
10 541035 545381 521003 535806 2.0
5 254353 253817 256870 255013 0.5
1 53064 55706 53280 54017 2.2
0.75 37038 33556 43505 38033  10.8
0.25 10002 9293 15204 11500  22.9
0.1 5299 5891 5375 5522 4,8
0.05 4763 4853 4622 4746 2.0
0.04 4050 3524 4798 4124 127
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Figura B 3 — Curvas de calibracdo da cafeina (3 gamas lineares)
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Carbamazepina

Tabela B 4. Dados da carbamazepina utilizados para as curvas de calibracéo.

C(ppm) A1 (uUA) A2 (uUA) A3 (uUA) A média CV (%)
100 5200198 5440540 5482945 5374561  50.1
75 3013011 4036937 4038034 3995994 1.5
50 2819761 2558086 2823693 2733847 4.5
25 1448035 1498873 1295157 1414022 6.1
10 670816 618813 588821 626150 5.4
5 206461 295758 363335 318518 9.9
1 177187 104337 134691 138738 215
0.75 29262 34516 32612 32130 6.8
0.7 22201 35525 23965 27230  21.7
0.6 20878 34782 21059 25573 255
0.5 23520 14069 22700 20096  21.3
0.4 22156 17384 16563 18701 132
0.3 15436 8714 18012 14054  27.9
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Anexo C — Determinacdo das eficiéncias de extracdo utilizando na
andlise por HPLC-DAD uma coluna Nucleosil 100-5 C18)

Cafeina

Tabela C 1. Calculo para o caudal utilizado em cada etapa de SPE no padréo de cafeina.

Tempo Tempo
Volume Tempo Tempo Q
Etapa ) total total )
(ml) (min) (s) ] (mL.min?)
(s) (min)
Condicionamento (MeOHI) 5 21 44 1304 21.73 0.23
Condicionamento (W) 5 11 34 694 11.57 0.43
Extracéo 10 24 29 1469 24.48 0.41
Lavagem 5 8 13 493 8.22 0.61
Eluicéo 8 39 13 2353 39.22 0.20

Tabela C 2. Célculo da eficiéncia de extracdo de SPE no padrao de cafeina.

Concentracdo da Amostra (ppm) 35
Area do pico da amostra 1976910
Area do pico da elui¢éo 2487469

Volume do Loop (L) 2.00E-05

Massa da amostra injetada no HPLC (mg) 7.00E-04
Massa da eluicéo injetada no HPLC (mg) 0.000880783

Massa adicionada ao cartucho (mg) 0.35
Massa recuperada do cartucho (mg) 0.35231
Concentracédo da Eluicéo (ppm) 44.04
Recuperagcdo em conc (%) 125.83
Recuperacdo em massa (%) 100.66
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Paracetamol

Tabela C 3. Célculo para o caudal utilizado em cada etapa de SPE no padrdo de paracetamol.

Tempo
Volume Tempo Tempo Tempo total Q
Etapa ) total ) ]
(ml) (min) (s) ©) (min) (mL.min™)
S
Condicionamento (MeOH) 5 17 41 1061 17.68 0.28
Condicionamento (W) 5 12 35 755 12.58 0.40
Extragéo 10 15 8 908 15.13 0.66
Lavagem 5 7 40 460 7.67 0.65
Eluicao 8 35 78 2178 36.30 0.22

Tabela C 4. Célculo da eficiéncia de extracdo de SPE no padréo de paracetamol.

Concentracdo da Amostra (ppm) 35
Area do pico da amostra 4841274
Area do pico da eluicéo 5696412

Volume do Loop (L) 2.00E-05

Massa da amostra injetada no HPLC (mg) 7.00E-04
Massa da eluicéo injetada no HPLC (mg) 0.000823644

Massa adicionada ao cartucho (mg) 0.35
Massa recuperada do cartucho (mg) 0.32946
Concentracéo da elui¢do (ppm) 41.18
Recuperacdo em conc (%) 117.66
Recuperacdo em massa (%) 94.13

Sulfametoxazol

Tabela C 5. Cdlculo para o caudal utilizado em cada etapa de SPE no padrdo de sulfametoxazol.

Tempo Tempo
Volume Tempo Tempo Q
Etapa ] total total .
(ml) (min) (s) ] (mL.min1)
(s) (min)
Condicionamento (MeOH) 5 16 44 1004 16.73 0.30
Condicionamento (W) 5 7 30 450 7.50 0.67
Extracéo 10 20 11 1211 20.18 0.50
Lavagem 5 6 11 371 6.18 0.81
Eluicéo 8 52 11 3131 52.18 0.15
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Tabela C 6. Calculo da eficiéncia de extracdo de SPE no padrdo de sulfametoxazol.

Concentracdo da Amostra (ppm) 35
Area do pico da amostra 3277527
Area do pico da eluigéo 3545177

Volume do Loop (L) 2.00E-05

Massa da amostra injetada no HPLC (mg) 7.00E-04
Massa da eluigdo injetada no HPLC (mg) 0.000757164

Massa adicionada ao cartucho (mg) 0.35
Massa recuperada do cartucho (mg) 0.30287
Concentracédo da Eluic&o (ppm) 37.86
Recuperacao em conc (%) 108.17
Recuperacdo em massa (%) 86.53

Carbamazepina

Tabela C 7. Calculo para o caudal utilizado em cada etapa de SPE no padrédo de

carbamazepina.

Tempo Tempo
Volume Tempo Tempo Q
Etapa ) total total )
(ml) (min) (s) ] (mL.min?)

(s) (min)
Condicionamento (MeOH) 5 31 35 1895 31.58 0.16
Condicionamento (W) 5 10 26 626 10.43 0.48
Extracéo 10 9 50 590 9.83 1.02
Lavagem 5 5 1 301 5.02 1.00
Eluicéo 8 33 15 1995 33.25 0.24
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Tabela C 8. Calculo da eficiéncia de extracdo de SPE no padrao de carbamazepina.

Concentracdo da Amostra (ppm) 19
Area do pico da amostra 1339165
Area do pico da eluigéo 1270668

Volume do Loop (L) 2.00E-05

Massa da amostra injetada no HPLC (mg) 3.80E-04
Massa da eluicéo injetada no HPLC (mg) 0.000360563

Massa adicionada ao cartucho (mg) 0,9
Massa recuperada do cartucho (mg) 0.14423
Concentracédo da Eluic&o (ppm) 18.03
Recuperacao em conc (%) 94.89
Recuperacdo em massa (%) 75.91
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Anexo D — Determinacdo das eficiéncias de extracdo utilizando na
andlise por HPLC-DAD uma coluna SiliaChrom XT C18

Sulfametoxazol

Tabela D 1. Calculo para o caudal utilizado em cada etapa de SPE no padréo de

sulfametoxazol.
Tempo Tempo
Volume Tempo Tempo Q
Etapa (ml) (min) (s) total tot_al (mL.min)
(s) (min) '

Condicionamento (MeOHI) 5 20 19 1219 20.32 0.25
Condicionamento (W) 5 7 0 420 7.00 0.71
Extrac&o 10 20 8 1208 20.13 0.50
Lavagem 5 11 20 680 11.33 0.44

Eluicéo 8 22 16 1336 22.27 0.36

Tabela D 2. Célculo da eficiéncia de extragdo de SPE no padréo de sulfametoxazol.

Concentracdo da Amostra (ppm) 35
Area do pico da amostra 3788039
Area do pico da eluicéo 4322091

Volume do Loop (L) 2,00E-05

Massa da amostra injetada no HPLC (mg) 7.00E-04
Massa da eluicéo injetada no HPLC (mg) 0.000798689

Massa adicionada ao cartucho (mg) 0.35
Massa recuperada do cartucho (mg) 0.31948
Concentracédo da Eluicéo (ppm) 39.93
Recuperacdo em conc (%) 114.10
Recuperacdo em massa (%) 91.28

Cafeina

Tabela D 3. Célculo para o caudal utilizado em cada etapa de SPE no padréo de cafeina.

Etapa Volume Tempo Tempo Tempo total Tempo total Q
P (ml) (min) (s) (s) (min) (mL.min™?)
Condicionamento (MeOH) 5 9 15 555 9.25 0.54
Condicionamento (W) 5 5 0 300 5.00 1.00
Extracéo 10 18 2 1082 18.03 0.55
Lavagem 5 15 55 955 15.92 0.31
Eluicao 8 28 60 1740 29.00 0.28
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Tabela D 4. Calculo da eficiéncia de extracdo de SPE no padrdo de cafeina.

Concentracdo da Amostra (ppm) 35
Area do pico da amostra 2917792.33
Area do pico da eluigéo 3329019.67
Volume do Loop (L) 2.00E-05
Massa da amostra injetada no HPLC (mg) 7.00E-04
Massa da eluicéo injetada no HPLC (mg) 0.000798656
Massa adicionada ao cartucho (mg) 0.35
Massa recuperada do cartucho (mg) 0.31946
Concentracéo da Eluicéo (ppm) 39.93
Recuperacao em conc (%) 114.09
Recuperacao em massa (%) 91.28

Paracetamol

Tabela D 5. Célculo para o caudal utilizado em cada etapa de SPE no padréo de paracetamol.

Etapa Volume Tempo Tempo Tempo total Tempo total Q
P (ml) (min) (s) (s) (min) (mL.min-1)
Condicionamento (MeOH) 5 12 20 740 12.33 0.41
Condicionamento (W) 5 7 49 469 7.82 0.64
Extracdo 10 10 20 620 10.33 0.97
Lavagem 5 9 50 590 9.83 0.51
Eluicéo 8 27 40 1660 27.67 0.29

Tabela D 6. Célculo da eficiéncia de extragdo de SPE no padréo de paracetamol.

Concentracdo da Amostra (ppm) 35
Area do pico da amostra 3488594.67
Area do pico da eluicéo 3677706.67
Volume do Loop (L) 2.00E-05
Massa da amostra injetada no HPLC (mg) 7.00E-04

Massa da eluicéo injetada no HPLC (mgQ)

0.000737946

Massa adicionada ao cartucho (mg) 0.35
Massa recuperada do cartucho (mg) 0.29518
Concentracéo da elui¢do (ppm) 36.90
Recuperacdo em conc (%) 105.42
Recuperacdo em massa (%) 84.34
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Carbamazepina

Tabela D 7. Célculo para o caudal utilizado em cada etapa de SPE no padréo de
carbamazepina.

Etapa Volume Tempo Tempo Tempo total Tempo total Q
P (ml) (min) (s) (s) (min) (mL.min™?)
Condicionamento (MeOH) 5 20 44 1244 20.73 0.24
Condicionamento (W) 5 4 27 267 4.45 1.12
Extracéo 10 20 2 1202 20.03 0.50
Lavagem 5 7 17 437 7.28 0.69
Eluicéo 8 26 5 1565 26.08 0.31

Tabela D 8. Célculo da eficiéncia de extragdo de SPE no padrao de carbamazepina.

Concentracdo da Amostra (ppm) 35
Area do pico da amostra 2056665.33
Area do pico da eluicéo 2163844.33

Volume do Loop (L) 2.00E-05

Massa da amostra injetada no HPLC (mg) 7.00E-04
Massa da eluicéo injetada no HPLC (mg) 0.000736479

Massa adicionada ao cartucho (mg) 0.35
Massa recuperada do cartucho (mg) 0.29459
Concentracédo da Eluicéo (ppm) 36.82
Recuperagdo em conc (%) 105.21
Recuperacdo em massa (%) 84.17
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Mistura de Farmacos

Tabela D 9. Célculo da eficiéncia de extragdo de SPE para a mistura padréo de farmacos.

Carbamazepina Sulfametoxazol Paracetamol Cafeina
Concentracdo da Amostra (ppm) 35 35 35 35
Area do pico da amostra 1879140 2433239 2740485 2193334
Area do pico da eluigéo 2479531 3324683 3560714 3015790
Volume do Loop (L) 2.00E-05 2.00E-05 2.00E-05 2.00E-05
Massa da amostra injetada no
HPLC (mg) 7.00E-04 7.00E-04 7.00E-04 7.00E-04
Massa da elui¢céo injetada no
HPLC (mg) 9.24E-04 9.56E-04 9.10E-04 9.62E-04
Massa adicionada ao cartucho
(mg) 0.35 0.35 0.35 0.35
Massa recuperada do cartucho
(mg) 0.36946 0.38258 0.36380 0.38499
Concentragéo da Eluigdo (ppm) 46.18 47.82 45.48 48.12
Recuperacédo em conc (%) 131.95 136.64 129.93 137.50
Recuperagdo em massa (%) 105.56 109.31 103.94 11.,00
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Anexo E - Folha de especificacbes da coluna cromatogréfica
Nucleosil 100-5 C18

MACHEREY-NAGEL

&
r—_ NUCLEOSIL® RP columns

Note: All HPLC columns from MACHEREY-NAGEL are supplied with a certificate, which contains specifica-
tions and test results of the column. NUCLEOSIL® RP columns are guality products based on the robust silica
NUCLEOSIL®. They are specifically developed for HPLC analysis. If carefully and properly used excellent chro-
matographic results and long column Iifetime can be achieved. HPLC columns are designed for qualitative
and quantitative analysis of mixtures of and single They must be used
in accordance with universally accepted laboratory regulations and HPLC working methods. Before running
the column the entire analytical system (column and equipment) has to be carefully checked by the opera-
tor. Chromatographic conditions (mobile phase, flow, temperature etc.) must be adapted to the analytical task.
MACHEREY-NAGEL does not give any warranty and is not liable for the success of a separation or application.if
you have any questions after reading this manual, please call our service / technical support.

Table of contents
+ Salety indication

- Eluent

Follow the general safety instructions for handling of HPLC solvents used as mobile phases (e.g., acetonitrile,
methanol) and take precautions against any kind of injuries or damage to health (e.g., skin and eye protection in
case of broken capilaries). Disposal of used HPLC columns must follow intemational, national and local environ-
mental protection regulations. The use of HPLC columns is only permitted to staff members, who are

- Column storage - temperature column temperature control
- Description of the column - Flow rate and pressure - Troubleshooting Broad peaks
" lnoh s R Iemperaiite } Kounn segenakion " mixing and/ o diffusion before/ behind the column | keep length and ID of capillaries at a minimum
. Sample - Equiibration 100 large sample volume smaller injection volume
Sutety incScation Peak interference: too fast elution

N

Troubleshooting
The b

their cause. All columns are subject to the
strict regulation and control of our quality assurance system. Columns based on silica are robust and hold their
separation efficiency for long periods by correct maintenance and treatment. According to experience, column
failures are mostly a result of injection of contaminants to the sorbent bed. The usage of a guard column, as well
as an appropriate sample pretreatment will help to minimize these risks.

Use the outline below to help determine the cause of a possible performance loss:

Symptom / Error / Cause Prevention / Repair
Baseline drift

« insufficient pericd for equilibration with the eluent
+ contaminated eluent

longer or better equilibration
use freshly prepared solvents and reagents

too fast elution and / or insufficient separation by:
- improper column temperature or flow rate
_elution power of eluent s too high

optimize concerned parameter
optimize eluent system

their field. Keep HPLC columns away from children. MACHERE Y-NAGEL disclaims and excludes all warranties
of any kind or nature whatsoever and MN shall not be kable for any damages (whether direct, indiredt, foresee-
able, incidental, compensatory, consequential or special), whether based upon warranty, contract, tort or strict
liability, if damages and/or losses occur caused by improper use, maintenance, neglect or improper treatment
(especially opening of the column and exposure of the column bed).

Description of the column

As stationary phase NUCLEOSIL® RP columns contain a Cs, C, or special RP phase based on spherical silica
(type A), modified with a special method.

back pr : of the
separation performance
contamination of sorbent by:
particulate accumulation on frit or sorbent bed from | prepare fresh eluent; prefiiter samples and eluent,
sample, eluent or system use in-line filter / rinse LC system, clean the sorbent
+ precipitation of buffer salts check solubility of butfer salts before / remove them
by rinsing (see column regeneration)

Insufficient separation; degradation of the
with regular column pressure

NUCLEOSIL® | Modification Property/Stabllity contamination with: y
RP phase - fats, oils, lipids from sample (coating of sorbent remove organic substances by sample preparation /
surtace) and other organic substances from im- | clean the sorbent (see column regeneration)

Cye/Cyg 0C octadecyl, emmng hydrophobic, wmlfly polar, pH 2-8 properly prepared eluent o matrices

C, ec octyl, emcappngr weakly hydrophobic, weakly polar, pH 2-8 Double peaks (dead volume)

Cy octyl, no endcapping weakly hydrophobic, polar, pH 2-8 + faulty fittings (capillaries, ferrules, nuts) use “PEEK Fingertight Fittings", REF 718770 or

C, HD octadecyl, high density, endcapping strongly hydrophobic, pH 2-9, LC/MS REF 718778/ replace fitings

C, HD ooty high denall, endoapping ydrophobic, weakly polar, pH 28, LOVIS lution of silica by too high pH value of eluent _| consider pH range of column / replace column

Cw AB octadecyl, specially crosslinked, strongly hydrophobic, high steric selectivity, Column regeneration
endcapping pH 1-9, LC/MS In some cases the perfomance of the column can be restared by removing contaminants from the sorbent bed or

C. Nautilus | octadecyl phase with embedded polar hydrophobic, polar, stable in 100 % aqueous regeneration of the phase. It is important, however, to locate the source of contamination before again using
roup, Aoy eluents, pH 2-8 the column for the analysis of samples.

B 3 - - 1. Prepare fresh eluent: A performance loss is not seldom traced to eluent contamination. Therefore, prepare

wolect! G e St ombace poler Grow. Zf.';";&"‘;l”éf:“" Beis IR0 enent fresh eluent and flush all kquid lines before using the column again. The eluent should be filtered through a

Descriptions of the columns NUCLEOSIL® C,, C,, CgHy, CeHs c, Cyg PPN, Cys MPN, C, MPN and further RP
columns can be found on www.mn-net.com. They can be used and treated in reference to this manual.
Installation

The column should be installed in the flow direction indicated on the column label. It is connected with 1/16"
capillaries and fittings, typical for HPLC instruments.

Precolumn filter and guard columns

A precolumn filter containing 0.5-2.0 ym porosity stainless steel frts is recommendable between sample injector
and column to remove particulates from the eluent stream. For protection and an extension of column lifetime the
column should always be used with a guard column. The filter elements and the adsorbent in the guard column
retain contaminants from the sample or the eluent. Connection of the guard column with the separation column is
made by a suitable guard column holder (see et.com o the MN catalog). Cartridge
replacement is required when increased column pressure and/ or loss of performance is observed.

Sample

Sample solutions should be passed through a syringe filter (e.g., CHROMAFIL® Xtra PET, 0.45 ym, 25 mm, REF
729220) before entering the column. If injected sample solutions are still turbid even after fitration, the lifetime
of the column may be significantly reduced. The sample volume should be as small as possible to achieve an
optimal resolution.

Eluent

RP columns are supplied with the eluent acetonitrile — water (depending on the type 80:20, 70:30 or
60:40, v/v; see column certificate for details). As mobile phase typical RP eluents (e.g., acetonitrile or methanol
with pure water or buffer) can be used. Eluents should be filtered through a 0.2-0.45 ym membrane filter and

Flow rate (recommended for analytical columns: 0.2-2.0 mU/min) influences the time required, the resolution
and the column lifetime. It is limited by the maximum column back pressure, which should not exceed the limits
listed in the table below.

In mixtures of methanol and water viscosity reaches a maximum at about 40 % methanol. For this reason a
reduced flow rate is recommended, when changing the eluent composition. We recommend controlling back
pressure regularly. If a high pressure results from the use of the column at nominal flow rates, this usually indi-
cates that some contaminants have become deposited on the packing material, which must be removed (see
troubleshooting).

Temperature

Column temperatures up to 60 *C are possible; for a long fifetime 3040 “C is recommended. However, they
should be at least 30 °C below the boiling temperature of the eluent, in order to ensure proper detection. Variation
of the temperature influences retention times and especially the peak shape. Optimum temperatures for success-
tul should be

Detection

detectors can be used with the columns. NUCLEOSIL®
Cis AB, Cy HD or Cy HD are also suitable for LC/MS detection. If a higher sensitivity is required, post-column
derlvatizations with an appropriate detector for the reaction product can be used.

Equilibration

Prior to measurement of samples the column must be rinsed with the eluent at the same flow rate and tempera-
ture as the method to be applied. Column equilibration is finished, when the baseline of the detector no longer
shows a drift (generally after 10 column volumes).

Column storage

The original eluent (see eluent) is recommended for storage. For long-term storage mobile phases containing
inorganic salts are not recommended (for a removal of buffer see column regeneration). Methanol is also not
recommended for a longer storage, because of a possible impurity with metal ions (e.g., iron(lf)). For column
storage be sure the end fittings are tightly sealed using column end plugs, because storage without these seals
can result in drying of the packing material. Under these circumstances rinse the column with approx. 10 column
volumes of the eluent of storage at a flow rate of max, 0.2 mL/min.

Germany and international:
MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG
Neunann-Neander-Str 6-8 - 52355 Diren - Germany
Tel: +49 2421 969-0 - Fax: +49 24 21 969199

o @ mn-net com - www.mn-net.com

Switzerand:

MACHEREY-NAGEL AG

Hrsackerstr, 7 - 4702 - Switzeriand
Tel: 062 388 55 00 - Fax: 062 368 5505
salosch@ma-net.com

degassed. Please consider the pH stability of the used column. Strong ackdic or basic conditions can result in =

Seachtion o e coganlo riaiation of S Collamt b4, The Smount af bufler awks 3ol be Bapt ue o 34 [Longth o]t Gometwr Jueii] 2 ) 8 14 1 48

passible. Note the solubility limit of the buffer in the eluent. The increase of the organic portion can result in 100 030)0.70 | 1.25 | 165

precipitation of buffer salts and plugging of the column. Before start of operation with eluent containing a buffer 150 0.45 [ 1.05 | 1.90 | 250

the column should be first preconditioned with a minimum of 10 column volumes acetonitrile — water (25:75, 250 080175345 [4.15

Vi) Always atter finishing measurements with butier-containing eluents the column shoukd be regenerated (see

column regeneration). Use of ion pair reagents with phases with embedded polar groups can result in unspedific Abitonct

non-reproducdle interactions. To extend cnnmn Ietime, ploase keep in mind the following:

Flow rate and pressure 1. As RP eluent Qs it systems (e.g., methanol — water or buffer) are recom-

2. Filter samples through a 0.2-0.45 pm CHROMAFIL® Xira PET syringe filter before injection,
e 3. Use an in-line filter and or a guard column for protection against impurities.
— i . —TacT s P : 1[5 ]21 e 4. The recommended flow rate is 0.2-2.0 mL/min.
on Inner dismeter (mm}:| 2 L 0 50 5. Adjust flow rate to keep column pressure below the maximum vakue of your column.
NUCLEOSIL® 50 A, 100 A, 120 A 400 | 400 | 400 | 400 | 400 400 | 400 | 400 400 | 400 | 400 6. Store the column in acetonitrile — water (80:20, 70:30 or 60:40, w/v) atter removal of buffer salts.
NUCLEOSIL® 300 A 300 | 300] 300 | 300 | 300] 00| 300 | 300] 300 300 | 300 7. Use analytical grade reagents and HPLC grade solvents for all work. Discard any solutions that show evi-
NUCLEOSIL® 500 A 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 A0 W) i
NUCLEOSIL® 1000 A. 4000 A 200 | 200 | 200 | 200 | 200 200 | 200 | 200 200 | 200 | 200

0.2-0.45 pum membrane and degassed prior to use.
2. Cleaning of sorbent: To remove contamination rinse the column with a minimum of 10 column volumes (see
table below) at the original flow rate and temperature as follows:
+ acetonitrile — water or methanol — water (10:90, v/V) for removal of the buffer
- 100 % methanol to remove polar organic compounds
+ 100 % acetonitrile to remove medium polar organic compounds (possibly T= 40 °C)
+ 100 % tetrahydrofuran to remove nonpolar organic compounds
. if necessary, 100 % tetrahydrofuran with inverse flow direction at 1/5 of original fiow rate
« convert column to storage condition using acetonitrile — water (80:20, 70:30 or 60:40, viv) at
original fiow rate
An adequate indicator for a clean column is a constant baseline. At constant (emperamra you should observe
less than 2-3 mAU drift during a running time of 5 minutes with an isocratic
After the usage of buffer, directly after finishing a and always b oo of rinse
with a minimum of 10 column volumes at the original flow rate and temperature as loluwr
« acetonitrile — water or methanol — water (10:90, v/V) for removal of the buffer
« increase the organic part in steps of 20 % to the conditions of a new measurement run
. or gradually increase the part of acetonitrile in steps of 20% to the storage conditions
3. Column re : The above procedures will restore performance only in certain cases. Some organic
contaminants are particularly mlramry and may not respond to treatment. Also dead volume, due to column
compression can generally not be repaired. Under these circumstances, column replacement is necessary. It
is highly advisable to locate the cause of the problem before installing a new column.

Column volume [mL]

A, Pletos coares sk regeneration after usage of buffers. Eluents should be fitered through a
0.2-0.45 um membrane and degassed.

Please check the full range of MACHEREY-NAGEL chromatography products!

. for applicative support please visit our website
with more than 4000 t

France: USA:

Inc.

2650 Emiick Boulevard - Befhiehem. PA 18020 - USA
Tel - 484 821 0984 - Fax: 484 821 1272
salos-us @ mn-nat.com

SARL ique
1. 1ue Guterberg - 67722 Hoerdt - France
Ted.: 03 88 68 22 68 - Fax 0388 51 76 88
salos-tr@mn-net com
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CER

IFICATE

HPLC c¢olumn
EC 150/4.6 NUCLEOSIL 100-5 C18

REF 720120.46 SN N10090437
Stat. Phase: NUCLEOSIL 100-5 C18 LOT 21300072
Particle Size [pm): 5
Length [mm]: 150 Internal Diameter [mm]: 4.6
300 v
i \
250i
200
| 150+
\ ]
100+
50—_ J J
0 L ‘
[ '50‘} T I T T T T vmin
| 0.00 1.00 2.00 <.00 4.00 5.00 6.00 ;
Chromatographic Conditions:
Mobile Phase: Acetonitrile : Water (80:20)
Flow Rate [ml/min]: 1.30 Injection Volume [ul]: 2.0
Temperature [°C]: RT Pressure [bar]: 65
Detection: LV, 254 nm
No. Compound Retention Time [min]
1 Phenol 1.41
2 Naphthalene 2.67
3 Anthracene 4.10
Chromatographic Results:
Test Compound: Anthracene Specifications:
Theoretical Plates [1/m]: 94787
HETP [um]: 10.6 <15
Asymmetry: 1.08 08-14

QC passed: &

MACHEREY-NAGEL

www.mn-net.com

{3920UD/A03 1459
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Anexo E - Folha de especificagcbes da coluna cromatografica
SiliaChrom XT C18

SILICYCLE &»

General Information

Superior HPLC columns can be producexd only with cxcellent packing
matcrials and superb packing technique. SiliaChrom® columns are
well known for their high efficiency and high resolution scparations
using extremely pure silica. Based on spherical, totally porous silica,
SiliaChrom”™ columns provide enhanced chemical and mechanical
stability as well as very high surface coverage and full end-capping as
required. All SiliaChrom™ columns are packed using a proprietary
slurry packing process 1o achieve uniform and column-to-column
reproducibility. The SiliaChrom™ columns have good selectivity,
good asymmetry and long lifctime for HPLC separation of acidic,
neutral and busic organic compounds, polar or non-polar.

Installation and Operation

When a column is shipped or not in usc, it is always capped at both
ends. Remove the cnd caps only when the column is to be installed
on a systemn. Users should always {ollow the flow direction as labeled
on the columns when they connect them with any HPLC systems
except for speeial purposes, such as romoval of the inlet pluggage.
Column connection should be done properly following the
instructions.

If ferrules are over tightened, not set properly, or are not specific for
the fitting, leakage can occur. Please read the column connection
instraction as follows:

(a) Place a male nut and a ferrule, in order, onto a 1/16" OD piece
of tubing, Be cerlain that the wider end of the ferrule is against the
nut.

{b) Press the tubing firmly into the column end fitting. Slide the
nut and ferrule forward, engage the threads, and finger-tighten the
nut.

(c) While continuing to press the tube firmly into the column end
fitting, use a 1/4" wrench to tighten the nut 90 degrees past finger-
tightness.

(d) Repeat this procedure for the other end of the column.

New columns arc usually shipped with s mixture of one organic
solvent (methanol or acetoniuile) and water. During u period of
shipping and storage, the packing in the column could be dried out. It
is recommended that 10-20 column volumes of organic solvents, such
as methanol or acetonitrile, be purged through the column, followed
by flushing the column with your mobile phasc at the operational
flow ratc until the baselinc is stable. If the column backpressurc and
baselinc fluctuate, this might be due to the air bubbles trapped inside
the column or the flow cell. Flush the column with organic solvent at
higher flow rate for 2-5 minutes, for example 2mL/min for
4.6x150mm; or increase the pack pressure at the outlet of the flow
cell using a backpressurc regulator.

HPLC Column Use Instruction

Safety Precaution

SiliaChrom® columns arc normally operated under high pressure.
Any loose connections will cause leaking of organic solvents and the
injected samples, which should be considered as hazards. In the case
of leaking, proper gloves should be worn for handling the leaks.
Opening columns by users is not rccommended. When opening a
column, proper protcctions should be used to avoid inhalation of the
small silica particles.

Samples and Mobile Phases

To avoid clogging the column, all samples and mobile phases should
be filtered through 0.45um or 0.20um filters before use. It is
recommended that the mobile phase contains at least 5% organic
solvents such as methanol, acctonimrile. The mobile phase should
always bc degassed before usc. A simple way for degassing is to
sonicate the solution for 5 minutes under slight vacuum.

Column Care

pH  Avoid use of 8i liaChrom™ XT C18 below pH 1.0 or above
12.0*, Higher pH will dissolve silica, causing separation efficiency
loss end retention time changc. The optimum performance and
operation for longest lifetime are at pH 2,0 - 8.5.

Pressure  Although SiliaChrom™ columns can tolerate pressure
up to 400 bar, the normal operation should be under 250 bar.
Continuous usc at extreme pressurc may eventually damage the
column and the pump. It is expected that the column backpressurc
might slightly increase following a certain period of use. A sudden
increasc in backpressure suggests thut the column inlet frit might be
plugged. In this case it is recommended that the column be flushed
with teverse flow in an appropriate solvent (high aqueous in many
cases).

Temperature  The maximum operating temperature is 60°C.
Continuous use of the column at an elevated temperature (>45°C} can
reduce the lifetime of the column, especiaily under high pH (>8).

Storage  When not in use for extended time, do not allow high
aqueous or high salt mobilc phase to remain in the column. Remove
aqueous buffers remained in the column by washing it with 20-30
column volumes of 50% methanol or acetonitrile aqucous solution,
followed by 20-30 column volumes of organic solvent such as
methanol or acetonitrile. Each column is shipped with two removable
end caps to prevent the drying of the column bed. Cap both ends
when the column is not in use.

*When pH<9, it is recommended to avoid use of phosphate salts,
such as sodium or potassium phosphate. Use an organic amine or
ammonia for pH adjusiment to extend the life of the column and to
suit the requirement for MS detection.
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SILICYCLE

Certificate of Analysis

Product: SiliCycle” SiliaChrom” XT C18, 4.6 mm x 250 mm HPLC Column

Box of 1 column

COMPANY IDENTIFICATION

PHONE: (418) 874-0054 FAX: (418) 874-0355
HOURS: Monday-Friday 8:00 a.m.-5:00 p.m. (EST)

SiliCyele® Ine, www.silicycle.com
2500 Parc-Technologique Blvd
Quebec City (QC) G1P 486
CANADA

PRODUCT CHARACTERISTICS

Product number (#) : H171805H-N250 Specifique surface area (m%/g): 200
Serial number (#) : 811071 Average pore size (A) : 150
Batch number (#) : HI21006 Carbon content (%) : 15
Particle shape and size : Spherical, Spm Ultra pure silica (%) : 99.999

COLUMN QUALITY CONTROL

COLUMN VISUAL TEST COLUMN PACKING EVALUATION
Visual tests are made on SiliCyc]eW}H)LC column to provide | To insure the packing quality of the column, a standard
customers with default-free products to insure 100% separation is performed to validate the characteristic
satisfaction. chromatographic experimental parameters.
CHR TOGRAM
SEPARATION TEST DESCRIPTION CHROMATOGRAM
5 e,
Wavelength 254 nn se
Sample mixture Uracil(1) / Phenol(2) 300 o
in mobile phase Nitrobenzene(3) / Naphthalene(4) g
Injection volume 1 pE = I
Temperature 30°C =0 0
Flow rate 1.0 mL/min i .
Mobila s 15% Water o0 o
onepnase 85% Methanol L]
m———— e e 150 “_{\2"."?
OBSERVED COLUMN PARAMETERS (NAPHTHALENE) o
100
Item Specification Test resuli
Retention Time (min.) 54 +0.50 5273 56
Theoretical plates number =20500 21098 .
Tailing factor 0.98 <TF <1.12 1.07 2 - i i
e+ 2 3 4 $ B 7 9

Analytical Services

QC ACCEPTANCE DATE

December 2014
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