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Resumo

A crescente preocupacdo com a polui¢ao das d4guas por novos poluentes denominados emergentes
tem se intensificado, visto que aumentou o nimero destes compostos detectados em dgua. Dentre estes
compostos encontram-se os farmacos e produtos de higiene pessoal, usados cotidianamente pela
populagdo.

O presente trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de um método simples, rdpido e
sensivel utilizando a microextracdo liquido liquido (DLLME) combinada com a cromatografia liquida
de ultra eficiéncia (HPLC) com detec¢dao ultravioleta (UV) para a determinagdo de alguns
benzodiazepinicos (bromazepam, clonazepam e diazepam) em amostras de dgua.

A determinacgdo foi realizada em uma coluna C18 de acordo com as condicdes cromatogréficas
otimas (fase mével acetonitrila:dgua (60:40, v/v); vazao 1,2 mL min’l; deteccdo 225 nm).

No método de extracdo, uma mistura apropriada de solvente extrator e dispersor foi injetada
rapidamente na amostra aquosa (10 mL) com auxilio de uma seringa. De modo que uma solu¢do turva
foi formada, esta solu¢do € caracterizada por conter pequenas particulas do solvente extrator que se
dispersa na fase aquosa.

Os parametros da extragdo, tais como natureza e volume dos solventes extrator e dispersor, tempo
de extracdo, pH da amostra, for¢a idnica, velocidade e tempo de centrifugacdo, foram estudados para a
otimizagao.

Com as condi¢des 6timas definidas (solvente extrator: cloroférmio, 200 uL; solvente dispersor:
metanol, 700 uL; pH da amostra 9,0; velocidade e tempo de extracdo: 5000 rpm, 1 minuto; forca
i6nica: adi¢do de 1% (p/v) de (NH4)>SO4) o método proposto foi validado seguindo as figuras de
método preconizadas pela ANVISA na Resolugdo N° 899 de 2003.

A faixa linear para cada farmaco foram 8,0 — 96 ug L™ para bromazepam, 4,0 — 48 ug L' para
clonazepam e 1,0 — 12 pg L™ para diazepam. Todas as curvas obtiveram valores de (r) superiores a
0,999. Os limites de deteccdo e quantificacdo obtidos foram 2,4 ¢ 8,0 ug L™ para bromazepam, 1,2 e
4,0 ng L para clonazepam, 0,2 ¢ 1,0 ng L' para diazepam, respectivamente. As recuperacdes

variaram de 50 a 110% com RSD (Desvio Padriao Relativo) inferiores a 12,7 %.
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Finalmente, o método proposto foi aplicado em amostras coletadas na represa Billings localizada

no municipio de Diadema-SP.

Palavras Chave: Poluente emergente, benzodiazepinicos, 4gua, DLLME, HPLC-UV.



Abstract

The growing concern over water pollution caused by so-called new emerging pollutants has
intensified since increased the number of these compounds detected in water. Among these compounds
are pharmaceuticals and personal care products used daily by the population.

This study aimed to develop a simple, rapid and sensitive liquid using liquid micro extraction
(DLLME) combined with ultra-performance liquid chromatography (HPLC ) with ultraviolet detection
(UV) for the determination of some benzodiazepines (bromazepam, clonazepam and diazepam) in
water samples .

The determination was performed on a Cl8 column in accordance with the optimal
chromatographic conditions (mobile phase acetonitrile: water (60:40, v/v), flow rate 1.2 mL min’l,
detection 225 nm).

In the extraction method, a suitable mixture of extractant and dispersing solvent was injected
rapidly into the aqueous sample (10 ml) with a syringe. So that a cloudy solution was formed, this
solution is characterized by containing fine drops of the extractor solvent is dispersed in the aqueous
phase.

The parameters of the extraction, such as the nature and volume of the extractor and disperser
solvents, extraction time, sample pH, ionic strength, speed and time of centrifugation, were studied for
optimization.

With the defined optimal conditions (extracting solvent: chloroform, 200 uL; disperser solvent:
methanol, 700 puL, sample pH 9.0, extraction time and speed: 5000 rpm, 1 minute; ionic strength:
adding 1% (p/v) (NH4),SO4) the proposed method was validated following the figures of merit
recommended by the ANVISA Resolution No. 899 of 2003.

The linear ranges for each drug were 8.0 to 96 pug L™ ' for bromazepam, 4.0 to 48 ug L' for
clonazepam and 1.0 to 12 ug L™ ' for diazepam. All curves obtained values (r) greater than 0.999. The
limits of detection and quantification obtained were 2.4 and 8.0 ug L’ "to bromazepam, 1.2 and 4.0 ug
L ' to clonazepam, 0.2 and 1.0 pg L’ ! for diazepam, respectively. Recoveries ranged from 50 to 110%

with RSD (Relative Standard Deviation) of less than 12.7%.
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Finally, the proposed method was applied to samples collected in the Billings dam located in

Diadema-SP.

Key Words: Emerging pollutants, benzodiazepines, water, DLLME, HPLC-UV.
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1. INTRODUGAO

Atualmente existe uma infinidade de residuos domésticos, industriais e agricolas que sdo gerados
decorrentes do crescimento populacional, urbanizacio mal planejada, expansdo das atividades
industriais e do aumento da producdo agricola, promovendo a poluicio do meio ambiente,
principalmente da agua.

A preocupagdo com o consumo desenfreado da dgua e sua contaminacdo adquire complexidade
quando se tratam dos aspectos econdmicos, ambientais, politicos e sociais. A degradagao ambiental que
afeta a qualidade das dguas dos lagos e rios, provenientes do grande desenvolvimento industrial ¢ um
fator que atua de maneira negativa no pais.

O Brasil € um pais privilegiado em recursos hidricos, quanto ao seu volume. Porém, cerca de
73% de agua doce encontra-se na regiao do Amazonas onde se concentra cerca de 5 % da populacao
brasileira. Esta abundancia serviu como suporte durante muito tempo, para a cultura do desperdicio da
agua disponivel e até hoje ndo existe um saneamento bdsico e ambiental adequado, que preserve
totalmente este recurso (MONTAGNER, 2007).

Além disso, a qualidade da dgua é tdo importante quanto a quantidade. A dgua é contaminada
muitas vezes em consequéncia da falha em separar os efluentes do abastecimento de dgua. A
propagacao de doencas pela d4gua continua a ser um dos flagelos da humanidade. Em muitas partes do
mundo, a necessidade crucial de dgua limpa é quase sempre negligenciada (SPIRO e STIGLIANI,
2010).

Um dado que pode ser considerado relevante para o entendimento da complexidade que envolve
a polui¢cdo ambiental é que em marco de 2004, quase 23 milhdes de substancias organicas e inorganicas
foram indexadas em seu registro CAS, pelo Servico de Resumos Quimicos (Chemical Abstracts
Service) da Sociedade Americana de Quimica (American Chemical Society). Cerca de um terco ja
estavam comercialmente disponivel, o que representou um aumento de 23% durante o periodo de 9
meses (DAUGHTON, 2004).

Cerca de onze milhdes de substancias quimicas sdo conhecidas em todo o mundo, sendo trés mil

produzidas em larga escala. Nos Estados Unidos, 1.200 a 1.500 novos registros sdo feitos a cada ano.



Entre eles, numerosos compostos quimicos de uso doméstico, industrial e agricola possuem
comprovada atividade hormonal (FONTENELE et al., 2010).

A grande maioria dos produtos quimicos liberados para o ambiente por descargas permitidas sao
substancias como: farmacos, agrotoxicos, produtos de higiene pessoal, desinfetantes, detergentes,
solventes, entre outros produtos, estdo presentes tanto em efluentes industriais quanto em residenciais.
Assim, sd3o constantemente inseridos no meio ambiente através de tratamento de dgua e esgoto,
secundariamente, terrestres run-offs (a partir de telhados, cal¢adas, estradas e terrenos agricolas) e por
deposicao atmosférica.

Essas substancias posteriormente serdo consideradas poluentes emergentes ou mais corretamente
poluentes de “preocupacdo emergente” que sdo aqueles cuja presenga tem sido recentemente elucidada,
mas que hd muito tempo ja foram introduzidas, diferente dos poluentes emergentes (aqueles que tem
entrada no meio ambiente porque sao novos no comércio) (DAUGHTON, 2001).

Os “contaminantes emergentes” possuem como principal caracteristica a de ndo necessitar a
persisténcia no meio ambiente para poder causar efeitos negativos, visto que suas altas taxas de
transformacdo e de remocdo sao compensadas pelas suas continuas introducdes e também pela
inefici€éncia na remocgao, através dos tratamentos de dgua existentes atualmente.

O termo emergente reflete apenas um aspecto da questdo mais geral em torno da necessidade de
minimizar ou prevenir riscos de exposicdo. Devido a isso, o termo pode deturpar e obscurecer o
problema global. Esses riscos provenientes da poluicdo quimica podem ser classificados em quatro
categorias principais: (1) crescimento/desenvolvimento, (2) escondido/latente, (3) emergente e (4)
futuro. Claramente, o termo emergente representa apenas uma das quatro categorias possiveis de riscos
de exposi¢do anteriormente ndo reconhecidos ou imprevistos, mas este termo €, no entanto, usado para
englobar todas as quatro categorias (DAUGHTON, 2001).

Uma vez libertados para o ambiente, estes poluentes estdo sujeitos a processos que contribuem
para a sua eliminacdo como, por exemplo, a biodegradacdo, a degradagdo quimica e a fotoquimica.
Dependendo de onde os produtos quimicos sintéticos estdo presentes no ambiente (por exemplo, na
dgua subterranea, na dgua de superficie e em sedimentos) ou na tecnosfera (por exemplo, estacdo de
tratamento de dgua (ETA), estacdo de tratamento de esgoto (ETE) e instalagcdes de dgua potavel),
diferentes transformacdes podem ocorrer, Por exemplo, os produtos de transformacdo de alguns
poluentes sd@o muitas vezes mais persistentes do que os seus compostos correspondentes, além de exibir

uma maior toxicidade. Um exemplo disso € o produto principal de biodegradacdo dos etoxilados de
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nonilfenol, o nonilfenol, que € muito mais persistente do que o composto de origem e pode imitar as
propriedades estrogénicas (FARRE, M. et al., 2008).

Diante da infinidade de novas substancias que sdo introduzidas anualmente e da preocupacao que
elas exibem, em 2007 foi criado na Europa o REACH (Registration, Evaluation, Authorisation and
Restriction of Chemicals), um regulamento para registro de novos produtos quimicos, bem como sua
utilizacdo segura. Este sistema foi criado afim de melhorar a protecdo a saide humana e ao meio
ambiente através da identificacdo, melhor e mais precoce das propriedades intrinsecas das substancias
quimicas.

Nos EUA, existe a EPA (Environmental Protection Agency) que trata os poluentes emergentes
como poluentes de preocupagdo emergente (PEC), uma vez que ndo s@o novas substancias, mas que
foram recentemente “descobertos” em corpos d’dgua, muitas vezes por causa dos avangos das técnicas
da quimica analitica como consequéncia da obtencdo de menores limites de detec¢do (BENNETT. R. et
al., 2008).

Um dos primeiros relatos de poluente emergente foi feito por Garrison e colaboradores em 1976,
abordando a presenca de um farmaco na estacdo ETE de um rio localizado em Kansas nos Estados
Unidos. O farmaco encontrado por Garrison foi o 4cido clofibrico, onde a concentracdo detectada foi
de 2 ug L utilizando cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas.

Um estudo realizado nos Estados Unidos pela USGS (United Stades Geological Survey) fornece
um bom exemplo da prevaléncia de uma vasta gama de PEC em corpos d’agua dos EUA, sendo
encontrado em 80% dos riachos amostrados. Com o avango da quimica analitica, foram usados
métodos para documentar a ocorréncia do que os autores chamam contaminantes organicos de dguas
residuais, OWCs (Organic Wastewater Contaminants), que estdo sendo lancados em &4guas de
superficie através das estacOes de tratamento de dguas residuais (ETAR). Os OWCs alvo incluem
PPCPs (Pharmaceuticals and Personal Care Products), medicamentos veterinarios € outros
desreguladores end6crinos (KOLPIN, D. et al., 2002).

Diante dessa ameaca potencial associada a contaminagdo da dgua, os governos federais e 6rgaos
reguladores promulgaram regulamentos para a dgua tratada e 4gua potavel. Esses regulamentos variam
entre paises e regides, principalmente devido a diferencas nos contextos de locais sociais, culturais,
econdmicos e ambientais.

Na Europa, o conselho da Unido Européia (UE) implantou diretivas sobre a qualidade da 4gua

destinada ao consumo humano, isto é, do Conselho da UE Diretiva 80/778/CEE e 98/83/CE.
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(XAGORARAKI e KUO, 2011), exceto para Inglaterra e pais de Gales, que desenvolveram um sistema
de regulamentacdo tnico tripartido, envolvendo a agéncia do meio ambiente, a DWI (Drinking Water
Inspectorate) e a Ofwat (Office of Water Services).

Nos EUA, em 1974 o Congresso aprovou a SDWA (Safe Drinking Water Act), sob a qual a EPA
(Environmental Protection Agency) ficou encarregada de estabelecer normas de qualidade para a dgua
potavel. Atualmente, a USEPA (United States Environmental Protection Agency) estabelece padrdes
que estao divididos em primdrios e secunddrios. Adicionalmente, a qualidade da dgua engarrafada é
regulada pela FDA (Food and Drug Administration), utilizando padroes da USEPA (EPA, 2012).

No Brasil, os padrdes sdo estabelecidos e controlados pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA) e o Ministério da Saide (MS), onde o estudo, a avaliagdo e o controle da qualidade das
dguas de abastecimento no nosso pais estdo associados fundamentalmente a dois dispositivos legais: a)
a Portaria MS no. 2914, de 12 de dezembro de 2011, do Ministério da Satde, que dispde sobre os
procedimentos de controle e de vigilancia da qualidade da 4gua para consumo humano e seu padrdo de
potabilidade e cabe também ao Ministério da Satdde, em articulacio com as autoridades sanitdrias
competentes dos estados, Distrito Federal e municipios, a adocdo das medidas necessdrias ao fiel
cumprimento da legislacdo; b) a Resolugdao 357/2005 do CONAMA, que define a classificacdo das
aguas do territorio nacional com os objetivos de assegurar seus usos preponderantes, definir o grau de
exigeéncia para tratamento de efluentes, facilitar o enquadramento e o planejamento do uso de recursos
hidricos, além de criar instrumentos para avaliar a evoluc¢do da qualidade das dguas e preservar a saide
humana e o equilibrio ecoldgico aquético (MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

Entretanto, no Brasil os estudos sobre poluentes emergentes ou poluentes de “preocupacdo
emergente” ainda sdo poucos, e diante disso as preocupacdes em regulamentar novas substancias
também sdo reduzidas, pois o Ministério da Satide relatou que sdo necessdrios mais estudos que
apontem a presenca e toxicidade destes contaminantes antes que se possam estabelecer suas
quantidades limites, mesmo sabendo que na Europa e EUA a discussao estd bem mais avangada.

Segundo uma recente reportagem na revista Veja, que relata a ocorréncia de poluentes
emergentes no Brasil e sobre a ultima atualizagdo da lei, cientistas chamaram atencdo para a
necessidade de controlar alguns dos poluentes emergentes. "Os pesquisadores sempre insistem para que
a portaria traga novos parametros, enquanto as distribuidoras de 4gua puxam para o outro lado", diz a
engenheira Cassilda Teixeira, presidente da Associa¢@o Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental

(ABES). O fato dos distribuidores serem contra a implementagdo de novos parametros € devido a
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necessidade que surgird para aquisicdo de novos sistemas para a retirada e controle destes poluentes
(VEJA, 2012).

Os chamados PPCPs necessitam de uma atencdo privilegiada, pois apds serem excretados ou
lavados do corpo humano sdo diretamente descartados para o sistema de esgotos e consequentemente
para os cursos de dgua, principalmente através das dguas residuais de efluentes insuficientemente
tratadas pelas estacOes de tratamento de dgua (ETA) e estacdes de tratamento de esgoto (ETE).

O fato de que os PPCPs sao introduzidos em uma base continua para o ambiente aquatico, através
de esgotos tratados e ndo tratados, da essencialmente uma qualidade de "persisténcia" para estes
compostos que ndo apresentam estabilidade inerente ambiental. No entanto, a sua remocdo ou
transformacdo (por biodegradacao, hidrélise, fotdlise, etc) € continuamente anulada pela sua reposicdo
permanente. A Figura 1 apresenta as possiveis rotas pelas quais os farmacos entram no meio ambiente.
A falta de dados completos de exposicdo (0 que para o ambiente aqudtico, em contraste com 0O
ambiente terrestre, por vezes pode ser inferida a partir de simplesmente ocorréncia / concentracdo de

dados) € uma limitacdo fundamental para o avanco da avaliacao de riscos (DAUGHTON, 2011).
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Figura 1 — Possiveis rotas dos farmacos no meio ambiente (BILA e DEZOTI, 2003).



A ocorréncia de farmacos residuais no meio ambiente pode apresentar efeitos adversos a
organismos aqudticos e terrestres. Esses efeitos podem ser em qualquer nivel de hierarquia bioldgica
desde células, 6rgdos, organismos, populacdo e ecossistema. Alguns destes efeitos podem ser
observados em concentragdes de ordem de ng L' (BILA e DEZOTI, 2003).

Na grande maioria dos estudos realizados sobre os efeitos terapéuticos de drogas sdo baseados na
ingestdo de curto prazo de doses relativamente elevadas. Pouco se sabe sobre os efeitos potenciais a
saude associados com a ingestdo cronica em longo prazo de baixas concentragdes através da dgua
potavel. Além disso, existe a possibilidade da exposicdo a farmacos multiplos, mesmo em baixas
concentragoes, que podem ter conseqiiéncias sinérgicas para a saide humana (MAYCOCK e WATTS,
2011).

Os farmacos mais comumente encontrados no meio ambiente, relatado em quase todos os estudos
envolvendo o tema de “farmacos em dgua”, sdo os pertencentes a classe dos antibiéticos (DEBLONDE
T. et al, 2011; MOMPELAT, S. et al., 2008; MAYCOCK e WATTS, 2011; FRAM e BELITZ, 2011;
VERLICCHLI, P. et al., 2012). Estes tém diferentes efeitos sobre o meio ambiente, onde um deles € a
contribuicdo no desenvolvimento de bactérias mais resistentes, e hd indicios que esta resisténcia €
favorecida por baixas concentragdes (BILA e DEZOTTI, 2003).

Em marco de 2009, na pagina da EPA, foram relatados dados de uma pesquisa que a agé€ncia
realizou em amostras de peixe, onde foi confirmada a presenga de produtos farmacéuticos e de higiene
pessoal nas amostras. Sete compostos farmacéuticos foram detectados nas amostras de tecido e no
figado, enquanto apenas cinco foram detectados em filés. Os produtos farmac€uticos que ocorreram
com mais frequéncia foram difenidramina, norfluoxetina e sertralina. Norfluoxetina e sertralina
(antidepressivos) ocorreram nos filés em trés e dois lugares, respectivamente. Difenidramina (anti-
histaminico) ocorreu em figados em quatro locais e nos filés em trés locais. Dois produtos quimicos de
higiene pessoal foram detectados nos filés de peixe e em todos os outros cincos locais: galaxolide e
tonalide, que sdo as duas fragrancias (almiscares) (EPA, 2011).

Em outro estudo foi confirmada a presenca de farmacos da classe de inibidores seletivos da
recaptacdo da serotonina: fluoxetina e sertralina e os metabdlitos norfluoxetina e desmetilsertralina
foram detectados em niveis superiores a 0,1 ng g em todos os tecidos examinados, a partir de peixes
residentes em um fluxo de efluentes municipal. As populacdes de peixes foram coletadas a partir de um

fluxo de referéncia de efluentes dominado no norte do Texas, EUA (BROOKS, B. W. et al., 2005).



O contraceptivo oral sintético (17a-etinilestradiol), por exemplo, ocorre geralmente em baixa
concentragio (1a 7 ng L) em estacdes de tratamento de esgotos e efluentes. Estes hormonios sintéticos
de esterdides, presentes em pilulas anticoncepcionais, t€ém uma produgdo anual de apenas algumas
centenas de quilos por ano nos Estados Unidos devido ao fato de, apesar de eficazes, sdao muito
persistentes no meio ambiente. Sdo conhecidos também por serem disruptores/enddcrinos que
provocam efeitos de feminilizacdo em populacdes de peixes (MAYCOCK e WATTS, 2011). Na

Tabela 1, estdo relacionados alguns farmacos detectados em dgua potavel no mundo.



Tabela 1 - Concentracdo de farmacos detectados em dgua potdvel

Concentracao
Farmaco Grupo maxima detectada Pais Referéncia
(ng L)
Atenolol B-bloqueadores 18 USA Mompelat, Bot e Thomas, 2009
Bezafibrate Regulador Lipidico 27 Alemanha Maycock e Watts, 2011
140-258 USA
60 Alemanha Mompelat, Bot e Thomas, 2009
Carbamezepina Antiepilético
43,2 Franca
24 Canada Maycock e Watts, 2011
0,33 USA Maycock e Watts, 2011
Diazepam Droga Psiquidtrica 10 UK Maycock e Watts, 2011; Mompelat,
23,5 Italia Bot e Thomas, 2009
6-35 Alemanha
Diclofenaco Analgésico Mompelat, Bot e Thomas, 2009
25 Franca
Fluoxetina Antidepressivo 0.82 USA Maycock e Watts, 2011
Antiinflamatério e
Fenazona L 250-400 Alemanha Mompelat, Bot e Thomas, 2009
antipirético
3 Alemanha
Maycock e Watts, 2011
120 USA
Analgésico e
Ibuprofeno o 3 Alemanha
antipirético
0.6 Franca Mompelat, Bot e Thomas, 2009
8.5 Finlandia
Topamidol Contraste Raios-X 79 Alemanha Maycock e Watts, 2011
Meprobamato Droga Psiquidtrica 42 USA Maycock e Watts, 2011
) Antiinflamatério e
Propifenazona o 80-120 Alemanha Maycock e Watts, 2011
antipirético
Sulfametoxazol Antibidtico 3 USA Maycock e Watts, 2011




A quantidade de farmacos introduzidos no meio ambiente esta diretamente relacionada com a
quantidade de medicamentos fabricados, a frequéncia e quantidade de dosagem e consumo, na
eficiéncia do metabolismo e da excrecio do composto original e dos metabolitos, e capacidade de
transformacdo bioldgica subsequente ao tratamento de esgoto.

Entre os fatores citados acima, os que sdo considerados de maior relevancia sdo os de frequéncia
e quantidade de dosagem e consumo de farmacos, visto que o consumo desenfreado de medicamentos
vem aumentando com o passar dos anos.

Segundo pesquisa do Instituto Brasileiro de Opinido Publica e Estatistica (IBOPE), foi previsto
para o ano de 2012 um gasto de R$ 63,01 bilhdes em medicamentos onde, desse total, 51,50% sdo da
regido Sudeste, o que totaliza R$ 32,45 bilhdes conforme pode ser observado na Figura 2 (EXAME,
2012).

Consumo de Medicamentos no Brasil
Estimado para 2012

M Sudeste
H Nordeste
Sul
B Centro-Oeste

m Norte

Figura 2 - Consumo de medicamentos no Brasil estimado pela pesquisa IBOPE 2012.

Outro fato também relatado pela pesquisa foi uma andlise relacionando o consumo de
medicamentos com as classes sociais brasileiras, onde a classe C aparece em 1° lugar seguida pela

classe B, conforme é apresentado na Tabela 2.



Tabela 2 — Potencial Anual de Consumo para Medicamentos por Classe

Nuimeros de
Potencial de Consumo % Potencial de

Classe Domicilios em % Domicilios
; (R$ Bilhdes) Consumo
Area Urbana
A 1.302.104 2,60 6,55 10,40
B 12.241.533 24,45 23,09 36,65
C 26.226.959 52,38 27,24 43,22
DE 10.303.381 20,58 6,13 9,73
Brasil 50.073.977 100 63,01 100

Fonte: IBOPE, 2012.

Os antibidticos, analgésicos, antiflamatérios, hormonios e ansioliticos, estdo na lista dos mais
vendidos e, consequentemente, mais consumidos pela populacdo brasileira. Estudos mostram os
medicamentos mais frequentemente encontrados em dguas brasileiras e as suas respectivas
concentracdes. Na Tabela 3 estdo listados alguns destes farmacos.

Entretanto, sdo poucos os trabalhos que relatam a presenca de farmacos em dguas no Brasil,
possivelmente devido a baixa concentragdo encontrada e a necessidade de equipamentos e técnicas
analiticas mais sensiveis ou também pelo fato de ndo ter muitos estudos apontando os efeitos da

ingestdo cronica de baixas concentracdes desses medicamentos.
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Tabela 3 — Farmacos encontrados em dguas brasileiras

Farmaco Classe Concentracoes Condicoes Referéncias
médias no ambiente
Ac. Clofibrico 1,0 pgL! Esgoto Doméstico
. ] Antilip€mico . } Bila e Dezotti, 2003
(metabolito Clofibrato) 0,02 20,03 pg L Agua superficial
1,0ugL" Efluente ETE
0,025 pg L™ Agua superficial | Bila e Dezotti, 2003
Benzafibrato Antilipémico 12ugL” Esgoto Doméstico
12ugL” Esgoto bruto
. Melo et. al, 2009
0,18 pg L Agua superficial
0,15 pg L™’ Esgoto bruto
Cetoprofeno Antiinflamatorio . } Melo et. al, 2009
0,22 pg - Agua superficial
0,0220,06 ugL" | Agua Superficial | Bila e Dezotti, 2003
29 ugL! Efluente
Diclofenaco Antiinflamatério -
1,8 ug L Esgoto bruto Melo et. al, 2009
40ugL” Agua superficial
542 pgL? Esgoto bruto
He . ¢ Melo et. al, 2009
Ibuprofeno Antiinflamatério 48,4 ug LI Efluente
0,01 pg L™’ Agua superficial | Bila e Dezotti, 2003
0,005 pg L' Esgoto Bruto
Hormonio .
170 Etinilestradiol 58ugl Esgoto Bruto Melo et. al, 2009
contraceptivo .
5,0 pg L Efluente
17B Estradiol Hormdnio 0,021 ug L™ Esgoto doméstico | Bila e Dezotti, 2003

11
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2. OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral:

Desenvolver e validar um método analitico empregando a extracdo por DLLME e determina¢do

por HPLC-UV dos benzodiazepinicos bromazepam, clonazepam e diazepam, em amostras de dgua.

2.2 Objetivos Especificos:

* Fazer a injecdo individual dos analitos a fim de obter seus respectivos tempos de retengao;

* Testar diferentes composicoes de fase moével para avaliagio da melhor separagdo
cromatografica;

* Otimizar os parametros para HPLC-UV;

* Otimizar a metodologia de extracdo DLLME, e comparar a eficiéncia quando a introdu¢do do
ultrason a técnica;

* Validar a metodologia, avaliando: curva analitica, linearidade, sensibilidade, seletividade, limite
de detec¢do e de quantificacdo, precisdo e exatidao;

* Aplicar o método desenvolvido nas amostras coletadas na represa Billing no municipio de
Diadema-SP;

* Investigar a ocorréncia dos farmacos: bromazepam, clonazepam e diazepam nas amostras.

13
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 A classe dos benzodiazepinicos

Os benzodiazepinicos (BZPs) cldssicos sdo caracterizados quimicamente pela presenca de um
anel benzénico fundido nas posi¢des 10 e 11 do anel 1,4-diazepina, como pode ser observado na Figura
3. Todos os BZPs importantes contém um anel de 5-fenil (em muitos casos, este anel, sofre uma
substituicdo adicional de halogéneo, F, Cl ou Br, na posicao-RH), um halogénio ou um grupo nitro na

posi¢cdo-7 (BORGES et al., 2009).

1
H

- 2- B -Phenyl
H

Rg.  F.ClorBr

Rs(l)

Figura 3 — Estrutura quimica do Benzodiazepina. (BORGES et al., 2009).

Os benzodiazepinicos sdo farmacos cuja acdo principal € deprimir o Sistema Nervoso Central
(SNC), provocando a calma ou sedagdo, sendo entdo classificados como sedativo-hipnéticos. Os efeitos
mais proeminentes relacionados a esta classe sdo a sedacdo, hipnose, diminuicdo da ansiedade,
relaxante muscular e atividades anticonvulsivantes. Estes efeitos sdo decorrentes da interagdo entre os
receptores de neurotransmissores inibitorios diretamente ativados pelo GABA, mais especificamente
com 0 GABA,, com os quais sdo formadas pelo menos cinco familias diferentes de proteinas que
funcionam regulando a abertura e o fechamento dos canais de fons cloretos, responsaveis pela

propagacao dos estimulos para os neurdnios pds-sindpticos (FOSCARINI, 2010).
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O Clordiazepoéxido foi o primeiro BDZ lancado no mercado (1960), cinco anos apds a descoberta
de seus efeitos ansioliticos. Este foi sintetizado pela primeira vez em 1954 pelo quimico Leo Henryk
Sternbach. Em 1963 foi lancado o Diazepam, seguido pelo Oxazepam e Nitrazepam. O Diazepam
("Valium"), o qual € duas vezes e meia mais potente que o Clordiazep6xido, tornou-se incrivelmente
popular nos Estados Unidos, sendo o medicamento mais prescrito no periodo de 1969 a 1982.

Com o passar dos anos, outros benzodiazepinicos foram sintetizados, sendo que atualmente
existem 35 substancias diferentes disponiveis para uso médico. No Brasil, de acordo com estatisticas da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitiria (ANVISA), os benzodiazepinicos: Clonazepam,
Bromazepam e Alprazolam foram as substincias controladas mais consumidas pela populacdo
brasileira no periodo de 2007 a 2010. Dentre eles, o mais consumido foi o Clonazepam, este conhecido
comercialmente por Rivotril, do qual foram vendidas 10 milhdes de caixas em 2010. O segundo foi o
Bromazepam com 4,4 milhdes de unidades vendidas (2010), seguido pelo Alprazolam, que registrou

4,3 milhdes de unidades (2010) (TUOTO, 2009).

3.2 Farmacos selecionados para o estudo.

Os farmacos selecionados para o desenvolvimento do presente estudo foram escolhidos levando
em conta o alto crescimento no seu consumo nos ultimos cinco anos, sem levar em consideracao seu
consumo em anos anteriores, ou seja, desde sua sintetizacgao.

Conforme ja mencionado, os farmacos da classe dos benzodiazepinicos estdo entre os mais
consumidos pelos brasileiros, dentre eles destacam-se: Bromazepam, Clonazepam e Alprazolam, diante
disso, optou-se pela escolha destes farmacos. Contudo, devido a dificuldade na aquisi¢ao do padrao do
farmaco Alprazolam o mesmo foi substituido pelo fairmaco Diazepam que é um pioneiro na classe dos
benzodiazepinicos encontrando-se disponivel no mercado desde inicio da década de 60 e também ja
possui relatos em recentes pesquisas sobre a presenca desde farmaco em amostras de d4guas ambientais

fora do pais como pode ser observado na Tabela 1.
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3.2.1 Bromazepam

N

Bromazepam (BRZ), pertence a classe da 1,4-benzodiazepina de compostos ansioliticos, foi
sintetizada pela primeira vez por Fryer em 1964, desde entdo a sua introducdo na prética clinica tem
sido amplamente aplicada nas terapias de ansiedade (LE SOLLEU, et al. 1993).

Este composto possui dois substituintes quimicos na estrutura da benzodiazepina, um na posi¢ao

5-(2-piridina) e a outra na posi¢ao 7-bromo. Figura 4.

ZT

Br —N

N—=—
!

Figura 4 — Estrutura quimica do Bromazepam.
3.2.2 Clonazepam

Clonazepam (CZP), também pertencente a classe da 1,4-benzodiazepina de compostos
ansioliticos, possui dois substituintes em sua estrutura 1,4 benzodiazepina, um na posi¢cdo 5-(2-
clorofenil) e na posi¢do 7-nitro. Figura 5.

O Clonazepam € comercializado sob o nome comercial de "Klonopin" nos Estados Unidos, de
"Rivotril" (Brasil, Portugal, Austrdlia, Canad4, etc.) e também de "Navotrax". E um derivado clorado
do Nitrazepam, possuindo uma meia-vida longa, de 18 a 50 horas. Esta foi a substancia controlada mais
consumida pela populacio brasileira no periodo de 2007 a 2010 com 10 milhdes de caixas vendidas em

2010 (TUOTO, 2009).
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Figura 5 — Estrutura quimica do Clonazepam.

3.2.3 Diazepam

O Diazepam (DZP) foi langado em 1963, com o nome comercial de "Valium", foi a segunda
benzodiazepina a ser introduzida na pratica clinica, depois do clordiazepdxido, e ainda hoje é uma das
drogas mais prescritas desta classe (MERCOLINI et. al, 2009). Sua estrutura 1,4 benzodiazepina
possui substitui¢des nas posi¢des, 1- metil, 5-fenil e 7-cloro. Figura 6.

O Diazepam, que é duas vezes e meia mais potente que o clordiazep6xido, tornou-se
incrivelmente popular nos Estados Unidos, sendo o medicamento mais prescrito no periodo de 1969 a
1982.

O Diazepam atingiu um pico de vendas em 1978 de 2,3 bilhdes de comprimidos, o que contribuiu
para transformar o laboratério Roché em um gigante da industria farmacéutica. A substancia faz parte

da "Relacdo de Medicamentos Essenciais" da Organiza¢dao Mundial da Saide (TUOTO, 2009).
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Figura 6 — Estrutura quimica do Diazepam

3.3 Propriedades Fisico-Quimicas

O comportamento e o destino dos compostos quimicos no meio ambiente sdo influenciados por
suas propriedades fisico-quimicas, tais como a solubilidade, polaridade e volatilidade. O grupo
funcional e o cardter 4cido-base sdo de grande importancia na otimiza¢do do método de extracdo e da

andlise cromatografica.

3.3.1 Solubilidade

E definida como a madxima concentracdo de uma substincia quimica que pode ser dissolvida em
um determinado solvente, em condicdes tais que inexistam outros compostos e de forma que o tnico
equilibrio existente seja aquele entre a substancia e solvente em questao.

Dados disponiveis sobre a solubilidade dos compostos sdo apresentados na sua grande maioria
em relacdo a dgua. Isso auxilia a indicar se a extragdo no meio aquoso serd fécil, dificil ou impossivel e

um composto é considerado pouco solivel quando a solubilidade em dgua ¢ inferior a 0,5-1,0 mg L™,
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3.3.2 Constante de ionizacao acido-base (Ka) e pKa

E considerada de grande importincia a capacidade de ionizacio em meio aquoso, que em geral
possui um pH em torno de 5-8. As substancias dcidas, com valores de pKa inferiores a 3-4, apresentam
pH em torno de 5-8 e dispdem de maior mobilidade em meio aquético. As de pKa superior a 10 sdo
consideradas substiancias com tendéncia a ficarem retidas no solo. Assim, conhecer o pKa dos
compostos de interesse € util na hora de selecionar o pH mais adequado para a extracdo e posterior

analise.

3.3.3 Pressao de vapor

E definida como a pressao na qual uma substancia coexixta em equilibrio com sua fase liquida ou
sOlida. As substancias volateis apresentam pressdes de vapor elevadas.
Considerando a importancia destas propriedades para andlise de compostos em matrizes

ambientais aquosas, foi esquematizada a Tabela 4 abordando estas propriedades.

Tabela 4 — Propriedades Fisico-Quimicas dos farmacos estudados

Pressao de Solubilidade em
Analito Vapor (mmHg) agua (g L™ pKa (25°C)
25°C 25°C
. . pKa; =29
Bromazepam 4,06 10 5410
pK,=11,0
s . pKa; =1,5
Clonazepam 7,10 107 1,4 10
pKa, =10,5
Diazepam 2,26 10 1,6 107" 3,3
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3.4 Métodos Analiticos

Atualmente existe disponivel na literatura uma infinidade de métodos analiticos empregados para
a determinacdo poluentes. (LOCATELLI, SODRE e JARDIM, 2011; RODIL, et al. 2009;
MADUREIRA, et al. 2009; GUITART e READMAN, 2010; YU e WU, 2012). Dentre esses poluentes,
destacam-se os farmacos que recentemente vém recebendo bastante atencdo de pesquisadores da area.

Desta forma, houve um aumento significativo da necessidade no desenvolvimento de métodos
analiticos cada vez mais sensiveis para identificar e quantificar estes compostos, necessitando limites
de concentracdes na ordem de ug L' e ng L.

Dentre as técnicas mais utilizadas para andlise de farmacos em 4gua, estd a cromatografia, que €
sem duivida a principal.

A cromatografia gasosa foi amplamente empregada utilizando os mais diversos tipos de
deteccdes, como deteccdo por captura de elétrons (ECD), deteccdo por ionizagdo em chama (FID) e o
principal deles, a espectrometria de massas (MS) (GUITART e READMAN, 2010; YU e WU, 2012;
KOUTSOUBA et al., 2003; DARIAS et al.,2010; VARGA et al., 2010; BISCEGLIA et al., 2010; LIN,
CHEN e DING, 2005).

Entretanto, a derivatizacdo € necessdria para andlise por cromatografia gasosa de farmacos,
devido a grande maioria dos fairmacos possuirem propriedades fisico-quimicas, como a instabilidade
térmica e baixa pressdo de vapor, o que impossibilita as andlises por cromatografia gasosa sem
derivatizacao.

No trabalho de YU e WU (2012), foi desenvolvido um método para andlise de desruptores
enddcrinos (bisfenol A, estrona, nonilfenol e octilfenol) farmacos e produtos de higiene pessoal (4cido
acetilsalicilico, carbamazepina, acido clofibrico, diclofenaco, ibuprofeno, gemfibrozil, cetoprofeno,
naproxeno, paracetamol e triclosan). Estes foram analisados por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas, mas antes a derivatizacdo dos analitos com n-tercbutildimetilsilil-n-
metiltrifluoracetamida foi necessdria.

Carlos e Readman (2010), também desenvolveram um método para a determinagao de poluentes
onde alguns deles sdo farmacos como diclofenaco, fenoprofeno, naproxeno, &4cido tolfenamico,
gemfibrizol, dcido clofibrico, ibuprofeno, 4cido acetil salicilico, acetaminofeno e cetoprofeno. A

andlise foi realizada por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas apds a

21



derivatizacio ~ com  n-tercbutildimetilsilil-n-metiltrifluoracetamida ~ sem 1% de  terc-

butildimetilhidroclorosilano.
A derivatizacdo supera o problema para alguns casos, mas o tempo de preparagdo aumenta no

processo e especialmente com grande quantidade de amostra, muitas vezes tornando esta opg¢ao

inviavel.
Na Figura 7, podemos observar a faixa de aplicacdo da Cromatografia Gasosa (GC) e da

Cromatografia de Alta Eficiéncia (HPLC) para a determinagao de compostos.

Hidrafilico

—

Folaridade

T

Lipofikco <] Volatlidade

Volateis Mao-voldteis

Figura 7 — Faixa de aplicacdo do GC e do HPLC para determinagdo de poluentes organicos emergentes

baseados em suas propriedades fisico-quimicas de polaridade e volatilidade. (SILVA e COLLINS,

2011).

Através da Figura 7, percebemos que a técnica empregando HPLC € a mais adequada para

compostos organicos que apresentam polaridade mais alta, volatilidade baixa e instabilidade térmica,

que sdo caractefsticas de alguns farmacos.
A cromatografia liquida de alta eficiéncia com espectrometria de massas (MS), com detector de

arranjo de diodos (DAD) e de ultravioleta (UV) sdo os mais comuns para este fim, mais uma vez

destacando a espectrometria de massas, por possuir alta seletividade e baixos limites de deteccao
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(PETROVIC, et al., 2005; MAGNER, FILIPOVIC e ALSBERG, 2010; MADUREIRA, et al., 2009;
RODIL, et al., 2009; AL-ODAINI, et al., 2010; CONLEY, et al., 2008; PATROLECCO, et al., 2013).
Rodil et al. (2009), desenvolveram e validaram um método para a determinacdo simultanea de 53
poluentes organicos emergentes em amostras de dgua usando a técnica de extragdo SPE (Solid Phase
Extraction) e LC-MS/MS (Liquid Chromatography - Mass Espectrometry tandem Mass
Espectrometry) para identificacdo e posterior quantificagdo. Dentre os seus analitos encontram-se
alguns farmacos (carbamazepina, ibuprofeno, diclofenaco, fenoprofeno, etc), que foram extraidos por
SPE com um volume de amostra variando de 200 a 500 mL com pH ajustado em 7, e utilizando
cartuchos Oasis HLB de 200 mg. A precisdo do método calculando o desvio padrdo relativo foi abaixo
de 15% para todos os compostos e todas as matrizes testadas. O limite de detec¢do do método variou de
0,3 ng L' a30 ng L. Os mesmos autores aplicaram o método em amostras de dgua e esgoto onde
foram detectados compostos em concentracdes de 10 ug L ¢ 0,3 pg L. Contudo, devido ao alto custo
para aquisicdo de um equipamento com esta tecnologia, longo tempo no preparo das amostras € a
necessidade de um operador qualificado, podem ser considerados desvantagens para alguns
pesquisadores. Desta forma, a busca por técnicas de preparo de amostras que pré-concentrem o analito
de interesse, pode ser uma alternativa para andlises em baixas concetracdes com equipamentos mais

simples.

3.4.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia € um importante membro de toda uma familia de
técnicas de separacdo, uma vez que consegue separar misturas que contém um grande nimero de
compostos similares. Varios nomes t€m sidos utilizados para denominar essa técnica de cromatografia
liquida: alta velocidade, alta pressdo, alto desempenho, alta resolugdo e alta eficiéncia. A HPLC tem
capacidade de realizar separacdes e andlises quantitativas de uma grande variedade de compostos
presentes em diversos tipos de amostras, em escala de tempo de poucos minutos, com alta resolugao,

eficiéncia e detectabilidade. A Figura 8 ilustra um sistema cromatografico LC.
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Figura 8 - Equipamento basico de um HPLC. a) reservatério da fase mével; b) bomba de alta pressao;

c¢) véalvula de inje¢do; d) coluna; e) detector e f) registrador (DEGANI, CASS e VIEIRA, 1998).

O equipamento utilizado possui um reservatério que contém fase mével, injetor para introduzir a
amostra no sistema, coluna cromatografica para a separa¢do dos compostos, bomba de alta pressao para
eluicdo de fase movel, detector e sistema de processamento de dados.

O HPLC apresenta como vantagens: alta resolucdo, ou seja, é possivel andlise de compostos
presentes em misturas complexas, boa andlise qualitativa, na qual comparamos os tempos de reten¢do
dos analitos; tempo reduzido de andlise, separagdes podem ser realizadas em poucos minutos; boa
andlise quantitativa, pois sdo de facil execucdo e apresentam grande precisdo nos resultados; boa
detectabilidade, permitindo medidas ao nivel de até 10-12 pg (picogramas) e é uma técnica versitil,
podendo ser aplicada tanto para compostos organicos como inorganicos, amostras liquidas ou sélidas,
10nicas ou covalentes, baixa ou alta massa molar.

Como toda técnica apresenta suas limitagdes, o HPLC possui alto custo da instrumentagdo e

operacdo e o operador do equipamento deve ter considerdvel experi€éncia no seu manuseio.
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3.4.2 Detector Ultra Violeta (UV)

O funcionamento dos detectores espectrofotométricos baseia-se na absorvancia da luz por parte
da amostra, ao passar através dela qualquer radiacido eletromagnética, que estdo entre as regides do
ultravioleta (UV) e visivel (vis). A maioria das substancias absorve radiacdo UV, na qual se inclui
substancias que apresentam elétrons 7w e elétrons desemparelhados.

No presente trabalho foi utilizado detector UV, desta forma, as substancias sdo eluidas pela
coluna e absorvem radiagdo, resultando em alteragdes mensuraveis no nivel de energia, nas quais

podem ser detectadas.

3.5 Técnicas de pré-concentracio e extracio

Existe uma infinidade de métodos analiticos utilizados para a detec¢do de residuos de farmacos
em amostras ambientais de dgua, sendo que a mais comumente utilizada, e jd& mencionada
anteriormente, ¢ a cromatografia acoplada com espectrometria de massas (GUITART e READMAN,
2010; YU e WU, 2012; KOUTSOUBA et al., 2003; DARIAS et al.,2010; VARGA et al., 2010;
BISCEGLIA et al., 2010; LIN, CHEN e DING, 2005; LOCATELLI, SODRE e JARDIM, 2011;
RODIL, et a., 2009; MADUREIRA, et al., 2009).

A dificuldade na andlise de residuos de fairmacos em amostras de dgua é a baixa concentracdao
que se encontram estes compostos, que chega a uma faixa de 10 a 100 ng L". Desta forma, um novo
método rapido e preciso, de clean-up e pré-concentragdo de amostras sao necessarios para a andlise de
farmacos no nivel de tragos.

A extragdo em fase sélida € rotineiramente usada como etapa de clean-up e pré-concentracdo em
andlises de amostras bioldgicas e ambientais. Comparada com a LLE (Liquid-Liquid Extraction), a SPE
tem vantagens como simplicidade, rapidez e baixo consumo de solventes organicos. Entretanto, a falta
de seletividade nos sorventes genéricos, a facilidade com a qual sdo sujeitos a interferéncias por
substancias nio desejadas com caracteristicas similares e o alto custo dos cartuchos sdo consideradas

desvantagens deste método.
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Recentes pesquisas t€ém orientado no desenvolvimento de eficiéncia, economia e minituarizagdo
no preparo de amostras. Como resultado, temos a LPME (Liquid Phase Micro Extraction) e a SPME
(Solid Phase Micro Extraction). Comparando com a LLE, a SPME é uma técnica livre de solvente que
inclui simultdneas extragdes e pré-concentragdes de analitos em amostras aquosas € ou amostras
“Headspace”. Entretanto, este método é considerado caro, sua fibra é frigil, tem um tempo de vida
limitado e o efeito “carry-over” da amostra pode ser um problema.

A LPME foi desenvolvida como um procedimento de pré-tratamento da amostra com uso de
solvente minimizado e que ndo € caro. Neste método a quantidade de solvente utilizada € minima e,
consequentemente, a exposi¢do a solventes organicos toxicos também € reduzida. Entretanto, este
método tem algumas desvantagens, como a ripida agitacdo que pode causar a formacao de bolhas de
ar, o tempo necessdrio para a extracao e o equilibrio pode nao ser alcancado depois de um longo tempo
na maioria dos casos.

Recentemente, uma nova técnica de microextragdo denominada DLLME (dispersive liquid-liquid
micro extraction), foi desenvolvida por Rezaee e colaboradores (2006) para determinacdo de
compostos organicos em amostra de dgua, que se baseia em uma mistura terndria homogénia de
solventes. Neste método uma mistura apropriada de solvente extrator e solvente dispersor € injetada
rapidamente numa amostra aquosa com auxilio de uma seringa e posteriormente a fase extratora €
formada. O analito contido na amostra é extraido pelas pequenas goticulas formadas pelo solvente
extrator. Apds a extragdo e separacdo da fase sedimentada por centrifugagdo, o analito enriquecido na
fase sedimentada € determinado por métodos cromatograficos e espectrométricos. As vantagens dos
métodos desenvolvidos com DLLME sao: simplicidade, rapidez, baixo custo, alta recuperacdo e
elevado fator de enriquecimento. Devido as vantagens apresentadas por este método, inimeros
trabalhos vém aplicando a DLLME na determinacdo de tracos de compostos nas mais diversas matrizes
(XIONG, et al, 2009; HERRERA-HERRERA et al, 2013; BIPARVA, EHSANI e
HADJIMOHAMMADI, 2012; RANJBARI, GOLBABANEZHAD-AZIZl ¢ HADJIMOHAMMADI,
2012).

No trabalho de Melwanki et al. (2009), uma técnica utilizando a DLLME junto a LC-MS/MS foi
desenvolvida e aplicada para a determinacdo de 7-aminoflunitrazepam, um metabdlito do hipnético
flunitrazepam em amostras de urina. O método foi baseado na formagao de pequenas goticulas de um
solvente extrator (diclorometano) dissolvido em um solvente organico miscivel em dgua, o dispersivo

(isopropanol) injetado em uma amostra de dgua. Primeiro, a fase orginica extratora foi separada por
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centrifugacdo e transferida para um vial de 300 uL e posteriormente evaporada. O residuo foi
ressuspendido em 30 pL de fase mével (20:80 acetonitrila: d4gua) e 20 puL foi coletado e injetado no
LC-MS/MS. Os virios parametros que afetam a eficiéncia da extra¢do foram avaliados. A linearidade
do método, obtida através do coeficiente de correlacdo (r) foi de 0,988, onde a as concentragdes das
curvas variaram de 0,05 — 2,5 ng mL'. O limite de deteccio foi 0,025 ng/mL e o fator de
enriquecimento igual a 20.

Liu et al. (2010) desenvolveram uma técnica utilizando a DLLME e posterior andlise por GC-
ECD, que mostrou ser simples, rdpido e sensivel para identificar quatro piretréides (fenpropatrin,
cialotrin, permetrina e tau-fluvalinato) em amostras de 4gua. O método baseou-se na mistura de 8 uL
de 1-dodecanol e 500 uL de metanol, a mistura foi injetada rapidamente em 5 mL da amostra contendo
1 pg L' de solugdo padrio, e depois foi centrifugada a 3500 rpm por 2 minutos. Neste método, uma
etapa adicional foi realizada baseando na solidificacdo da gota imergindo em um recipiente contendo
gelo. Foi coletado 1 pL de amostra e injetado no GC para andlise. O método apresentou limites de

detecgdo que variaram de 1,4 a 2,9 ng L' e a recuperagio variou de 5,1 a 4,8%.

3.6 Principios da microextracao dispersiva liquido-liquido.

A DLLME € uma técnica de extracdo e pré-concentracdo de amostras que atende a requisitos de
miniaturizacdo, baixo custo, rapidez e eficiéncia de extragdo com alto potencial para aplicagcdo direta
em campo (MARTINS, et al., 2012).

A técnica baseia-se na utilizagdo de uma mistura contendo um solvente dispersor miscivel no
solvente extrator (fase organica) e na amostra (fase aquosa), bem como um solvente extrator imiscivel
na fase aquosa (MARTINS, et al., 2012). A mistura de solventes € introduzida na amostra em um tubo
conico, conforme ilustrado na Figura 9, onde ocorre a extracdo dos analitos por particdo e apds, a
mistura € centrifugada. O solvente extrator sedimentado no fundo € coletado e analisado. Devido a
grande drea interfacial entre o solvente extrator e a amostra aquosa, o equilibrio é atingido rapidamente
e a extracdo € independente do tempo, sendo esta a principal vantagem do método (MARTINS, et al.,
2012). O processo que envolve a DLLME € a particio dos analitos entre as duas fases liquidas
imisciveis.
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Figura 9 - Esquema representativo das etapas envolvidas no processo de extragio DLLME

(MARTINS, et al., 2012).

Na DLLME, os fatores que afetam na eficiéncia da extracao sao: (1) tipo do solvente extrator, (2)
tipo do solvente dispersor, (3) volume do solvente extrator e do dispersor, sendo que a escolha do
solvente extrator ideal € o maior parametro em DLLME. O volume do solvente extrator tem importante
efeito no fator de enriquecimento (Enrichment Factor - EF), ou seja, com o aumento do volume de
solvente extrator, consequentemente vamos obter um aumento no volume da fase sedimentada e um
decréscimo no EF. Ja o volume do solvente dispersor afeta diretamente na formagdo das “goticulas” e
também no volume da fase sedimentada. Os fatores que influenciam o volume da fase sedimentada sao:
(1) solubilidade do solvente extrator em dgua, (2) volume da amostra, (3) volume do solvente
dispersivo e (4) volume do solvente extrator (REZAEE, et al., 2010).

O fator de enriquecimento € definido pela razdo entre a concentracdo do analito na fase

sedimentada (Cgeq) € a concentracdo inicial do analito na amostra (Cyp), de acordo com a equagdo 1.

EF = Csed (1)
Co
Onde:
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A recuperagdo da extragdo (Extraction Recovery - ER) é definida pela concentragdo do analito na

amostra aquosa (ny), € a concentracdo do analito na fase sedimentada (nsq) conforme a equacao 2.

ER = ngq x 100 ()

o

3.6.1 DLLME combinada com HPLC-UYV.

Em geral, a técnica de HPLC é amplamente usada como uma ferramenta de quantificacdo e
separacdo versitil, sendo importante a selecdo de um solvente extrator para DLLME compativel com a
fase moével da técnica de HPLC. Entretanto, hidrocarbonetos halogenados, como cloroetileno,
tetracloroetileno, tetracloreto de carbono e cloroférmio, usualmente selecionados como solventes
extratores em DLLME, ndo sdo compativeis com a fase mével do sistema fase reversa do HPLC, por
causa da sua alta densidade. Assim, uma etapa extra € necessdria para a evaporacao deste solvente.

Em 2009, Rezaee et al., aplicaram sua técnica (DLLME) combinada com HPLC-UV para andlise
de bisfenol A em dgua. Uma mistura apropriada de acetona (solvente dispersor) e cloroférmio (solvente
extrator) foi injetada rapidamente na amostra contendo bisfenol A. Depois da extracdo a fase
sedimentada foi analisada por HPLC-UV. Em condicdes 6timas (solvente extrato: 142 uL, solvente
dispersor: 2,0 mL, e adi¢do de sal), a curva de calibragdo foi linear para a faixa de 0,5 — 100 pg L"' com
limite de deteccio de 0,07 ug L. O desvio padrio relativo (n=5) para a extracio e determinacio de
100 ug L de bisfenol A, foi de 6,0%. Os resultados apresentados pelo trabalho de Rezaee mostram
que a DLLME e muito simples, rapida e sensivel.

Rezaee e colaboradores (2009) comparam a DLLME com as técnicas de pré-concentragdo mais
utilizadas entre elas estdo: LPME, SPME e SBSE (do inglés, Stir Bar Sorptive Extraction). Esta
comparacdo aborda limite de deteccdo, faixa linear, recuperacdo, tempo de extracdo e volume de

amostra, conforme pode ser observada na Tabela 5.
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Tabela 5 — Comparacdo de DLLME-HPLC-UV com outros métodos similares (REZAEE et al., 2009)

Volume de
LD Faixa Linear Tempo de
Métodos . . Amostra
(ugL™) (ugL™) Extracdo (min.)
(mL)
LPME com
0,2 1-1000 90 10
derivatizacdo GC-MS
LPME com
derivatizacao in-situ 0,002 0,01-10 90 10
GC-MS
SBSE com
0,5 2-100 45 2
derivatizacdo GC-MS
SBSE com
derivatizacao in-situ 0,005 0,02-10 45 2
GC-MS
SPME-GC-MS 0,04-1 0,027-195 60 10
SPME-HPLC 0,9 10-500 20 10
DLLME-HPLC 0,07 0,5-100 <3 (equilibrio) 10

Os resultados apresentados na Tabela 5 mostram que o tempo de extracio na DLLME ¢é
realmente muito pequeno, com duracdo de aproximadamente 3 minutos, enquanto SPME, LPME e
SBSE levam em torno de 20 a 90 minutos. O mais importante € o limite de detec¢cdo atingido com a
técnica de 0,07 pg L™.

Diante disso, e de uma infinidade de outros trabalhos utilizando a técnica DLLME combinada
com HPLC-UV nas andlises de compostos nas mais diversas matrizes, tendo 6timos resultados e
alcancando baixos limites de detecc¢do, conforme apresentado na Tabela 6, no presente estudo foi
desenvolvido um método analitico para investigacdo dos famacos: bromazepam, clonazepam e

diazepam em amostras de dgua utilizando DLLME combinada com HPLC-UV.
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Tabela 6 - Aplicacdes da DLLME com HPLC

Solvente Solvente Fator de
LOD Recuperacao
Analitos Matriz Extrator Dispersivo pré- (g LY %) Referéncias
ng ©
(volume) (volume) concetracao
. 25 uLL Rezaee, Yamini e
Clenbuterol Agua 0.50 mL acetona 175 4,9 -
tetracloroetileno Faraji, 2010
Acidos oxiacéticos ; Rezaee, Yamini e
Agua tetracloroetileno THF 131-156 2,3-3.3
clorofenil Faraji, 2010
Herbicidas do grupo . 60 uL MARTINS, et al.,
Agua 1,0 mL THF 68-126 0,10-0,28 91,2-104,1
das fenilureias diclorometano 2012
Aguae MARTINS, et al.,
Organofosforados 0,062 g 0,5 mL metanol 300 0,01-0,05 92,7-109,1
frutas 2012
100 uLL
1-octil-3- 100 uL MARTINS, et al.,
Parabenos Panquecas 68,2-90,4 1,0-1,5 60,1-79,5
metilimidazolium Acetonitrila 2012
hexafluorfosfato
Leite, ovos | 35 pL tetracloreto MARTINS, et al.,
Colesterol 0,8 mL etanol - 0,01 95,0-105,0
e azeite de carbono 2012
. 60 pL tetracloreto Rezaee, Yamini e
Atrazina Agua 550 pLL metanol - 0,601 -

de carbono

Faraji, 2010
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Tabela 6 — Continuacio...

Solvente Solvente Fator de
LOD Recuperacao
Analitos Matriz Extrator Dispersivo pré- (g LY %) Referéncias
ng (4
(volume) (volume) concetracao
. o ., 50 pL tetracloreto 600 puL Rezaee, Yamini e Faraji,
Diclorodifenil Agua - 0,32-0,51 -
de carbono acetonitrila 2010
20 pL tetracloreto 0,5 mL
Psychotropic drugs Urina o - 7,0-25,0 96-101 Xiong et al., 2009
de carbono acetonitrila
Antioxidantes 200 pL 2-etil-1- Biparva, Ehsani e
Suco 50 pL acetona 203-208 0,5-2,5 -
sintéticos hexanol Hadjmohammadi, 2012
Boonchiangma,
300 pL. 1,25 mL
Piretréides Suco 62-84 2,0-5,0 - Ngeontae e Srijaranai,
cloroférmio metanol

2012
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3.7 Parametros cromatograficos

Para verificar se o método cromatografico desenvolvido apresenta as condi¢des necessdrias para
determinacdo dos compostos de interesse, e para avaliacdo dos parametros cromatograficos, sdo
empregados fatores como resolucido (Rs), fator de separacdo (o) e fator de retencdo (k), que sdo

descritos a seguir.

3.7.1 Resolucao (Rs)

A resolucdo é um fator que se refere a distancia entre 2 picos adjacentes e que pode ser obtida

pela equagdo 3:

Rs = o tr2=tr1)_ (3)

(Wp2+Wp1)

Onde:

t;1 e tp = sdo os tempos de retengdo de 2 picos adjacentes;

Wp1 € Why = largura dos picos na base, em unidades de tempo.

Quando Rs = 1, os dois picos estido razoavelmente separados, com somente 2% de superposicao
se as quantidades dos dois componentes forem iguais. Maiores valores de resolucido indicam melhor
separacdo, assim Rs = 1,25 € suficiente para fins quantitativos e Rs > 1,5 indica a separacdo completa

dos compostos (COLLINS, BRAGA e BONATO, 2006).
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3.7.2 Fator de retencao (k)

O fator de retenc¢ao (k) de um composto é determinado pela razao das quantidades e/ou tempo das
suas moléculas que ficam retidas na fase estaciondria com aquelas que ficam percorrendo na fase

movel. Este termo pode ser calculado pela equacao 4.

k= (trt:ntm) ou

(&) @
Onde:

t. = tempo de retencdo do composto;
tm = tempo de reten¢do de um composto nao retido;

t’; = tempo de retencao ajustado.

Os valores ideais para k devem variar de 1 e 10 e quando se tratar de multiplos componentes sao
aceitos valores de 0,5 e 20. Quanto maior o valor de k, maior é o tempo que um analito fica retido na
coluna, assim valores superiores a 20, os tempos de retencdo tornam-se exageradamente longos para

serem aplicados experimentalmente (COLLINS, BRAGA e BONATO, 2006).
3.7.3 Fator de separacio (o)

O fator de separagdo (o) assim como a resolucdo (Rs), relaciona a separacdo de 2 picos
adjacentes, entretanto esta mede a seletividade de um método cromatografico. Quanto mais seletivo for
a retencao pela fase estaciondria para o segundo composto, maior serd o fator de separacdo. O cdlculo

necessdrio para determinar este valor esta descrito na equacao 5.
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a= (ﬁ) ou 2z (5)

kq trra

Se a = 1, ndo h4 separacdo entre os picos € quando a >1, ndo se pode confirmar a separacio dos
picos, pois este dependerd da largura de suas bandas. Entretanto, valores elevados de o sdo esperados

para a indicacdo de uma boa separagdo cromatografica.

3.8 Validacao Analitica

A validagdo analitica se faz necessdria, toda vez que se deseja mostrar a qualidade das medicdes
quimicas obtidas em um novo método desenvolvido. A fim de assegurar a confiabilidade destes
resultados, sdo delineados certos procedimentos de validacao do processo analitico empregado, como
garantia da qualidade das medi¢Oes quimicas, através da sua comparabilidade, rastreabilidade e
confiabilidade.

Sao vérias as defini¢des existentes para o termo validacdo de métodos analiticos. Dentre elas
destacam-se as definidas pelas agéncias credenciadas no Brasil, para verificar a competéncia de
laboratérios de ensaios, a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitiria) e o INMETRO
(Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia), abaixo descritas:

“A validacdo deve garantir, através de estudos experimentais, que o método atenda as exigéncias
das aplicacdes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados” (ANVISA).

“A validagdo segundo a ABNT NBR ISO/IEC 17025:2005, ¢ uma demonstracdo de que um
método € adequado ao uso pretendido” (INMETRO).

Os parametros para a validagc@o sdo definidos por cada organizagdo responsdvel, seja ela nacional
ou internacional, cada uma com seu documento oficial (guia). A ANVISA disponibiliza a RE N° 8§99
de 29 de maio de 2003, e o INMETRO o DOQ-CGCRE-008 de mar¢o de 2003. Em outros paises,
podemos citar os guias da International Conference on Harmonization (ICH), da Eurachem e da

Association of Analytical Communities (AOAC).
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Os guias da ICH e da ANVISA estabelecem parametros referente a validagdao de métodos para
determinacdo de farmacos e outras substincias em produtos farmacé€uticos. Ao comparar estes dois
guias € facilmente observado que o guia da ANVISA, é a versdo em portugués do guia da ICH,
apresentando os mesmo critérios para validacio (MAGALHAES, 2011).

Ja os guias da Eurachem e AOAC estabelecem parametros para validacdo de métodos para
andlise de diversos compostos nas mais diversas matrizes. O guia da INMETRO apresenta diretrizes
semelhantes ao da Eurachem, diferindo somente num menor numero de ensaios.

No Brasil, ndo existe um guia especifico relacionado a validacao de métodos para andlise de
farmacos em amostras de dgua, desta forma no presente trabalho serdo considerados os parametros
apresentados pelas agéncias da ANVISA e INMETRO, que sdo também algumas vezes apresentados
como figuras de mérito (seletividade, linearidade e faixa de trabalho, precisdo exatidao, robustez, limite

de detec¢do e quantificagdo).

3.8.1 Seletividade

A seletividade € um parametro de grande importancia na andlise de amostras complexas. A
seletividade corresponde a capacidade de um método em determinar um analito de maneira inequivoca
na presenca de outras substancias suscetiveis de interferirem na determinacdo (LANCAS, 2004).

A seletividade em cromatografia € obtida otimizando-se as condi¢des analiticas (fase mdvel,
temperatura da coluna, fase estaciondria, etc.). A verificacio da seletividade de métodos
cromatograficos pode ser feita através da simples observagdo de picos na regido do tempo de retencao
do analito de interesse, injetando-se um branco obtido com a mesma matriz a ser analisada. Neste caso,
devem-se empregar varias amostras, e a auséncia de picos préoximos ao tempo de reten¢do do analito de
interesse deve ser constatada (LANCAS, 2004).

Entretanto, para algumas matrizes mais complexas, somente este critério pode ndo ser suficiente,
pois a coelui¢do dos analitos de interesse com componentes endégenos da matriz podem ocorrer. Para
tanto, € conveniente a utilizacdo de testes de pureza de pico com auxilio de detectores de arranjo de

diodos ou espectrometro de massas.

36



3.8.2 Linearidade, faixa linear de trabalho

Linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer resultados diretamente
proporcionais a concentracdo do analito questdo, dentro de uma determinada faixa de aplicagcdo
determinada faixa linear de trabalho (BOTTOLIL, et al.,2004).

A linearidade de um método pode ser observada pelo grafico dos resultados dos ensaios em
funcdo da concentragdo do analito e verificada a partir da equagdo da regressdo linear, determinada
pelo método dos minimos quadrados. Para tal, deve ser verificada a auséncia de valores discrepantes
para cada nivel de concentracdo, antes de fazer a regressdo linear (INMETRO, 2011). Em geral, sdo
necessarios varios pontos de calibracdo para a constru¢do do grafico, O INMETRO e a AOAC,
sugerem 7 ou mais pontos, enquanto a ANVISA e o ICH, sugerem apenas 5 pontos.

A quantificacdo requer que se conheca a dependéncia entre a resposta medida e a concentragdo
do analito. A linearidade pode ser obtida por padronizacdo externa ou interna e formulada como

expressao matematica usada para o calculo da concentragdo do analito a ser determinado na amostra

real INMETRO, 2011). A equagdo da reta que relaciona as duas varidveis é:

y = bx+a (6)

sendo:
y = resposta medida (absorbéncia, altura ou drea do pico);
X = concentragao;
a = intersec¢do com o eixo y, quando x = 0;

b = inclinacdo da curva analitica = sensibilidade.

O método € mais sensivel quando pequenas variacdes de concentracdo resultam em maior
varia¢ao na resposta, ou seja, maior inclinacdo de (b) (INMETRO, 2011).

A partir dos coeficientes de regressao (a e b), pode-se calcular o coeficiente de correlagdo (r), que
permite obter o grau de relacdo entre estas duas varidveis a e b. Quanto mais préximo de 1,0 estiver o
valor obtido para este coeficiente r, mais forte serd a relagdo entre as varidveis, conferindo ao método

respostas lineares.
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E importante destacar que para avaliar a linearidade do método analitico, os cdlculos da regressdao
linear ndo sdo suficientes, sendo adequado também avaliar os residuos da regressdo. Assim, se 0S
valores desses residuos estiverem aleatoriamente distribuidos ao longo da linha de regressdo, entdo a

linearidade esta confirmada (PASCHOAL, et al, 2008).

3.8.3 Precisao

De uma maneira simples podemos descrever a precisdo como uma expressao da concordancia
entre varios resultados analiticos obtidos para uma mesma amostra.

A precisao € determinada, pelo desvio padrdo absoluto (s) e pela estimativa do desvio padrao
relativo (RSD) também conhecido como coeficiente de variacdo (CV), conforme apresentados nas

equagoes 7 e 8.

_ [(xi-x)
=TT @
onde:
x = média aritmética de uma pequena quantidade de amostras;
x; = ao valor individual de uma medigao;
n = ao nimero de medicoes.
RSD ou CV = = x 100 (8)

Quanto menor a concentracao maior serd dispersao dos resultados da recuperacgao, principalmente
na analise cromatografica a de tragos ou impurezas. Desta forma a ANVISA estabelece um CV de 20
% aceitdvel.

A precisdao em validacdo pode ser descrita em dois niveis diferentes: repetitividade e precisao

intermediaria.
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A repetitividade representa a concordancia entre os resultados de medi¢des sucessivas obtidas de
um mesmo método, efetuadas sob as mesmas condicdes (analista, instrumento, local) em um curto
intervalo de tempo. De acordo com o INMETRO para determinar a repetitividade sdo necessarias 7 ou
mais repeticoes para o célculo do CV (%). J4 a ANVISA e o ICH, determinam que para o cdlculo da
repetitividade sdo necessdrias 9 repeticdes (trés niveis e trés repeticoes em cada um) (RIBANI, et al.,
2004).

Ja a precisdo intermedidria representa as variacdes dentro do laboratério devido a eventos como
dias diferentes ou analistas ou equipamentos ou até mesmo a combinacao destes fatores.

Esta precisdo € reconhecida como a mais representativa da variabilidade dos resultados em um
unico laboratério, sendo um dos mais aconselhados a ser adotado, tendo como objetivo a verificagdo de
que no mesmo laboratério o método fornecerd os mesmos resultados (RIBANI, et al., 2004). Para
determinagdo da precisao intermedidria o INMETRO exige 7 ou mais ensaios € a ANVISA, os mesmos

exigidos para repetitividade.

3.8.4 Exatidao

A exatidao expressa a concordancia entre o valor encontrado e o valor aceito como verdadeiro ou
como referéncia. (LANCAS, 2004). A exatidao pode ser obtida mediante uso de material de referéncia
certificado, compara¢do com outros métodos ou através de ensaios de recuperacdo (PASCHOAL, et
al., 2008), este mais usualmente adotado.

A recuperacgdo (r) do analito pode ser estimada através das analises de amostras fortificadas com
quantidades conhecidas do mesmo, denominado “spike” (INMETRO, 2011). Assim, apds a extracao do
analito e a injecdo no cromatégrafo, a resposta obtida é comparada com aquela dada pela andlise do
padrdo de referéncia dissolvido em um solvente puro (LANCAS, 2004). Entretanto, este procedimento
possui uma limitacdo que € a de que o analito adicionado ndo estd necessariamente na mesma forma
que na amostra. A presenca de analitos adicionados em uma forma mais facilmente detectavel pode
ocasionar em avaliacdes excessivamente otimistas de recuperacdo (INMETRO, 2011; RIBANI, et al.,
2004).

A recuperacdo pode ser calculada segundo:
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Recuperagio (%) =E—: %X 100 9)

Sendo:
C, = Concentracdo do analito determinada na amostra fortificada

C, = Concentracao do analito adicionado a amostra

Segundo a ANVISA € necessdario no minimo nove determinacdes, envolvendo no minimo 3
niveis de concentracdo com trés replicatas de cada para a determinacdo da exatiddo. O INMETRO
considera as mesmas nove determinacdes estipuladas pela ANVISA, entretanto ndo especifica o
nimero de replicatas de cada amostra.

O intervalo geralmente aceito para recuperacdo na andlise de residuos geralmente estao entre 70 e
120%, com precisao de até + 20%, porém dependendo da complexidade da amostra, este valor pode ser

de 50 a 120%, com precisdo de + 15% (RIBANI, et al., 2004).

3.8.5 Limite de Deteccao

O limite de detec¢do (LD) € definido como a menor concentracdo de um analito que pode ser
detectada pelo método, mas ndo necessariamente quantificada. A ANVISA recomenda que o LD seja

de 2 a 3 vezes superior ao ruido da linha de base (RIBANI, et al., 2004).

3.8.6 Limite de Quantificacao

O limite de quantificacdo (LQ) é a menor quantidade do analito em uma amostra que pode ser
determinada com precisdo e exatiddo aceitdveis sob as condi¢des experimentais do método

desenvolvido, assim existem diversas formas de se estabelecer este limite (PASCHOAL, et al., 2008).
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De acordo com o INMETRO o LQ pode ser considerado como sendo a concentracao do analito
correspondente ao valor da média do branco mais 5, 6 ou 10 desvios padrao.

Ja a ANVISA diz que o LQ pode ser obtido por meio de andlises da amostra branco fortificadas
com concentracdes decrescentes do analito até o menor nivel quantificivel com precisdo e exatidao

aceitaveis.

3.8.7 Robustez

A robustez de um método analitico mede sua suscetibilidade frente a pequenas variacdes que
podem ocorrer durante as andlises de rotina. Estes testes sao de fundamental importancia para que os
analistas conhecam quais fatores dever ser estritamente controlados durante a execu¢do de um método
(CASSSIANO, et al.,2008).

Segundo o INMETRO, a robustez mede a sensibilidade que o método apresenta frente a pequenas
variagdes. Diz-se que o método é robusto quando o mesmo ndo € afetado por estas variagdes
(INMETRO, 2011). A robustez de um método cromatogrifico pode ser avaliada por pequenas
variacOes em parametros como a concentragdo do solvente organico, pH, for¢a i6nica, temperatura da
coluna, vazao da fase mével e diferentes colunas (lotes ou fabricantes).

Em HPLC, por exemplo, a robustez pode ser avaliada variando o conteido de solvente organico
na fase mével em + 2%, o pH da fase mével em 0,1 unidades de pH ou a temperatura da coluna em +

5%. Se estas mudangas estiverem dentro dos limites de exatiddo e precisdo aceitaveis, entdo o método

possui robustez e tais variagdes podem ser incorporadas ao procedimento (RIBANI, et al., 2004).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

4.1.1 Instrumentos

Para o desenvolvimento do método foram utilizados os seguintes instrumentos:

v Cromatdgrafo a Liquido Shimadzu LC-10Avp, acoplado com detector UV-Vis SPD-10A.

<

Coluna cromatografica Phenomenex Luna C18 (2), de particula 5 um (250 mm x 4.6 mm DI) e
pré-coluna da Waters Symmetry C18.

Balanca analitica da marca Precisa modelo XR 205SM-DR.

Agitador do tipo vortex da Phoenix e ultrassom da Unique modelo Ultra Cleaner 800 A.
Espectrofotometro modelo UV 1601 PC Shimadzu.

Seringas Hamilton para HPLC nos volumes de 10, 100, 500 e 1000 uL.

DN N N N

Centrifuga modelo Excelsa Baby I Fanem.

4.1.2 Padroes, reagentes e solucoes.

Todos os solventes utilizados no presente trabalho foram de grau analitico, sendo suas
especificagcdes e respectivos fabricantes descritos na Tabela 7.

Os farmacos utilizados como padrao de referéncia de grau analitico, foram obtidos através do
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Satde (INCQS da Fiocruz) e Sigma Aldrich com seus

graus de pureza descritos na Tabela 8.
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Tabela 7 — Solventes utilizados no desenvolvimento do trabalho

Solventes Fabricantes
Acetona J. T. Baker
Acetonitrila J. T. Baker
Alcool Isopropilico J. T. Baker
Cloroférmio Exodo Cientifica
Diclorometano Mallinckrodt Chemicals
Metanol J. T. Baker
Tetracloreto de Carbono Exodo Cientifica
Tetracloroetileno Synth
Tetrahidrofurano M Tedia

Tabela 8 — Farmacos utilizados como Substancias Quimicas de Referéncia de grau padrio analitico

Farmacos Fabricante Grau de Pureza (%)
Bromazepam INCQS 99,9
Clonazepam INCQS 99,5

Diazepam INCQS 99,9

B-estradiol Sigma-Aldrich 98

4.2 Métodos

4.2.1 Preparacao da solucio estoque e de trabalho

Foram preparadas solugdes estoque de bromazepam, clonazepam, diazepam, B-estradiol (PI) na
concentracio de 1 mg mL"' em metanol grau HPLC partindo da dissolucdo do padrido sélido,

solubilizada por 1 minuto em agitador do tipo vortex e deixada em banho de ultra-som por 5 minutos
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sem aquecimento, armazenadas em frascos dambar e mantidas a temperatura de 4°C. Todos os padrdes
foram corrigidos na pesagem de acordo com o indice de pureza.

A partir das solucdes estoques foram preparadas solucdes de trabalho de 5 mg L™ em metanol, de
cada principio ativo individualmente. Foram também preparadas solucdes de 5 mg L' e 1 mg L
contendo os quatro principios ativos usados na otimizacdo das condi¢des cromatogréficas. Para os
ensaios de recuperacio da extragdo, foi preparada uma solucao de 10 mg L' em fase mével.

Solugdes de concentracio 8 mg L™ foram preparadas de cada farmaco individualmente diluidas
em metanol para a obten¢ao dos seus espectros de absor¢ao.

As solugdes utilizadas para os estudos da validacdo do método, foram todas preparadas a partir da
solucdo estoque de 1 mg mL".

A solucdo estoque foi preparada a cada 6 meses, as de trabalho a cada més e as posteriores

diluicoes diariamente.

4.2.2 Confirmaciao dos espectros de absorcao

Para a determinagdo do comprimento de onda a ser utilizado no detector ultravioleta,
primeiramente foi realizada uma pesquisa na literatura dos espectros de absorcdo de cada composto e
para confirmacdo foi realizada uma andlise individual a partir de um espectrofotometro de absor¢ao
molecular no ultravioleta e visivel. A faixa de varredura adotada para andlise foi de 200 a 400 nm. Os
comprimentos de absor¢cao méaximos obtidos foram: 210 nm para clonazepam, 235 nm para diazepam,

230 nm para bromazepam e 210 nm para B-estradiol.

4.2.3 Amostras de agua

As amostras de dgua em branco utilizadas para a avaliagdo do método empregando DLLME
foram utilizadas a partir de um sistema de dgua ultrapura Milli-Q da Millipore, com resistividade igual

a 18,2 MQ cm e condutividade elétrica de 0,055 uS cm-' a 25 °C. A escolha da dgua ultrapura como
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branco foi escolhida de acordo com trabalhos ja descritos na literatura para determinagdo de poluentes
em agua (REZAEE, et al., 2013)

Para avaliar possiveis interferentes que poderiam prejudicar a quantificacdo por HPLC-UV/Vis,
estas amostras foram analisadas preliminarmente, para identificacao de qualquer interferente eluindo no

tempo de retencdo dos analitos de interesse.

4.3 Determinacao e otimizacao das condicées cromatograficas

A polaridade dos fairmacos de estudo definiu o uso do método cromatografico de fase reversa,
como também a sua aplicabilidade a esta classe de compostos. Por isso, para o desenvolvimento e
otimiza¢do do método foi adotada como fase estaciondria uma coluna contendo C18 e como fase mével
(FM), diferentes proporcdes de solventes polares: acetonitrila e 4gua ultrapura.

Para otimiza¢do das condi¢des cromatogréficas, primeiro foram injetadas individualmente as
solu¢des analiticas dos farmacos selecionados para este estudo, observando-se o tempo de retengao (t;).
Durante as outras etapas de estudo, a ordem de elui¢do dos compostos foi feita comparando o tempo de

retencdo dos compostos na mistura com tempo de reten¢do dos padrdes injetados individualmente.

4.3.1 Preparo e escolha da fase mével

A composi¢do e propor¢ao das fases mdveis avaliadas para a determinacdo e quantificacdo dos
benzodiazepinicos por HPLC-UV/Vis foram de 70:30, 60:40 (v:v) de acetonitrila e 4gua.

Os solventes utilizados foram preparados individualmente, a dgua ultrapura foi obtida a partir de
um sistema Milli-Q. Os solventes foram filtrados a vacuo através de membranas de teflon 0,45 um da
Millipore, desgaseificados em banho ultrassom por 10 minutos e posteriormente com hélio, a 50 kPa,

por 10 minutos.
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As fases moveis foram armazenadas em frascos ambar, proprios para solventes, rotulados com as
informacdes a respeito de sua composi¢do. Os solventes foram desgaseificados diariamente com hélio e

a dgua ultrapura coletada diariamente.

4.3.2 Escolha do volume de injecao

Para que ndo ocorra sobrecarga de amostra na coluna e que todos os pratos tedricos sejam
aproveitados, ndo se deve injetar um volume maior que 1% da coluna vazia. (COLLINS, BRAGA e
BONATO, 2006). Desta forma, a escolha do volume de injecao foi feita baseando-se no descrito na
literatura e também no “loop” utilizado no sistema cromatografico de injecdo, assim o volume

selecionado foi de 50 pL.

4.3.3 Escolha da vazio da fase movel

A funcdo da bomba € enviar um fluxo de fase mével reprodutivel para a coluna, produzindo uma
vazao que permita que as andlises sejam realizadas em um curto tempo e uma vazao constante que nao
interfira no sistema de deteccdo. A escolha da vazdo de fase mével foi baseada na separacdo

cromatografica das solucdes padrdes, testando vazdes de 0,8; 1,0 e 1,2 mL min .

4.3.4 Escolha do comprimento de onda de maxima absorcao

A escolha do comprimento de onda de melhor absorcao para os farmacos foi determinada a partir
dos espectros obtidos pelo espectrofotometro. A partir deste resultado foi selecionada uma faixa de
comprimento de onda para ser avaliada. A injecdo de uma mistura contendo os padrées com

concentracio de 5 mg L foi utilizada para avaliacio da melhor resposta, com as andlises feitas em
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triplicatas. Os comprimentos de onda avaliados foram: 210, 220, 225, 230, 235, 240, 245, 250 e
254nm.

4.3.5 Determinacao da temperatura da coluna

A determinacdo da temperatura da coluna foi baseada na drea obtida dos cromatogramas
resultantes da andlise em triplicata de uma solu¢do contendo uma mistura dos padrdes com
concentracio 5 mg L', A faixa selecionada para determinagio da temperatura 6tima foi 20 a 40 °C com

variagdo de 5 °C.

4.4 Padrao Interno (PI)

Para selecdo do padrdo interno foram selecionados os seguintes compostos: Amoxicilina, -
estradiol, e Tiramina. A partir delas foram preparadas solu¢des estoque com concentracao de 1 mg mL’
"¢ suas solucdes diluidas de concentragio 5 mg L™ em metanol.

Foi feita a injecao individual dos compostos no método otimizado para avaliacdo e obtengao do
tempo de retencdo. Em seguida, foram preparadas as solugdes contendo os padrdes internos

selecionados junto aos analitos de interesse € novamente injetados e avaliados.

4.5 Avaliacao da separacao cromatografica

Os parametros empregados para avaliar a separacdo cromatografica dos compostos em estudo
foram: fator de retencdo (k), fator de separacdo (Rs) e fator de separacdo (a). Para esta avaliagdo foi

preparada uma solu¢do contendo todos os analitos na concentracdo 5 mg L' 0 tempo de retencdo de
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um analito ndo retido, ou seja, tempo morto (t,) foi tomado como o tempo de saida da acetonitrila

utilizada como fase moével.

4.6 Otimizacao do procedimento de extracao por DLLME

Os ensaios realizados nesta etapa foram desenvolvidos para otimizar os parametros envolvidos na
DLLME e que afetam diretamente na eficiéncia do método, garantido uma boa recuperacdo dos

analitos.

4.6.1 Escolha do solvente extrator

Para escolha do melhor solvente extrator foram realizados ensaios utilizando diclorometano,
tetracloreto de carbono, tetracloroetileno e cloroférmio, combinados com acetonitrila (solvente
dispersor) em 10 mL de amostra fortificada com 100 pg L' de cada firmaco em estudo. Para o
procedimento de extracdo foram utilizados 200 pL de solvente extrator com 800 puL de solvente

dispersor.

4.6.2 Escolha do solvente dispersor

Para escolha do melhor solvente dispersor, atendendo a caracteristica de ser solivel tanto na
amostra quanto no solvente extrator, foram selecionados acetonitrila, acetona, etanol e metanol. Foram
realizados experimentos utilizando 10 mL de amostra fortificada com 100 ug L de cada farmaco em
estudo. Para a extracdo foram utilizados 200 pL. de solvente extrator (cloroférmio) e 800 pL de

solvente dispersor.
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4.6.3 Escolha do volume de solvente extrator

Para selecdo do volume de solvente extrator, foram realizados ensaios de extracdo em amostras
fortificadas com 100 pg L™ de cada firmaco em estudo, com diferentes volumes de solvente extrator
100, 150, 200, 250 e 300 pL. Para a extracdao foram utilizados 800 pL de metanol como solvente

dispersor e cloroférmio como solvente extrator.

4.6.4 Escolha do volume de solvente dispersor

Depois de selecionados o solvente dispersor (metanol), o solvente extrator (cloroférmio), bem
como o volume de solvente extrator a ser utilizado neste procedimento, foram realizados testes
comparativos para os volumes de 500, 600, 700, 800, 900 e 1000 pL de solvente dispersor, utilizando
10 mL de amostra fortificada com 100 pg L' de cada farmaco em estudo. Para a extracdo foram

utilizados 200 pL de solvente extrator (cloroférmio) e metanol como solvente dispersor.

4.6.5 Avaliacao do tempo de extracao

O tempo de extracdo € um dos fatores mais importantes em processos de extracdo. Na DLLME o
tempo de extracdo € definido pelo intervalo entre a inje¢do da mistura dos solventes extrator e dispersor
antes da etapa de centrifugacdo (REZAEE et al., 2006). O efeito do tempo de extracdo dos analitos foi
avaliado no intervalo de 1 a 60 minutos, a partir de uma amostra de 10 mL fortificada com 100 pg L™

de cada farmaco em estudo.
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4.6.6 Efeito da velocidade de centrifugacao

Na centrifugac@o as microgotas formadas pelo processo de extragdo na amostra sdo sedimentadas
no fundo do tubo cdnico. Foi investigada a influéncia da velocidade de centrifugacdo na eficiéncia da

extracdo, avaliando as velocidades de 4000, 5000 e 6000 rpm.

4.6.7 Efeito do tempo de centrifugaciao

O tempo da centrifugacdo também pode influenciar na eficiéncia do método de extragdao. Diante

disso, foi investigada esta influéncia avaliando uma escala de tempo de 1 a 15 minutos.

4.6.8 Avaliacio da forca ionica

A forga idnica da amostra tem grande efeito na eficiéncia da extracdo. O aumento da forca idnica
no meio, ou seja, da adicdo de uma determinada quantidade de sal na amostra, pode diminuir a
solvatacdo das moléculas dos analitos, devido a dois fatores: a solvatac¢do preferencial das moléculas do
sal pela dgua e da polaridade do analito. Para investigar este parametro, vérios experimentos foram
realizados com a adi¢cdo de diferentes proporcoes do sal (NH4),SO4 variando de 0,3 a 2,0 % (p/v) na

amostra.

4.6.9 Efeito do pH da amostra

Para a avaliacdo do efeito do pH da amostra na extracdo dos farmacos foram avaliados os
respectivos valores de pH: 1,0; 3,0; 5,0; 7,0 € 9,0 com a adi¢do de H3PO4 5% (v/v) para pH écido e
NaOH 5% (v/v) para pH basico.

51



4.7 Validacao do método

Ap6s a otimizagao do método de extragdo e estabelecidas as melhores condi¢des de separagcao
dos farmacos no sistema cromatogréfico, foi feita a validacdo do método por meio da determinacao das
figuras de mérito: seletividade, linearidade e faixa linear de trabalho, limites de detec¢do e
quantificagdo, precisao (repetitividade e precisdo intermedidria) e robustez. Os critérios de aceitacao
estdo de acordo com os preconizados pela ANVISA, Resolu¢do N°899 de 29 de maio de 2003 e em
complemento pelo INMETRO, DOQ-CGCRE-008.

4.7.1 Seletividade

A seletividade do método desenvolvido foi avaliada comparando-se a matriz isenta dos farmacos
com a matriz fortificada com os padrdes para verificar se ocorria a eluicdo dos mesmos junto aos

interferentes da matriz.

4.7.2 Linearidade ou faixa linear de trabalho

A linearidade do método foi avaliada empregando a padronizacdo interna, sendo construidas
curvas analiticas a partir de amostras fortificadas com os analitos de interesse em concentragdes que
variaram de 1 a 96 ug L'". As amostras foram preparadas em 5 niveis de concentracdo e injetadas em
triplicata. As dreas obtidas nos cromatogramas correspondentes aos picos cromatograficos de cada
analito foram plotadas em um grafico vs a concentracio (ug L), obtendo alguns parimetros
estatisticos para o desenvolvimento do trabalho analitico.

O estudo estatistico da linearidade foi feito através de regressao linear aplicada ao conjunto de

dados obtidos por padronizacdo interna para a constru¢do da curva analitica. A partir da curva analitica
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podem-se obter os coeficientes de regressdo (a e b) e o coeficiente de correlacio. Também foi

construido o grafico de residuos para confirmacgdo da linearidade do método.

4.7.3 Precisao

A precisdo foi avaliada em termos de repetitividade e precisao intermedidria:

* Repetitividade: cdlculo do CV (%) para 9 ensaios (3 niveis de fortificagdo denominados
Controle de Qualidade Alto - CQA, Controle de Qualidade Médio - CQM e Controle de
Qualidade Baixo - CQB, com triplicata de cada) realizados num mesmo dia.

* Precisdo intermedidria: calculo do CV (%) para 9 ensaios (3 niveis de fortificagdo denominados
Controle de Qualidade Alto - CQA, Controle de Qualidade Médio - CQM e Controle de
Qualidade Baixo - CQB, com triplicata de cada) realizados em 2 dias, com intervalo de 1

s€mana.

Para a determinagdo dos 3 niveis de fortificagdo, o método foi baseado no indicado pelo guia

(ANVISA, 2003):

e CQA - nivel superior da curva analitica (bromazepam 96 pg L', clonazepam 48 pug L' e
diazepam 12 pg L'™Y);

e CQM - nivel médio da curva analitica (bromazepam 48 pug L', clonazepam 24 pug L' e
diazepam 6 pug L)

« CBQ - nivel inferior da curva analitica (LQ) (bromazepam 8 ug L, clonazepam 4 ug L' e

diazepam 1 pug LY.
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4.7.4 Exatidao

A exatidao do método foi obtida através de ensaios de recuperacdo realizados em 3 niveis de
concentracdo (CQB, CQM e CQA) em triplicatas, resultando num total de 9 determinacdes, conforme

sugerido pela ANVISA.

4.7.5 Limite de Detecciao

Para a determinacdo do limite de detecc@o o presente trabalho baseou-se no método de relacao
sinal/ruido, ou seja, obteve o limite de detec¢do através da comparagdo entre a medi¢do dos sinais das
amostras em baixas concentracdes conhecidas e um branco dessas amostras para estabelecer a
concentracdo minima na qual o analito pode ser detectado. A propor¢do entre sinal/ruido usado como

estimativa do LD foi de 3:1, o teste foi realizado em triplicata.

4.7.6 Limite de Quantificacao

O limite de quantificacdo foi obtido através do método de relacdo sinal/ruido com a proporcao

estabelecida de 10:1, os ensaios foram realizados em triplicatas.

4.7.7 Robustez

Para a avaliacdo da robustez do método desenvolvido foram avaliadas pequenas variagdes na
propor¢io de fase mével +2% (61,2 de acetonitrila: 38,8 de dgua) e vazdo (1,25 mL min™), no decorrer

das analises.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Confirmacao dos espectros de absorciao

Os espectros de absor¢do dos farmacos em estudo foram obtidos através do espectrofotdmetro de
absor¢ao molecular na regido do ultravioleta para a confirmagdo dos espectros disponibilizados na
literatura. Os espectros foram obtidos através da andlise individual de cada composto, diluido em

metanol, e podem ser observados na Figura 10.
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Figura 10 — Espectros de absor¢do obtidos por espectrofotometro de uma solug@o analitica contendo

5,0 mg L' de cada farmaco.
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A faixa de varredura escolhida foi a de 200 a 400 nm cobrindo toda a regido do ultravioleta,
entretanto, no gréafico s6 € apresentado até a regido de 360 nm, pois a partir deste ponto ndo foi
observada absor¢ao por parte dos analitos.

O comprimento de absor¢do méaxima de cada composto é respectivamente: Bromazepam 230 nm,
Clonazepam 210 nm, Diazepam 235 nm e B-estradiol 210 nm, concordando com os disponiveis na
literatura de JINNO LABORATORY (2012).

De acordo com a literatura, as bandas de absorbancia de uma substancia na faixa de comprimento
de onda de 200 a 300 nm representam as ligacdes duplas e triplas conjugadas da molécula. Nos analitos
em estudo o grupo cromoéforo predominante representa as ligacdes duplas conjugadas existentes em

anéis. Desta forma, todos os compostos apresentam a absor¢do na regido da faixa mencionada na

literatura.

5.3 Amostra de agua como branco

Para escolha da amostra de 4gua como branco, esta deve possuir caracteristicas semelhantes a da
amostra real, e ser isenta de interferentes que possam co-eluir com os farmacos em estudo, assim
interferindo na indentificagdo e quantificacdo dos compostos. Desta forma, através da injecdo em
triplicata de amostras de dgua provenientes de um sistema milli-Q, pode ser confirmada a isen¢do de

interferentes nos tempos de retencdo dos analitos em estudo conforme € mostrado na Figura 11.
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Figura 11 — Cromatograma resultante da andlise realizada em uma amostra de 4gua obtida através de
um sistema Milli-Q. Condig¢des cromatograficas: fase movel acetonitrila:dgua (70:30 v/v), fluxo 1,0 mL

min”', comprimento de onda 230 nm e temperatura do forno 25°C.

5.4 Determinacao e otimizacao das condicoes cromatograficas

No desenvolvimento das condi¢cdes cromatogréficas para a separacido dos farmacos, buscou-se o
uso das condi¢des mais simples, ou seja, fase mével sem ajuste de pH e elui¢do isocratica. Desta forma,
a primeira propor¢do escolhida para a fase movel para teste foi a de 70:30 (acetonitrila:dgua).
Entretanto, nesta propor¢do os farmacos bromazepam e clonazepam tiveram uma pequena co-eluigdo.
Assim, foi investigada a propor¢cao 60:40, onde foi obtida uma boa separacdo, adotando esta como a
proporcao de fase movel de trabalho.

’

O volume de injecdo selecionado foi de 50 pL, uma vez que o “loop” utilizado no sistema
cromatografico suporta este volume. Recomenda-se que o volume de inje¢do seja igual ou superior ao
volume do “loop”, pois quando este for menor, acarretard na dispersdo da amostra na fase movel
dentro do “loop”, ocasionando um efeito de alargamento dos picos.
O comprimento de onda adotado inicialmente foi o de 230 nm, que € o mais comumente usado
em andlises desta classe de compostos nas mais diversas matrizes com HPLC (DRUMMER, 1998).
Todas as andlises foram feitas inicialmente com o forno em temperatura ambiente de 25°C.

Posteriormente, estas condi¢des cromatograficas pré-estabelecidas foram otimizadas, a fim de aumentar

a sensibilidade analitica do método.
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5.4.1 Escolha do comprimento de onda de maxima absorcao

Para a escolha do comprimento de onda de maxima absorcdo adotou-se uma faixa, baseando-se
nos pontos maximos de absor¢do de cada composto.

Assim como apresentado na Figura 10, os pontos méaximos para os farmacos sao
respectivamente: Bromazepam 230 nm, Clonazepam 210 nm, Diazepam 235 nm e B-estradiol 210 nm.
Deste modo, a faixa adotada para otimizacdo do comprimento de onda de maxima absorc¢do foi de 210
a 254 nm, variando de 5 em 5 nm, exceto para o tltimo valor de 254 nm, que foi escolhido baseado em
resultados previamente publicados na literatura (DRUMER, 1998). Neste método, a escolha do
comprimento de onda de absorcio méaxima foi necessdrio devido o sistema utilizar um detector
ultravioleta que permite o monitoramento de apenas um comprimento de onda, fazendo-se necessario a
otimizacao.

A avaliacdo do melhor resultado foi baseada nas dreas de pico obtidas pelos analitos em funcdo
do comprimento de onda. Analisando os resultados apresentados na Figura 12, foi escolhido o

comprimento de onda de 225 nm, pois este apresentou boa absorcao para todos 0s compostos.

M Bromazepam H Clonazepam I Diazepam

3,00E+06 -
2,50E+06 -
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0,00E+00 -
210 220 225 230 235 240 245 250 254
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Figura 12 — Avaliag¢do da absorcao dos analitos em diferentes comprimentos de onda.
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5.4.2 Determinacdo da temperatura da coluna

O controle da temperatura na cromatografia liquida tem um importante papel ji que pequenas
variacOes podem ocasionar alteragdes significativas no tempo de retencdo dos analitos, na assimetria
dos picos e, consequentemente, na eficiéncia do método.

Diante disso, para otimizac¢do da temperatura foi analisada uma faixa de temperatura que variou
de 20 a 40 °C. Temperaturas maiores ndao foram avaliadas, devido a coluna utilizada no
desenvolvimento do método suportar a temperatura maxima de 60 °C. Assim, evitou-se degradar a sua
fase estaciondria.

Observa-se através dos dados obtidos na Figura 13, que as variacdes nas dreas foram
significativamente pequenas, contudo, a temperatura de trabalho escolhida foi a de 30 °C, que

apresentou, mesmo que pequena, uma elevacio na area dos analitos.
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Figura 13 - Avaliacdo da sensibilidade dos analitos empregando diferentes temperaturas na coluna.
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5.5 Escolha do padrao interno

O uso de um padrio interno é adotado para minimizar erros provenientes de variagdes que podem

ocorrer durante as andlises cromatograficas. O padrao interno deve atender alguns requisitos que sao:

* o composto deve eluir da coluna adequadamente separado de todos os compostos da amostra e
0 mais perto possivel dos compostos de interesse;

* deve ser estavel nas condi¢des de andlise;

* aquantidade injetada deve ser préoxima das substancias de interesse;

* deve ser suficientemente estdvel para permitir estocagem,;

* ser estruturalmente semelhante ao analito, ou possuir os mesmos grupos quimicos.

Com base nestas informagdes e com a disponibilidade de padrdes no laboratério, os compostos
selecionados para o teste foram: Tiramina, Amoxilina, e B-estradiol.

Através das solucdes de cada composto preparado individualmente, foi feita a inje¢do dos
padrdes e posterior avaliagdo do tempo de retenc@o obtido nas condi¢des do método pré-otimizado. Os
cromatogramas resultantes das andlises podem ser observados na Figura 14. Desta forma, percebemos
que a tiramina apresentada na Figura 14.a, eluiu com um tempo de reten¢do relativamente menor que
os demais analitos (bromazepam t. = 4,198 min; clonazepam t; = 4,952 min e diazepam t. = 8,076 min),
apresentando o t; de 2,683 min., aparecendo no inicio da corrida cromatografica em uma regiao onde
geralmente ha eluicdo de interferentes da matriz, ndo apresentou uma boa simetria do pico, e ainda
eluiu com ruidos que podem ser um indicativo de impurezas presentes no padrao.

O amoxilina apresentada na Figura 14.c, obteve um tempo similar ao da tiramina, com t, = 2,753
min e sua simetria do pico também ndo foi satisfatéria. Desta forma, o B-estradiol foi o padrao que
obteve o melhor resultado, apresentando um t; = 5,619 min. eluindo apds os analitos bromazepam e
clonazepam, o que é compativel com o método, e ainda apresentou uma boa simetria do pico conforme
pode ser observado na Figura 14.b.

Para a confirmacdo do B-estradiol como padrdo interno foi preparada uma solu¢do contendo os

. . . - . - -1
farmacos de interesse mais o padrdo interno, todos com concentragdo de 1 ug mL".
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Figura 14 — Cromatogramas obtidos das andlises para selecio do padrao interno nas condig¢des
cromatogrificas otimizadas: fase modvel acetonitrila:dgua (60:40 v/v), vazdo 1,0 mL min™.,
comprimento de onda 225nm e temperatura do forno 30°C. (a) tiramina, (b) P-estradiol e (c)

amoxicilina, todos na concentracio de 5 pg mL™

O resultado obtido da andlise pode ser observado pelo cromatograma apresentado na Figura 15,
onde a eficiéncia do B-estradiol como padrao interno foi confirmada, adequando-se perfeitamente ao

método proposto.
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Figura 15 - Cromatograma da separa¢ao bromazepam (1), clonazepam (2), B-estradiol PI (3) diazepam
(4) na concentracdo de 1 pg mL". Coluna fase reversa C18 phenomenex luna, fase modvel
acetonitrila:dgua (60:40 v/v), vazdo 1,0 mL min'l, comprimento de onda 225 nm e temperatura do

forno 30°C.

5.6 Outros parametros avaliados e otimizados das condicoes cromatograficas

A fim de avaliar a influéncia da vazao no tempo de reteng¢do dos analitos e conseqiientemente na
corrida cromatografica, avaliou-se as vazdes 0,8 mL min'l, 1,0 mL min! e 1,2 mL min'l, os resultados
podem ser observados nos cromatogramas apresentados na Figura 16. A partir da andlise dos
cromatogramas nota-se que, com o aumento da vazao houve uma diminui¢do no tempo de retengao dos
analitos que variou entre 1 e 2 minutos. Este resultado era esperado de acordo com o descrito na
literatura (COLLINS, BRAGA e BONATO, 2006) e, desta forma, a vazdo de 1,2 mL min'l, foi

selecionada como a vazao de trabalho do método, conferindo a corrida um tempo total de 7 minutos.
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Figura 16 — Cromatogramas obtidos das andlises para selecio da melhor vazdo: fase mdvel

acetonitrila:dgua (60:40 v/v), comprimento de onda 225 nm e temperatura do forno 30°C. (a) vazao 0,8

mL min’l, (b) 1,0 mL min’ e (¢) 1,2 mL min’l, todos na concetracao de 1 pug mL™.

O ultimo parametro avaliado e otimizado no desenvolvimento deste método foi o efeito do tipo

de solvente no preparo das solucdes de trabalho. Sabe-se que a forca do solvente da solucdo age

diretamente na simetria dos picos cromatograficos. Quanto maior a forca do solvente em relagao a fase
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movel, maior serd o efeito de alargamento dos picos (COLLINS, BRAGA e BONATO, 2006). Desta
forma, foram testados trés tipos de solventes no preparo das solu¢des de trabalho, que foram: metanol,

fase movel e acetonitrila, como se pode observar na Figura 17.
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Figura 17 - Cromatogramas obtidos das andlises para selecio do melhor solvente de dissolucdo do
padrdao. Condi¢des cromatograficas: fase modvel acetonitrila:dgua (60:40 v/v), comprimento de onda
225nm e temperatura do forno 30°C, vazdo 1,2 mL min”', todos na concetracio de 1 ug mL™. (a)

acetonitrila 100%, (b) Fase mével e (c) metanol.
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Através da andlise realizada a partir dos cromatogramas apresentados na Figura 17, pode-se
perceber visualmente o efeito da forca do solvente na simetria do pico, comparando o cromatograma
(a) onde utilizou-se acetronitrila 100%, com o cromatograma (b) onde utilizou-se a fase modvel
empregada no método, nota-se perfeitamente a diferenca na simetria dos picos.

A solucgdo diluida em 100% de acetonitrila possui uma forca cromatografica maior em relacdo a
fase movel que contém apenas 60% de acetonitrila e 40% de 4gua, assim ocasionado no efeito de
alargamento de bandas. O metanol, conforme se observa na Figura 17.c, também forneceu um bom
resultado na assimetria dos picos, entretanto este nao foi escolhido por apresentar um pico
caracteristico do solvente no intervalo de 2-3 minutos. Desta forma, a partir desta andlise todas as
solucdes diluidas de trabalho foram preparadas em fase mével.

As melhores condi¢gdes cromatograficas obtidas para a separacdo e quantificacdo dos farmacos no

sistema HPLC-UYV estdo demonstradas na Tabela 9.

Tabela 9 — Condicdes cromatogréficas otimizadas para o HPLC-UV

Phenomenex Luna C18,
Coluna Analitica
com particulas de 5 pm (250 mm x 4.6 mm DI)

Fase Movel Acetonitrila:Agua (60:40 v/v)
Vazao da Fase Movel 1,2 mL min™
Modo de Elui¢ao Isocratico
Volume de Injecao 50 uL
Temperatura da Coluna 30 °C
Comprimento de onda para quantificacio 225 nm

Usando a condicdes otimizadas da Tabela 9 foi obtido o cromatograma com o perfil de separacao
que pode ser observado na Figura 18, a partir de uma solucio contendo 5 pg mL™ da mistura dos

compostos.
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Figura 18 — Cromatograma da separacdo dos farmacos bromazepam (1), clonazepam (2), B-estradiol

(PI) e diazepam (3) com concentracdo de 5 pg mL". Condicdes cromatogrificas otimizadas: coluna

fase reversa C18 phenomenex luna, fase mdvel acetonitrila:dgua (60:40 v/v), vazdo 1,2 mL min'l,

comprimento de onda 225 nm e temperatura do forno 30°C.

5.7 Avaliacao da separacao cromatografica do método otimizado

Os parametros t;, Rs, k e a foram calculados através da andlise do cromatograma apresentado na

Figura 18. Os dados obtidos sdo apresentados na Tabela 10.

Tabela 10 — Parametros cromatograficos obtidos para a separacdo dos analitos nas condigdes

cromatograficas otimizadas

Farmaco t, (min.) k Rs a
Bromazepam 3,51 0,56 1,58 1,5
Clonazepam 4,14 0,84

1,6 1,3
B-estradiol 4,70 1,09
Diazepam 6,76 2,0 4,58 1,84

(1 minuto = 100 segundos no HPLC)
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De acordo com os dados apresentados na Tabela 10, pode ser observado que os valores obtidos
para o fator de retencdo (k), foram aceitdveis, uma vez que todos estdo dentro do intervalo 0,5 e 20 para
multiplos componentes conforme descrito na literatura (COLLINS, BRAGA e BONATO, 2006).

Ja para os valores de o obteve-se valores maiores que 1 para todos os pares de compostos,
seguindo o recomendado para separacao de dois compostos adjacentes.

Com os valores de resolugdes obtidas (> 1,5), confirmamos a separacdo completa de todos os
compostos. Desta forma, confirmamos que o método de separagdo desenvolvido apresenta boa

resolucdo, retencao e seletividade para determinacao dos farmacos em estudo.

5.8 Avaliacao e otimizacao da técnica de extracao DLLME

A avaliacao foi feita para determinar e otimizar os parametros envolvidos na extra¢do (tipo e
volume de solvente extrator, tipo e volume de solvente dispersor, velocidade de centrifugacio e tempo,

pH, forca idnica e tempo de extragdo) que sao determinantes na extragdo dos farmacos em estudo.

5.8.1 Selecao do tipo de solvente extrator

Para selecdo do tipo de solvente extrator, foram realizados testes com cloroférmio, tetracloreto de
carbono, tetracloroetileno e diclorometano, combinados com todos os solventes dispersores
(acetonitrila, acetona, metanol e etanol). Em todos os casos pode ser observada a formagdo de duas
fases, sendo que o diclorometano foi o que apresentou menor formagdo de fase sedimentada, com
volumes variando de 20 a 160 pL. O cloroférmio, o tetracloreto de carbono e o tetracloroetileno
apresentaram a formacao de fase sedimentada com volumes variando de 150 a 230 pL, o que pode ser
explicado pela maior densidade destes solventes com relagdo a 4gua, analisando a Tabela 10.
Entretanto, neste caso, a diferenca de volume da fase sedimentada obtida com esses solventes nao teve

tanta importincia, uma vez que estas serdo removidas com o auxilio de uma seringa, secas com gas
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nitrogénio e ressuspendidas em 200 pl. de fase movel para todas as andlises. A escolha por esta
metodologia foi devido a estes solventes organicos ndo possuirem um bom comportamento
cromatografico, evitando assim possiveis interferéncias durante a corrida. Este comportamento pode
ser explicado pelo fato de todos os solventes extratores em estudo apresentarem absor¢dao no
ultravioleta. A Tabela 11 apresenta os solventes organicos selecionados e seus respectivos

comprimentos de onda.

Tabela 11 — Caracteristicas fisico-quimicas dos solventes extratores

5. | Solubilidade em agua | Absor¢ado no UV
Solvente Densidade (g/cm”) 1
(gL™) (nm)
Tetracloreto de carbono 1,59 0,8 263
Tetracloroetileno 1,62 0,16 273
Diclorometano 1,33 20 235
Cloroférmio 1,47 8 245

A acetonitrila foi escolhida como solvente dispersor para avaliar a eficiéncia da extracdo dos
solventes extratores. A Figura 19 apresenta o efeito dos diferentes tipos de solventes extratores na

recuperagao dos farmacos.
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Figura 19 — Efeito dos diferentes tipos de solventes extratores na recuperagdo dos farmacos. Condi¢des
de extragdo: volume de amostra 10 mL, volume de solvente extrator 200 pL, solvente dispersor

acetonitrila com volume 800 pL. Concentracdo dos farmacos 100 pg L.

Conforme se oberva na Figura 19, dentre os solventes extratores utilizados para a andlise, os que
obtiveram as melhores recuperagdes foram: diclorometano e cloroférmio, com a efici€ncia variando de
30% a 50%. Devido aos analitos possuirem uma maior afinidade pelo cloroférmio e este possuir uma
menor solubilidade em dgua com relagdo ao diclorometano, o cloroférmio foi escolhido com solvente

extrator para as demais andlises.

5.8.2 Selecao do tipo de solvente dispersor

A principal caracteristica do solvente dispersor € sua solubilidade na amostra e na fase extratora
(organica), pois desta forma, quanto maior forem estas solubilidades maiores serdo os efeitos da
dispersao. Consequentemente, favorecerd ao mecanismo que governa esta extracao, que € a parti¢ao do

analito da fase aquosa para a fase organica.
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Com o cloroférmio selecionado como solvente extrator, um sistema de duas fases foi formado
com os quatros solventes dispersores testados e as recuperacdes obtidas foram boas tanto com acetona
como com o metanol, conforme apresentado na Figura 20. Entretanto, devido o metanol ser menos
volatil que a acetona e também por ter apresentado uma maior recuperagdo para o analito diazepam,

este foi escolhido como solvente dispersor.
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Figura 20 — Efeito do tipo de solvente dispersor na recuperagdo dos farmacos. Condi¢des de extragao:
volume de amostra 10 mL, volume de solvente extrator 200 pL, volume de solvente dispersor 800 pL.

Concentracdo dos farmacos 100 pg L™

5.8.3 Escolha do volume de solvente extrator

Sabe-se que a determinacdo do volume de solvente extrator € um parametro muito importante a
ser otimizado na extragdo DLLME. Este volume determina o fator de pré-concentracdo, ou seja,
aumentando o volume de solvente extrator, aumenta-se o volume de fase sedimentada resultando em
um menor fator de pré-concentracdo. Portanto, o volume “6timo” deve garantir tanto um alto fator de
pré-concentragdo quanto permitir a obtencdo de um volume de fase sedimentada suficiente para as

andlises subsequentes.
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Como ja mencionado, neste trabalho o volume final obtido foi evaporado e ressuspendido em 200
pL de fase moével. Assim, a otimizagdo visard principalmente a efici€éncia da extracdo em diferentes
volumes de solvente extrator.

Para a selecio do volume do solvente extrator, solu¢des contendo diferentes volumes de
cloroférmio foram submetidas ao procedimento. Os volumes selecionados para os testes foram: 100
pL, 150 pL, 200 pL, 250 pL, 300 pL. Iniciou-se pelo volume de 100 pL, pois volumes menores que
este ndo mostraram a formacao de fase sedimentada. Os resultados obtidos sdo apresentados na Figura
21, que mostra que em volumes mais elevados de solvente extrator, a razao entre o volume de solvente
dispersivo e o volume de solvente extrator diminui, consequentemente haverd uma diminui¢do no
nimero de micro gotas formadas, desta forma reduzindo a eficiéncia da extracdo. Uma recuperagdo
melhor foi obtida nos volumes de 150 e 200 uL. Entretanto, em 200 pLL ocorreu uma maior recuperagao
do farmaco diazepam em relacdo ao volume de 150 pL. Assim, o volume de 200 uL foi escolhido para

ser utilizado nas andlises posteriores.

E Bromazepam = Clonazepam E Diazepam
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Figura 21 - Efeito do volume de solvente extrator na recuperacdo dos farmacos. Condicdes de

extracdo: volume de amostra 10 mL, volume de solvente dispersor 800 pL. Concentra¢do dos fairmacos
100 ug L.
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5.8.4 Escolha do volume de solvente dispersor

O volume do solvente dispersor afeta diretamente na formagao da solug¢ao turva com micro-gotas
agua/solvente e dispersor/solvente extrator, no grau de dispersdo do solvente na fase aquosa e,
consequentemente, na eficiéncia da extragdo. Variacdes no volume de solvente dispersor causam
variacdes no volume da fase sedimentada, tornando necessario, em alguns casos, a modificacdo
simultinea do volume de solvente extrator e dispersor, mantendo constante o volume da fase
sedimentada. No caso deste trabalho, isto ndo foi necessario uma vez que, independente do volume de
fase sedimentada produzida no processo, todas as amostra foram secas e ressuspendidas em um mesmo
volume (200 pL) de fase mével.

Na Figura 22 podemos observar os resultados obtidos pelas andlises. Quando o volume de
solvente dispersor aumenta, a solubilidade dos farmacos na 4dgua aumenta, diminuindo, entdo, a
particdo dos farmacos no cloroférmio, resultando em um decréscimo na eficiéncia. Baseado nestes

dados o volume de 700 pL foi escolhido para os proximos experimentos.
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Figura 22 — Efeito do volume de solvente dispersor na recuperacdo dos farmacos. Condi¢cdes de
extracdo: volume de amostra 10mL, solvente extrator cloroférmio (200 pL), solvente dispersor

metanol. Concentracdo dos farmacos 100 pg L.
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5.8.5 Efeito do tempo de extracio

O tempo de extracdo € um dos fatores mais importantes em processos de extracdo. Na DLLME o
tempo de extracdo € definido pelo intervalo entre a inje¢do da mistura do solvente extrator e dispersor
antes da etapa de centrifugacdo (REZAEE er al., 2006). Entretanto, o equilibrio entre as fases é
atingido rapidamente, devido a grande drea superficial existente entre o solvente extrator e a amostra
aquosa, que torna a extracdo independente do tempo, sendo esta a principal vantagem deste método
(MARTINS, et al., 2012).

Estes dados podem ser confirmados através da analise da Figura 23, que ndo mostra nenhuma

variagao significativa na recuperagao dos farmacos com o aumento do tempo de extracao.
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Figura 23 — Efeito do tempo de extracdo na recuperacido dos fairmacos por DLLME. Condicdes de
extracdo: volume de amostra 10 mL, solvente dispersor metanol (700 ML), solvente extrator

cloroférmio (200 pL). Concentracio dos farmacos 100 pg L™.

Assim, como a técnica de extragdo mostrou-se independente do tempo, as posteriores andlises

foram realizadas com o tempo de 1 minuto.
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5.8.6 Avaliaciao da velocidade e tempo de centrifugacio

A avaliacdo do tempo e velocidade de centrifugacdo foi estudada neste trabalho, buscando

melhorar a eficiéncia da extracdo. As Figuras 24 e 25 apresentam os resultados obtidos com as andlises.
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Figura 24 — Avaliacdo da velocidade de centrifugacdo na eficiéncia da extracdo. Condicdes de
extracdo: volume de amostra 10 mL, solvente dispersor metanol (700 ML), solvente extrator

cloroférmio (200 pL). Concentracio dos farmacos 100 pg L™.
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Figura 25 - Avaliacdo do tempo de centrifugacdo na eficiéncia da extragdo. Condi¢des de extragdo:
volume da amostra 10 mL, solvente dispersor metanol (700 YL), solvente extrator cloroférmio (200

uL), velocidade de centrifugacio 5000 rpm. Concentracio dos firmacos 100 pg L™.

Analisando Figura 24, pode-se observar que ndao houve alteragdes significativas na recuperagao
dos analitos com a variacdo da velocidade de centrifugacio, desta forma, a velocidade de 5000 rpm foi
selecionada, por apresentar um pequeno acréscimo na eficiéncia e também por apresentar uma boa
separacao das fases organica e aquosa.

Com relagdo ao tempo de centrifugacdo, pode-se visualizar na Figura 25 que houve um
decréscimo na recuperacdo nos tempos de 5 e 10 minutos e uma pequena elevacdo no tempo de 15
minutos. Estas variacOes foram ocasionadas, possivelmente, pela instabilidade da centrifuga com o
decorrer do tempo. Assim, o tempo de 1 minuto foi selecionado por apresentar a melhor recuperacao

para os compostos e também por conferir ao método uma maior frequéncia analitica.

5.8.7 Estudo do efeito da forca ionica

O estudo do efeito da forga id6nica € considerado um fator importante para o aumento na

eficiéncia da extracio em DLLME. O aumento na concentragdo de sal na amostra, aumenta
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consideravelmente o volume de fase sedimentada, devido a diminui¢do da solubilidade do solvente
organico na fase aquosa (MARTINS, et al., 2012), ocasionado pela preferéncia das moléculas de dgua

em solvatar os fons do sal adicionado. A Figura 26 evidencia este efeito.
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Figura 26 - Avaliacdo do efeito da adi¢do do sal (NH4),SO,4 na eficiéncia da extracdo. Condicdes de
extracdo: volume da amostra 10 mL, solvente dispersor metanol (700 ML), solvente extrator
cloroférmio (200 pL), velocidade de centrifugacdo 5000 rpm, tempo de centrifugacdo 1 minuto.

Concentracdo dos farmacos 100 pg L'

Como podemos observar houve um aumento significativo na recuperagdo dos analitos com a
adicdo do sal (NH4),SO4, o qual foi mais pronunciado na concentragcdo de 1%. Entretanto,
concentracoes muito elevadas de sal na amostra, podem ocasionar no efeito inverso, diminuindo a
eficiénciada extracdo. Este efeito também foi observado em outros trabalhos publicados recentemente
(MELWANKTI et al., 2009; BIPARVA, EHSANI ¢ HADJIMOHAMMADI, 2012; REZAEE, et al.

2009). Com base nos dados obtidos a concentragdo de 1% de (NH4),SO4 foi escolhida para a utilizagao

nas demais analises.
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5.8.8 Estudo do efeito do pH da amostra

O estudo do efeito do pH na amostra € outro parametro que deve ser levado em consideracao em
DLLME, sendo otimizado em fun¢do da acidez ou basicidade dos compostos. O ajuste de pH permite
que os analitos permanecam na forma neutra, facilitando a particdo dos analitos nas microgotas do

solvente extrator, aumentando a eficiéncia da extracdo (MARTINS, et al., 2012).
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Figura 27 - Avaliacdo do efeito da variacdo do pH da amostra na eficiéncia da extracdo. Condi¢des de
extracdo: volume da amostra 10 mL com adi¢do de 1% (p/v) de (NH4),SO,, solvente dispersor metanol
(700 pL), solvente extrator cloroférmio (200 PL), velocidade de centrifugagao 5000 rpm, tempo de

centrifugacdo 1 minuto. Concentragio dos farmacos 100 pg L™

Conforme apresentado na Figura 27, houve um acréscimo na recuperacao dos analitos em pH
mais alcalino. No entanto, esperava-se maior recuperacdo em pH mais 4cido, considerando os valores
de pKas apresentados na Tabela 4. Nesse caso, a introducao do metanol como solvente dispersor (meio
nao aquoso) pode ter causado esse deslocamento que carece de estudos mais aprofundados, visto que
ainda ndo ha referéncia a esse efeito na literatura.

Entretanto, como obtivemos um significativo aumento na eficiéncia da extrag¢do o valor de pH 9,0

foi selecionado para os ensaios posteriores.
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5.8.9 Condicoes otimizadas da DLLME

Ap6s o estudo dos vdrios parametros que influenciam na extracdo dos benzodiazepinicos
empregando o método DLLME, estabeleceu-se o seguinte procedimento: A injecdo rdpida com auxilio
de uma seringa, de uma mistura apropriada do solvente extrator cloroférmio (200 uL) e do solvente
dispersor metanol (700 puL), numa amostra de dgua (10 mL) com 1% de (NH4),SO4 dissolvido e
alcalinizada com NaOH 5% (v/v). No momento da mistura, uma solugdo turva € formada onde as
microgotas do solvente extrator sdo dispersas na fase aquosa. Em seguida, a amostra € centrifugada por
I minuto a 5000 rpm. Um volume de aproximadamente 140 uL € aliquotado do fundo do tubo conico,
secado com nitrogénio, ressuspendido em 200 uL de fase mével e levado para andlise cromatografica.
A Figura 28 ilustra os parametros empregados no método DLLME para extracdo dos analitos e

posterior inje¢ao dos farmacos no sistema cromatografico

i 1 Secagem com nitrogénio e
AN C g
AMORTR:: ¥ ressuspendida em 200 pl de
, H Injecdo com uma microseringa da mistura fase movel
e de clorofésmio (200 uL) + metanol (700 uL)
com 1% de sal : =0
: : F o
dissolvido e i |
dlealinizada a I3
pH=9 com i
NaOH 3% It =
= i
— i 2 Centrifugacio
[ [ 1] 1
[ ] [ 1]
—>
1
Velocidade de centrifugacio: 3000 rpm Injegdo no
Tempo de centrifugagio: 1 minuto cromatografo

Retitada da fase sedimentada

Figura 28 — Esquema das etapas envolvidas na extragdo por DLLME com os pardmetros otimizados

adaptados de (MARTINS, et al. 2012).
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5.9 Validacao do método DLLME combinada com HPLC-UV

5.9.1 Seletividade

No desenvolvimento de método para andlise de compostos por cromatografia liquida nas mais
diversas matrizes, pode-se confirmar que o método € seletivo, quando nao ha sobreposi¢do de picos ou
co-eluicdo de interferentes da matriz com os compostos de interesse. Quando injetados os extratos
fortificados com os analitos e comparados com um extrato branco, pode-se observar que nao houve a
presenca de interferentes no mesmo tempo de retencao dos compostos selecionados, conforme pode ser

observado na Figura 29, garantindo a seletividade do método proposto.

(X5 l| ——  Amostra branco  ["*®
| Amostra fortificada
5,015 . 0015
i (2)
i ¥ T L el
= F! ‘ Pl
1%,
005 A7 \ | - e
s A
Y i Sl " ) % R
. il CAN AW b N I e e O = o0

LX) [ ] (] 1.5 0 25 3,0 35 40 45 50 55 &0 €.5 (] 1.5 L1

Tampe (il
Figura 29 — Cromatograma de confirmagdo de seletividade do método. Condicdes cromatograficas:
fase movel acetonitrila:dgua (60:40 v/v), vazdo 1,2 mL min'l, comprimento de onda 225 nm e
temperatura do forno 30°C. Analitos: (1) bromazepam 24 pg L' |, (2) clonazepam 12 pg L', (3)
diazepam 3 pg L™ e (PI) B-estradiol 1 mg L™
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5.9.2 Linearidade ou faixa linear de trabalho

A linearidade do método foi obtida através da fortificacdo com os farmacos estudados, em
amostras de dgua isentas dos analitos, nas concentracdes de 8, 24, 48, 80, 96 ug L! para bromazepam,
4, 12, 24, 40, 48 ug L para clonazepam ¢ 1, 3, 6, 10, 12 pg L' para diazepam com a utilizacdo do
método de padronizacdo interna, no qual a concentracio de padrio interno foi de 1 mg L. As

respectivas curvas estdo ilustradas nas Figuras 30, 31 e 32.
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Figura 30 — Curva analitica do bromazepam.
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Figura 31 — Curva analitica do clonazepam.
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Figura 32 — Curva analitica diazepam.

A linearidade foi expressa pelos valores dos coeficientes de correlacdo (r) e pela andlise dos
residuos. Os coeficientes de correlagdo linear foram maiores que 0,99, valores estes aceitdveis pelo

guia de validacdo ANVISA (ANVISA, 2003). Os dados obtidos pela construcdo da curva analitica

podem ser observados na Tabela 12.

Tabela 12 — Parametros das curvas analiticas obtidos por padronizacdo interna para os analitos
utilizando DLLME-HPLC-UV

Faixa Linear

Analitos 1 Equacao de reta r
(ngL™)
Bromazepam 8-96 y =0,0907x - 0,0504 0,9996
Clonazepam 4-48 y = 0,1406x - 0,0097 0,9994
Diazepam 1-12 y =0,2007x + 0,0468 0,9993

Através da andlise de residuos (Figura 33), verificou-se que estes estdo distribuidos
aleatoriamente, sem nenhuma tendéncia, com erros relativos inferiores a 20% dentro da faixa de

concentracdo avaliada, confirmando a linearidade do método, conforme descrito pelo INMETRO
(INMETRO, 2011).
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Figura 33 — Grificos residuos (a) bromazepam; (b) clonazepam e (c) diazepam.

5.9.3 Limite de deteccio e limite de quantificacao

No desenvolvimento de um método analitico para determinacdo de compostos em nivel de trago,
varidveis como, técnica de extracdo e tipo de deteccdo, sdo otimizadas ou determinadas visando a
obtencao de valores de LQ cada vez menores. Com a utilizagdo de um detector UV/Vis a
detectabilidade do sistema ndo € muito favordvel, entretanto, este fato justifica a escolha da DLLME
como técnica de extracdo e pré-concentracdo para a determinacdo de baixas concentragdes, devido a
técnica possuir altos fatores de enriquecimento. Na Tabela 13 estao apresentados os valores de LD e

LQ obtidos pelo método.

Tabela 13 — Limites de deteccdo e quantificagdo obtidos pelo método DLLME-HPLC-UV/Vis

Analitos LD (ugL™ LQ (ug L")
Bromazepam 2.4 8
Clonazepam 1,2 4

Diazepam 0,2 1

Os valores obtidos de LD e LQ mostram que o composto diazepam € o que apresenta a maior
detectabilidade para a técnica, pois apresentou os menores valores para LD e LQ. Em contra partida, o
bromazepam foi o composto que apresentou menor detectabilidade, apresentando os maiores valores de

LD e LQ.
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5.9.4 Exatidao e Precisao

A exatidao do método desenvolvido foi determinada por meio de ensaios de recuperagao,
realizados em 3 niveis diferentes de concentracdao (CQB, CQM, CQA), em triplicata (ANVISA, 2003).
A precisdo foi avaliada em termos de repetitividade e precisdo intermedidria, em 3 niveis de
concentracdo e em triplicata, sendo esta ultima avaliada por ensaios em 2 dias diferentes com intervalo
de 1 semana. Na Tabela 14 sdo apresentados os valores obtidos para avaliagdo da exatiddo e

precisdo do método desenvolvido.

Tabela 14 — Recuperacdo, repetitividade e precisao intermedidria obtida para o método desenvolvido

Repetitividade Precisao intermediaria
Exatidao (%)
Analitos (CV %) (CV %)

CQB | CQM | CQA | CQB | CQM | CQA | CQB | CQM | CQA

Bromazepam | 54.9 49,1 49,0 1,3 1,2 0,1 6,5 1,2 1,1

Clonazepam | 110,7 | 934 86,6 3,2 0.4 L5 11,3 12,7 6,0

Diazepam 104,3 | 95,6 91,9 4,5 2,7 1,3 0,9 5.1 0,7

Analisando a Tabela 14 pode-se observar recuperagdes proximas de 100%, tanto para o0 composto
clonazepam, quanto para o diazepam, conforme indicado pela ANVISA. Para o composto bromazepam
foram obtidos valores de recuperacdo proximos a 50%, que apesar de baixos sdo aceitos, ja que
garantiram precisao (baixos coeficientes de variacdo) (ANVISA, 2003).

A precisdo do método foi confirmada, pois este apresentou CV menores que 15% para todos os

compostos, tanto nos testes de repetitividade, quanto para a precisdo intermedidria.
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5.9.5 Robustez

As variagdes de propor¢do e de vazdo de fase mdvel, ndo acarretaram diferencas significativas

nos resultados, comprovando a robustez do método.

5.10 Analise das amostras coletadas na represa Billing no municipio de Diadema-SP

O método desenvolvido foi aplicado em amostras reais coletadas na represa Billings. A
Universidade Federal de Sao Paulo tem um programa de coletas regulares de amostras para andlise
dentro de um projeto coordenado pelo professor Dr. Werner Siegfried Hanisch. Aproveitando esta
oportunidade, solicitamos a coleta de amostra para o teste do método desenvolvido neste trabalho.

A amostras foram coletadas no dia 05/01/2014 com um amostrador do tipo simples com garrafa

de Van Dorn, em 3 diferentes niveis de profundidade, classificadas como:

* Amostra 01 (superficie);
* Amostra 02 (média profundidade) com 5 metros;

* Amostra 03 (alta profundidade) com 10 metros.

As coordenadas geogriéficas do ponto de coleta sdo: 23°43°35,45”°S e 46°38°21,56”°O.

A Figura 34 mostra os cromatogramas obtidos através das andlises.
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Figura 34 — Cromatogramas obtidos da andlise das amostras coletadas na represa Billings. Condi¢des
cromatogréficas: fase movel acetonitrila:dgua (60:40 v/v), vazdo 1,2 mL min™, comprimento de onda
225 nm e temperatura do forno 30°C. Analitos: (1) bromazepam, (2) clonazepam, (3) diazepam e (PI)

B-estradiol.
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Observando os cromatogramas apresentados na Figura 24, identificamos picos no mesmo tempo
de reten¢cdo do composto bromazepam em todas as amostras coletadas e apenas na amostra 03 foram
identificados também picos no mesmo tempo de reten¢ao do diazepam. Entretanto, ndo foi possivel sua
quantificagdo, pois todos se encontraram numa faixa de concentragdo abaixo do LQ, mas superior ao
LD. Assim estimamos que a concentra¢do em que se encontram os farmacos estd entre: 2,4 e 8,0 ug L'

para bromazepam e entre 0,2 ¢ 1,0 pg L' para diazepam.
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6. CONCLUSOES

O método cromatografico desenvolvido em HPLC-UV permitiu a identificacdo de todos os
compostos em estudo em um curto tempo de andlise, apresentando uma boa resolugcdo (valores
superiores a 1,5), retencdo e seletividade analitica para a quantificacdo dos benzodiazepinicos em dgua.

A técnica DLLME mostrou-se eficiente para extracdo de todos os farmacos em estudo com
valores de recuperagdo que variaram de 50 a 110% apods otimizagdo. A técnica apresentou também um
curto tempo de preparo, menor que 2 minutos para um conjunto de amostras.

A combinacdo das técnicas HPLC-UV e DLLME mostrou-se eficiente apresentando baixos
valores de LQ e rdpida para a determinagdo dos farmacos em estudo.

Na validacdo do método analitico foram obtidos resultados satisfatorios. As curvas analiticas
apresentaram valores de r superiores a 0,999. Os limites de deteccdo e quantificagdo encontrados
estavam na ordem de pg L. Para exatiddo e precisdo foram obtidos valores dentro do estabelecido pela
ANVISA, confirmando a exatidao e precisdo do método desenvolvido.

Na aplicacdo do método em amostras de dguas coletadas na represa Billings foram identificados
picos nos tempos de retencdo dos compostos bromazepam (amostras 01, 02 e 03) e diazepam (amostra
03). Entretanto ndo foi possivel sua quantificagdo, pois todos se encontraram numa faixa de
concentracdo abaixo ao LQ, mas superior ao LD.

Com os resultados obtidos, podemos entender que o Brasil necessita de uma aten¢c@o maior para
estes novos poluentes classificados como PPCPs e os dados aqui apresentados podem servir de base
norteadora para a elaboragao de uma legislacdo que contemple a presenca de novos poluentes no meio
aquatico, muito embora estudos adicionais (como a confirmagdo por espectrometria de massas e

avaliacdo de riscos referentes a ingestao cronica por seres humanos) sejam necessarios.
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