KEITY MARGARETH DORETTO

DESENVOLVIMENTO DE METODOS VISANDO A QUANTIFICACAO
DE SULFONAMIDAS EM MEDICAMENTOS DE USO VETERINARIO E
ESTUDOS DE SORCAO/DESSORCAO EM SOLOS

CAMPINAS, 2012






UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
INSTITUTO DE QUIMICA

KEITY MARGARETH DORETTO

DESENVOLVIMENTO DE METODOS VISANDO A QUANTIFICACAO
DE SULFONAMIDAS EM MEDICAMENTOS DE USO VETERINARIO E
ESTUDOS DE SORGAO/DESSORCAO EM SOLOS

Orientadora: Profa. Dra. SUSANNE RATH

TESE DE DOUTORADO APRESENTADA AO
INSTITUTO DE QUIMICA DA UNICAMP PARA
OBTENCAO DO TiTULO DE DOUTORA EM CIENCIAS.

ESTE EXEMPLAR CORRESPONDE A VERSAO FINAL DA TESE DEFENDIDA
POR KEITY MARGARETH DORETTO, E ORIENTADA PELA PROFA. DRA. SUSANNE RATH.

Assinatura da Orientadora

CAMPINAS, 2012



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA POR SIMONE LUCAS - CRB8/8144 -
BIBLIOTECA DO INSTITUTO DE QUIMICA DA UNICAMP

Doretto, Keity Margareth (1981-).

D731d Desenvolvimento de métodos visando a
quantificacao de sulfonamidas em medicamentos de uso
veterinario e estudos de sorcdo/dessorcéo em solos /
Keity Margareth Doretto. — Campinas, SP: [s.n.], 2012.

QOrientadora: Susanne Rath.

Tese (doutorado) - Universidade Estadual de
Campinas, Instituto de Quimica.

1. Antimicrobianos. 2. Sulfonamidas. 3. Freundlich,
isotermas de. 4. Medicamentos veterinarios. 5. Solos
tropicais. |. Rath, Susanne. |l. Universidade Estadual de
Campinas. Instituto de Quimica. IlI. Titulo.

Informacdes para Biblioteca Digital

Titulo em inglés: Development of methods aiming the quantification of sulfonamides in
veterinary drugs and studies of adsorption/desorption in soils

Palavras-chave em inglés:
Antimicrobials
Sulfonamides

Freundlich isotherms
Veterinary medicines
Tropical soils

Area de concentragido: Quimica Analitica
Titulagao: Doutora em Ciéncias

Banca examinadora:

Susanne Rath [Orientadoral

Sonia Claudia do Nascimento de Queiroz
Valdemar Luiz Tornisielo

José Roberto Guimarées

Carol Hollingworth Collins

Data de defesa: 08/08/2012

Programa de pos-graduacao: Quimica



vi



Fnguanto estiver vivo, sinta-se vivo.

Se senttr saudades do que fazia, volle a fazé-(o.

Ndo viva de folografias amareladas...

Continue, guando todos esperam que desistas.

Ndo derxe que enferruje o ferro que existe em vVoce.
Jaca com gque em vez de pena, tenfiam respeito por vVoce.
Quando ndo conseguires trotar, camin/e.

Quando ndo conseguires caminfiar, use uma bengala.
Mas nunca se detenhia’.

Madyre Teresa de Calcutd

Vii



viii



Dedlico este trabalho,

A minha mde Aparecida pelo amor incondicional.

As minhas irmds Sheila e Lucilaine e ao meu cunhado Alexandre pelo

Incentivo, presenga e amor.

Aos meus sobrinhos Giovani e Stephanie por serem tdo queridos e por

enriguecerem minha vida.

Ao Edson por todo amor, apoio e compreensao.






AGRADECIMENTOS

A Deus, que nos fortalece nos momentos mais dificeis e por colocar a minha
volta pessoas maravilhosas para que eu pudesse crescer como pessoa € Como

profissional.

A minha orientadora Profa. Dra. Susanne Rath, pela orientacdo,
ensinamentos, apoio, confianca e amizade. Posso dizer que foi um privilégio ser sua

aluna, meu profundo agradecimento e admiracao.
A minha familia por todo apoio, paciéncia e amor.

Ao Edson por seu amor, paciéncia e compreensao nesta etapa da minha da

minha vida e por ser unico.

Ao casal 21, Cyntia e Ricardo pelo apoio, otimismo, conversas e ajudas
prestadas no decorrer deste trabalho. E em especial a Cyntia que me ajudou e
incentivou em todos os momentos, sejam felizes ou tristes sempre ali, pronta para

escutar ou dizer alguma palavra.

Aos colegas, companheiros e amigos do grupo Paracelsus: Cyntia, Ricardo,
Andreza, Modnica (Monikita), Livia, Leonardo, Lais, Renata, Edivania, Leandro que
contribuiram de forma direta ou indiretamente no desenvolvimento deste trabalho.

Obrigada pelos momentos de descontracao!

A profa Dra Anne Héléne Fostier por contribuir no desenvolvimento deste
trabalho.

A EMBRAPA por nos conceder as amostras de solo, o que tornou possivel a
realizacdo de parte deste trabalho.

Xi



A CAPES pela bolsa de estudo concedida.

A Universidade Estadual de Campinas, em especial ao Instituto de Quimica,
pela oportunidade concedida.

A CPG do Instituto de Quimica/UNICAMP pela atencédo e dedicacdo com que
se dirige aos alunos.

Aos funcionarios do Instituto de Quimica/UNICAMP pela prestagdo de

Servigos.

A todas as pessoas que, direta ou indiretamente, contribuiram para a
realizacao deste trabalho.

A todos, muito obrigada!

Xii



CURRICULUM VITAE

Nome: Keity Margareth Doretto
e-mail: keitymd@gmail.com
curriculo lattes: http:/lattes.cnpq.br/3350168147501668

Formacao Académica

2008 - 2012  Doutorado em Quimica Analitica. Instituto de Quimica/Unicamp,
IQ/UNICAMP, Brasil.
Titulo: Desenvolvimento de métodos visando a quantificagéo de
sulfonamidas em medicamentos de uso veterinario e estudos de
sorcao/dessorcao em solos.
Orientadora: Profa. Dra. Susanne Rath.
Bolsista: Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior, CAPES, Brasil

2006 - 2008 Mestrado em Quimica Analitica. Instituto de Quimica/Unicamp,
IQ/UNICAMP, Brasil.
Titulo: Sintese e caracterizagdo do antimoniato de meglumina
usado no tratamento de leishmaniose e desenvolvimento de
métodos para especiacao de antiménio.
Orientadora: Profa. Dra. Susanne Rath.
Bolsista: Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior, CAPES, Brasil

2002 - 2005 Graduacdo em Bacharel em Quimica. Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho”, UNESP/Araraquara, Brasil.

Artigos em revista cientifica indexada

Doretto, K.M., Rath, S. Sorption of sulfadiazine on tropical soils. Chemosphere,
Submetido, 2012.

Martins, 1., Canaes, L., Doretto, K.M., Rath, S. Boron-Doped Diamond Electrode
Coupled to Liquid Chromatography: Application to Simultaneous Determination of
Benzodiazepines. Electroanalysis, v. 22, p. 455-462, 2010.

Codognoto, L. Winter, E., Doretto, K.M., Monteiro, G.B., Rath, S. Electroanalytical
performance of self-assembled monolayer gold electrode for chloramphenicol
determination. Microchimica Acta, v. 169, p. 345-351, 2010.

Doretto, K.M., Gotardo, M.A., Pezza, H.R., Pezza, L. Desenvolvimento de um método
reflectométrico ambientalmente mais amigavel para a determinacdo de
metoclopramida em formulagdes farmacéuticas. Quimica Nova, v. 33, p. 461-465,
2010.

Apresentacao de trabalhos em eventos cientificos

1. Franca, R.F., Doretto, K.M., Oliveira de, H.P.M., Rath, S., Codognoto, L. Avaliagdo
da potencialidade dos eletrodos AuDTDPA e AuUMMB no estudo eletroquimico de 4-

Xiii



nitrofenol. In,: 332 Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica (SBQ), Aguas
de Linddia. Anais do 292 Reunidao Anual da Sociedade Brasileira de Quimica, 2010.

2. MARTINS, I., CANAES, L., DORETTO, K.M., RATH, S. Boron-Doped diamond
electrode coupled to liquid chromatography: application to simultaneous
determination of benzodiazepines in pharmaceuticals preparations. In: 7"
International Congress of Pharmaceutical Sciences (Cifarp), Ribeirdo Preto, 2009.

3. Doretto, K.M. ; Rath, S. Determinagédo de Sb(V) na presenca de &cido cloranilico
por voltametria adsortiva de redissolugdo. In: 14% Encontro Nacional de Quimica
Analitica (ENQA), Jodo Pessoa. Anais do 14° Encontro Nacional de Quimica
Analitica, 2007.

4. Gotardo, M. A., Doretto, K.M., Pezza, H. R., Pezza, L. Determinacdo de
metoclopramida em medicamentos utilizando a combinagdo spot - test por
espectroscopia de reflectancia difusa.; In: 292 Reunido Anual da Sociedade Brasileira
de Quimica (SBQ), Aguas de Linddia. Anais do 292 Reunido Anual da Sociedade
Brasileira de Quimica, 2006.

5. Doretto, K.M., Gotardo, M. A., Pezza, H. R., Pezza, L. Determinacdo de
metoclopramida em preparagdes farmacéuticas por espectroscopia de reflectancia

difusa. In: XVIlI Congresso de Iniciagao Cientifica da UNESP, Araraquara. Anais do
XVII Congresso de Iniciagdo Cientifica da UNESP, 2005.

Formacao complementar

2011-2011: Extensdao Universitaria em Residuos de Farmacos Veterinarios em
Alimentos. Universidade Estadual de Campinas, UNICAMP, Campinas, Brasil.

2007-2007: Quimica Analitica Forense. Universidade Federal da Paraiba, UFPB,
Joao Pessoa, Brasil.

2005-2005: Quimica Forense. Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita
Filho, UNESP, Séao Paulo, Brasil.

2005-2005: Biotecnologia e Quimica Medicinal. Universidade Estadual Paulista Julio
de Mesquita Filho, UNESP, Sao Paulo, Brasil.

2003-2003: Producao de proteinas de interesse biotecnolégico. Universidade
Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, UNESP, Sao Paulo, Brasil

2003-2003: Toxicologia ambiental para avaliar o meio ambiente. Universidade
Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, UNESP, Sao Paulo, Brasil.

2002-2002: Metrologia em Quimica e ISO-Guia 17025. Universidade Estadual
Paulista Julio de Mesquita Filho, UNESP, Sdo Paulo, Brasil.

Xiv



RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE METODOS VISANDO A QUANTIFICACAO
DE SULFONAMIDAS EM MEDICAMENTOS DE USO VETERINARIO E
ESTUDOS DE SORGCAO/DESSORGCAO EM SOLOS

Antimicrobianos, entre eles as sulfonamidas, tém sido amplamente utilizados em
medicina veterinaria para fins terapéuticos e profilaticos. Uma vez excretados os
farmacos e/ou metabdlitos podem levar a contaminagédo do meio ambiente e estudos
sobre o impacto ambiental ainda sdo escassos. Em adicdo, no Brasil, ainda nao
existe uma fiscalizagdo de medicamentos veterinarios. A ndo conformidade dos
medicamentos reflete diretamente na saude animal, como também é um tépico
relevante quanto a segurancga alimentar. Assim sendo, métodos foram desenvolvidos
e validados para a determinagcdo de sulfadiazina (SDZ), sulfadimetoxina (SDM) e
sulfaquinoxalina (SQX) em medicamentos de uso veterinario por cromatografia
liqguida de alta eficiéncia associada a um detector de arranjo de fotodiodos (HPLC-
DAD). Os resultados obtidos indicam a necessidade de controle de qualidade dos
farmacos de uso veterinario comercializados no Brasil. Ainda, o trabalho estudou a
sorcdo da SDZ, SDM e SQX em quatro solos caracteristicos do Estado de Sao
Paulo. Os estudos foram conduzidos conforme recomendacédo do Guia OECD 106.
As sulfonamidas foram quantificadas nas solu¢des de solo por um método HPLC-
DAD previamente validado. Os dados de adsorcédo/dessorcao das sulfonamidas nos
quatro solos foram ajustados com isotermas de Freundlich na forma linear ou
logaritmica. Um fendmeno de histerese de adsorcao/dessorcao foi evidente em todos
os solos. Os baixos valores do coeficiente de Freundlich (Kg) obtidos sugerem fraca
adsorcdo das sulfonamidas nos solos avaliados e, portanto, estas tendem a ser
lixiviados e, por sua vez apresentam potencial para contaminar aguas superficiais e
subterraneas.

Palavras chave: Antimicrobianos, sulfonamidas, Isoterma de Freundlich,
medicamentos veterindrios, solos tropicais.
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF METHODS AIMING THE QUANTIFICATION OF
SULFONAMIDES IN VETERINARY DRUGS AND STUDIES OF
ADSORPTION/DESORPTION IN SOILS

Antimicrobials, including sulfonamides, have been widely used in veterinary medicine
for therapeutic and prophylactic purposes. Once excreted, drugs and/or metabolites
can contaminate the environment. Environmental impact studies are still scarce. In
addition, in Brazil, there is no surveillance of veterinary medicines. The poor quality of
drugs may reflect directly on animal health and is also a topic relevant to food safety.
Therefore, methods were developed and validated for the determination of
sulfadiazine (SDZ), sulfadimethoxine (SDM) and sulfaquinoxaline (SQX) in veterinary
drugs, using high performance liquid chromatography coupled to a photodiode array
detector (HPLC-DAD). The obtained results indicate the need for a quality control
program of veterinary drugs comercialized in Brazil. Moreover, the present work aim
studied the sorption of sulfonamides (SDZ, SDM and SQX) in four characteristic soils
of the State of Sdo Paulo. The studies were conducted as recommended by the
OECD Guidelines 106. The sulfonamides were quantified in the soil solutions by a
previously validated HPLC-DAD method. Adsorption/desorption data of sulfonamides
in soils were fitted to Freundlich isotherms in the linear or logarithmic forms. A
hysteresis of adsorption/desorption was evident in all four soils evaluated. The low
values of the Freundlich coefficient (Kr) obtained suggest weak adsorption of
sulfonamides in soils, and therefore they tend to be leached and present high

potential to contaminate surface and groundwater.

Keywords: Antimicrobials, sulfonamides, Freundlich isotherms, veterinary medicines,
tropical soils.
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PREFACIO

edicamentos veterinarios, entre esses antimicrobianos, tem sido

amplamente empregados na medicina veterinaria e na cadeia de

produgédo animal. Seu uso tem permitido aumentar consideravelmente

a produtividade e alavancado o agronegdécio a nivel nacional. No

entanto, até entdo nao existe fiscalizagdo da qualidade dos medicamentos veterinarios no

Brasil. A ndo conformidade dos medicamentos pode prejudicar ndo somente a saude animal,

mas também a seguranca dos alimentos, quando permanecem residuos de farmacos

veterinarios nos produtos acima dos valores considerados seguros nos produtos oriundos de
animais tratados.

Além da falta de controle nos medicamentos comercializados no Pais é associada a
este fato a problematica do impacto ambiental que estes podem ocasionar. Os
antimicrobianos administrados aos animais sdo em sua grande parte excretados de forma
nao metabolizada e podem, assim, contaminar o meio ambiente, em particular solos e aguas.
Estudos sobre a mobilidade de farmacos veterinarios no meio ambiente tem sido realizado
em paises de clima temperado. Contudo, esses dados ndo podem ser extrapolados para
paises de clima tropical, onde as condi¢des climaticas e composicdo dos solos sao
diferentes. Sendo assim, a falta de controle de qualidade de medicamentos veterinarios,
escassez de estudos sobre o impacto ambiental e a suposicdo que antimicrobianos podem
levar a seleg@o de micro-organismos resistentes motivaram o desenvolvimento desta tese. A
classe dos antimicrobianos selecionada para ser investigada foi a das sulfonamidas, uma vez
que estes sdao amplamente empregados na terapia e profilaxia de animais destinados a
producédo alimentar.

Para facilitar a compreensao dos resultados e discussdes desta tese, a mesma esta
apresentada em trés capitulos. No Capitulo | é apresentado o desenvolvimento e validagao
de métodos para a quantificacdo das sulfonamidas: sulfadiazina (SDZ), sulfadimetoxina
(SDM) e sulfaquinoxalina (SQX) em medicamentos de uso veterinario. No Capitulo Il é
descrito o comportamento da sulfadiazina (SDZ), sulfadimetoxina (SDM) e sulfaquinoxalina
(SQX) em solos do Estado de Sao Paulo mediante estudos de adsorcado/dessorcado. No
Capitulo Il sdo apresentadas as referéncias bibliograficas citadas nos capitulos | e Il da

tese.
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- CAPFTULO T -

VALIDACAO DE METODOS PARA A QUANTIFICACAO
DAS SULFONAMIDAS: SULFADIAZINA (SD2),
SULFADIMETOXINA (SDM) E SULFAQUINOXALINA
(S9X) EM FARMACOS DE USO VETERINARIO






I.1. INTRODUCAO

1.1.1. FARMACOS DE USO VETERINARIO

Medicamentos de uso veterinario tem sido utilizados em grandes quantidades
na producdo animal, principalmente para a prevengédo e tratamento de doencas. O
uso de medicamentos veterindrios na agropecuaria tem permitido aumentar a
produtividade e a competitividade do agronegécio a nivel nacional e internacional.

O Brasil apresenta uma ampla atividade pecuaria, sendo considerado, desde
2004, o maior exportador de carne bovina. As estatisticas preveem que a exportacao
de carne bovina e de frango crescera nos proximos anos. A producgao brasileira de
carnes bovina, suina e de aves em 2010 foi estimada em 24,5 milhdes de toneladas,
sendo que 75% dessa producdo foi consumida internamente no pais. A cada ano, a
participacao brasileira no comércio internacional vem crescendo, com destaque para
a producao de carne bovina, suina e de frango. Segundo o Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento do Brasil (MAPA), até 2020, a expectativa é que a
producdo nacional de carnes suprira 44,5% do mercado mundial. Ja a carne de
frango tera 48,1% das exportacdes mundiais e a participacdo da carne suina sera de
14,2% (MAPA, 2011%).

Essas estimativas indicam que o Brasil pode manter a posicdo de maior
exportador mundial de carnes bovina e de frango (MAPA, 2011%). As
regulamentagdes para promover a entrada de produtos alimenticios no mercado
internacional vém se tornando cada vez mais rigidas e a ndao conformidade destes
produtos pode resultar em interdicdo e prejuizos as industrias pecuaristas brasileiras.

O aumento significativo na producéao de alimento de origem animal somente
tem sido possivel pelo emprego de medicamentos veterinarios durante 0 manejo.

Poucos paises no mundo dispdem de estatisticas abrangentes sobre a
producéo, a venda, a utilizacdo e a dosagem dos farmacos veterinarios utilizados nas

diversas criagdes de animais. Entretanto, € estimado que mais de 70% dos farmacos



utilizados na medicina veterinaria sejam antimicrobianos (Thiele-Bruhn, 2003). Nos
EUA, 80% dos antimicrobianos vendidos s&o usados para o gado. Em abril de 2012,
a Administracdo de Drogas e Alimentos dos Estados Unidos (FDA) decretou uma
proibicdo parcial de cefalosporinas na ragdo animal, mas liberou o uso para
tratamento de doencas dos animais. Os animais consumiram 13,2 milhdes de quilos
de antimicrobianos em 2010 nos EUA (FDA, 2012).

No Brasil o mercado de medicamentos veterinarios vem aumentando (Figura
1.1.1) e movimentou em 2011 cerca de trés bilhdes de reais (SINDAN, 2012).

Faturamento do Mercado Veterinario
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Figura I.1. 1. Faturamento do mercado veterinario nacional. Fonte: (SINDAN, 2012).

Pode ser observado que mais de 50% do faturamento do mercado veterinario
brasileiro € proveniente da bovinocultura (Figura 1.1.2), uma vez que é um dos
principais destaques atuais do agronegaocio brasileiro no cenario mundial.
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Figura I.1. 2. Faturamento do mercado veterinario nacional por espécie animal. Fonte:
(SINDAN, 2012).

Os farmacos utilizados nos medicamentos pertencem a diferentes classes
terapéuticas, tais como: antimicrobianos, antiparasitarios, tireostaticos, anti-
inflamatorios, anestésicos, antissépticos, entre outros. Dentre estes, os biol6gicos
(vacinas), antiparasitarios e os antimicrobianos tem sido os de maior destaque com
faturamentos de aproximadamente de 30%, 24% e 20%, respectivamente. Ao nivel
mundial, o0 mercado de antimicrobianos movimentou US$ 42 bilhdes em 2009,
representando 5% do mercado farmacéutico mundial. Nos ultimos cinco anos foi
verificado um aumento anual de 4%. No Brasil, 1/3 do mercado de medicamentos
veterinarios é referente a comercializagdo de antimicrobianos (SINDAN 2012).

No Brasil, o mercado de medicamentos veterinarios € um dos maiores do
mundo e continua em expansdo. A regulamentacdo deste mercado, desde os
aspectos de registro e licenga para produgédo até a anadlise fiscal, € exercida pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, por meio do Departamento de
Fiscalizacao de Insumos e Produtos Agropecuarios (DFIP) e de sua Coordenacéao de
Fiscalizacdo de Produtos Veterinarios (CPV).

Cabe destacar que o Brasil ainda nao fiscaliza os medicamentos veterinarios.
Entretanto, em 27/12/2010 o MAPA (2011°) publicou a portaria n° 577 que
estabelece os requisitos especificos para a habilitacdo de Laboratérios Analiticos
para Controle de Medicamentos Veterinarios e Produtos Afins, integrantes da Rede
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Nacional de Laborato6rios Agropecuarios, em complemento a Instrucdo Normativa n°
01, de 16 de janeiro de 2007, e o Guia de Validacdo de Procedimentos Analiticos e
Controle de Qualidade — Medicamentos Veterinarios, Farmoquimicos, Farmacos e
outras substancias em Produtos para Alimentagdo Animal e Matrizes de Origem
Bioldgica.

Os medicamentos prioritarios a serem fiscalizados pelo Ministério, por meio do
Laboratério Nacional Agropecuario de Sao Paulo em Campinas, sdao o0s
antiparasitarios contendo avermectinas e antimicrobianos das classes das
fluoroquinolonas. Os métodos a serem empregados foram os validados no
Laboratorio de Bioanalitica Paracelsus do Instituto de Quimica, Unicamp. Também,
na lista prioritaria de farmacos a serem fiscalizados, encontram-se os
antimicrobianos da classe das sulfonamidas.

As sulfonamidas tem sido amplamente empregadas na medicina veterinaria.
Esta classe de farmacos sintéticos teve um uso intenso na era pré-penicilina e ainda
durante muitas décadas apds a introducdo das penicilinas e demais classes de

antibidticos e farmacos sintéticos.

1.1.2. SULFONAMIDAS

Desde a sua descoberta as sulfonamidas encontraram varias aplicages.
Antes da descoberta da penicilina e de outros antimicrobianos, as sulfonamidas
constituiram o suporte da quimioterapia antibacteriana e até hoje sdo amplamente
prescritas na terapia de doencas causadas por bactérias Gram-positivas e Gram-

negativas.

1.1.2.1. Um breve historico: A descoberta das sulfonamidas

Consideravel progresso tem sido feito antes de 1930 para o desenvolvimento
de bactericidas. Os agentes disponiveis para o tratamento de muitas doencas de

origem bacteriana eram limitados. Doengas como pneumonia, meningite, disenteria,
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entre outras, ndo poderiam ser tratadas com eficacia até a descoberta que marcou a
época das sulfonamidas (Kar, 2005).

Antes de 1932, nenhum produto quimico sintético existia para o tratamento de
infecgbes bacterianas. Uma nova era na medicina foi anunciada por Gerhard
Domagk. Foi Domagk que iniciou uma busca por substancias que inibissem e/ou
matassem bactérias dentro do corpo humano.

Gerhard Johannes Paul Domagk (1895 — 1964) foi um bacteriologista e
patologista alemao que estava cursando medicina na Universidade de Kiel quando a
Primeira Guerra Mundial (1914 — 1918) eclodiu e ele entrou para o exército alemao.
Ele foi ferido e, mais tarde, foi enviado para se juntar ao Servico Sanitario e servir,
entre outros lugares, os hospitais de colera na Russia. Em 1918, retomou seus
estudos na Universidade de Kiel e recebeu seu diploma em medicina em 1921
(Domagk, 1939).

Domagk trabalhou para IG Farben, empresa quimica alema. Na Farben, ele
atuou como diretor do Laboratério de Patologia e Bacteriologia Experimental.
Domagk examinou as propriedades de corantes sintetizados por seus colegas Fritz
Mietsch e Joseph Klarer, testando-os para o0 uso como medicamentos. Em 1932,
Domagk fez a descoberta da qual o seu nome € conhecido e, com tal descoberta, foi
agraciado pelo Prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina de 1939, ou seja, o fato de
um corante vermelho em que foi dado o nome de “prontosil rubrum” protegeu
camundongos e coelhos contra doses letais de estafilococos e estreptococos
hemoliticos (Domagk, 1939).

Sem saber se Prontosil seria igualmente eficaz em seres humanos, surgiu a
Domagk uma oportunidade inesperada para testar o corante em sua prépria casa.
Sua filha ficou muito doente com uma infeccado estreptocécica e, em desespero,
Domagk deu a ela uma dose de Prontosil. Ela teve uma recuperagcao completa, mas
Domagk omitiu mencionar a recuperagao de sua filha no relatério sobre o efeito da
droga; esperando até 1935 quando os resultados estavam disponiveis a partir de
médicos que tinham testado o novo medicamento em pacientes. Em 1936, Prontosil
foi dado ao filho de Franklin Delano Roosevelt (presidente dos Estados Unidos de



1933 — 1945) e, entado, Franklin D. Roosevelt Jr. rapidamente se recuperou de uma
infeccdo estreptocécica (lyer, 2008).

Prontosil tinha propriedades bacteriostaticas in vivo, porém in vitro nenhuma
atividade antibacteriana foi observada. A partir disso, foi verificado que o Prontosil
nao foi de fato o agente antibacteriano. Em vez disso, foi observado que o corante foi
metabolizado por bactérias presentes no intestino do animal testado, gerando um
produto chamado sulfanilamida, sendo este o verdadeiro agente bacteriostatico
(Figura 1.1.3). Assim, Prontosil foi o primeiro exemplo de uma pro-droga derivado da
sulfanilamida (p-aminobenzenosulfonamida) que o quimico vienense, Paul Gelmo,
sintetizou em 1908. A sulfanilamida foi o primeiro antibacteriano sintético ativo contra
uma ampla variedade de infecgbes. Deste modo, outras sulfonamidas foram
sintetizadas provando a eficacia contra organismos Gram-positivos (Drews, 2000).

azoredutases
NH2

Prontosil rubrum Sulfanilamida

Figura I.1. 3. Metabolismo do prontosil.

1.1.2.2. Mecanismo de acdao e resisténcia bacteriana

As sulfonamidas inibem a multiplicacdo de bactérias (agente bacteriostatico)
agindo como inibidores competitivos do &acido p-aminobenzdico no ciclo do
metabolismo do acido félico. O acido félico é requerido para o crescimento normal
das células bacterianas, bem como das células de mamiferos. Os mamiferos obtém
este acido na forma de folato por meio da dieta alimentar. As bactérias, no entanto,
nao tem meios de obter o acido félico e necessitam sintetizar este componente por

meio de uma reacdo que envolve o acido p-aminobenzoéico e acido glutamico. As



sulfonamidas sdao analogas do acido p-aminobenzodico e, portanto, exercem seu
efeito bacteriostatico por meio de antimetabdlito (Fuchs & Elsner, 2003).

As bactérias podem adquirir resisténcia as sulfonamidas principalmente por
trés mecanismos: 1) alteracdo da permeabilidade da parede celular regulada por
expressao génica, com o efeito final de permitir a entrada de acido félico pré-formado
para o meio intracelular; 2) aumento da producdo enzimatica; e 3) aumento da
producédo de metabdlito essencial (Acar & Moulin, 2006).

O desenvolvimento de resisténcia € um fenémeno irreversivel e pode ser
induzido por baixos niveis de exposicao aos antimicrobianos (Jorgensen & Halling-
Sarensen, 2000). Geralmente a resisténcia a uma determinada sulfonamida implica
em resisténcia cruzada a todos os compostos do grupo. As medidas recomendadas
para evitar o surgimento desta resisténcia consistem basicamente em abolir 0 uso
indiscriminado das sulfonamidas, iniciar a terapia precocemente na evolugao de
infeccbes agudas e estabelecer e manter concentracbes eficazes de droga nos

tecidos do animal em tratamento (Fuchs & Elsner, 2003).

1.1.2.3. Propriedades fisico-quimicas das sulfonamidas

Sulfonamidas sao antimicrobianos sintéticos e importantes agentes
bacteriostaticos. No geral, as sulfonamidas consistem de um anel benzeno, um
radical amina (-NHz) e um grupo sulfonamida (-SO2NH-) (Figura 1.1.4.). Sao
anfotéricas com grupos funcionais que podem doar ou receber um préton. As
transferéncias de prétons ocorrem por meio da protonacdo ou desprotonacdo dos
grupos funcionais dependendo do pH da solugdo. Assim, uma sulfonamida pode ser
catibnica, neutra ou aniénica dependendo do pH da solugdo em relagdo aos valores
de pKj, da sulfonamida em questdo. Os grupos amina e sulfonamida devem estar na
posicdo para um em relacdo ao outro para a sulfonamida possuir atividade
antibacteriana (Sarmah et al., 2006).
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Figura l.1. 4. Estrutura molecular da sulfonamida.

Assim, o primeiro equilibrio de dissociacao é referente ao grupo amina (pKa1) o
qual é protonado em pH 2 e o segundo equilibrio de dissociacao é referente a amida
(pKa2) que é desprotonado em pH > pKao. Por esta razdo, as sulfonamidas sao
carregadas positivamente sob condigdes acidas quando pH < pKa1, neutra quando
pKa1 < pH < pKa2 € carregada negativamente em pH > pKao. A Figura 1.1.5 mostra o
equilibrio de dissociacado das sulfonamidas.

0o 0 0
O% S// pKay O\\\ 3// . pKay o% S// i
SNH SNH SN
+
HaN HoN HoN
Forma cationica Forma neutra Forma anibnica

Figura I.1. 5. Equilibrio de dissociagao das sulfonamidas.

Embora as sulfonamidas sejam anfotéricas, elas geralmente funcionam como
acido organicos fracos em valores de pH fisiolégico (entre 4,5-6,0).
Consequentemente sdo vistas como sais de sddio que aumentam sua solubilidade
com o aumento do pH. A solubilidade das sulfonamidas pode variar na faixa de 0,1 —
8 g L' (Sarmah et al, 2006; Thiele-Bruhn, 2003). A Tabela 1.1.1 apresenta as

propriedades fisico-quimicas das sulfonamidas em estudo.
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Tabela 1.1. 1. Propriedades fisico-quimicas das sulfonamidas (SA): sulfadiazina,

sulfadimetoxina e sulfaquinoxalina.

Constante
SA MM K.1/pK S PV K deH
e nenr
@mory PP (gLl (mmHg) o
(atm m” mol™)
SDZ 250,3 1,6/6,8 77 4,3110% 0,813 1,60 10"
SDM 310,3 3,0/6,2 340 1,60 10° 42,7 1,30 10"
SQX 300,3 2.3/6,0 120 3,00107 479 6,68 107"

Fonte: CAS, 2012; Thiele-Bruhn et al., 2004; Sanders et al., 2008.
MM: Massa Molar; Constante de basicidade/acidez; S: Solubilidade; PV: Pressdo de vapor; Koy:
Coeficiente de particdo octanol-agua.

1.1.2.4. Uso de sulfonamidas na producao animal

A producdo animal é uma das atividades mais expressivas do agronegocio
brasileiro. A utilizacdo de medicamentos com fins terapéuticos e profilaticos é
comumente utilizada com a finalidade de assegurar a produtividade e a
competitividade do setor.

As sulfonamidas tem sido aliadas dos produtores rurais uma vez que podem
atuar no tratamento de varias doencas causadas por micro-organismos diversos.
Além de afetarem bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e protozoarios sao
indicadas também para o tratamento e prevencao de infecgbes intestinais e
respiratérias, artrites, pododermatites, mastites e metrites, meningoencefalites e
infecgcbes urindrias. As sulfonamidas podem ser utilizadas em associagbes a
farmacos como diaminopirimidinas (trimetoprima e analogos). Utilizadas
isoladamente sem trimetoprima tem efeito bacteriostatico (inibe o crescimento da
bactéria) e, em associacdao possuem um efeito bactericida (efeito letal sobre a
bactéria); sendo, portanto, uma grande vantagem para sua utilizagdo (Skéld, 2009).

A Figura 1.1.6 apresenta um relat6rio de produtos veterindrios com licenca
vigente referente a sulfonamidas no Brasil (MAPA, 2012).
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Figura I.1. 6. Produtos veterinarios sulfonamidicos com licenga vigente (MAPA, 2012).

A industria farmacéutica oferece um grande numero e variedade de

formulacbes veterinarias que contém sulfonamidas e o controle de qualidade destas

formulacdes € imprescindivel. O grafico da Figura 1.1.7 mostra a quantidade de

medicamentos nas diferentes formas farmacéuticas e a quantidade de empresas que

comercializam as formulag¢des no Brasil.
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Figura I.1. 7. Numeros de medicamentos contendo sulfonamidas como principio ativo
comercializados no Brasil, categorizados por formas farmacéuticas e niumero de empresas
(MAPA, 2012).

Um amplo grupo de animais €& tratado com sulfonamidas (com ou sem
associagao), entre eles estdo equinos, caprinos, animais domésticos (como céaes e
gatos), porém sua principal aplicagcdo € em aves, bovinos, suinos e ovinos.

Na avicultura as sulfonamidas de maior utilizagdo s&o sulfadimetoxina,
sulfametazina, sulfaquinoxalina, sulfamerazina, sulfatiazol e sulfadiazina. Estes
antimicrobianos tem sido usados para controle de coccidiose, pulorose, tifo aviario,
célera aviaria e coriza infecciosa das galinhas. A via preferencial de administracao de
sulfonamidas e associagdes com diaminopirimidinas em aves € por via oral,
mediante agua de beber e racdo (Wassenaar, 2005).

Na suinocultura as principais sulfonamidas utilizadas sao a sulfametazina (ou
sulfadimidina) e sulfatiazol, ambas em associa¢des com tetraciclinas e/ou penicilinas.
Sao indicadas para o tratamento de pneumonia bacteriana, colibacilose suina,
enterite bacteriana suina e reducdo na incidéncia de abscessos cervicais
(Wassenaar, 2005).

Na bovinocultura a principal utilizagdo das sulfonamidas € no tratamento de
mastite (processo inflamatério da glandula mamaria). O processo inflamatério
envolve uma série de alteracOes fisioldégicas que podem exercer influéncia sobre a

farmacocinética e farmacodinamica de medicamentos de uso intramamario utilizados
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na terapéutica da mastite e, daqueles administrados por via sistémica, para o
tratamento desta e de outras afec¢des (Costa, 1999).

As sulfonamidas n&o devem ser utilizadas como aditivos alimentares,
promotores de crescimento ou como conservantes de alimentos para animais e no
Brasil, estdo vedados o uso de sulfonamidas sistémicas (MAPA, 1998).

Os farmacos objeto do presente estudo foram selecionados junto a
Coordenacdo de Produtos Veterinarios (CPV) do MAPA. As sulfonamidas
selecionadas para este trabalho fazem parte da lista de prioridades do CPV do
MAPA. Assim sendo, as sulfonamidas com licenca vigente (MAPA, 2012)
selecionadas para quantificacdo foram sulfadiazina, sulfadimetoxina e
sulfaquinoxalina, uma vez que as outras sulfonamidas (sulfatiazol, sulfametazina e
sulfametoxazol) e trimetoprima ja estavam sendo estudadas por outros membros do
Grupo do Laboratério de Bioanalitica Paracelsus.

1.1.3. METODOS ANALITICOS PARA A DETERMINACAO DE
SULFONAMIDAS EM MEDICAMENTOS DE USO VETERINARIO

A analise de farmacos veterinarios de diferentes classes terapéuticas envolve
o uso de uma variedade de técnicas.

A literatura revela varios métodos disponiveis para a determinacdo de
sulfonamidas, os quais incluem a cromatografia a gas (Chivarino et al., 1998), a
cromatografia a liquido (El Anwar et al., 1991), métodos eletroanaliticos (Msagati &
Ngila, 2002), ensaios imunolédgicos (Martbauer et al., 1994), a espectrofluorimetria
(Pena et al., 1992), a espectrofotometria (Raghuveer et al., 1993), entre outros.

Em 2010, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) lancou a 52
edicdo da Farmacopeia Brasileira (2010). Porém, esta ainda carece de monografias
especificas para a determinacao de sulfonamidas em formulagbes farmacéuticas e,
principalmente, ndo contempla formulagdes de uso veterinario. De modo geral, os

procedimentos para a determinacdo de sulfonamidas envolvem titulacdo por
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diazotagdo, espectrofotometria no ultravioleta e visivel, sendo que somente o método
de doseamento da sulfadiazina sob a formulacdo comprimido foi substituido por
cromatografia liquida de alta eficiéncia. Em contrapartida, mais da metade dos
métodos empregados pela Farmacopeia Americana, (USP, 2007) na determinacao
de sulfonamidas s&o cromatograficos. A Farmacopeia Britanica (BRITISH
PHARMACOPOQOEIA, 2009) recomenda o uso de métodos espectrofotométricos e
titulagcdes para a determinagao de sulfonamidas em formulagdes farmacéuticas.

O controle de qualidade de farmacos veterindrios é particularmente
importante, uma vez que podem permanecer residuos dos medicamentos
veterinarios nos animais tratados e destinados ao consumo humano, caso nao sejam
observadas as boas praticas veterinarias, seja em funcao do uso exagerado e/ou
indevido, ou mesmo do nao cumprimento dos periodos de caréncia (FAO/WHO,
1993). A ma qualidade dos medicamentos ndo sé afeta o plantel de animais; como

também € um tdpico relevante quanto a seguranca alimentar.

1.1.4. VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

A validacdo de um método € um processo continuo que inicia no planejamento
da estratégia analitica e continua ao longo do seu desenvolvimento. A maioria dos
orgaos reguladores do Brasil e de outros paises exige a validacao de metodologia
analitica e, para isso, tem estabelecido documentos oficiais que sé@o diretrizes a
serem adotadas no processo de validagdo. Um processo de validagao bem definido e
documentado oferece as agéncias reguladoras evidéncias objetivas de que os
métodos e os sistemas sdo adequados para o uso desejado.

Os parametros para validacdo de métodos tém sido definidos em diferentes
grupos de trabalho de organizagbes nacionais ou internacionais. No entanto, de
modo geral, os protocolos ndo sdo harmonizados.

No intuito de padronizar estes procedimentos, a Unido Internacional de
Quimica Pura e Aplicada — IUPAC (Thompson et al., 2002) publicou um guia para
validagdo de métodos analiticos que tem sido utilizado pela Organizagéao
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Internacional de Padronizacéao — ISO (Thompson et al., 2002). Em 1990, as agéncias
regulatérias dos Estados Unidos (FDA), Japdao (MHLW) e Unido Europeia (EMEA)
passaram a organizar a Conferéncia Internacional sobre Harmonizagao (ICH), para
estabelecer padrées para os procedimentos de pesquisa e desenvolvimento de
farmacos. Neste contexto, o ICH (ICH, 2005) elaborou um guia sobre validacdo de
métodos que tem sido utilizado também em outras dreas de estudo além da
farmacéutica. Na area de Quimica Ambiental, os métodos padronizados para analise
de contaminantes publicados pela Agéncia de Protecdo Ambiental Americana (EPA,
2007) contém orientagdes a respeito da validacao destes métodos.

No Brasil, os dois 6rgaos que regulamentam a validagdo de métodos
analiticos para determinacdo de farmacos sao a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) e o Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacao e Qualidade
Instrumental (INMETRO). Estes 6rgaos disponibilizam guias para o procedimento de
validacdo de métodos analiticos, respectivamente, a Resolucdo ANVISA RE n° 899,
de 29/05/2003 (ANVISA, 2003) e o documento INMETRO DOQ-CGCRE-008, de
junho/2007 (INMETRO, 2007).

Apesar da existéncia dos guias da ANVISA e do INMETRO, recentemente o
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA, 2011°) publicou o Guia
de Validagdo e Controle da Qualidade Analitica. Farmacos em Produtos para

Alimentag&o Animal e Medicamentos Veterindrios.

1.1.4.1. Parametros analiticos para validacao de métodos

O procedimento de validacdo de métodos deve incluir todas as etapas
necessarias para demonstrar que o0s resultados obtidos s&o confiaveis e
reprodutiveis. Um método para um composto majoritario requer um critério de
aceitacdo e uma abordagem diferente de um método desenvolvido para analise de
traco (Ribani et al., 2004).

Os parametros analiticos de validacdo sdo os indicadores quantitativos do
escopo e do bom desempenho das metodologias, e sdo normalmente encontrados
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na literatura como: seletividade, linearidade, faixa linear, precisdo (repetitividade e
reprodutibilidade interna), exatiddo, limite de deteccao, limite de quantificacdo e
robustez.

A estimativa destes parametros pode variar de acordo com a técnica analitica
empregada ou com o protocolo de validagéo a ser seguido. As definicdes e critérios
destes parametros podem variar entre os protocolos, porém o0s parametros de
validagédo descritos acima integram basicamente todos eles.

A validagdo dos métodos propostos neste trabalho foi realizada com base na
Resolucdo n° 899, de 29 de maio de 2003 da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA, 2003), guia disponivel no momento da execucao do trabalho. No
entanto, os resultados, sempre que possivel, também foram avaliados pelo Guia de
Validacdo e Controle de Qualidade Analitica - Farmacos em Produtos para
Alimentacao Animal e Medicamentos Veterinarios, publicado pelo MAPA em 2011.

Os testes a serem realizados para a validacao de métodos para analise de
produtos farmacéuticos séo classificados em quatro categorias de acordo com a sua
finalidade, conforme é apresentado na Tabela 1.1.2.
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Tabela 1.1. 2. Classificacdo dos testes segundo sua finalidade (ANVISA, 20083;
MAPA, 2011°).

Categoria Finalidade do teste (ANVISA, 2003) Finalidade do teste (MAPA, 2011°)

I Testes quantitativos para a determinagdo | Testes  quali-quantitativos  para a
do principio ativo em produtos | determinagdo do principio ativo em
farmacéuticos ou matérias-primas. medicamentos  veterinarios, matérias-

primas, produtos para alimentagdo animal
e matrizes de origem biol6gicas.

Il Testes quantitativos ou ensaio limite para | Testes  quali-quantitativos  para a
a determinagéo de impurezas e produtos | determinacao de impurezas e produtos de
de degradacéao em produtos | degradagéo em medicamentos
farmacéuticos ou matérias-primas. veterinarios e matérias-primas e ensaios

limite.

1] Testes de performance (por exemplo: | Testes de desempenho (por exemplo:
dissolucéo, liberagéo do ativo). dureza, friabilidade, viscosidade).

v Testes de identificagcio. Testes de identificacdo para ingrediente
ativo (por exemplo: identificagdo de
substadncia por espectroscopia no
infravermelho).

\ Testes quali-quantitativos para

- determinacdo de tracos de farmacos em
racao (contaminagéo cruzada).

Para cada categoria na Tabela 1.1.3 estdo indicados os parametros minimos

de desempenho que devem ser avaliados durante a validacdo do método analitico

proposto.
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Tabela 1.1. 3. Ensaios que devem ser estudados na validacdo do método analitico,
de acordo com sua finalidade e categoria (ANVISA, 2003; MAPA, 2011°).

Categoria ll
R Categoria g Categoria | Categoria | Categoria
Parametro Ensaio #
| Quantitativo o ] v Vv
limite
Especificidade/ , , _ . .
Sim Sim Sim * Sim Sim
seletividade
Linearidade Sim Sim Nao * Nao Sim
Faixa linear Sim Sim * * Nao Sim
Intra-ensaio Sim Sim Nao Sim Nao _
Precisao Sim
Inter-ensaio ** * Nao * Nao
Limite de deteccao Nao Nao Sim * Nao Sim
Limite de quantificacéo Nao Sim Nao * Nao Sim
Exatidao Sim Sim * * Nao Sim
Robustez Sim Sim Sim Nao Nao Sim

* Pode ser necessario, dependendo da natureza do teste especifico.

** Se houver comprovagao da reprodutibilidade ndao é necessaria a comprovagao da precisao inter-
ensaio. Parametro especifico da Resolugdo da ANVISA (2003).

* Categoria incluida no Guia de Validagdo do MAPA (2011°).

A seguir sdo apresentados e discutidos os principais parametros de validacao
de métodos cromatograficos e suas definicées, aplicados a Categoria I, de acordo
com a Resolugdo da ANVISA (2003) e do Guia do MAPA (2011°).

1.1.4.1.1. Efeito matriz e seletividade

Apesar da relevancia, nem todos os protocolos de validagdo de métodos
discorrem sobre experimentos para avaliacdo dos efeitos de matriz. A ANVISA
(2003) nao menciona este parametro para analise de farmacos. Porém, o Guia de
Validagdo do MAPA (2011°) articula que ¢ um estudo de seletividade que objetiva
averiguar possiveis interferéncias causadas pelas substancias que compdéem a

matriz amostral, gerando basicamente, fenbmenos de diminuicdo ou ampliacdo do
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sinal analitico. Os estudos referentes ao efeito matriz sdo delineados com o preparo
de curvas analiticas no solvente e curvas analiticas na matriz.

Caso nao haja disponiveis amostras brancas para a obtencdo do extrato da
matriz branca, o método adi¢cdo de padrao devera ser utilizado para a determinagao
da concentracdo do analito. Os resultados obtidos pela andlise do analito por curva
no solvente e por adicdo de padrdo deverao ser estatisticamente analisados,
aplicando o teste F, de homogeneidade de variancias, para verificar se as variancias
das amostras podem ser consideradas estatisticamente iguais. Sendo as variancias
das amostras estatisticamente equivalentes, os desvios-padrao desses dois grupos
de andlise podem ser agrupados e a igualdade das médias dos dois conjuntos de
amostras devera ser testada com a distribuicdo t de Student. Dessa forma, para
aceitacdo da n&o existéncia de efeito matriz as médias dos dois conjuntos de
amostras analisadas deverao ser estatisticamente iguais.

Segundo a ANVISA (2003) e o Guia de Validacdo do MAPA (2011°), a
seletividade € a capacidade do método em diferenciar e quantificar o analito na
presenca de outros componentes da amostra. E um parametro que deve ser
demonstrado e que depende do método analitico empregado. Para determinar a
seletividade de um método os componentes da matriz, produtos de degradacao e
impurezas devem ser avaliados com a finalidade de verificar a interferéncia ou nao
destes com o sinal analitico.

Para os métodos cromatograficos a seletividade é avaliada para garantir que o
sinal analitico seja proveniente exclusivamente do analito e ndo de outros compostos
presentes na amostra. A seletividade pode ser entdo, avaliada por meio da
comparagdo entre cromatogramas de extratos branco da matriz e extratos branco da
matriz fortificada com o analito. Este pardmetro pode ser avaliado também pela
analise da pureza de pico que é verificada em trés pontos (inicio, apice e fim do pico)
quando sdo empregados métodos como a cromatografia liquida de alta eficiéncia
com deteccao por arranjos de diodos. Além disso, os espectros de UV obtidos nestes
trés pontos do pico devem ser comparados com o espectro do padréo do analito.
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1.1.4.1.2. Curva analitica, linearidade e sensibilidade

Segundo a ANVISA (2003), a curva analitica representa a relacdo entre a
resposta analitica e a concentracdo conhecida do analito. A faixa linear é definida
como a faixa de concentracdo onde a sensibilidade do método pode ser mantida
constante. O teor do analito deve estar contido no intervalo de linearidade de 80 a
120% da concentracao tedrica do teste (teor do principio ativo no medicamento).

Ainda, a ANVISA (2003) preconiza que a linearidade é a capacidade do
método de demonstrar que os resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a
concentragdo do analito na amostra, dentro da faixa linear da curva analitica. E
recomendado que a linearidade seja determinada pela andlise de, no minimo, cinco
concentracdes diferentes. Para expressar a linearidade do método € empregado o
coeficiente de correlacdo (r) da curva analitica. O critério minimo aceitavel do
coeficiente de correlacéo é r > 0,99.

O Guia de Validagdo do MAPA (2011°) ndo recomenda um intervalo para a
faixa linear, apenas recomenda que a concentragcdo esperada para a amostra de
ensaio deve se situar em torno do centro da curva analitica.

Em adicdo o Guia de Validacdo do MAPA faz referéncia a um tratamento
estatistico mais detalhado e rigoroso do que a Resolugcado da ANVISA. Para avaliacao
da linearidade do método devem ser aplicadas trés etapas estatisticas: 1) projeto
experimental que consiste na determinagéo da faixa de interesse considerando que a
concentragdo do analito na amostra deva estar proxima ao centro do intervalo da
faixa; 2) o método dos minimos quadrados ordinarios incluindo a estimativa dos
parametros e tratamento de valores extremos (outliers) (avaliado pelo teste de
Jacknife); 3) verificacdo das suposicdes relacionadas ao método dos minimos
quadrados ordinarios e residuos (no teste para hipdtese residuais é utilizado a
homocedasticidade) (Souza & Junqueira, 2005; MAPA, 2011°).

Os outliers devem ser avaliados pelo teste residual de Jacknife (Je) como

descrito pela Equacao 1.1.1.
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Jei =1 /:__5__:_2 Equacdo 1.1.1

onde, p € 0 numero de parametros do modelo, r; =§ o residuo padronizado,
et

- , 1 i—%)? .
Sei = Sresy/1 — h; 0 erro padrao do residuo e h; = ~+ (xls—x) € o0 ponto de alavanca.

XX

Este teste usa uma estimativa do desvio padrédo de pontos independentes.
Assim, os residuos sao facilmente calculados para cada ponto sem ter que adequar
n regressdes separadas, excluindo cada um dos pontos. Os residuos de Jacknife sdo
distribuidos como a distribuicdo t em n-p-1 graus de liberdade. Valor de J.; maior do
que o valor t critico é considerado outlier. Para cada dado eliminado, o método dos
minimos quadrados ordindrios devera ser realizado novamente.

Caso os dados nao sejam normalmente distribuidos ou nédo sao
homocedasticos, uma transformacdo na varidvel, assim como raiz quadrada,
logaritmo ou outras devera ser testada. Se a variavel transformada for normalmente
distribuida e homocedastica ela podera entdo ser utilizada nas analises.

A regressao linear pelo método dos minimos quadrados assume que cada
ponto de dados na faixa tem uma variacao absoluta constante (homocedasticidade).
O teste de Levene pode ser utilizado para avaliar a homocedasticidade confrontando
a hipbtese nula de que as variancias dos residuos da regressdo nao diferem entre si
(ha homocedasticidade). A hipétese nula é rejeitada quando a estatistica t; calculada
for maior que 0 t critico (f1-0/2; n1+n2-2, S€Ndo a = 0,05; 95% de confianga).

No teste de Levene, os residuos sao divididos em dois grupos de tamanho n;
e ny, sempre que possivel equilibrando a distribuicdo dos pontos entre os grupos em
funcédo dos niveis de concentracao x; estudados, sem separar as replicatas de um
mesmo nivel em grupos diferentes. As medianas dos residuos de cada grupo é; € &,
sdo calculadas. Os valores absolutos das diferencas entre os residuos e as
medianas dos respectivos grupos d;; = |é; —e;;1| © di; = |é1 — e;z]| sdo obtidos. A

média das diferengas (d,) e a soma dos quadrados dos desvios (SSD)) dos valores d;
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de cada grupo j =1 e j = 2 sdo calculados. A estatistica de Levene () é avaliada
pela Equacao I.1.2.

t, = —— Equacao 1.1.2

onde, f; é a estatistica t de Levene, d; = ¥ |g — e;;|/n; € a média dos médulos das

diferencas entre cada residuo e a mediana de cada grupo j=1 e j= 2, n; o nUmero

~ ~ z . SSD,1—SSD ~
de observagdes em cada grupo, & é a mediana de cada grupo, s; = ———*2s80 as

n1+n2—2
variancias combinadas, SSD; & a soma dos quadrados dos desvios de d; para cada

grupo e d; = |e] - eij| € 0 mddulo da diferenca entre cada residuo e o grupo de

mediana.

Quando o teste estatistico (f;)) ndo excede o valor critico de f(1-a/2) para
ny+ny-2 graus de liberdade, ha indicacado de homocedasticidade, ndo havendo razao
para rejeitar a hipdtese nula e acreditar que a variancia dos residuos nao seja
constante.

A sensibilidade € um parametro que descreve como a resposta varia em
fungcédo da variacdo da concentracdo do analito. Pode ser expressa pelo coeficiente
angular da reta obtida a partir da regressao linear da curva analitica.

1.1.4.1.5. Precisao

Segundo a ANVISA (2003) e MAPA (2011°), a precisdo é o parametro que
avalia a proximidade entre as varias medidas efetuadas na mesma amostra. A
precisdo pode ser estimada em trés niveis: repetibilidade (precisdo intra-ensaio),
precisao intermediaria (precisao inter-ensaio) e reprodutibilidade. Para a validagao de
métodos em um Unico laboratério (single-laboratory validation), que € o enfoque

neste trabalho, apenas os dois primeiros niveis sdo relevantes para este parametro.
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De acordo com a ANVISA (2003), a precisdo intra-ensaio descreve as
variagdes observadas durante analises em um curto periodo de tempo com o mesmo
analista e mesma instrumentacdo. A repetibilidade € verificada por no minimo seis
determinacgdes a 100% da concentracdo do teste. E a preciséo inter-ensaio descreve
o grau de variacbes observadas em diferentes condigdes (minimo de dois dias
diferentes). O valor maximo aceitavel deve ser definido de acordo com a metodologia
empregada, a concentracdo do analito na amostra, o tipo de matriz e a finalidade do
método, ndo se admitindo valores superiores a 5%.

Conforme o Guia de Validagdo do MAPA (2011°) para se determinar a
precisao intra-ensaio (descrita neste Guia como repetitividade) devera ser usado o
método de adigdo de padréo, caso nao se disponha de amostras brancas. Assim, a
curva de adicao de padréao devera ter no minimo cinco niveis de concentragéo e ser
realizada, em pelo menos, seis réplicas independentes. A precisdo inter-ensaio
(descrita neste Guia como precisdo intermediaria, reprodutibilidade interna ou
intralaboratorial) é realizada da mesma maneira que a precisao intra-ensaio em pelo
menos mais duas vezes em dias diferentes. O valor maximo admitido varia de acordo
com a concentragcdao do analito e leva em consideragcdo a Equagdo de Horwitz
(MAPA, 2011°).

Usualmente, a precisdo é expressa como a estimativa do desvio padrao (s) ou
estimativa do desvio padrao relativo (RSD), conforme Equacao 1.1.3.

s
Média

RSD (%) = x 100 Equacao I.1.3

1.1.4.1.6. Exatidao

A ANVISA (2003) estabelece que a exatiddo representa o grau de
concordancia entre os resultados individuais e um valor aceito como referéncia. Pode
ser calculada como a porcentagem de recuperacdo da quantidade conhecida do
analito adicionada a amostra, ou como a diferenca percentual entre as médias e o

valor verdadeiro aceito, acrescida do intervalo de confianca. A exatidao devera ser
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verificada em trés niveis de concentragéo, alta, intermediaria e baixa, € no minimo

com determinagdes em triplicata. E expressa de acordo com a Equacéo 1.1.4.

Concentracio média experimental

Exatidao = x 100 Equacao 1.1.4

Concentragao teoérica

O Guia de Validacaio do MAPA (2011° retrata exatiddo como
veracidade/recuperacdo. A veracidade € a concordancia entre a média de um
namero suficientemente grande de resultados de um ensaio e o valor de referéncia
aceito convencionalmente como verdadeiro. A recuperacdo mede a tendéncia total
do procedimento analitico e, portanto, € uma expressao de sua veracidade. Dessa
forma, a determinacdo da veracidade deve ser feita por ensaios de recuperacao
utilizando material de referéncia certificado. Caso nao haja esse material, a
determinacdo da recuperagcdo deve ser feita por intermédio de matriz branca
fortificada. No entanto, este Guia nao relata outros procedimentos alternativos caso
nao haja nem o material de referéncia certificado e nem a matriz branca.

A faixa de aceitacdo da veracidade/recuperacao varia de acordo com a
concentragdo do analito e leva em consideracdao a Equagdo de Horwitz (MAPA,
2011°).

1.1.4.1.7. Robustez

A robustez de um método analitico é a medida de sua capacidade em resistir
a pequenas variagbes dos parametros analiticos sem alterar significativamente sua
exatidao e precisdo, portanto é uma medida da quantidade de variabilidade que o
método pode suportar, sem perder a confiabilidade, e sua estimativa depende do tipo
de metodologia analitica utilizada. Ao ser constatado a susceptibilidade do método a
variagdes nas condi¢cdes analiticas, estas deverdo ser controladas e precaucdes
devem ser incluidas no procedimento (ANVISA, 2003; MAPA, 2011°).
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A ANVISA (2003) indica uma lista de parametros a serem avaliados nos testes
de robustez de metodologias analiticas para as técnicas de preparo de amostras,
espectrofotometria, cromatografia a liquido e cromatografia a gas. No entanto,
nenhuma mengéao € dada referente a testes estatisticos para avaliar os resultados.

O INMETRO (2007) recomenda o teste de Youden para determinar a robustez
de um método. Este teste emprega um planejamento fatorial fracionario. Neste teste
é possivel realizar oito combinagdes de sete fatores variaveis.

O Guia de Validagdo do MAPA (2011°) relata que a robustez deve ser
realizada para demonstrar a estabilidade do procedimento sob diferentes condicdes
(tempo, temperatura, pH, entre outras), diferentes fabricantes de insumos, colunas
cromatograficas, entre outras variagdes. O teste de robustez deve ser realizado
utiizando a abordagem classica variando um fator de cada vez, ou utilizando a

abordagem do planejamento fatorial completo ou fracionario (teste de Youden).
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1.2. OBJETIVOS

Neste capitulo, o objetivo do presente trabalho foi o desenvolvimento de
métodos para a separacdo de seis sulfonamidas (sulfadiazina, sulfatiazol,
sulfametazina, sulfametoxazol, sulfadimetoxina e sulfaquinoxalina) e trimetoprima e a
validagdo do método para a determinacao de sulfadiazina, sulfadimetoxina, e
sulfaquinoxalina em farmacos de uso veterinario, empregando a cromatografia

liquida de alta eficiéncia associada ao detector de arranjo de diodos (HPLC-DAD).

I.3. PARTE EXPERIMENTAL

1.3.1. Reagentes, Solventes e Padroes

Todos os reagentes utilizados nos experimentos foram de grau de pureza
analitica, os solventes organicos de grau HPLC e as solucdes foram preparadas em
agua deionizada e purificada obtida de um sistema Milli-Q — 18,2 M Q cm (Millipore,
EUA). As solugdes e solventes foram filtrados em filtros de membrana de 0,45 pm,
acoplados a sistema de filtracao (Millipore, EUA).

Os padrbes analiticos das sulfonamidas foram: sulfadiazina — SDZ (Sigma-
Aldrich, 99%), sulfatiazol — STZ (Sigma-Aldrich, 99%), sulfametazina — SMZ (Sigma-
Aldrich, 99%), sulfametoxazol — SMX (Sigma-Aldrich, 99%), sulfadimetoxina sédica —
SDM (Sigma-Aldrich, 99%); sulfaquinoxalina sédica — SQX (Sigma-Aldrich, 95%); e
trimetoprima — TMTP (Fluka, 99%).

A Figura 1.3.1 apresenta as estruturas dos antimicrobianos sulfonamidas e
trimetoprima estudados neste trabalho.
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Figura 1.3. 1. Estrutura molecular das sulfonamidas e trimetoprima.

1.3.2. Equipamentos

As analises cromatograficas foram realizadas em um equipamento de
cromatografia liquida de alta eficiéncia série 1200 (Agilent, EUA), equipado com
sistema de bombeamento quaterndrio modelo G1311A, detector de arranjo de
fotodiodos — DAD — modelo G1315D, forno para coluna modelo G1316A e injetor
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automatico modelo G1329A. A aquisicdo dos dados foi realizada pelo programa
computacional ChemStation (Agilent, EUA).

Para a desgaseificacdo da fase movel foi utilizado um banho de ultra-som
modelo USC 700 (UNIQUE THORTON, Brasil).

Os padrbées analiticos foram pesados em uma balanca analitica Sartorius
modelo CPA 225D (Alemanha), com precisdo de £0,01 mg.

As amostras de medicamentos veterinarios sob a formulacdo de pé soluvel
foram pesadas em balanga analitica Precisa modelo XT 220A (Suiga), com precisao
de 0,1 mg.

1.3.3. Materiais

1.3.3.1 Colunas cromatograficas

Para os estudos de separagdo cromatogréafica foi empregada uma coluna
XBridge™ (Waters, EUA) de fase reversa de silica hibrida (segunda geracéo, Cis)
com dimensdes 150 x 4,6 mm e diametro de particula de 3,5 um com sua respectiva

coluna de guarda (XBridge™ 20 mm x 4,6 mm; 3,5 um).

1.3.3.2 Amostras

As amostras de medicamentos veterinarios foram adquiridas no comércio da
regidao de Campinas, SP, nos anos de 2010 a 2012. No total, foram adquiridas 17
amostras de 10 fabricantes diferentes. A Tabela 1.3.1 apresenta as amostras

analisadas, bem como o tipo de formulacao e outros farmacos associados.
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Tabela 1.3. 1. Informacdes basicas sobre as amostras de medicamentos veterinarios

analisadas no presente trabalho.

Amostras | Formulagao Principio ativo Compostos em Empresa
principal Associacao Farmacéutica
1-SDZ Injetavel Sulfadiazina Trimetoprima A
2-SDZ Injetavel Sulfadiazina Trimetoprima A
3-SDZ Injetavel Sulfadiazina Trimetoprima F
4-SDZ Injetavel Sulfadiazina Trimetoprima A
5-SDZ Injetavel Sulfadiazina Trimetoprima G
6-SDZ Injetavel Sulfadiazina Trimetoprima J
7-SDZ Injetavel Sulfadiazina Trimetoprima J
8-SDZ Injetavel Sulfadiazina Trimetoprima E
1-SDM Injetavel Sulfadimetoxina Trimetoprima B
1-SQX Pé Solavel | Sulfaquinoxalina - D
2-SQX Pé Solavel | Sulfaquinoxalina - E
3-5QX P& Soltivel Sulfaquinoxalina Sulfametazina e c
bacitracina de zinco
4-SQX Sol. Oral Sulfaquinoxalina Sulfametazina H
5-SQX Sol. Oral Sulfaquinoxalina Sulfametazina H
6-SQX Pé Solavel | Sulfaquinoxalina - I
7-SQX P6 Soluvel | Sulfaquinoxalina Diaveridina G
8-SQX Pé Solavel | Sulfaquinoxalina Diaveridina G

SDZ: sulfadiazina; SDM: sulfadimetoxina e SQX: sulfaquinoxalina.

1.3.4. Metodologia

1.3.4.1. Preparo de solucoes

Todas as solugdes estoque das sulfonamidas foram preparadas a
concentracdo de 1,0 mg mL"', separadamente, em metanol e mantidas sob
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refrigeracdo (4 °C) e ao abrigo de luz para os ensaios com os farmacos veterinérios
por um periodo de até trés meses.

As solugbes de trabalho das sulfonamidas foram preparadas diariamente
mediante diluicdo das solu¢des estoque em fase modvel na proporcdo 20:80 (v/v)
(metanol acrescido de 0,1% (v/v) acido férmico: 0,1% (v/v) acido férmico) e mantidas
ao abrigo de luz.

A solucao orgéanica da fase mével foi preparada pela adigao de 1 mL de &cido
férmico em um baldo volumétrico de 1 L e completado com metanol; enquanto, a
solucao aquosa foi preparada pela adicdo de 1 mL de &cido férmico em um baldo
volumétrico e completado com agua. A proporcao 20:80 (v/v) foi preparada pela
mistura da fase organica (20 mL medidos em proveta) com a fase aquosa (80 mL
medidos em proveta).

1.3.4.2. Preparo de amostra

As amostras de medicamento veterinario nomeadas de 1 a 5-SDZ e 8-SDZ
(injetavel) foram preparadas pela adicao de uma aliquota de 1 mL da amostra em um
baldo volumétrico de 100 mL e completado com uma solugdo contendo 50:50 (v/v)
de MeOH:H,0. Desta solugédo, uma nova diluicao foi realizada na proporg¢éao 1:20 em
fase mével (20:80 (v/v); metanol acrescido de 0,1% (v/v) acido férmico: solucéo de
0,1% (v/v) acido férmico). As amostras 1, 2 e 3-SDZ foram diluidas, a partir da
solugao anterior, na propor¢éao 1:10 em fase mével (20:80 (v/v); metanol acrescido de
0,1% (v/v) acido férmico: solucao de 0,1% (v/v) acido férmico), uma vez que foram
analisadas por padronizacdo externa. As amostras 4, 5 e 8-SDZ também foram
diluidas na proporgéo 0,75:10 em fase mével (20:80 (v/v); metanol acrescido de 0,1%
(v/v) acido formico: solucdo de 0,1% (v/v) acido férmico), uma vez que foram
analisadas por adigéo de padrio.

As amostras 6 e 7-SDZ (injetavel) foram preparadas pela diluicao de 1:100 em
agua. Desta solugdo uma nova diluicdo na proporcdo 3:20 em fase movel (20:80
(v/v); metanol acrescido de 0,1% (v/v) acido férmico: solugdo de 0,1% (v/v) acido
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formico) foi realizada. A solugdo intermediaria da amostra foi entdo diluida na
proporcdo 1:10 em fase moével (20:80 (v/v); metanol acrescido de 0,1% (v/v) &acido
férmico: solugdo de 0,1% (v/v) acido férmico), uma vez que foi analisada por adigao
de padréo.

A amostra 1-SDM (injetavel) foi preparada pela adicdo de uma aliquota de 1
mL da amostra para um baldo volumétrico de 100 mL e completado com agua. Desta
solucao foi realizada uma nova diluigdo na proporgcéo de 1:100 em fase mével (20:80
(v/v); metanol acrescido de 0,1% (v/v) &cido férmico: solucdo de 0,1% (v/v) acido
férmico), uma vez que foi analisada por padronizacao externa.

As amostras nomeadas de 1, 2 e 6-SQX (p6 soluvel) foram preparadas
pesando uma quantidade de aproximadamente 0,4 g de amostra (equivalente a 0,1 g
de SQX) e dissolvendo em 10 mL de agua com ajuda de banho ultra-sénico por 3
minutos. A partir desta solucado, foi realizada uma nova diluicdo na proporcéo de
0,1:10 em fase mével (20:80 (v/v), metanol acrescido de 0,1% (v/v) acido férmico:
solucéo de 0,1% (v/v) acido formico). A solucéo intermediaria das amostras 1, 2-SQX
foram ainda diluidas na proporcdo 1:10 em fase movel (20:80 (v/v), metanol
acrescido de 0,1% (v/v) acido férmico: solucao de 0,1% (v/v) acido férmico), uma vez
que foram analisadas por padronizacao externa. A solucéo intermediaria da amostra
6-SQX foi diluida foi diluida na proporcdo de 0,75:10 em fase mével (20:80 (v/v),
metanol acrescido de 0,1% (v/v) acido férmico: solugéo de 0,1% (v/v) acido férmico),
uma vez que foi analisada por adicao de padréao.

A amostra 3-SQX (p6 soluvel) foi preparada pesando uma quantidade de
aproximadamente 2 g de amostra (equivalente a 0,1 g de SQX) e dissolvendo em 10
mL de &gua com ajuda de banho ultra-s6nico por 3 minutos. Desta solucéo, foi
realizada uma nova diluicdo na proporcdo de 0,1:10 em fase médvel (20:80 (v/v),
metanol acrescido de 0,1% (v/v) acido férmico: solugao de 0,1% (v/v) acido férmico).
Esta solucao intermediaria foi entao diluida na proporcao 1:10 em fase mével (20:80
(v/v), metanol acrescido de 0,1% (v/v) acido férmico: solucdo de 0,1% (v/v) acido
férmico), uma vez que foi analisada por padronizacao externa.

As amostras 4 e 5-SQX (solugéo oral) foram preparadas pela adicdo de uma
aliquota de 1 mL da amostra para um baldo volumétrico de 100 mL e completado
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com 4gua. Desta solucdo foi realizada uma nova diluicdo na propor¢éo 0,5:10 em
fase mével (20:80 (v/v), metanol acrescido de 0,1% (v/v) acido férmico: solucéo de
0,1% (v/v) acido férmico), uma vez que foi analisada por padronizagéo externa.

As amostras 7 e 8-SQX (p6 soluvel) foram preparadas pesando uma
quantidade de aproximadamente 0,7 g de amostra (equivalente a 0,1 g de SQX) e
dissolvendo em uma solucado de 10 mL contendo 50:50 (v/v) MeOH:H,O com ajuda
de banho ultra-sénico por 3 minutos. Desta solugao foi realizada uma nova diluicao
na proporgédo 1:5 em fase movel (20:80 (v/v), metanol acrescido de 0,1% (v/v) acido
férmico: solucdo de 0,1% (v/v) acido férmico). A partir desta solucéao intermediaria,
uma nova diluicao de 0,75:10 em fase movel (20:80 (v/v), metanol acrescido de 0,1%
(v/v) acido férmico: solucao de 0,1% (v/v) acido férmico) foi realizada, uma vez que
foi analisada por adigéo de padrao.

Todas as amostras foram filtradas com filtros de seringa de 0,22 pm (Millex™,
Millipore, Brasil) antes das analises cromatograficas.

1.3.4.3. Desenvolvimento e validacao de métodos cromatograficos
para a quantificacdo de sulfonamidas em farmacos de uso

veterinario

1.3.4.3.1. Desenvolvimento do método cromatografico e parametros
de conformidade do sistema

A separacado cromatografica das sulfonamidas SDZ, STZ, SMZ, SMX, SDM e
SQX, além da TMTP foi otimizada usando a cromatografia liquida de alta eficiéncia
associada ao detector de arranjos de diodos (HPLC-DAD). Foi usada uma fase
estacionaria de fase reversa (C1g) de composicéo silica hibrida (XBridge™ 150 mm x
4,6 mm; 3,5 um) com sua respectiva coluna de guarda (XBridge™ 20 mm x 4,6 mm;
3,5 um).
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A fase movel utilizada para os estudos da separacédo das sulfonamidas foi o
emprego de metanol contendo 0,1% (v/v) de acido férmico como fase organica (FO)
e uma solugéo de 0,1% (v/v) acido férmico como fase aquosa (FA). Para a deteccao
das sulfonamidas, o detector DAD permitiu a selecdo dos comprimentos de onda de
maxima absorbancia para cada uma das sulfonamidas e trimetoprima analisadas.

O modo de eluicao foi por gradiente e varias propor¢cdes de FO e FA foram
avaliadas para promover uma separagdo adequada das seis sulfonamidas e
trimetoprima.

Para estabelecer a conformidade do sistema cromatografico (System
Suitability) os seguintes parametros foram avaliados: resolugdo (Rs), numero de
pratos (N), fator de assimetria (As), fator de alargamento (TF: tailling factor) e fator de
retencéo (k). A otimizagdo do método para a quantificacao das sulfonamidas visou os
parametros estabelecidos pela Farmacopeia Americana (USP, 2007) com seus
respectivos critérios de aceitacdo. Na auséncia de alguns parametros pela
farmacopéia foram estabelecidos como critério de aceitagdo os seguintes valores: Rs
> 2, N> 2000, 0,9 <As <1,2 e k> 2 (Shabir, 2003).

1.3.4.3.2 Estudo da estabilidade das sulfonamidas: sulfadiazina
(SDZ), sulfadimetoxina (SDM) e sulfaquinoxalina (SQX)

Para os estudos de estabilidade, solucdes estoque de SDZ, SDM e SQX na
concentracdo de 100 pg mL' foram preparadas em metanol e armazenadas
conforme descrito na Tabela 1.3.2. As solucdes de trabalho (SDZ — 15 pg mL™', SDM
— 10 pg mL" e SQX — 20 pug mL™") foram preparadas em fase mével na proporgao
20% (v/v) de fase orgéanica e 80% (v/v) de fase aquosa a partir da solugdo estoque
preparada no mesmo dia e armazenada como descrito na Tabela 1.3.2. Dado o
periodo de analise das solucbes, a solucdo estoque de cada sulfonamida foi
previamente diluida em fase mével na proporcao 20% (v/v) de fase orgénica e 80%
(v/v) de fase aquosa nas concentracdes de trabalho correspondentes.
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Tabela 1.3. 2. Condi¢cbes de estocagem para o estudo de estabilidade dos farmacos

em solucéo.
Temperatura Frasco Sigla Tempo (Semanas)
Solucao estoque de SDZ, SDM e SQX
Ambiente (25 °C) Ambar AA 0 1 2 3 12
Ambiente (25 °C) Transparente AT o 1 2 3 12
4°C Transparente G o 1 2 3 12
Solucao de Trabalho de SDZ, SDM e SQX

Ambiente (25 °C) Ambar AA 0 1 2 3 4 8 12
1.3.4.3.3. Parametros de validacao

A seletividade do método foi avaliada mediante o estudo de degradacao dos
farmacos, bem como a andlise da pureza dos picos. A degradacao dos farmacos foi
realizada submetendo-os a condi¢cdes de estresse.

As solugdes intermediarias de cada farmaco (100 ug mL™") foram preparadas
nos seguintes meios: 0,1 mol L™ &cido cloridrico, 0,1 mol L™ hidréxido de sédio, 3%
(v/v) peroxido de hidrogénio e em banho-maria na temperatura de 60 °C.

As solucbes das sulfonamidas preparadas nestes meios foram analisadas
uma hora e 24 horas apds seu preparo. Antes de realizar a andlise, a solugao
intermediaria da SDZ foi diluida para 15 ug mL™" e as solucées da SDM e SQX foram
diluidas para 10 pg mL™”, todas em fase mével. A degradacdo foi avaliada por
comparacdo dos cromatogramas das sulfonamidas nestes meios com solugdes
padrdo recém preparadas. Além disso, a seletividade também foi avaliada pela
pureza do pico e esta foi analisada em trés pontos (inicio, meio e final do pico). Os
ensaios de degradacao foram realizados em ftriplicata.

Para avaliar a linearidade do método foi construida uma curva analitica de
trabalho usando cinco niveis de concentracdo das sulfonamidas, individualmente,

seguindo o intervalo de 50 a 150% em relagdo ao principio ativo na amostra. A
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equagao da reta da curva analitica foi obtida pelo método dos minimos quadrados
ordinarios. Também foram avaliados os residuos, os valores extremos, o coeficiente
de regressao linear (r, linearidade) e a homocedasticidade. A sensibilidade do
método foi obtida pelo coeficiente angular da curva analitica.

A precisao intra-ensaio foi avaliada mediante analise em um mesmo dia, com
mesmo equipamento e analista, uma mesma amosira de medicamento em
sextuplicata em um nivel de concentragdo correspondente a 100% do valor médio da
curva analitica. A precisao inter-ensaio foi avaliada para a mesma amostra em trés
dias diferentes (seis vezes no primeiro dia e trés vezes em outros dois dias, ou seja,
n = 12). A precisao foi expressa pela estimativa do desvio padrao relativo (RSD).

A exatiddo do método foi avaliada mediante ensaios de recuperagao. Para
tanto, amostras de medicamentos foram fortificados em trés niveis de concentracao
(baixo, médio e alto). Para o nivel de fortificacdo mais baixo (40%), foram preparadas
solugbes contendo concentragdes conhecidas do padrdo (8 g mL") e
concentragbes da amostra de medicamento equivalentes a 12 g mL™" (calculado
em base ao valor nominal), totalizando uma concentracdo aproximada de 20 pg mL™
que é equivalente a concentracdo média da curva analitica. O nivel de fortificagcao
médio (50%) foi realizado preparando solugdes contendo 10 ug mL™ do padrio e 10
ng mL™' da amostra de medicamento. Para o nivel de fortificacdo alto (60%) foram
preparadas solucdes contendo 12 ug mL' do padrdo e 8 pg mL™' da amostra de
medicamento. Todas as andlises foram realizadas em triplicata. A recuperacédo das
sulfonamidas foi calculada como a porcentagem de recuperacdo da quantidade
conhecida do padrao acrescido a amostra.

Um método é dito robusto quando se revelar praticamente insensivel a
pequenas variagdes que possam ocorrer quando o mesmo esta sendo executado. O
teste de robustez para as sulfonamidas (SDZ, SDM e SQX) foi realizado de acordo
com a abordagem de Youden (INMETRO, 2007; MAPA, 2011°) a qual é um
planejamento fatorial fracionario. Neste planejamento € possivel realizar oito
combinacoes de sete fatores varidveis, o que significa explorar os efeitos dos sete

parametros com apenas oito resultados analiticos.

36



Geralmente, os fatores sao variados em dois niveis, porém, a escolha deste
intervalo entre niveis extremos nado tem sido sistematicamente abordada na
literatura. Assim, a escolha deste intervalo neste trabalho foi determinada pelos
autores uma vez que nenhum dos guias faz sugestbes sobre este item.

A robustez foi avaliada mediante a variagdo de 7 fatores e 8 experimentos
conforme apresentado na Tabela 1.3.3. A concentracdo de SDZ utilizada para a
realizagdo do ensaio foi 15 ug mL' e para SDM e SQX foi de 20 pg mL". Os
experimentos foram realizados em ordem aleatéria, através de sorteio, e em
duplicata (n = 2).

Os fatores avaliados no ensaio de robustez foram: concentragdo de acido
férmico (A), vazao da fase movel (B), proporcdao do volume da fase moével (C),
fabricante de metanol (D), temperatura da coluna (F), comprimento de onda (G).
Todos estes fatores foram avaliados para as trés sulfonamidas.

O fator representado por (E) variou conforme a sulfonamida estudada. Sendo
para a SDZ (solubilizacdo da amostra), para a SDM (coluna cromatografica) e para a
SQX (tempo de solubilizacao da amostra em banho ultra-sénico).

37



Tabela 1.3. 3. Fatores com suas respectivas varidveis que foram considerados na
determinacao da robustez do método desenvolvido para SDZ, SDM e SQX bem

Como 0s seus 8 experimentos.

Experimentos
Fatores

1o | 20 | 30 | 40 | 5o | g | 7° | 8°
A + + + + - - - -
B + + - - + + - -
C + - + - + - + -
D + + - - - - + +
E + - + - - + - +
F + - - + + - - +
G + - - + - + + -

Experimentos (+) correspondem aos valores nominais e (-) aos valores que foram variados.

Os efeitos dos fatores foram estimados de acordo com a Equacao 1.3.1.

_ XYY

Eyx N

Equacao 1.3.1

onde, XY(+) e 2Y(-) representam as somas das respostas em que o fator X é do nivel

(+) e (-), respectivamente; e N € o numero de experimentos realizados.
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1.3.4.4. Analise de medicamentos veterindrios contendo
sulfadiazina, sulfadimetoxina e sulfaquinoxalina como principais
ativos por HPLC-DAD

As amostras descritas no item 1.3.3.2 foram quantificadas mediante

padronizacdo externa ou adigdo de padrao.

A) Padronizacao externa

As amostras 1 a 4-SDZ, 1-SDM e 1 a 5-SQX foram quantificadas mediante
padronizagcdo externa uma vez que nao apresentaram efeito matriz. Dessa forma,
todas as amostras foram preparadas (conforme descrito no item 1.3.4.2) de forma
gue a concentragcao esperada para as amostras se situasse em torno do ponto médio

da curva analitica (20 ug mL™).

B) Adicao de padrao

As amostras 5 a 8-SDZ e 6 a 8-SQX foram quantificadas mediante adicdo de
padrao uma vez que ensaios de recuperacdo demonstraram efeito matriz
(recuperacao inferior a 95% ou superior a 105%).

Para o método de adicdo de padrdo as amostras de medicamento foram
previamente diluidas (conforme descrito no item 1.3.4.2) a uma concentracéo
aproximada de 15 pg mL”' (em base as informagdes do fabricante) e a esta
concentracdo foram adicionadas concentragdées conhecidas do padréao (0; 2,5; 5,0;
7,5 e 10 ug mL™). A adicdo de padrao foi analisada em 5 niveis e em triplicata
independentes. O primeiro ponto da adi¢cdo de padrdo corresponde a amostra a ser

analisada sem adicao do padrao das sulfonamidas em estudo.
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1.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

1.4.1. Desenvolvimento e validacao de métodos cromatograficos
para a quantificacado de sulfonamidas em farmacos de uso
veterinario

O método foi desenvolvido para a separacao de seis sulfonamidas (SDZ, STZ,
SMZ, SMX, SDM e SQX) e trimetoprima uma vez que nas diferentes formulacdes
existentes ocorrem associagdes com outras sulfonamidas, trimetoprima e/ou outros
antimicrobianos. Porém, este trabalho focou na andlise de apenas trés sulfonamidas,
sendo elas a SDZ, SDM e SQX empregadas no tratamento e/ou profilaxia de aves,
bovinos, ovinos e suinos. Apenas as trés sulfonamidas (SDZ, SDM e SQX) foram
selecionadas para quantificacdo devido as outras ja estarem sendo analisadas por
membros do Grupo do Laboratério de Bioanalitica Paracelsus.

1.4.1.1. Otimizacdo do método e parametros de conformidade do
sistema cromatografico

A separagao cromatogréafica das sulfonamidas foi avaliada com diferentes
fases estacionarias. O estudo de diferentes colunas cromatograficas foi realizado
previamente no Laboratério de Bioanalitica Paracelsus (Ribeiro, C.C., 2011). Foram
avaliadas quatro colunas cromatogréaficas: 1) XBridge™ C+g (150 x 4,6 mm, 3,5 um),
Waters, EUA; 2) Purospher®Star RP-18 endcapped Cis (55 x 4,0 mm, 3,0 um),
Merck, Alemanha; 3) Zorbax Eclipse XDB-C+g (150 x 4,6 mm, 5,0 um), Agilent, EUA;
4) Zorbax Eclipse Plus C1g (150 x 4,6 mm, 5,0 um), Agilent, EUA.

Todas as colunas avaliadas permitiram a separacao das sulfonamidas, porém,
o critério para a selecdo da coluna cromatografica para a separacdo das
sulfonamidas foi baseado no parametro assimetria do pico. Devido a presenca de
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silan6is residuais na superficie da silica modificada pode haver interacoes
secundarias das sulfonamidas anfotéricas com estes silanois residuais levando a
uma assimetria dos picos. Essas interagées podem ser minimizadas pelo uso de
colunas cromatograficas capeadas.

Entre as colunas avaliadas, a coluna XBridge™ foi selecionada para o
desenvolvimento do método cromatografico, uma vez que todos os picos
cromatograficos das sulfonamidas apresentaram assimetria aceitavel.

Na literatura (de la Cruz et al., 2011; Kurwadkar et al., 2007; Ye et al., 2007;
Baran et al., 2006), a grande maioria dos métodos cromatograficos utilizando colunas
cromatograficas de fase reversa para a determinacdo de sulfonamidas faz uso de
fase mdvel como acetonitrila (ACN) ou metanol (MeOH) como modificador organico e
como fase aquosa solugcbes de acido férmico, acido acético glacial ou acetato de
aménio/acido acético.

As condigdes Otimas estabelecidas para a separacdo e quantificacdo das
sulfonamidas (SDZ, SDM e SQX) pelo método HPLC-DAD, usando como critério os
parametros de conformidade do sistema cromatografico, foram: A) fase estacionaria
de modo reverso (Cis) de composicdo silica hibrida (XBridge™ 150 mm x 4,6 mm;
3,5 um) com sua respectiva coluna de guarda (XBridge™ 20 mm x 4,6 mm; 3,5 um);
B) fase mével: metanol contendo 0,1% (v/v) acido formico como fase organica e uma
solucdo de 0,1% (v/v) acido férmico como fase aquosa. A vazao da fase movel foi de
1,0 mL min™"; C) volume de injecdo de 20 ulL; D) temperatura da coluna foi mantida a
40 °C; E) deteccao e quantificacdo no comprimento de onda de maxima absor¢ao de
cada sulfonamida (SDZ, 266 nm; SDM, 268 nm; e SQX, 248 nm).

O modo de eluicao foi por gradiente, sendo a proporcao inicial de 10% (v/v) de
fase organica e 90% de fase aquosa, mudando para 38% (v/v) de fase orgéanica e
62% (v/v) de fase aquosa de 10 a 14 minutos, voltando a proporgao inicial de 15 a 20
minutos.

Um cromatograma caracteristico da eluicao das sulfonamidas e trimetoprima

nas condi¢des 6timas de analise esta apresentado na Figura 1.4.1.
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Figura 1.4. 1. Cromatograma caracteristico das sulfonamidas e trimetoprima: 1) Sulfadiazina
(SDZ), 2) sulfatiazol (STZ), 3) trimetoprima (TMTP), 4) sulfametazina (SMZ), 5)
sulfametoxazol (SMX), 6) sulfadimetoxina (SDM) e 7) sulfaquinoxalina (SQX), todas a 20 nug
mL". Condicdes cromatograficas: FE - XBridge™. Fase mével - FO (0,1% (v/v) de &cido
férmico em MeOH, FA 0,1% (v/v) de acido férmico, pH 3,0). Eluicao por gradiente - FO:FA
10:90 (v/v) para 38:62 (v/v) em 10 min; FO:FA 38:62 (v/v) por 10 a 14 min; voltando a
proporcéo inicial FO:FA 10:90 (v/v) de 15 a 20 min. Vaz&o: 1,0 mL min™'. Volume de injecéo:
20 plL. Temperatura da coluna: 40 °C.

As sulfonamidas de interesse (SDZ, SDM e SQX) possuem, nas condicoes de
estudo, um tempo de retencdo de 5,1 minutos, 13,6 minutos e 14,5 minutos,
respectivamente. O comprimento de onda de maxima absor¢do para a quantificacao
de SDZ, SDM e SQX foi de 266 nm, 268 nm e 248 nm, respectivamente.

Com as condicbes cromatograficas selecionadas foram entdo verificados os
parametros de conformidade do sistema de acordo com os parametros pré-
estabelecidos pela Farmacopeia Americana (USP, 2007).

A monografia da SDZ e SDM na farmacopeia americana estabelece que o
fator de alargamento (tailing factor) ndo seja maior que 1,5 e a estimativa do desvio

padrao relativo para as replicatas de injecées nao seja maior que 2,0%. A monografia
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da SQX na farmacopeia americana estabelece que a eficiéncia da coluna nao seja
inferior a 2500 pratos e o fator de alargamento (tailing factor) ndo seja maior que 1,2
e a estimativa do desvio padrao relativo para replicatas de injecées ndo seja maior
que 2,0%. Dessa forma, a otimizagdo do método para a quantificacdo das
sulfonamidas (SDZ, SDM e SQX) visou estes parametros, além daqueles descritos
no item 111.3.4.3.1.

A Tabela 1.4.1 apresenta os parametros de conformidade do sistema
cromatografico para as condigbes estabelecidas. Com estas condi¢gbes foi obtida
simetria adequada do pico cromatografico de SDZ, SDM e SQX com tempo de
retencdo relativamente curto; além de estar de acordo com as especificacdes
exigidas pela farmacopeia americana (USP, 2007) e com os critérios de aceitacao
estabelecidos na secao 111.3.4.3.1 (Shabir, 2003).

Tabela 1.4. 1. Parametros de conformidade do sistema cromatografico obtidos para
as sulfonamidas (SA): SDZ, SDM e SQX.

Parametros de conformidade
SA

tr N Rs* As k TF

SDZ 51 8152 - 1,2 1,77 1,1
SDM 136 82284 208 12 554 12

SQX 145 67567 4,21 1,2 5,96 1,2

* Rs obtida em relagé@o ao pico cromatografico antecedente (Figura 1.4.1).

Para todos os outros picos cromatograficos apresentados na Figura 1.4.1, a
resolucdo foi maior que 2. Portanto, com as condi¢des cromatograficas otimizadas foi
possivel prosseguir com o estudo da estabilidade das solug¢des, para em seguida ser
realizada a validacao do método.
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1.4.1.2. Estabilidade das solucoes de SDZ, SDM e SQX

Anterior ao procedimento de validacdo, estudos referentes a estabilidade das
substancias SDZ, SDM e SQX foram realizadas.

A avaliacao da estabilidade das solugdes utilizadas na metodologia analitica é
de suma importancia, uma vez que a degradagao do analito ou dos constituintes da
matriz durante a estocagem ou andlise da amostra podem afetar a exatiddo dos
resultados. A estabilidade dos padrées € importante em termos de temperatura,
luminosidade e tempo, ja que as analises, frequentemente, sdo realizadas durante
todo o dia e/ou a noite.

No presente estudo, as solug¢des estoque das sulfonamidas SDZ e SDM foram
estaveis nas condigdes estudadas e descritas na Tabela 1.4.1 por um periodo de 90
dias (Figura 1.4.2 e Figura 1.4.3, respectivamente). As solucdes estoque de SQX
armazenadas em frasco ambar e temperatura ambiente e em frasco transparente a
40 °C (SEaa € SEgt) foram estaveis por um periodo de 90 dias. No caso da solugcéo
estoque armazenada em frasco transparente e temperatura ambiente (SEar) € da
solugéo de trabalho armazenada em frasco ambar e temperatura ambiente (Sy (aa)) @
estabilidade foi de apenas 14 dias e 60 dias, respectivamente (Figura 1.4.4). O
critério de aceitacdo para a estabilidade das solu¢des estoque foi de 5%, conforme
indicado nas Figuras 1.4.2, 1.4.3 e 1.4.4 em linhas tracejadas.
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Figura 1.4. 2. Estabilidade da solugao estoque (SE) de SDZ armazenadas a temperatura
ambiente em frascos transparentes (SEat); ambar (SEaa) € em geladeira, 4 °C, em frasco
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Figura 1.4. 3. Estabilidade da solugdo estoque (SE) de SDM armazenadas a temperatura
ambiente em frascos transparentes (SEar); ambar (SEas) € em geladeira, 4 °C, em frasco

transparente (SEgr) € da solugdo de trabalho armazenadas a temperatura ambiente em
frasco ambar (Sy (an))-
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Figura 1.4. 4. Estabilidade da solucao estoque (SE) de SQX armazenadas a temperatura
ambiente em frascos transparentes (SEar); @mbar (SEaa) € em geladeira, 4-8 °C, em frasco
transparente (SEgr) € da solucdo de trabalho armazenadas a temperatura ambiente em
frasco ambar (Sy (an))-

Portanto, para garantir a estabilidade e obter confiabilidade e repetitividade
dos resultados, as solucdes estoque das sulfonamidas em estudo (SDZ, SDM e
SQX) foram preparadas em metanol, armazenadas em frasco ambar, estocadas a
4°C por um tempo maximo de trés meses e as solugdes de trabalho foram
preparadas diariamente a partir das respectivas solu¢des estoque.

1.4.1.3. Validacao dos métodos para a quantificacdo das
sulfonamidas sulfadiazina (SDZ), sulfadimetoxina (SDM) e

sulfaquinoxalina (SQX) em farmacos de uso veterinario

O desenvolvimento do método analitico envolve processos de avaliagdo que
estimem sua eficiéncia na rotina do laboratorio. A finalidade da validagao consiste em
comprovar que o método analitico é adequado para o seu propédsito. Assim, apds
estabelecidas as condigbes cromatogréaficas para a quantificagdo de SDZ, SDM e
SQX por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjos de diodos
(HPLC-DAD), o método desenvolvido foi validado com base na Resolugéo n° 899, de
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29 de maio de 2003 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2003) e
quando possivel, também foram contempladas as recomendagdes do Guia de
Validagdo e Controle da Qualidade Analitica - Farmacos em Produtos para
Alimentacdo Animal e Medicamentos Veterinarios (MAPA, 2011°). Os parametros
avaliados foram: seletividade, faixa linear, linearidade, sensibilidade, precisédo intra-
ensaio e inter-ensaio, exatidao e robustez.

Segundo a resolugcdo da ANVISA (2003) e o Guia de Validacdo do MAPA
(2011°), os ensaios necessarios para a validagcdo do método analitico é selecionado
segundo sua finalidade, conforme apresentado no item 1.1.4.1. Em estudos
quantitativos para a determinacdo do principio ativo em produtos farmacéuticos
(Categoria 1), parametros como limite de deteccdo e quantificagcdo ndo séao

classificados como necessarios.

1.4.1.3.1. Seletividade

A seletividade do método € a capacidade que o método possui de identificar
um composto inequivocamente na presenga de outros componentes (impurezas,
componentes da matriz e/ou produtos de degradacado). Esta foi avaliada mediante
estudo de degradacgao do farmaco e pelo teste de pureza de picos.

O teste de degradacdo do farmaco consistiu em submeté-lo a condicdes
extremas (meio acido, meio basico, meio oxidante e meio aquecido 60 °C) em dois
diferentes periodos: uma hora apos o preparo das solugdes e depois de 24 horas. A
analise foi realizada em triplicata.

A solucdo intermediaria do farmaco (100 pug mL™) foi preparada de acordo
com os meios apresentados na Tabela 1.4.2. Antes de realizar a andlise, a solugéo
intermediaria da SDZ foi diluida para 15 ug mL" e as solucdes intermediarias da
SDM e SQX foram diluidas para 10 pg mL™, todas em fase mével contendo 20%
(v/v) de fase orgéanica e 80% (v/v) de fase aquosa.
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Tabela 1.4. 2. Condicbes experimentais utilizadas para avaliar a degradacao dos

farmacos.
Meio Condicao Experimental
Acido HCI 0,1 mol L™
Basico NaOH 0,1 mol L™
Oxidante H202 3% (v/v)
Aquecido Banho maria (T = 60 °C)

A Figura 1.4.5 mostra os cromatogramas das solugdes de trabalho da
sulfonamida SDZ recém preparada (controle) e das solu¢gbes submetidas as
condi¢des apresentadas na Tabela 1.4.2, apds o periodo de 1 e 24 horas.

Os cromatogramas apresentados na Figura 1.4.5 demonstram que nao houve
formacgao de produtos de degradacao que eluissem no mesmo tempo de retencéao da
SDZ (tg = 7,3 minutos) em nenhuma das condi¢gdes de estresse e nos tempos
estudados. Os espectros de UV (Anexo 1) obtidos para a SDZ nas condi¢cbes dos
estudos de degradacao foram idénticos aos espectros da SDZ nas solugdes recém
preparadas (controle). Estes resultados comprovam que o método é seletivo frente
as condigcdes e parametros cromatograficos previamente otimizados. Ainda foi
observado que ndo houve diminuicdo significativa da area do pico cromatografico
(menor que 5%) da SDZ nos meios de estresse estudados mostrando estabilidade,
no periodo estudado, frente a estes meios.
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Figura 1.4. 5. Cromatogramas das solucdes de trabalho recém preparadas (controle) e das
solugdes de SDZ submetidas as condi¢cdes apresentadas na Tabela 1.4.2, apds o periodo de
1 hora e 24 horas. Condigdes cromatogréficas: FE - XBridge™. Fase mével - FO (0,1% (v/v)
de acido formico em MeOH), FA (solugéo 0,1% (v/v) de acido férmico). Eluicdo por gradiente:
12% (v/v) de FO e 88% de FA de 0 a 8 minutos; sendo mudado para 85% (v/v) de FO e 15%
(v/v) de FA de 9 a 14 minutos; voltando a proporgéao inicial de 15 a 20 minutos. Volume de

injecdo: 20 L. Temperatura da coluna: 40 °C. Concentracéo de SDZ: 15 ug mL™.
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A Figura 1.4.6 mostra os cromatogramas das solugdes de trabalho da
sulfonamida SDM recém preparadas e das solu¢des submetidas as condi¢coes de

estresse apresentadas na Tabela 1.4.2, apds o periodo de 1 e 24 horas.
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Figura 1.4. 6. Cromatogramas das solucdes de trabalho recém preparadas (controle) e das
solugdes de SDM submetidas as condi¢des apresentadas na Tabela 1.4.2, ap6s o periodo de
1 hora e 24 horas. Condigdes cromatogréficas: FE - XBridge™. Fase mével - FO (0,1% (v/v)
de acido formico em MeOH), FA (solucao de 0,1% (v/v) de acido férmico). Eluicao isocratica -
FO:FA 40:60 (v/v). Vazao: 0,7 mL min™. Volume de injecdo: 20 pL. Temperatura da coluna:
40 °C. Concentragéo de SDM: 10 pg mL™.
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Os cromatogramas apresentados na Figura 1.4.6 demonstram que nao houve
formacao de produtos de degradagédo que eluissem no mesmo tempo de retengéo da
SDM em nenhuma das condicbes de estresse e nos tempos estudados. Os
espectros UV (anexo 2) obtidos para a SDM nas condicbes dos estudos de
degradacao foram idénticos aos espectros da SDM nas solugdes recém preparadas
(controle). Estes resultados comprovam que o método é seletivo frente as condi¢des
e parametros cromatograficos previamente otimizados. Além disso, é observado que
nao houve diminuigédo significativa da area do pico cromatografico (menor que 5%)
da SDM nos meios de estresse estudados mostrando estabilidade, no periodo
estudado, frente a estes meios.

A Figura 1.4.7 mostra os cromatogramas das solugcdes de trabalho da
sulfonamida SQX recém preparadas (controle) e das solugbes submetidas as
condicoes de estresse apresentadas na Tabela 1.4.2, apdés o periodo de 1 e 24
horas.

Os cromatogramas apresentados na Figura 1.4.7 demonstram que em meio
acido houve degradacdo da SQX, uma vez que a area apds 24 horas diminui
consideravelmente em 70%. Porém nao houve presenca de produtos de degradacao
no mesmo tempo de retencdo da SQX em nenhuma das condicbes de estresse e
nos tempos estudado. Os espectros UV (anexo 3) obtidos para a SQX nas
condi¢cdes dos estudos de degradacao foram idénticos aos espectros da SQX nas
solucbes recém preparadas (controle), mostrando assim, que o produto de
degradacao formado nao interferiu na determinagcdo de SQX. Estes resultados
comprovam que o0 meéetodo é seletivo frente as condicbes e parametros

cromatograficos previamente otimizados.
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Figura 1.4. 7. Cromatogramas das solucdes de trabalho recém preparadas (controle) e das
solugdes de SQX submetidas as condi¢des apresentadas na Tabela 1.4.2, apds o periodo de
1 hora e 24 horas. Condicdes cromatogréficas: FE - XBridge™. Fase mével - FO (0,1% (v/v)
de &cido férmico em MeOH, FA 0,1% (v/v) de acido férmico, pH 3,0). Eluigdo isocratica -

FO:FA 40:60 (v/v). Vazdo: 0,7 mL min™'. Volume de inje¢do: 20 L. Temperatura da coluna:

40 °C. Concentragdo de SQX: 10 ug mL™.
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1.4.1.3.2. Curva analitica

A linearidade e a sensibilidade foram obtidas a partir da curva analitica de
trabalho (no solvente) que foi construida, dentro do intervalo da faixa linear, pela
analise de cinco diferentes concentracées das sulfonamidas SDZ, SDM e SQX, em
triplicata, preparadas em fase mével contendo 20% (v/v) de fase orgénica e 80%
(v/v) de fase aquosa. Estas concentragdes seguiram o intervalo de 50 a 150% em
relacdo a concentragcao teste (geralmente a concentracao estabelecida como ponto
médio da curva), embora a ANVISA (2003) recomende que seja no intervalo de 80 a
120%. Essa alteracao foi feita, uma vez que a Farmacopeia Americana adota essa
faixa, o que consideramos mais adequado. O Guia de Validagdo do MAPA (2011°)
ndao recomenda uma faixa especifica, no entanto, indica que a curva analitica seja
construida em 5 niveis de concentracao, preparadas em triplicatas independentes e
duplicatas de injecdo. Optamos por ndo realizar a duplicata de injecdo, uma vez que
a dispersao dos resultados das analises independentes seria maior do que aqueles
oriundos da reinjecdo das mesmas amostras.

A curva analitica foi estatisticamente avaliada conforme preconiza o Guia de
Validacdo do MAPA (2011°) quanto a possivel presenca de valores extremos
(outliers) (teste de significAncia dos residuos e teste de Jacknife) e
homocedasticidade (teste de Levene). Todas as curvas analiticas obtidas se
mostraram homocedasticas e, portanto, para estabelecer a equacao da reta foi
empregado o método dos minimos quadrados ordinarios. A faixa de trabalho do
método foi de 10 - 30 pg mL", nas condicbes estudadas. A curva analitica
representada pela equacdo y=a +bxC, onde C é a concentracdo de cada
sulfonamida em ug mL™ e y a 4rea do pico cromatogréafico correspondente para cada
sulfonamida. A Figura 1.4.8 mostra as curvas analiticas e os respectivos gréaficos de
residuos para a SDZ, SDM e SQX.
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Figura 1.4. 8. Curvas analiticas (A) e grafico de residuos (B) para SDZ (preto), SDM
(vermelho) e SQX (azul).

A Tabela 1.4.3 apresenta os resultados obtidos referentes a faixa linear,
linearidade (r) e sensibilidade (coeficiente angular) obtidos pelo método HPLC-DAD.

Tabela 1.4. 3. Parametros de validacdo dos métodos de determinacdo de
sulfonamidas em medicamentos de uso veterinario por HPLC-DAD.

Parametros de validacao Sulfonamidas
(HPLC-DAD) SDz SDM SQx
Faixa linear (ug mL™) 10-30  10-30 10-30
Linearidade (r) 0,9997  0,9998  0,9996
Sensibilidade (u.a./ (ng mL™) 80,5 64.9 73,1

u.a.: unidades arbitrarias.

Uma vez que a variancia é constante na faixa linear considerada
(homocedasticidade), o método dos minimos quadrados ordinarios pode ser aplicado
e o valor expresso pelo coeficiente de regressao linear, esta de acordo com o critério
recomendado pela ANVISA (r > 0,99) e pelo Guia de Validagao do MAPA.
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1.4.1.3.3. Precisao

A precisdao do método foi avaliada em termos de repetitividade (preciséo intra-
ensaio) e precisao intermediaria (precisao inter-ensaio). Para tanto, foram analisadas
amostras contendo as sulfonamidas em estudo conforme descrito na parte
experimental (item 1.3.4.2). Os resultados foram expressos como a estimativa do
desvio padrao relativo e estdo apresentados na Tabela 1.4.4. Todos estdo em
conformidade com o preconizado pela ANVISA que estabelece um RSD < 5%.

No entanto, o Guia de Validacdo do MAPA preconiza que em condicdes de
repetitividade o coeficiente de variacao (desvio padrao relativo) ndo deve exceder 2/3
do valor previsto pela Equacado de Horwitz. No caso das amostras analisadas, o
principio ativo das amostras 3 a 5-SQX se encontra em uma faixa de concentragdo
entre 10 g kg e 100 g kg™, 0 que permite um coeficiente de variagdo maximo de 2/3
de 2,7%, ou seja, 1,8%. Para o restante das amostras, as quais a precisao foi
avaliada (1 e 2-SQX, 1-SDM e 1 a 3-SDZ), o principio ativo se encontra em uma
faixa de concentragao entre 100 g kg™ e 1000 g kg™, o que permite um coeficiente de
variacdo maximo de 2/3 de 2%, ou seja, 1,3%. Conforme apresentado na Tabela
1.4.4, os resultados experimentais obtidos também estdo em concordancia com o
preconizado.

Para os ensaios de precisdo intermediaria, denominada de reprodutibilidade
intralaboratorial pelo Guia de Validacao do MAPA, o coeficiente de variagdo nao
deve exceder o valor preconizado pela Equacdo de Horwitz. Assim sendo, as
amostras 3 a 5-SQX analisadas, o coeficiente de variacdo nao deve exceder 2,7%.
Para as amostras 1 e 2-SQX, 1-SDM e 1 a 3-SDZ, o coeficiente de variacdo nao
deve exceder 2%. Todos os resultados obtidos estdo também em conformidade com

esse Guia.
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1.4.1.3.4. Exatidao

A exatiddao do método foi avaliada por meio de ensaios de recuperagao
conforme recomenda a resolucdo da ANVISA (2003). Sendo assim, as amostras de
medicamentos foram fortificadas em 3 niveis de concentragdo: baixa (40%), média
(50%) e alta (60%) em relac&o ao valor nominal e todas as analises foram realizadas
em triplicata. Os ensaios foram realizados, individualmente, para as trés
sulfonamidas com medicamentos disponiveis comercialmente. Os resultados obtidos
para as amostras analisadas estao apresentados na Tabela 1.4.4.

O ensaio de fortificagdo das amostras dos diferentes principios ativos em trés
niveis de concentracdo forneceu valores de recuperagdo para SDZ, SDM e SQX
adequados segundo preconiza a ANVISA, uma vez que se encontram na faixa
aceitavel de 95 a 105%.

Segundo recomendacgbes do Guia de Validagdo do MAPA o critério de
aceitacdo de veracidade/recuperacao para o teor do principio ativo nas amostras é
previsto pela Equacdo de Horwitz. Tanto para as amostras com o teor do principio
ativo na faixa de concentracdo entre 10 g kg™ e 100 g kg™, quanto para as amostras
com o teor na faixa de concentragdo 10 g kg’ e 100 g kg', o intervalo de
recuperacao aceitavel € de 98 a 102%.

Das amostras analisadas e apresentadas na Tabela 1.4.4, apenas duas se
encontram na faixa aceitavel de 98 a 102% conforme preconizado pelo Guia de

Validagdo do MAPA, enquanto, cinco estdao abaixo de 98% e duas acima de 102%.
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Tabela 1.4. 4. Valores obtidos para os ensaios de precisdo e exatiddo das
sulfonamidas pelo método HPLC-DAD.

Precisio Exatidio®

Amostra Intra-ensaio® Inter-ensaio® Nivel baixo Nivel médio Nivel alto

(RSD %)° (RSD %) (40%) (50%) (60%)
1-SDZ 0,47 0,56 96,0 96,0 100,0
2-SDZ 0,18 1,40 98,0 97,0 99,0
3-SDZ 0,22 0,97 98,0 104,0 101,5
1-SDM 0,59 0,82 98,0 99,2 99,0
1-SQX 0,67 1,20 101,5 103,3 100,0
2-SQX 0,53 2,00 96,4 98,0 97,5
3-SQX 1,20 2,00 101,0 97,3 99,3
4-SQX 0,64 0,84 99,3 97,0 95,3
5-SQX 0,86 1,30 98,0 95,0 99,0

% Precisdo intra-ensaio (n = 6). ° Precisdo inter-ensaio (n = 12). © RSD: Estimativa do desvio padrdo
relativo (coeficiente de variancia). ¢ Exatiddo (% recuperagao, n = 3).

1.4.1.3.5. Robustez

Para os ensaios de robustez foram selecionados parametros que poderiam
afetar os resultados analiticos na determinacdo das sulfonamidas pelo método
desenvolvido. Os fatores estabelecidos para a SDZ, SDM e SQX estdo apresentados
na Tabela 1.4.5.

57



Tabela 1.4. 5. Fatores avaliados no ensaio de robustez para SDZ.

Fatores Variavel (+)*  Variavel (-)°
Concentragéo de acido férmico (A) 0,1% (v/v) 0,12% (v/v)
Vazdo da fase mével (B) 0,7mLmin" 0,63 mL min™
Proporgéo do volume da fase mével (FO:FA) (C) 12:88 10:90
Fabricante de metanol (D) Tedia J.T.Baker
* (E) * *
Temperatura da coluna (F) 40 °C 38 °C
Comprimento de onda (G) 266 nm 268 nm

2 Experimentos (+) correspondem aos valores nominais; ° Experimentos (-) correspondem aos valores
que foram variados; * (E): para a SDZ (solubilizagao da amostra: (+) 50% metanol e 50% agua; (-)
48% metanol e 52% agua); para a SDM (coluna: (+) Waters: C18 (XBridge 150 mm, 4,6 mm; 3,5 um);
(-) Agilent: C18 (Zorbax Eclipse Plus 150 mm, 4,6 mm; 5 um)) e para a SQX (tempo no ultrassom: (+)

3 minutos; (-) 5 minutos).

A significancia dos efeitos (estimados pela Equacao 1.3.1) foi interpretada
graficamente e estatisticamente. A interpretacao estatistica conduz a um valor limite
ou efeito critico (Ecrtico). Portanto, todos os efeitos em valor absoluto maiores ou
iguais a este Egiico SA0 considerados significantes. O efeito critico, em geral, é
derivado do teste estatistico t de Student. Os valores calculados de t, baseados no
efeito do fator X, Ex, € no erro padrao de um efeito, (SE)e, S80 comparados com um
valor critico de t (tabelado), teitico- O leriico depende do numero de graus de liberdade
associado com (SE). e determinado, geralmente, com um nivel de 95% de confianga
(p = 0,05). Por conseguinte, o efeito critico, Ecico, € calculado como demonstra a
Equacao 1.4.1.

|EX| « Ecritico = Leritico X (SE)e Equagéo 1.4.1
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Assim, o efeito critico obtido com o teste estatistico t de Student depende do
valor de f.#ico € do erro padrdao de um efeito (Dejaegher & Heyden, 2007).

Realizando o teste de Youden para oito experimentos e sete variaveis
mediante software Statistica 7.0, o numero de graus de liberdade associado ao erro
padréao de um efeito é 8, entéo, 0 tiico € de 2,036 e o0 erro padrdo associado a um
efeito é de 4,40 para a SDZ, 5,75 para a SDM e 7,59 para SQX; consequentemente,
os valores dos efeitos criticos s&o de 10,15; 13,25 e 17,50, respectivamente.

A seguir, a Figura 1.4.9 mostra o gréafico de pareto dos efeitos padronizados
para as trés sulfonamidas.

No grafico de pareto é observado que para as trés sulfonamidas, o fator que
provoca um efeito significativo € a vazao da fase movel (Fator B). Lembrando que o
intervalo extremo para este nivel foi de 10% (SDZ) e 15% (SDM e SQX) do nivel
nominal, todavia, com um intervalo mais amplo, maior é a probabilidade do efeito do
fator correspondente ser significativo. Entdo, quanto menor o intervalo mais facil sera
considerar este fator robusto. Neste teste de robustez, o fator vazdo da fase mével
néo foi robusto, consequentemente devera ser controlado com maior rigor.

Para a SDM, a coluna também afetou significativamente o método indicando,
inclusive, que a coluna Zorbax Eclipse Plus seria mais indicada do que a XBridge ™.

Para a SDZ, além do fator B, os fatores E (solubilizagdo da amostra), F
(temperatura da coluna) e G (comprimento de onda) também afetaram
significativamente o método.

Para a SQX, com excecao do fator D (fabricante de metanol) todos os outros

fatores foram estatisticamente significativos.
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Figura 1.4. 9. Gréfico de pareto padronizado para um planejamento fatorial fracionario com

oito experimentos (N = 8) e sete variaveis; E.ico: vValor critico do efeito.

Como muitos dos efeitos foram significativos para a resposta quantitativa de
SDZ, SDM e SQX o método é considerado nao robusto para o intervalo do nivel
selecionado para estes fatores na andlise do teste de robustez. Os resultados
obtidos para os efeitos ajudam a avaliar se 0 método precisa de cuidados mais
rigorosos a serem tomados quando um ou mais fatores sao modificados.

A ANVISA (2003) preconiza que ao constatar susceptibilidade do método a
pequenas variacbes nas condi¢coes analiticas, estas deverdo ser controladas e
precauc¢des devem ser incluidas no procedimento.

No entanto, o Guia de Validagdo do MAPA (2011°) reporta que caso seja
verificado que o método nado é influenciado ou € fracamente influenciado por

pequenas variacdes dos fatores, o procedimento analitico é classificado como
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“Procedimento Analitico Robusto e adequado para as analises de rotina”. No entanto,
se 0 método é fortemente influenciado, o procedimento analitico pode ser
classificado em uma das seguintes classes: 1) “Procedimento Analitico Nao Robusto
e inadequado para as analises de rotina”, 2) “Procedimento Analitico de Uso Restrito”
e 3) “Procedimento Analitico Nao Robusto e inadequado para as analises de rotina
na faixa de variagao estudada dos fatores de influéncia”.

Sendo assim, os fatores deverdao ser rigorosamente controlados durante as
andlises de SDZ, SDM e SQX, bem como o fator comprimento de onda, para nao
comprometer a reprodutibilidade destas anélises pelo método desenvolvido.

1.4.1.4. Quantificacao das sulfonamidas: sulfadiazina (SDZ),
sulfadimetoxina (SDM) e sulfaquinoxalina (SQX) em amostras

comercialmente disponiveis de medicamentos de uso veterinario

Os teores de sulfonamidas nas amostras dos medicamentos foram
determinados pelo método desenvolvido e validado. Para cada amostra foi verificado
se havia efeito matriz, mediante fortificacdo das amostras e teste de recuperacao.
Para tanto, as amostras foram fortificadas em trés niveis de concentracao (analise
em triplicata) conforme descrito na parte experimental (item 1.3.4.3.3). No caso da
presencga de efeito matriz, ou seja, recuperacao fora do intervalo de 95 a 105%, as
amostras foram quantificadas pelo método de adigao de padrao conforme descrito na
parte experimental (item 1.3.4.4).

As amostras 1 a 3-SDZ, 1-SDM e 1 a 5-SQX n&o apresentaram efeito matriz
e, portanto, foram quantificadas por padronizacao externa. No caso das amostras 5 a
8-SDZ e 6 a 8-SQX apresentaram efeito matriz e, entao, estas foram quantificadas
por adicao de padréo. Os resultados estdo apresentados na Tabela 1.4.6.

A Figura 1.4.10 apresenta alguns cromatogramas das amostras de
medicamentos veterinarios que contem como principal ativo a sulfadiazina,
sulfadimetoxina e sulfaquinoxalina com os diferentes compostos em associacao.
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Figura 1.4. 10. Cromatogramas de amostras de medicamento veterinario contendo SDZ e
SQX como principal ativo e compostos como TMTP (trimetoprima) e diaveridina em
associacao. Mesmas condi¢des cromatograficas apresentadas na Figura 1.4.1.

A resolucado da ANVISA (2003) nao menciona como os resultados finais das
analises devem ser expressos em relacdo a incerteza ou intervalo de confianca.
Geralmente, os resultados sdo reportados junto com o intervalo de confianca
calculado com base no desvio padrdo e, na maioria das vezes, a um nivel de
confiangca de 95%. No entanto, o Guia de Validagdo do MAPA (2011°) recomenda
que o resultado final deve ser reportado junto com a incerteza da medicdo. Dessa
forma, o Guia recomenda usar uma incerteza expandida (U), a qual é obtida pela
multiplicacdo da incerteza padrdo combinada (resultado de uma combinacdo das
incertezas de multiplas fontes) por um fator de abrangéncia (k). A escolha do fator de
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abrangéncia € baseada na probabilidade de abrangéncia desejada e no grau de
liberdade efetivo da incerteza combinada. Para a maioria das aplicacbes a
probabilidade de abrangéncia € de 95%, portanto k € igual a 2.

Dessa forma, para expressar os resultados finais das amostras de
medicamento veterinarios analisados foi utilizada a incerteza expandida (U). Para
calcular a incerteza foi utilizada a metodologia Top-Down conforme determinagéo do
Guia de Validacao do MAPA (2011°). Neste método foram consideradas a incerteza
da curva analitica e a incerteza da precisao intralaboratorial. Nao foi considerada a
incerteza de amostragem, uma vez que nao se tinha esse parametro. Para o calculo

da incerteza (U) a Equacao 1.4.2 e Equacao 1.4.3 deve ser empregada.

Cana 2 4
.u(Canal) = \/.uczlmostragem + .u%epro + (Crec X .urec)z + (—lc X Aucalib) Equagao 1.4.2

Canalc

onde: u(Cana) € a incerteza padrdo combinada da concentracdo do analito na
amostra analisada; Cang € a concentracao do analito na amostra analisada; Canacc €
a concentragdo do analito interpolada na curva analitica; wepo € @ incerteza de
reprodutibilidade obtida dos ensaios de reprodutibilidade ou precisdo intermediaria;
Lcalib € a incerteza devido a precisao da concentracdo do analito na curva analitica;
Uamostragem € @ incerteza devida ao processo de amostragem que leva a amostra que
chega ao laboratorio; Cana/Canaicc € 0 coeficiente de sensibilidade para a incerteza de
calibracao obtido da equagdo do mensurando escrita como fungdo da concentracao

do analito interpolada na curva analitica.

U=u(Conar) Xk Equacao 1.4.3

onde, U é a incerteza expandida e k o fator de abrangéncia.

Para avaliar se uma amostra estd em conformidade ou ndo com a

especificacdo é necessario consultar a monografia na Farmacopeia. As monografias
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das Farmacopeias e outros textos sao designados para serem adequados as
necessidades das entidades reguladoras, as pessoas envolvidas no controle de
qualidade, e os fabricantes de matérias-primas e produtos medicinais. Estas normas
devem ser de qualidade adequada como base para a utilizagcdo segura dos
medicamentos pelos pacientes e consumidores.

As Farmacopeias se dedicam a atividades como producado e certificacdo de
substancias quimicas de referéncia e padroes, elaboracdo de formularios nacionais,
apoio e incentivo a formacao e aperfeicoamento de recursos humanos na area de
controle de qualidade, apoio a pesquisa cientifica e tecnoldgica, aprovacédo e
publicagdo das Denominac¢des Comuns Brasileiras (DCB) (Farmacopeia Brasileira,
2010). As especificagbes de qualidade dos produtos farmacéuticos e dos insumos
utilizados na fabricacdo de todas as formulacdes até a embalagem final sdo de
competéncia legal e exclusiva das Farmacopeias. Essas especificacoes estabelecem
requisitos minimos da qualidade dos insumos e das especialidades farmacéuticas
produzidas em nosso pais tanto para relagbes com comércio exterior quanto como
parametros para ag¢des da Vigilancia Sanitaria (Farmacopeia Brasileira, 2010).

De modo geral, para cada medicamento € definido uma faixa aceitavel, a qual
depende do principio ativo e da formulagdo. Cabe destacar, que a farmacopeia
brasileira ndo contempla monografias para medicamentos veterindrios e, portanto,
nao existiria respaldo legal para declarar uma amostra conforme ou ndo. No entanto,
a resolucao da ANVISA RDC n? 37, de 6 de Julho de 2009 estabelece que na
auséncia de monografia oficial de matéria prima, formas farmacéuticas, correlatos e
métodos gerais inscritos na Farmacopeia Brasileira, poderdo ser adotadas
monografia oficial, Ultima edicdo, de outros compéndios, dentre eles: as
Farmacopeias Alema, Americana, Argentina, Britanica, Europeia, Francesa,
Internacional (OMS), Japonesa, Mexicana e Portuguesa (ANVISA, 2009).

A monografia oficial da sulfadiazina, sulfadimetoxina e sulfaquinoxalina esta
ausente no compéndio nacional. Apenas a sulfadiazina na formulagao comprimido se
encontra disponivel, sendo aceitdvel no minimo 95% e, no maximo, 105% do teor

nominal (valor declarado no rétulo). Porém, a Farmacopeia Brasileira ndo apresenta
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sessdo de monografias para medicamentos de uso animal. A mesma faixa aceitavel
€ preconizada pela Farmacopeia Britanica para sulfadiazina em formulacao injetavel.

A Farmacopeia Americana traz monografias para sulfadimetoxina nas
formulagdes suspensao oral, p6é soluvel e comprimidos. O intervalo aceitavel para o
teor de SDM em todas essas formulagdes é de 90 a 110% em relagdo ao teor
nominal. Para as amostras contendo sulfaquinoxalina, formulacao solucéo oral, a
farmacopeia americana estabelece que o teor de SQX também deve estar no
intervalo de 90 a 110% em relacdo ao teor nominal. Para as amostras contendo
sulfadiazina na formulagcdo comprimido, o intervalo aceitavel é de 95 a 105% do valor
nominal. Para os medicamentos sob as diferentes formulacdes analisados que nao
existem monografias descritas nas Farmacopeias Americana (USP XXX, 2007) e
Britanica (British Pharmacopoeia, 2009) foi adotado o intervalo de 90 a 110%.

Assim sendo, foi observado que duas das dezessete amostras analisadas nao
atingiram as especificagbes determinadas (Tabela 1.4.6). Nas amostras contendo
sulfadiazina como principal ativo, 5 e 8-SDZ, foram encontrados valores abaixo do
que o declarado no rétulo, considerando o intervalo aceitavel de 95 a 105%,
conforme preconiza a Farmacopeia Britdnica para formulagdes injetaveis contendo

sulfadiazina.
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Tabela 1.4. 6. Teores médios de SDZ, SDM e SQX determinados em amostras de
medicamentos de uso veterinario por padronizacao externa ou por adicdo de padrao.

Amostra Média * U® Concentracao nominal
SDZ
1-SDZ 411 +6° 400 mg/mL
2-SDZ 390 +6° 400 mg/mL
3-SDZ 402 + 8° 400 mg/mL
4-SDZ 400 + 5° 400 mg/mL
5-SDZ 325 +23° 400 mg/mL
6-SDZ 135 £ 4° 137,90 mg/mL
7-SDZ 142 + 14° 137,90 mg/mL
8-SDZ 315+ 11° 400 mg/mL
SDM
1-SDM 22,0 +0,4° 20 g/100 mL
SQX
1-SQX 26,0 +0,8° 25 g/100 g
2-SQX 25 + 19 25 g/100 g
3-SQX 0,20 +0,01° 0,20 g/4 g
4-SQX 4,0+0,1° 4,0 g/100 mL
5-SQX 4,0+0,1° 4,0 g/100 mL
6-SQX 22,0+ 0,6° 25 g/100 g
7-SQX 15,0 £ 0,6° 159/ 100 g
8-SQX 14,3+ 0,2¢ 159/ 100 g

2 Média + U (incerteza expandida); ® mg/100 mL; ® g/100 mL; ® g/100 g; ® g/4 g.
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1.5. CONCLUSOES

O método empregando a HPLC-DAD foi adequado para a separagao de seis
sulfonamidas (sulfadiazina, sulfatiazol, sulfametazina, sulfametoxazol,
sulfadimetoxina e sulfaquinoxalina) e trimetoprima frente aos parametros de
conformidade do sistema cromatografico. Ressaltando que, nas formulacbes de
medicamentos de uso veterinario, as sulfonamidas podem vir associadas a outras
sulfonamidas ou outros antimicrobianos e, especialmente, associadas a trimetoprima.

O método desenvolvido para a quantificacdo de sulfadiazina, sulfadimetoxina
e sulfaquinoxalina em medicamentos de uso veterinario por HPLC-DAD foi validado
conforme especificagdes da ANVISA e, frente aos parametros de validacado e
critérios de aceitacdo preconizados, se mostrou adequado para sua finalidade. A
sulfadiazina, sulfadimetoxina e sulfaquinoxalina foram selecionadas uma vez que sao
muito utilizadas no tratamento e profilaxia de aves, bovinos e suinos.

A andlise dos medicamentos de uso veterinario demonstrou que das
dezessete amostras analisadas duas estavam fora da faixa aceitavel de 95 a 105%
do valor nominal informado pelo fabricante para amostras contendo sulfadiazina
como principal ativo. Esses resultados indicam a necessidade de controle de
qualidade dos farmacos de uso veterinario comercializados no Brasil, ressaltando
que no Brasil ndo existe fiscalizacdo de farmacos veterinarios € nem monografias

especificas para medicamentos de uso veterinario.
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- CAPITULO IT -

ESTUDO DE ADSORCAO/DESSORCAO DAS
SULFONAMIDAS: SULFADIAZINA (SD2),
SULFADIMETOXINA (SDM) E SULFAQUINOXALINA
(S9X) EM SOLOS CARACTERISTICOS DO ESTADO DE SAO
PAULO
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I.1. INTRODUCAOQ

I.1.1. SOLO E SUAS CARACTERISTICAS

O solo é um sistema composto de sélidos (minerais e matéria organica),
liquido e gases que ocorre sobre a superficie da Terra. O limite superior do solo € a
fronteira entre o solo e o ar, aguas superficiais, plantas vivas ou materiais de plantas
que ainda ndao comecaram a se decompor. O solo tem muitas propriedades que
variam com as estacdes podendo ser, alternadamente, quente e frio ou seco e
umido. A atividade biolégica é retardada ou nula se o solo torna-se muito frio ou
seco. Recebe matéria organica quando as folhas caem ou pela morte de gramineas.
O solo nao é estatico. O pH, sais soluveis, quantidade de matéria organica e razao
carbono-nitrogénio, micro-organismos, fauna do solo, temperatura e umidade mudam
com as estacdes climaticas e ao longo dos anos. Além disso, o solo é fortemente
afetado pela atividade antropogénica, entre essas as atividades de industrias,
esgotos domésticos e atividades agricolas as quais muitas vezes resultam na
degradacgao e perda ou redugao das func¢des do solo (USDA, 2010).

A matéria organica do solo se refere a todo material organico de origem
vegetal ou animal decomposto, parcialmente decomposto e ndo decomposto. E
geralmente sinbnimo de humus embora este ultimo seja mais comumente usado
para se referir @ matéria organica decomposta, chamada de substéncias humicas
(SH), as quais contribuem de forma fundamental para as propriedades do solo, como
na capacidade de complexacdo, mobilizacao e efeito redox de moléculas organicas
ao meio (xenobioticos) (FAO, 2006).

As substancias humicas (SH) sao referidas como material macromolecular
resistente a biodegradacao, heterogéneo e fisico-quimicamente ativo. Elas sao
constituidas de uma mistura de macromoléculas em que nao € possivel estabelecer
um modelo estrutural. Além disso, sdo importantes elementos do solo, ja que

regulam o processo de nutricdo das plantas, controlam a mobilidade dos ions e a

71



umidade do mesmo. As SH sao fortemente ligadas a porcdo mineral do solo e podem
ser classificadas em trés fracoes separadas referentes as suas propriedades de
solubilidade (Chesworth, 2008), sendo:

v Acidos humicos (AH), os quais podem ser extraidos dos solos com solugdes

basicas (pH proximo de 8); precipitam em meio acido (pH ente 1 a 5).

v Acidos falvicos (AF), os quais possuem uma coloragdo amarelada e sdo
soluveis tanto em meio basico quanto acido.
v" Huminas, as quais sao insolluveis em solugao basicas e acida.

Apesar de ndo ter uma estrutura quimica definida, as substancias humicas
contém alta concentracdo de grupos fendlicos e grupos carboxilicos. Esses grupos
sdo importantes devido as suas cargas negativas obtidas por dissociacao
dependendo do pH do meio. Como resultado, as SH possuem uma consideravel
quantidade de carga negativa as quais influenciam as reagdes de trocas catidnicas
no solo. A quantidade total de carga negativa da matéria organica do solo é
comumente chamada de capacidade de troca catiénica (CTC).

A fase liquida do solo comumente chamada de solugdo do solo € composta
por uma mistura constituida de agua, sais minerais, moléculas de baixa massa molar
como aminoacidos, peptideos e acucares, além de substancias humicas dissolvidas
(Foth, 1990).

O intemperismo fisico e quimico de rochas e minerais resulta numa ampla
faixa de tamanho de particulas de pedras, cascalho, areia, silte e particulas muito
pequenas de argila. Especificamente, a textura é a proporcao relativa de areia, silte e
argila no solo. Assim sendo, a fragdo mineral do solo pode ser classificada de acordo
com o tamanho das particulas: areia é a fragdo de 2,0 a 0,05 mm de didmetro, silte é
a fracéo entre 0,05 a 0,002 mm e argila é a fragcao com didmetro de particula menor
que 0,002 mm (Chesworth, 2008; Foth, 1990).

A argila apresenta uma grande &rea superficial e normalmente possui uma
carga liquida negativa e, consequentemente, funciona como sitio ativo para reacoes
quimicas que ocorrem no solo. Os principais componentes da argila sdo os
filossilicatos e 6xidos de ferro, manganés, aluminio e de silicio. Os 6xidos de ferro e
aluminio, caracteristicos de regides muito intemperizadas como as tropicais,
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influenciam significativamente nas propriedades dos solos, entre elas a adsor¢céo de
ions e moléculas, agregacao e comportamento redox. A adsorcdo de compostos na
superficie destes Oxidos se da por meio de grupos M-OH com propriedades
dependentes acido-base que influenciam a ionizagcédo, conforme Equacoes Il.1.1 e
11.1.2:

MOH $MO~ + H*(aq) Equacao Il.1.1
MOH + H,0 & MOHF + (OH ) qq Equacao 11.1.2

Assim sendo, em valores de pH mais elevados, a forma anidnica prevalece.
Por outro lado, com a diminuicdo do pH, a forma catibnica predomina e, em
determinado valor de pH (ponto isoelétrico ou ponto de carga zero - pHpcz), a
densidade de cargas positivas (MOH.") e negativas (MO) sera igual a zero
(Chesworth, 2008).

O solo pode ser classificado de acordo com a fragéo de areia, silte e argila em

diferentes classes texturais, conforme diagrama mostrado na Figura I1.1.1.
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Figura Il.1. 1. Tridngulo textural de um solo de acordo com a porcentagem de silte, areia e
argila (IBGE, 2007).

11.1.1.1. Pedologia: Sistema de classificacao dos solos brasileiros

As bases da Pedologia foram lancadas em 1880 na Unidao Soviética por
Dokuchaiev, ao reconhecer que o solo ndo era simplesmente um amontoado de
materiais ndo consolidados e, sim uma complexa interacdo de inumeros fatores

como clima, organismos e topografia (Embrapa, 2009).
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Os diversos esquemas de classificacdo do solo desenvolvidos ao longo dos
anos refletem em diferentes visdes e conceitos da formacao do solo e diferencas de
opinides sobre os critérios a serem utilizados para a classificagao.

A classificacdo de solos no Brasil tem sido matéria de interesse,
especialmente motivada pela necessidade de levantamentos pedolégicos. A
classificacdo pedoldgica nacional vigente consiste em uma evolugdo do antigo
sistema americano, formulado por Baldwin, Kellogg e Thorp em 1938, modificada por
Thorp e Smith em 1949. Os conceitos centrais do antigo sistema americano foram a
base da atual classificacao brasileira cujo esquema atual descende de modificacdes
de critérios, alteracdo de conceitos, criacdo de novas classes, desmembramento de
algumas classes originais e formalizagdo de reconhecimento de subclasses de
natureza transicional ou intermediaria (Embrapa, 2009).

Desta forma, conforme foi avangando o conhecimento das caracteristicas dos
solos brasileiro foi necessaria a criacdo de uma taxonomia adequada ao perfil
nacional. O Sistema Brasileiro de Classificacdo de Solos (SBCS) é uma prioridade
nacional compartilhada com varias instituicées de ensino e pesquisa no Brasil, desde
a década de 1970. Em 1999, o novo sistema de classificacdo de solos foi
oficialmente publicado para substituir o que vinha sendo utilizado e, em agosto de
2006 foi langada a 22 edigdo do SBCS e revisada em setembro de 2009 (Embrapa,
2006 e 2009). Apresenta seis niveis categoéricos, que incluem, até o momento,
catorze classes no primeiro nivel (ordem); 44, no segundo (subordem), 150, no
terceiro (grande grupo), e 580 classes, no quarto nivel categérico (subgrupo). Nos
quinto e sexto niveis categéricos (familia e série, respectivamente), o numero de
classes é imprevisivel, porque serdo criadas na medida em que forem identificadas,
descritas e relatadas no pais. Todas as classes foram definidas com base em
atributos e propriedades diagnésticas dos solos (Embrapa, 1999).

Mapas pedoldgicos, publicados nas ultimas décadas, tem comportado uma
série de modificacbes de nomenclatura nas suas legendas em razao da evolugéo do
sistema brasileiro de classificacdo de solos. Em margco de 2012, foi lancado pela
Embrapa o novo Mapa de Solos do Brasil utilizando o novo Sistema Brasileiro de
Classificacao de Solos (Embrapa, 2009). Esta atualizacao utiliza os mais recentes
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levantamentos de solos, trazendo um avango na classificacdo taxondmica. O Mapa
de Solos do Brasil identifica e cartografa os diferentes tipos de solos encontrados no
Brasil. Reune informagdes e conhecimentos produzidos ao longo de 50 anos de
ciéncia do solo no Brasil, reflexo do avancado estagio de conhecimento técnico-
cientifico dos solos tropicais pela comunidade cientifica brasileira. Para sua
elaboracao, foram utilizados os levantamentos exploratorios de solos produzidos pelo
Projeto RadamBrasil ao longo das décadas de 1970 e 1980, complementados por
outros estudos mais detalhados de solos produzidos principalmente pela Embrapa e
IBGE (Embrapa, 2012).

Este mapa é um instrumento basico para subsidiar estudos, com informacodes
atualizadas sobre os recursos dos solos brasileiros, representando uma ferramenta
imprescindivel para todos que tem no recuso solo o objetivo de sua atuagéo.

11.1.1.2. Pedologia: Solos caracteristicos do Estado de Sao Paulo

Este projeto foi desenvolvido utilizando quatro tipos de solos do Estado de Sao
Paulo: Neossolos quartzarénicos, Latossolos vermelhos, Latossolos vermelho-
amarelos, Argilossolos vermelho-amarelos, conforme nomenclatura Embrapa (1999).
Estes solos foram escolhidos, por orientacdo do Dr. Manoel Dornelas de Souza
(Embrapa-Meio Ambiente, Jaguariina), por serem caracteristicos dos solos mais
encontrados no Estado de S&do Paulo. Durante o projeto foi possivel elaborar um
mapa apresentando estes quatro tipos de solos, bem como foi calculado a superficie
coberta por cada um deles. O banco de dados do mapa digital dos solos do Estado
de Sao Paulo foi graciosamente cedido pelo Dr. Jener Fernando Leite de Moraes,
pesquisador do Laboratorio de Geoprocessamento do Instituto Agrondmico de
Campinas. O mapa apresentado na Figura I1.1.2, foi elaborado por tratamento dos
dados em programa ARC-GIS, com a colaboracao do Dr. Adelsom Soares Filho, do
Instituto de Geociéncias da Unicamp. Foi possivel calcular que os Argilossolos
vermelho-amarelos cobrem 41,2% da superficie do estado, os Latossolos vermelhos
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30,2%, Latossolos vermelho-amarelos 9,4% e os Neossolos quartzarénicos 3,6%.
Estes quatro solos cobrem, portanto, 84,4% de toda a superficie do estado.
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Figura Il.1. 2. Mapa pedol6gico do Estado de Sdo Paulo com os quatro principais tipos de
solo.

II.1.2. RESIDUO DE ANTIMICROBIANOS NO MEIO AMBIENTE E
SUAS CONSEQUENCIAS

As classes de antimicrobianos mais amplamente empregadas na medicina
veterinaria incluem tetraciclinas, macrolideos, penicilinas, aminoglicosideos e
sulfonamidas. Estes sdo compostos que inibem o crescimento de determinados
micro-organismos, podendo ser utilizado na produgdo animal para tratar
enfermidades, prevenir contra enfermidades causadas pela presenca de micro-
organismos e melhorar a taxa de crescimento e/ou conversdo alimentar (promotores

de crescimento), sendo este ultimo banido desde 2006.
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A andlise de residuos de antimicrobianos é um assunto vital dos programas de
monitoramento estabelecidos pelas agéncias regulamentadoras em praticamente
todos os paises envolvidos com exportagdo e importagdo de alimentos. Durante
muito tempo esta foi a principal preocupacao dos legisladores e pesquisadores da
area. Todavia, recentemente o foco de estudo a respeito dos residuos de
antimicrobianos tem se voltado também para o impacto destes compostos sobre o
ambiente. O comportamento e destino de antimicrobianos em solo tem sido
reconhecido como uma das questdes emergentes em quimica ambiental (Kemper,
2008; Diaz-Cruz et al., 2003; Sarmah et al., 2006).

Os antimicrobianos sao administrados aos animais por meio da alimentacao
ou agua de beber, por injecéo, colar, oralmente, topicamente, pour on, entre outras
(Sarmah et al., 2006). Muitos antimicrobianos administrados em animais nao sao
completamente absorvidos pelo organismo do animal sendo excretados como
composto original ou como metabdlitos. Em animais destinados a producdo de
alimentos sdo pouco absorvidos pelo intestino do animal, resultando na excregéo de
30 — 90% do composto original. Como a maioria dos antimicrobianos séo soluveis em
agua, tanto 90% de uma dose pode ser excretada pela urina como até 75% pelas
fezes do animal (Halling-Sgrensen, 2001). Adicionalmente, os metabdlitos podem
também ser bioativos e podem ser transformados novamente no composto de origem
apds excregcdo. Assim, uma porcentagem consideravel de antimicrobianos
administrados pode ser excretada no meio ambiente na sua forma ativa. A taxa de
excrecao depende, entre outros fatores, das propriedades fisico-quimicas do
farmaco, do modo de aplicacdo, da espécie animal e da duragdo do tratamento
(Kemper, 2008).

Deste modo, grandes quantidades destas substancias sao langadas no meio
ambiente a cada ano, o que faz com que os impactos causados por sua dispersao
alcancem grandes proporcoes, a medida que as aguas superficiais e subterraneas, o
ar, solos, plantas e organismos terrestres e aquaticos sdo ameacados e a
disseminacdo de bactérias resistentes ocorre no meio ambiente. A extensdo do
potencial de qualquer exposic¢ao indireta aos antimicrobianos por meio do ambiente e
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a significancia deste potencial a saude ndo tem sido adequadamente estabelecida
(Capleton et al., 2006).

Existem varias vias de entrada de farmacos no meio ambiente (Figura 11.1.3).
Compostos podem ser liberados no ambiente no processo de manufatura,
principalmente via aguas residuais. Para f&rmacos administrados oralmente ou por
injecéo, na qual a principal via de excregéo € pela bile, a principal rota de entrada no
ambiente € pela disposicdo do esterco contaminado para o solo. A aquicultura é
outra importante fonte de contaminacao ja que uma grande proporgéo dos farmacos
administrados, geralmente adicionados a racdo, nao é ingerida pelos peixes,

contaminado desta forma a agua (Boxall, 2010).
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Uma vez no ambiente, os antimicrobianos passam por inlmeros processos 0S
quais determinam sua dispersdo ou persisténcia. Estes processos dependem das
propriedades fisico-quimicas do composto, condigdes climaticas, tipo de solo e uma
variedade de outros fatores ambientais.

A persisténcia de um determinado antimicrobiano em sedimentos ou solos
depende em grande parte da fotoestabilidade, da sua capacidade de adsorcéao e/ou
ligagdo, da sua taxa de degradacdo e da lixiviagdo para aguas superficiais e/ou
subterraneas. Antimicrobianos fortemente adsorvidos tendem a se acumular no solo
ou sedimentos, por outro lado, antimicrobianos com alta mobilidade tendem a
contaminar aguas por serem lixiviados a aguas subterraneas.

A disperséo e/ou eliminagdo desses antimicrobianos no solo para o sistema
aquatico se da de diferentes maneiras como pela volatilizagcdo, lixiviagcdo ou
degradacao (biodegradacao, termodegradacao, fotodegradacao). A extensédo dessas
vias de transporte € determinada por uma variedade de fatores que incluem a
solubilidade, comportamento de sorcdo e a persisténcia do antimicrobiano; a
estrutura fisica, pH, conteudo de carbono organico, capacidade de troca catibnica da
matriz solo, e condi¢des climaticas, assim como temperatura e volume e intensidade
de chuva.

Até os dias atuais nao existem legislacbes que estabelecam limites
especificos para a concentracao de farmacos veterinarios, inclusive antimicrobianos,
no solo. Somente no ano de 2001 a Agéncia Europeia para a Avaliacao de Produtos
Medicinais (EMEA) determinou um limite genérico de 100 pg kg™ para farmacos
veterinarios em solo (EMEA, 2007 e 2008).

Uma das abordagens para avaliar o impacto ambiental de antimicrobianos no
meio ambiente é baseada nas recomendagdes da Conferéncia Internacional de
Harmonizacdo dos Medicamentos Veterinarios (VICH). A avaliacdo € um processo
de duas fases (EMEA, 2007 e 2008). Na Fase |, é determinada a concentracao
ambiental predita do antimicrobiano (ou metabdlitos) excretado no solo por meio de
fezes e urina. Caso o valor esteja acima de 100 ug kg™ deve ser realizada a Fase |I,
na qual informagdes sdo necessarias para avaliar os efeitos dos antimicrobianos e/ou
metabdlitos em organismos aquaticos e terrestres. Dentre as informagdes estdo as
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propriedade fisico-quimicas, toxicoldgicas e toxicocinéticas do antimicrobiano, além
de informacdes sobre a degradacdo e/ou biodegradacdo e persisténcia do
antimicrobiano no meio ambiente.

Recomendagbes em estudos aquaticos incluem estudos de toxicidade aguda
em Daphnia e peixes sendo a mortalidade o ponto final do teste. Os estudos
terrestres sao realizados em minhoca (mortalidade) e plantas (geminacao e
crescimento); além disso, os efeitos dos antimicrobianos e/ou metabdlitos na taxa de
mineralizagdo de nitratos em solo também €& determinada para avaliar os impactos
dos mesmos em micro-organismos do solo.

Os efeitos dos antimicrobianos em organismos presentes no solo € na agua e
em espécies de plantas tém sido estudados ao longo dos anos em condi¢coes
controladas de laboratérios. Batchelder (1981) avaliou em estufas os efeitos de
clortetraciclina e tetraciclina em plantas de feijao mulatinho cultivadas em meios
contendo nutrientes e mostrou que concentragdes relativamente baixas de ambos
antimicrobianos podem afetar significativamente o desenvolvimento e crescimento
das plantas em solugbes nutritivas. Quando o solo foi usado como meio de
crescimento (Batchelder, 1982) houve uma grande variacdo na sensibilidade entre as
espécies cultivadas, sendo as plantas de feijao mais sensiveis do que o rabanete
comestivel a uma concentracdo de 160 mg L™ de oxitetraciclina e tetraciclina.
Migliore et al. (1995, 1996) mostraram bioacumulagdo do antimicrobiano
sulfadimetoxina pelas raizes e caule de determinadas espécies de plantas, sendo a
bioacumulacao maior em raizes do que em caule. A sulfadimetoxina suprimiu o
desenvolvimento e crescimento normal pds-germinativo. Consequentemente, as
plantas cultivadas podem absorver e acumular em seus tecidos residuos destes
antimicrobianos presentes no solo representando, assim, algum risco indireto ao
homem em razdo do consumo destas culturas. Yamashita et al. (2006) avaliaram os
efeitos tdéxicos dos antimicrobianos levofloxacina e claritromicinano na reproducao de
Daphnia e mostraram que ambos antimicrobianos tem elevada toxicidade para o
crustaceo. Ainda, ensaios com Daphnia mostraram que os antimicrobianos tiamulina
e acido oxolinico foram téxicos apds exposicao por 48 horas, com valores de ECs de
4,6 e 40 mg L, respectivamente (Wollenberger et al., 2000); enquanto sulfametazina
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tem um valor de ECso de 202 mg L™ (De Liguoro et al., 2009). A reproducdo deste
crustaceo foi prejudicada por oxitetraciclina, sulfadiazina, tetraciclina e tiamulina em
concentracdes de 5 e 500 mg L. Ainda, o acido oxolinico, estreptomicina e tilosina
revelaram ser letais ap6s exposicdo em longo prazo (Wollenberger et al., 2000).

Entre estes e outros trabalhos reportados na literatura fica evidenciado que a
presenca de residuos de antimicrobianos no meio ambiente pode causar efeitos na
reproducdo e impactos adversos nas fases iniciais da vida de diferentes organismos
aquaticos. Além disso, o solo serve como um vasto reservatdrio para micro-
organismos 0s quais sao importantes na manutencao da imobilizagdo mineral e
processos de decomposicao. Em combinacao com os efeitos diretos na microflora e
outros organismos, os antimicrobianos podem causar mudangas indesejaveis nas
populagbes naturais da microbiota e, consequentemente, as bactérias ambientais
podem adquirir e fornecer um gene que codifica a resisténcia (Kemper, 2008).

Estudos experimentais da atividade antimicrobiana de solo contaminado com
tetraciclica e tilosina tem mostrado que, apesar destes compostos serem fortemente
adsorvidos por particulas de argila, eles permanecem ativos podendo influenciar a
selecdo de bactérias resistentes aos antimicrobianos existentes no ambiente
terrestre (Chander et al., 2005). Heuer e Smalla (2007) investigaram os efeitos de
estrume de suinos e sulfadiazina em comunidades bacterianas em microcosmos
contendo solo, utilizando dois tipos de solos. Em ambos os solos, estrume e
sulfadiazina afetaram positivamente os quocientes de culturas de bactérias totais e
resistentes a sulfadiazina. Os resultados sugerem que o esterco de suinos tratados
aumenta a propagacdo de resisténcias aos antimicrobianos nas comunidades
bacterianas do solo.

Dessa forma, os antimicrobianos tem o potencial de afetar a comunidade
microbiana em sistemas de esgotos e a inibicAo de bactérias de aguas residuais
pode afetar seriamente a degradacao da matéria organica. Uma redug¢ao no nimero
de bactérias e alteragdes nas populacdes microbianas foi observada em um modelo
de sistema de purificacdo de aguas residuais quando diferentes antimicrobianos
foram adicionados em concentracbes que podem ocorrer em aguas residuais
hospitalares (Kimerer et al., 2000).
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A funcado dos antimicrobianos para o desenvolvimento e subsisténcia de uma
bactéria ou de populacbes de bactérias resistentes aos antimicrobianos,

especialmente bactérias patogénicas, € ainda objeto para muitos estudos.

1.1.3. INTERACAO DOS ACIDOS HUMICOS COM XENOBIOTICOS

A matéria organica presente nos solos, turfas e sedimentos consiste de uma
mistura de produtos em varios estagios de decomposicao, resultantes da degradacao
quimica e biolégica de residuos vegetais e animais e da atividade microbiana. Essa
matéria € chamada de humus, que pode ainda, ser dividida em substancias humicas
e substancias ndao humicas. A base da diferenciacdo é que as substancias nao
humicas sdo de natureza definida, como, por exemplo, aminoacidos, carboidratos,
proteinas e 4cidos organicos, enquanto substancias humicas sdo de estrutura nao
definida compondo um grupo de compostos heterogéneos (Huang et al., 2003). A
Figura 11.1.4 apresenta uma proposta estrutural de acordo com o modelo de Schulten
(1995).
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Figura Il.1. 4. Estrutura proposta para os acidos humicos (Schulten, 1995).

As substadncias humicas desempenham um papel fundamental nas
propriedades do solo uma vez que estdo diretamente envolvidos na liberacao
equilibrada de nutrientes, alta capacidade de troca cati6nica, pH, capacidade
tamponante e de retencao de metais pesados e xenobidticos (agrotdxicos, farmacos,
entre outros) (Amir et al., 2006). A interagdo das substancias humicas com diversos
contaminantes organicos e inorganicos é em fungdo de sua estrutura molecular
variada, o que facilita tanto interacdes de carater ndo polar quanto de carater polar
(para compostos organicos) e a formagao de ligagdes coordenadas como no caso de
metais (Huang et al., 2003).

Os &cidos humicos representam a fragdo reativa mais estavel da matéria
organica humificada. Os &cidos humicos possuem dominios hidrofébicos e
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hidrofilicos e, com isso, pode resultar em complexas interagdes com xenobiodticos. A
sorcdo de compostos quimicos orgéanicos hidrofébicos em solos e sedimentos é
impulsionada por interagdes hidrofébicas, incluindo efeitos entropicos da fase aquosa
e interagdes nao especificas dos compostos quimicos organicos hidrofébicos com a
matéria organica de solo e/ou sedimentos (Huang et al., 2003). Entretanto, troca
ibnica, ligacdo com cations e ligagdes de hidrogénio tem sido propostas como
principais mecanismos de interagdo dos acidos humicos com xenobidticos (Tolls,
2001).

Informacdes sobre a composicao e grupos funcionais dos acidos humicos é
critico para compreender a sua reatividade com os xenobi6ticos (organicos e
inorganicos). No entanto, devido a sua complexidade e heterogeneidade € dificil
determinar a estrutura dos mesmos. Andlise elementar e métodos espectroscopicos
como infravermelho, fluorescéncia e espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear tem sido usadas para investigar a composicdo e estrutura dos acidos
huamicos. Entretanto, a primeira etapa para melhor compreender o0 seu
comportamento é a extracdo das substancias humicas (He et al., 2008). Assim é
importante o desenvolvimento de métodos analiticos que permitam extrair
substancias humicas de solos, com minimas alteracées nas estruturas originais, em
tempo relativamente curto, elevado rendimento e baixo teor de contaminantes.

Oleszczuk et al. (2009) investigaram os processos de sor¢ao e dessor¢cao do
antimicrobiano oxitetraciclina as superficies nanométricas nao polares de carbono,
similares a grupamentos alquila e arila dos &cidos humicos, utilizando isotermas de
sor¢cao e modelos cinéticos, observando, assim, uma rapida cinética de sor¢do e uma
dessorcao dependente do pH do meio e da quantidade inicial sorvida bem como da
agregacao intermolecular. Em outro estudo com oxitetraciclina, Kulshrestha et al.
(2004), utilizando isotermas de Freundlich, Espectroscopia de Absor¢cdao no
Infravermelho Médio e Difracdo de Raio X, observaram que a sorcao de
oxitetraciclina a argila do tipo montmorilonita diminui com o aumento do pH do meio
devido a presenca de interacdo por troca catibnica, a qual é mais efetiva em meio
acido; enquanto que a interacao hidrofébica em pH 5 se da devido ao zwitterion com
uma grande quantidade de matéria organica dissolvida inibindo a sorgao.
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Gu et al. (2007) demonstraram que a sorcao de tetraciclina em acido humico
de solo foi fortemente dependente do pH com um maximo em pH proximo de 4,3 e
da competicdo com ions hidrénio (H3O") e eletrélito catibnico (Na*). Além disso, a
dependéncia do pH foi consistente com a complexagcdo entre as espécies
catibnica/zwiteribnicas da tetraciclina e sitios desprotonados em &acidos humicos
(principalmente dos grupos funcionais carboxilicos). Ainda, modificagdes no acido
htimico do solo pela adicdo de Ca®* aumentou a sorcéo de tetraciclina sugerindo que
a formagdo do complexo terndrio (acido humico-metal-tetraciclina) pode ser
importante em concentragées mais elevadas do cation.

E importante ressaltar que ainda nao existem estudos no Brasil a respeito da
sor¢ao entre antimicrobianos veterinarios com a matéria organica do solo. E, mesmo
obtendo informacdes na literatura da sorcao de antimicrobianos com substancias
hamicas, ainda nao se tem definido quais os mecanismos de interagao envolvidos ou
muito menos o pH étimo de interacdo para acidos humicos em solos brasileiros
dadas as caracteristicas estruturais destes que dependem da matéria-prima de
formacao e das caracteristicas fisico-quimicas e biolégicas do meio, bem como quais
as implicacdes destas interacdes em solos brasileiros.

I.1.4. ESTUDO DA ADSORCAO/DESSORCAO DE FARMACOS
VETERINARIOS EM SOLOS

A associacdo de contaminantes organicos com sedimentos e/ou solos é
conhecida como “sorcao”. O termo sorcdo envolve todos 0s processos em que 0s
antimicrobianos entram em contato com a matriz do solo, sem fazer distingdo entre
particdo, adsorcdo, absorcéo e difusdo. Adsorcéo € o contato entre o antimicrobiano
e a superficie da matriz do solo, sendo uma interagdo bidimensional na interface
solo-antimicrobiano. A absor¢do envolve uma penetragao tridimensional da molécula
na matriz do solo. Particdo é a distribuicdo da molécula entre duas fases (como, por
exemplo, gasosa e sélida, ou liquida e sdlida), governada por um equilibrio. Para

contaminantes de solo, o termo particdo compreende varios processos que resultam
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na distribuicdo entre contaminantes organicos hidrofébicos, a solucao do solo e a
fase ndo polar da matriz do solo. A adsorcdo pode ser considerada um tipo de
particdo, ja que envolve a distribuicdo de antimicrobianos entre a 4gua dos poros e a
matriz do solo. Difusdo € um processo de transporte do antimicrobiano para dentro
da matriz do solo, colocando-o em contato com maior numero de sitios para ele ser
sorvido. A difusdo pode ser para dentro da matéria organica do solo; para dentro de
particulas minerais do solo; laminar, sobre a superficie da matriz do solo; e para
dentro dos poros da matriz do solo (Ehlers & Loibner, 2006).

Neste trabalho utilizaremos o termo sorcédo para referir estudos de adsorcao
bem como dessorcao. A adsorcdo é um processo fisico-quimico que ocorre quando
moléculas de antimicrobianos sao atraidas para a superficie da matéria solida ou
para a matéria orgéanica do solo por mecanismos quimico ou fisico, tais como
reacdes de coordenacdo, interacbes por transferéncia de cargas, trocas ibnicas,
forcas de Van de Waals, ligacdes covalentes ou interagdes hidrofébicas. A dessorcao
estabelece o equilibrio no sistema do solo e da informagdes sobre a reversibilidade
das reacoes, na qual esta associada com a superficie do solo (Lavorenti et al., 2003).

A maioria dos estudos de sorcao (adsorcao e dessorcao) é realizada por meio
de medidas de isotermas de sor¢cao em experimentos com frascos sob agitagdo. Este
tipo de experimento geralmente é realizado com a adicdo de uma determinada
quantidade do solo ou sedimento em solugbes contendo o analito de interesse ao
longo de um intervalo de concentracdes. A mistura € em seguida agitada a uma
temperatura fixa e a concentracdo do analito na fase aquosa ou associada a matriz
(solo ou sedimento) € medida uma vez que € assumido que o tempo de equilibrio foi
alcancado. Para cada concentragdo inicial estudada, a concentracdo do analito na
fase sodlida (Cs, analito associado ao solo ou sedimento) é tragada em funcédo da
concentra¢do do analito na fase aquosa (Caq). O grafico gerado é conhecido como
isoterma de adsorcdo ou dessorcdo e sua forma reflete na extensdo e,
consequentemente, a favorabilidade da associagdo do analito com o solo ou
sedimento (Warren et al., 2003).

Varios conceitos de sorgao estdo disponiveis para descrever a interagdo de
substancias dissolvidas com o solo. Estes conceitos de sor¢ao diferem em relagdo a
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isoterma de sorcao envolvida (linear ou néo linear), os pressupostos feitos em
relacdo a dependéncia com o tempo (instantdnea ou um tempo limitado) e
reversibilidade do processo de sorcéo (reversivel ou irreversivel). Mdltiplas regides
de sorcdao sao consideradas nos modelos de sor¢cdo para representar a
heterogeneidade do solo com relacdo as suas propriedades de sorcdo bem como
diferencas na acessibilidade de superficies potencialmente adsortivas. No entanto,
essas regides de sorgcdo sao apenas conceituais e nao refletem fracdes bem
definidas do solo (Wehrhan et al., 2007). Assim sendo, o processo de sor¢cao de
contaminantes em solos e sedimentos € caracterizado como um fendmeno de
reacdes multiplas envolvendo diferentes mecanismos de reacao.

Sorcao, as vezes, € utilizada em vez de adsorcdo para descrever a perda
fisica do analito da solugdo de solo (fase aquosa) por meio do contato com o solo
solido.

Adsorcdo e dessorcdo sao processos complexos e dindmicos, geralmente
simplificados para o sistema solo-analito por meio de modelos de sorcdo. Varios
modelos matematicos tem sido utilizados para explicar o equilibrio de distribuicdo de
contaminantes organicos entre a fase aquosa e solos e/ou sedimentos. Um dos
modelos mais simples € o modelo de distribuicdo linear que tem como Unico
parametro o coeficiente de distribuicao (Kp), conforme apresenta a Equacao 11.1.3
(Huang et al., 2003).

Cs = KpCqq Equacao 11.1.3

onde, Cs e Cyq s@0 as concentracdes do analito na fase solida e na fase aquosa,

respectivamente.

O valor de Kp € uma medida da extensao e favorabilidade da associagédo do
analito com o solo e/ou sedimento. Valores elevados de Kp representam uma forte
associagao, enquanto valores baixos representam uma fraca associagao. A extensao

da sorcdo de um contaminante organico em solos, como determinado pelo valor de
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Kb, esta relacionada fortemente com as propriedades tanto do solo quanto do
contaminante (Warren et al., 2003).

A extensdo da sorcdo é, portanto, muitas vezes descrita em temos de
coeficiente normalizado pelo carbono organico (Kco) (Equacao 11.1.4). Uma redugao
na variabilidade dos dados é provocada pela normalizacdo de Kp para o teor de
carbono organico.

Kp

Keo = —

fco

Equacao I1.1.4

A estimativa de Kp tem sido muitas vezes feita também a partir do coeficiente
de particdo octanol-agua (Kow), através da Equacao I.1.5. Isso é feito sob a
suposicdo de que interagces hidrofébicas contribuem para a sorgcdo. Essas
estimativas podem oferecer uma ideia de como contaminantes orgénicos realmente
se comportam no meio ambiente, desde que os compostos em questdo nao sejam
ibnicos e nao formem qualquer tipo de ligacao especifica (complexacao com metais,
interacdes ibnicas ou ligacoes de hidrogénio com a matriz) (Loke et al., 2002).

logK;p = alogKoy + b Equacao I1.1.5

O modelo de distribuicdo linear é baseado na hipétese de que a matéria
organica do solo € como um gel amorfo ou como uma fase liquida que ndo tem
limitacao de sitios ou espagos para acomodar moléculas de contaminantes organicos
com o0 aumento da concentracdo do mesmo. A relativa rigidez da matéria organica do
solo reduz a flexibilidade para acomodar moléculas com o aumento da concentracao
do soluto na fase aquosa, manifestando, assim, capacidade de adsorcdo limitada
(Huang et al., 2003).

Assim sendo, o modelo mais simples que descreve a adsorcdao de um
composto sobre uma superficie com numero finito de sitios sem difusao superficial &
o modelo de Langmuir (Equacao 11.1.6) (Yang et al., 2011).
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C, = SLimaxtag Equacéo 11.1.6

S 14+K1Caq

onde, Cmax € a concentracdo maxima sorvida no solo e K. é o coeficiente de sorgao

de Langmuir (parametro relacionado a energia de interagcao soluto-superficie).

Essa equacdo indica que ambos Cs e Cyq podem ser relacionados
linearmente como mostra a Equacao 11.1.3 quando C,q<<K\ e que Cs se aproxima de
Cmax quando Cuq>>K.. Este modelo é estritamente aplicado em adsorventes com
energia de superficie homogénea para interagir com o adsorbato e nao é apropriado
para adsorcao de contaminantes organicos em solos e sedimentos.

O modelo mais comumente utilizado para quantificar o equilibrio de adsorgéo
de contaminantes orgéanicos em solos e/ou sedimentos € o modelo de Freundlich que
é apresentado na Equacao I.1.7 (Huang et al., 2003).

Cs(eq) = Kp X Cat™ (eq) Equacéo I1.1.7

1-1/n( 1/n -1

onde, Kr (ug'"™em®) g™y é o coeficiente de sorcdo de Freundlich e 1/n é o
coeficiente angular (expoente de Freundlich, fator de heterogeneidade do sitio de
energia ou fator de linearidade - € uma constante que descreve a intensidade de

Sorgao).

A isoterma de Freundlich pode ser linearizada na forma logaritmica conforme

apresentada na Equacao 11.1.8.
log Cs (eq) = log K + % x log Cqq (eq) Equacio I1.1.8

O modelo de Freundlich (isoterma de Freundlich) pode resultar no modelo
linear (isoterma linear) quando a constante 1/n do modelo de Freundlich se
aproximar da unidade.
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A maioria dos trabalhos existentes sobre o comportamento de antimicrobianos
em solos € oriunda de paises de clima temperado, sendo que as diferentes
condigbes encontradas nos tropicos devem contribuir para que o comportamento
destes compostos seja distinto no Brasil. Ainda pouco se conhece sobre a ocorréncia
e a dinamica destes compostos, particularmente nos ambientes tropicais. Assim
sendo, os estudos de adsorcdo e dessorcao sao fundamentais para fornecer
informacdes sobre a mobilidade e a distribuicdo dos antimicrobianos no meio

ambiente.

I.1.,5. METODOS ANALITICOS PARA A DETERMINACAO DE
FARMACOS VETERINARIOS EM MATRIZ SOLIDA

A analise de farmacos veterinarios de diferentes classes terapéuticas envolve
0 uso de uma variedade de técnicas. A garantia de qualidade que envolve cada
passo do procedimento analitico, incluindo amostragem e estocagem, € essencial
para a confiabilidade das determinac¢des analiticas que se seguem.

No monitoramento de farmacos veterinarios em amostras ambientais sélidas é
importante considerar a heterogeneidade da matriz. Na determinacao de farmacos
veterinarios neste tipo de matriz, em que o analito esta presente em baixas
concentragdes e juntamente com um elevado numero de compostos potencialmente
interferentes, € essencial realizar um efetivo tratamento da amostra que,
normalmente, inclui passos de extragcdo e purificacdo (ou ambos) precedente a
analise por cromatografia a gas ou, mais frequentemente, cromatografia a liquido.

A extracdo de farmacos veterinarios de matrizes ambientais sélidas tem sido
normalmente realizada por sonicagdo ou por agitacdo da amostra com solventes
organicos polares ou misturas destes com solu¢gées aquosas adequadas (Liguoro et
al., 2003; Dias-Cruz et al., 2003).

Outras técnicas de extracdo mais avancadas tem sido desenvolvidos,
incluindo a extracdo assistida por micro-ondas (MAE, do inglés microwave assisted
extraction), extracdo com fluido supercritico (SFE, do inglés supercritical fluid
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extraction), extracdo com liquido pressurizado (PLE, do inglés pressurized liquid
extraction) para a remogao de farmacos veterinarios em matrizes ambientais solidas
(Raich-Montiu et al., 2010).

A limpeza dos extratos € geralmente realizada por extracdo em fase soélida
(SPE, do inglés solid phase extraction) e extracao liquido-liquido (LLE, do inglés
liquid-liquid extraction). Posteriormente, as fases obtidas podem ser separadas por
centrifugag@o e concentradas por evaporagao, sendo que a SPE tem sido preferida
em muitos casos por ser rapida e requerer menor volume de solvente orgénico
(Thiele-Bruhn, 2003).

A determinacdo de farmacos em extratos obtidos tem sido realizada
preferencialmente por cromatografia a liquido do que cromatografia a gas, uma vez
que muitos farmacos sdo polares e termolabeis. A separagdo por cromatografia
liqguida de alta eficiéncia (HPLC, do inglés High Performance Liquid Chromatography)
de farmacos tem sido realizada em colunas de fase reversa (C18) usando diferentes
fases moveis (Dias-Cruz et al., 2003).

Deteccao por arranjo de diodos (DAD, do inglés diode-array detection), UV,
fluorescéncia e espectrometria de massas (MS, do inglés mass-spectrometry) ou
espectrometria de massas em tandem (MS/MS) tem sido utilizadas como técnicas de
deteccdo acopladas a cromatografia liquida para analise de farmacos veterinarios em
matrizes ambientais sélidas. Devido ao fato da espectrometria de massas em tandem
(MS/MS) possuir baixo limite de detecgéo, alta seletividade e informar a respeito da
estrutura dos compostos, o acoplamento desta técnica com a cromatografia a liquido
na analise de amostras ambientais tém sido crescente. Contudo, por conta do alto
custo da instrumentacdo, a deteccao por arranjo de diodos e fluorescéncia ainda é
comum (Dias-Cruz et al., 2003; Karci et al., 2009; Aga e O Connor, 2005).
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1.1.6. VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

Os parametros para validacdo de métodos tém sido definidos em diferentes
grupos de trabalho de organizagdes nacionais ou internacionais. Infelizmente
algumas definicbes sao diferentes entre as diversas organizagdes.

Neste contexto, o ICH (ICH, 2005) elaborou um guia sobre validacdo de
métodos que tem sido utilizado também em outras areas de estudo que néo apenas
a farmacéutica. Na area de Quimica Ambiental, os métodos padroes para andlise de
contaminantes publicados pela Agéncia de Protecdo Ambiental Americana (EPA,
2007) contém orientagdes a respeito da validagao destes métodos.

A estimativa dos parametros analiticos de validacdo pode variar de acordo
com a técnica analitica empregada ou com o protocolo de validacéo a ser seguido.

A validacdo dos métodos propostos neste trabalho para analise de
sulfonamidas em solucdes de solo foi realizada com base na Resolucdo n° 899, de
29 de maio de 2003 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2003) e
no Guia de Validagdo do MAPA (2011°). A seguir sdo descritos os principais
parametros de validagéao.

1.1.6.1. Efeito matriz e seletividade

Os estudos referentes ao efeito matriz sdo delineados com o preparo de
curvas analiticas no solvente e curvas analiticas na matriz.

Para os métodos cromatograficos a seletividade é avaliada para garantir que o
pico de resposta do analito seja proveniente exclusivamente do mesmo e ndo de
outros compostos (interferentes) presentes na amostra. A seletividade pode ser
entdo, avaliada por meio da comparagao entre cromatogramas de extratos branco da
matriz e extratos branco da matriz fortificada com o analito. Este pardmetro pode ser
avaliado também pela andlise da pureza de pico que é verificada em trés pontos
(inicio, apice e fim do pico) quando se é empregado métodos como cromatografia
liquida com deteccado por arranjos de fotodiodos. Além disso, os espectros de UV
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obtidos nestes trés pontos do pico devem ser comparados com o espectro do padrao
do analito.

1I.1.6.2. Curva analitica, linearidade e sensibilidade

Segundo a ANVISA (2003), a curva analitica representa a relacdo entre a
resposta analitica e a concentragdo conhecida do analito. A faixa linear € definida
como a faixa de concentracdo onde a sensibilidade do método pode ser mantida
constante.

Ainda a ANVISA (2003) preconiza que a linearidade é a capacidade do
método de demonstrar que os resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a
concentragdo do analito na amostra, dentro da faixa linear da curva analitica. E
recomendado que a linearidade seja determinada pela andlise de, no minimo, cinco
concentragdes diferentes. Para expressar a linearidade do método € empregado o
coeficiente de correlacdo (r) da curva analitica. O critério minimo aceitavel do
coeficiente de correlacao é r > 0,99.

Assim como no Capitulo |, a linearidade do método foi avaliada aplicando as
trés etapas estatisticas: 1) projeto experimental que consiste na determinacédo da
faixa de interesse considerando que a concentragcdo do analito na amostra deva
estar préxima ao centro do intervalo da faixa; 2) o método dos minimos quadrados
ordinarios incluindo a estimativa dos parametros e tratamento de outliers (avaliado
pelo teste de Jacknife); 3) verificacdo das suposicdes relacionadas ao método dos
minimos quadrados ordinarios e residuos (teste para hip6tese residuais € utilizado a
homocedasticidade) (Souza & Junqueira, 2005).

A sensibilidade € um parametro que descreve como a resposta varia em
funcédo da variacdo da concentragdo do analito. Pode ser expressa pelo coeficiente
angular da reta obtida a partir da regressao linear da curva analitica.
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11.1.6.3. Limite de deteccao (LOD)

O limite de deteccdo é determinado como a menor quantidade do analito
presente em uma amostra que pode ser detectado, porém nao necessariamente
quantificado, sob as condi¢cbes experimentais estabelecidas.

A ANVISA (2003) sugere apenas que o LOD deve ser estabelecido por meio
da analise de solugbdes de concentracdes conhecidas e decrescentes do analito, até
o menor nivel detectado, recomendando que o LOD seja trés vezes superior ao ruido
da linha de base. O limite de deteccdo também pode ser calculado conforme
Equacao 11.1.9.

LOD = 35%/’5 Equacéo I1.1.9

onde, sy € a estimativa do desvio padréo do intercepto com o eixo Y de, no minimo,

trés curvas analiticas e m é o coeficiente angular da curva analitica.

11.1.6.4. Limite de quantificacao (LOQ)

O limite de quantificacdo é a menor quantidade do analito em uma amostra
que pode ser determinada com precisdo e exatidao aceitaveis sob as condigdes
experimentais estabelecidas.

A ANVISA (2003) cita que o limite de quantificacao pode ser estabelecido por
meio da analise de solu¢des contendo concentracées decrescentes do analito até o
menor nivel quantificavel com precisao e exatidao aceitaveis. Pode ser expresso pela

Equacao 11.1.10.
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LOQ = wsTy/" Equacao 11.1.10

onde, sy € a estimativa do desvio padréo do intercepto com o eixo Y de, no minimo,

trés curvas analiticas e m é o coeficiente angular da curva analitica.

1.1.6.5. Precisao

A precisdo é o parametro que avalia a proximidade entre as varias medidas
efetuadas na mesma amostra. A precisdo pode ser estimada em trés niveis:
repetibilidade (precisao intra-ensaio), precisédo intermediaria (preciséo inter-ensaio) e
reprodutibilidade. Para a validacdo de métodos em um Unico laboratério (single-
laboratory validation), que é o enfoque neste trabalho, apenas os dois primeiros
niveis sao relevantes para este parametro.

A precisdo intra-ensaio descreve as variagdes observadas durante analises
em um curto periodo de tempo com 0 mesmo analista e mesma instrumentacao. E a
precisdo inter-ensaio descreve 0 grau de variacbes observadas em diferentes
condi¢des (minimo de dois dias diferentes).

Usualmente, a precisdo é expressa como a estimativa do desvio padrao (s) ou
estimativa do desvio padréao relativo (RSD) conforme Equacao 11.1.11.

s
Média

RSD (%) =

x 100 Equacao I1.1.11
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Il.2. OBJETIVOS

Neste capitulo, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a mobilidade de
farmacos veterinarios do grupo das sulfonamidas (sulfadiazina, sulfadimetoxina e
sulfaquinoxalina) em solos tropicais caracteristicos do Estado de Sao Paulo mediante

estudos de adsorcao e dessorgao.

I1.3. PARTE EXPERIMENTAL

1.3.1. Reagentes e Padroes

Todos os reagentes utilizados nos experimentos foram de grau de pureza
analitica e os solventes orgéanicos de grau HPLC. A agua empregada para o preparo
de solugdes foi purificada em um sistema Milli-Q — 18,2 M Q cm (Millipore, EUA). As
solucdes e solventes foram filtradas em filtros de membrana de 0,45 um, acoplados a
sistema de filtracdo (Millipore, EUA).

Os padroes analiticos das sulfonamidas foram: sulfadiazina — SDZ (Sigma-
Aldrich, 99%), sulfadimetoxina sédica — SDM (Sigma-Aldrich, 99%) e sulfaquinoxalina
sbdica — SQX (Sigma-Aldrich, 95%).

11.3.2. Materiais

Para a separacédo cromatografica das sulfonamidas foi empregada uma coluna
XBridge™ (Waters, EUA) de fase reversa de silica hibrida com dimensdes 150 x 4,6
mm e diametro de particulas de 3,5 um com sua respectiva coluna de guarda
(XBridge™ 20 mm x 4,6 mm; 3,5 um).

97



1.3.3. Equipamentos

As analises cromatograficas foram realizadas em um equipamento de
cromatografia liquida de alta eficiéncia série 1200 (Agilent, EUA), equipado com
sistema de bombeamento quaternario modelo G1311A, detector de arranjo de
fotodiodos — DAD — modelo G1315D, forno para coluna modelo G1316A e injetor
automatico modelo G1329A. A aquisicao dos dados foi realizada pelo programa
computacional ChemStation (Agilent, EUA).

Para a desgaseificacdo da fase moével foi utilizado um banho de ultra-som
modelo USC 700 (UNIQUE THORTON, Brasil).

Os padrbées analiticos foram pesados em uma balanga analitica Sartorius
(Alemanha) modelo CPA 225D, com precisao de +0,01 mg.

As amostras de solos foram pesadas em balanca analitica Precisa (Suica)
modelo XT 220A, com preciséo de 0,1 mg.

Para medidas de pH foi utilizado um pH-metro modelo DM-22 e um eletrodo
de vidro combinado (DIGIMED, Brasil).

Para os estudos de adsorcao e dessorcao foi usada uma mesa agitadora
Marconi (Brasil) modelo MA 139/CFT.

A centrifugacdo das amostras foi realizada em centrifuga ventilada Hettich
(Alemanha) modelo Rotofix 32A.

1.3.4. Amostras de solos tropicais caracteristicos do Estado de Sao
Paulo

Os estudos de adsorcdo e dessorcdo da sulfadiazina, sulfadimetoxina e
sulfaquinoxalina foram realizados em quatro solos caracteristicos do Estado de Séo
Paulo, denominados N1 (areia quartzosa — Neossolo Quartzarénico), N2 (Latossolo
Vermelho Escuro — Latossolo vermelho), S1 (Latossolo Vermelho Amarelo -
Latossolo Vermelho Amarelo) e S2 (Solo Podzdélico Argiloso — Argissolo vermelho-

amarelo).
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De acordo com o triangulo textural (Figura I.1.1), os solos utilizados neste
trabalho estdo divididos nas seguintes classes texturais N1 (areia), N2 (argila), S1
(argiloarenosa) e S2 (argila).

As amostras de solo foram coletadas em 2005 de diferentes localizacdes e
transferidas para lisimetros (1 x 1 x 2 m) localizados no campo experimental da
Embrapa Meio Ambiente — Jaguariuna/SP.

A origem das amostras dos quatro tipos de solos foi:

4+ N1 — areia, cidade de Santa Rita do Passo Quatro, SP (latitude 21°42'18,12”’S

e longitude 47°28'04,82”W, altitude 773 metros) (area de pastagem).

+ N2 — argila, cidade de Sertdozinho, SP (latitude 21°05°20,44”’S e longitude
47°48’10,73W, altitude 538 metros) (area de plantio de cana de agucar).

+ S1 — argiloarenosa, cidade de Jaguariuna,SP (latitude 22°43’14,92”’S e
longitude 47°01°14,20”W, altitude 617 metros) (area de plantacao de citrus).

+ S2 — argila, cidade de Jaguariuna, SP (latitude 21°42’59,50”S e longitude
47°01°00,05”W, altitude 609 metros) (coberto de Brachiaria).

As amostras de solo utilizadas nos experimentos foram coletadas em julho de
2010 na parte superficial (0 — 20 cm) de cada um dos quatro lisimetros, secas ao ar,
peneiradas com tamanho de particula < 2 mm e estocadas em temperatura ambiente
até o momento dos estudos. As caracteristicas fisico-quimicas de cada solo (Tabela
1.3.1) foram determinadas previamente no Instituto Agronémico de Campinas (IAC -
Centro de Solos e Recursos Ambientais — Laboratorio de Fertilidade do Solo) e a
analise granulométrica foi realizada pela Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria de Jaguariuna (EMBRAPA — Laboratério de Qualidade do Solo).
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Tabela I1.3. 1. Propriedades fisico-quimicas dos solos N1, N2, S1 e S2.

Propriedade Unidade N1 N2 S1 S2
pH (em 0,01 mol L") CaCl, 5 49 41 44
Matéria Organica (MO) % (m/m) 1,53 2,88 248 3,23
Carbono Organico (CO) % (m/m) 089 167 144 187
Textura Areia % 91,1 149 52,9 435
Silte (0,053 — 0,002 mm) % 1,8 302 105 7,0
Argila (<0,002 mm) % 6,2 546 36,2 4972

mg kg’ 3 14 5 5

mmolckg” 0,5 0,5 1,1 0,7

Ca mmolckg' 5 12 3 9

Mg mmolc kg" 2 6 2 6
H+Al mmolckg” 11,8 342 458 50,3
S.B. mmolckg” 75 185 6,1 157
C.T.C. mmolckg? 19,3 52,7 51,9 66
% % 389 351 11,8 238
B mg kg 0,11 0,15 0,24 0,2
Cu mg kg’ <01 54 08 08
Fe mg kg’ 14 9 29 42
Mn mgkg' 48 239 4 11
Zn mg kg’ 03 04 08 14

mmolc: milimol de carga, H + Al: acidez total, SB: Ca + Mg + K + Na, C.T.C: capacidade de troca
catidnica = SB + (H + Al), V%: porcentagem de CTC saturada por bases a pH 7, V% = 100/(SB/CTC).
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1.3.5. Metodologia

1.3.5.1. Preparo de solucoes

As solucbes estoque da SDZ, SDM e SQX foram preparadas nas
concentragdes de 750 ug mL™", 1000 pg mL™" e 1000 pg mL™, respectivamente, em
agua e mantidas sob refrigeracéo (4 °C) e ao abrigo de luz. As solugdes de trabalho
das respectivas sulfonamidas foram preparadas mediante diluicdo das solucdes

estoque em cloreto de calcio 0,01 mol L™ e mantidas ao abrigo de luz.

11.3.5.2. Desenvolvimento e validacao de métodos cromatograficos
para a quantificacdo de sulfadiazina, sulfadimetoxina e
sulfaquinoxalina em solucoées de solo provenientes dos estudos de
adsorcdao e dessorcao

11.3.5.2.1. Desenvolvimento do método cromatografico e parametros
de conformidade do sistema

Como os estudos de sorcdo seriam realizados individualmente para cada
sulfonamida, foram otimizados trés métodos cromatograficos (HPLC-DAD) no sentido
de garantir a seletividade do método, no entanto, sem comprometer o tempo de
retencdo da analise. A otimizacao foi conduzida no sentido de atender os requisitos
necessarios dos parametros de conformidade do sistema cromatografico: resolugéao
(Rs > 1,5), numero de pratos (N > 2000), fator de assimetria (As entre 0,8 e 1,4) e
fator de retencgéao (k > 2).

A fase estacionaria empregada foi de fase reversa (Cis) composta de silica

hibrida (XBridge™ 150 mm x 4,6 mm; 3,5 pm) com sua respectiva coluna de guarda
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(XBridge™ 20 mm x 4,6 mm; 3,5 um). Como fase mével foi empregada uma mistura
de metanol contendo 0,1% (v/v) de acido férmico como fase organica (FO) e uma
solucao de 0,1% (v/v) acido férmico como fase aquosa (FA). O modo de eluicao foi
isocratico e a deteccdo das sulfonamidas foi realizada nos comprimentos de onda de

maxima absorbancia para cada uma das sulfonamidas.

1.3.5.2.2. Parametros de validacao

A validacao do método proposto foi realizada de acordo com a avaliacao dos
seguintes parametros: faixa linear, linearidade, seletividade, efeito matriz, precisao
(intra- e inter-ensaio), limite de deteccao e limite de quantificacdo. A linearidade e a
faixa linear da SDZ, SDM e SQX foram estabelecidas por meio da curva analitica, em
triplicata, para seis niveis de concentragao.

O efeito matriz foi avaliado, em triplicata, para todos os solos em estudo
mediante fortificagdo (10 pg mL" de SDZ, SDM e SQX, separadamente) da solugao
branca de solo pré-equilibrada por 12 horas com 0,01 mol L' CaCl,. O extrato
fortificado foi analisado por HPLC-DAD e a area obtida comparada estatisticamente
com a 4area da solucdo das respectivas sulfonamidas em 0,01 mol L' CaCl, no
mesmo nivel de concentragdo. A seletividade do método foi avaliada mediante
andlise de solucdo branca de solo pré-equilibrada por 12 horas com 0,01 mol L™
CaCl,.

A seletividade e o efeito matriz foram avaliados pela analise dos
cromatogramas obtidos para solugao branca de solo fortificada e solugcado branca de
solo quanto a pureza do pico cromatografico e eluicdes de compostos prdéximos aos
tempos de retencao das sulfonamidas em estudo.

A preciséo intra-ensaio foi avaliada nas mesmas condicbes empregadas no
estudo de adsorgdo (razéo solo/solu¢éo de 1:1 m/v para SDZ, 1:2 m/v para SDM e
1:5 m/v para SQX). Para tanto, uma massa equivalente a 2 g (ou 1 g) de amostras
brancas de solo foram deixadas por 12 horas em contato, sob agitagdo, com uma
solucdo de 0,01 mol L' CaCl, e, posteriormente, fortificadas com solugdes das
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sulfonamidas (10 pug g para a SDZ, 20 pg g~ para SDM e 50 ug g para SQX). As
misturas de solucdes de solo fortificadas foram agitadas por um periodo de 48 horas
e as solugbes separadas do solo conforme descrito no item 11.3.5.3.2 foram
analisadas em 6 replicatas por HPLC-DAD, no mesmo dia, pelo mesmo analista e no
mesmo equipamento. A precisdo inter-ensaio foi avaliada para o mesmo nivel de
concentracao explicitado para a precisdo intra-ensaio, sendo que a analise foi
repetida em mais dois dias diferentes, no mesmo equipamento e pelo mesmo
analista. As precis@es intra- e inter-ensaio foram expressas pela estimativa do desvio
padrao relativo (RSD).

O limite de deteccao (LOD) e quantificacdo (LOQ) foram determinados como
3 e 10 vezes a razdo sinal-ruido, respectivamente, usando concentracdes

decrescentes das sulfonamidas em solugdo branco de solo (para os quatro solos).

1.3.5.3. Estudo da adsorcao e dessorcdao de sulfadiazina,
sulfadimetoxina e sulfaquinoxalina em amostras de solos tropicais
caracteristicos do Estado de Sao Paulo

Os experimentos de adsorcao e dessorcao de sulfadiazina, sulfadimetoxina e
sulfaquinoxalina em quatro solos de diferentes caracteristicas (N1, N2, S1 e S2) do
Estado de Sao Paulo foram realizados com base no Guia 106 da Organizagéo para a
Cooperacédo e Desenvolvimento Econémico (OECD, do inglés Organization for
Economic Co-operation and Development, 2000).
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1.3.5.3.1. Estudos preliminares: Otimizacao das condicoes a serem
empregadas nos estudos de adsorcao e dessorcao das
sulfonamidas em solos

Anterior aos estudos de adsorcdo com o0s quatro solos foi avaliada a
possibilidade de adsor¢do da sulfadiazina, sulfadimetoxina e sulfaquinoxalina nos
frascos empregados, bem como a estabilidade em solu¢cdo durante o periodo de
estudo.

Em seguida, foram avaliadas trés razdes solo:solucao (1:1, 1:2 e 1:5 m/v) para
selecionar a melhor razdo, uma vez que a adsorcdo deve estar acima de 20% e,
preferencialmente, em torno de 50% (OECD, 2000).

Apés selecionar a razdo solo:solugéo foi avaliado o tempo necessario para o
sistema alcancar o equilibrio. Para tanto, o tempo de equilibrio de cada solo:solucao
foi estabelecido por meio de um gréafico porcentagem de adsorcao contra o tempo.

11.3.5.3.2. Estudos de adsorcao e dessorcao

Conforme as determinacdes do Guia 106 da OECD, o procedimento para o
estudo de adsorcao das sulfonamidas (SDZ, SDM e SQX) envolveu os seguintes
passos: A) equilibrio das amostras de solo com solugdo de 0,01 mol L' CaCl, em
uma mesa agitadora (150 rpm) por um periodo de 12 horas; B) Adicdo de um volume
apropriado (ndo mais do que 10% do volume total) da solu¢do das sulfonamidas, em
estudos separados, preparadas em 0,01 mol L CaCl, para ajustar o volume final
equivalente a razdo solo:solugdo selecionada. As amostras foram horizontalmente
agitadas pelo tempo de equilibrio selecionado, no escuro, a temperatura ambiente
(25 £ 1 °C). As suspensdes foram centrifugadas (15 minutos, 4186 g) e o
sobrenadante foi filtrado em filtros de seringa de 0,22 um (Millex), para, em seguida,
serem analisados por HPLC-DAD. A concentracao de cada sulfonamida adsorvida no

solo (Cs*®/g ng™) foi calculada conforme a Equacao 11.3.1:
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cads = Yo (Co — &%) Equacéo I11.3.1

Msolo

em que, Vo € o volume da solugédo inicial (mL), mgo, € @ massa do solo (g), Co € a

ads

concentracao inicial (ng mL™) e Caq € a concentragdo remanescente em solugdo

depois do equilibrio ter sido atingido (ug mL™). Assim sendo, um grafico de C¢**

versus Cgq™®

, ho equilibrio, foi plotado a fim de se obter as constantes Kp e Kco
(coeficiente de distribuicdo e coeficiente normalizado pelo carbono organico,
respectivamente).

Seguindo o mesmo protocolo, foi realizado o estudo de dessorcdo das
sulfonamidas do mesmo modo que os experimentos de adsor¢cdo foram realizados.
Sendo assim, o solo remanescente do estudo de adsorcdo é utilizado para os
estudos de dessorcdo. Ao solo foi adicionado um volume equivalente ao selecionado
na razdo solo:solugdo de 0,01 mol L' CaCl, e os tubos foram agitados
horizontalmente (150 rpm) pelo tempo de equilibrio selecionado, no escuro, a
temperatura ambiente (25 + 1 °C). As suspensdes foram centrifugadas (15 minutos,
4186 g) e o sobrenadante foi filtrado em filtros de seringa de 0,22 um (Millex), para,

em seguida, serem analisados por HPLC-DAD. Da mesma forma, um grafico de C%®

versus Cao ™

, ho equilibrio, foi plotado a fim de se obter os coeficientes de
dessorcéo.
Amostras controle (solugdes das sulfonamidas em 0,01 mol L' CaCl,), assim

como amostras solugéo branca de solo também foram analisadas.
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I.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

I.4.1. Desenvolvimento de métodos cromatograficos para a
quantificacao de sulfadiazina, sulfadimetoxina e sulfaquinoxalina
em solucoes de solo provenientes dos estudos de adsorcao e
dessorcao

Para a separacado cromatografica das sulfonamidas foi selecionada a mesma
fase estacionaria utilizada no método desenvolvido para medicamentos veterinarios
(XBridgeT'\’I RP-18, 150 x 4,6 mm, 3,5 um) e a mesma fase movel (metanol com a
adicao de 0,1% de acido formico e solucao de 0,1% de acido férmico). O volume de
injecdo foi de 20 pL, a temperatura foi controlada com forno a 40 °C e a detecgéo foi
realizada no comprimento de onda de maxima absorbancia de cada sulfonamida.
Estas condicbes foram estabelecidas para as trés sulfonamidas, porém foram
desenvolvidos dois métodos, sendo um para a separacdo e quantificacdo da
sulfadiazina e o outro para a separacdo e quantificacdo da sulfadimetoxina e
sulfaquinoxalina em solucdes de solo. No método que permitiu a separacao das trés
sulfonamidas em uma mesma corrida cromatografica (apresentado no Capitulo 1), a
SDZ apresentava um tempo de retencdo de 5,1 minutos e haveria coeluicdo de
interferentes da matriz. Cabe ressaltar que nas solugdes de solo ocorre eluicao de
um numero elevado de compostos mais polares do que as sulfonamidas nos
primeiros 6 minutos, o que direcionou o estabelecimento das condi¢cdes para que a
primeira sulfonamida eluisse por volta de 8 minutos. Sendo assim, se a condicao
cromatografica fosse ajustada para aumentar o tempo de retencao da SDZ levaria
também a um aumento no tempo de retencdo das outras duas sulfonamidas, o que
levaria a um maior tempo de andlise. Uma vez que nos estudos de sorcao as
sulfonamidas seriam avaliadas individualmente, foram empregados dois métodos
que permitissem diminuir o tempo de analise, no entanto, sem comprometer a

seletividade do mesmo.
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Para a determinacdo de SDZ em solugdes de solo, 0 modo de eluicao foi
isocratico, sendo 10% (v/v) de fase orgéanica e 90% (v/v) de fase aquosa (mantendo,
assim, a proporgao inicial do método anteriormente descrito no Capitulo 1), e a vazao
da fase moével foi de 0,7 mL min™'. Para a determinacdo de SDM e SQX em solucdes
de solo, o modo de eluicdo foi isocratico, sendo 30% (v/v) de fase organica e 70%
(v/v) de fase aquosa e a vazao da fase mével 1,0 mL min™. Nestas duas condigbes
de estudo, a SDZ, SDM e SQX possuem tempos de reten¢do de 8,6 minutos, 10,6
minutos e 12,7 minutos, respectivamente. A Tabela 11.4.1 apresenta os parametros
de conformidade do sistema cromatografico para as condicdes otimizadas. Com
estas condi¢des foi obtida simetria adequada do pico cromatografico de SDZ, SDM e
SQX com tempo de retencdo relativamente curto, além de estar de acordo com os
critérios previamente estabelecidos (N>2000, Res >1,5, fator de assimetria entre 0,8
e 1,4 e k>2,0).

Tabela 1l.4. 1. Parametros de conformidade do sistema cromatografico obtidos para
as sulfonamidas (SA): SDZ, SDM e SQX.

Parametros de conformidade

SA

tr N Rs As k
SDZ 8,60 12423 - 0,80 3,15
SDM 10,6 7618 - 0,90 6,70

SQX 12,7 7421 3,98* 1,02 8,25

*Rs obtida a partir do pico cromatocréafico antecedente (SDM).

Portanto, as condi¢cées cromatograficas otimizadas sao adequadas para a
determinacdo de sulfadiazina, sulfadimetoxina e sulfaquinoxalina em solu¢des de

solo.
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1.4.2. Estudo de adsorcao/dessorcao das sulfonamidas (SDZ, SDM e
SQX) em solos do Estado de Sao Paulo

As sulfonamidas sdo moderadamente soluveis em 4&gua. Elas séao
caracterizadas por dois valores de pKa indicando protonagéo do grupo amino em pH
< pKa1 e desprotonacdo do grupo RSO:NHR; em pH > pKgp. Comumente, as
sulfonamidas anfotéricas se comportam como acidos organicos fracos e formam sais
em solugdes fortemente acidas ou basicas.

O comportamento dos farmacos veterinarios, quando liberados no ambiente, é
determinado pelas propriedades fisico-quimicas, assim como a estrutura, tamanho,
forma, solubilidade, hidrofobicidade e especiacdo. Além disso, 0 comportamento de
sorcao destes farmacos também pode variar muito em diferentes tipos de solo, uma
vez que as propriedades destes também influenciam no comportamento de sorgéo,
assim como conteudo de matéria organica, textura, mineralogia, conteudo de argila,
pH, forca ibnica, capacidade de troca cationica, além das condigdes climaticas locais
(Sarmah et al., 2006). O grau em que um farmaco veterinario pode adsorver nas
particulas dos solos varia amplamente, assim como sua mobilidade no solo. Os
estudos de adsorcado e dessorcdo sao adequados para avaliar a mobilidade dos

farmacos veterinarios nos solos e em outros meios como agua e ar.

11.4.2.1. Estudos preliminares

Anterior aos estudos de adsorcdo e dessor¢cdo com os solos foi avaliada a
possibilidade de adsor¢cado das sulfonamidas nos frascos empregados, bem como a
estabilidade em solucdo. Para isso, amostras controle da SDZ, SDM e SQX a
concentragdo de 10 pg mL" foram agitadas horizontalmente (150 rpm) por um
periodo de 56 horas e analisadas por HPLC-DAD. O presente estudo revelou que a
SDZ e a SDM sao estaveis no tempo requerido para o estudo e que nao ha adsorcao
da mesma pelo material dos tubos de centrifuga (polipropileno). Porém, foi verificada
adsorcado de 25% da SQX neste material. Estudos comparativos com frascos de
vidro e solugdes recém-preparadas (controle) foram utilizados para certificar que nao
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houve degradacao da sulfaquinoxalina no tempo do ensaio (48 horas), na auséncia
de luz (frascos cobertos com folhas de aluminio durante todo o ensaio). Dessa forma,
foram empregados tubos de vidro nos estudos de adsorcdo/dessorcdo da SQX uma
vez que nao houve adsor¢do ou degradagdo da SQX neste material durante o
periodo de tempo estudado.

Em seguida, foram avaliadas trés razdes solo:solucéo (1:1, 1:2 e 1:5 m/v) para
selecionar a melhor razéo para realizar os estudos de adsorgéo e dessorgdo. A razao
solo:solugdo apropriada foi selecionada de modo que a porcentagem de adsorgao
estivesse acima de 20% e preferencialmente em torno de 50%. Portanto, para os
quatro tipos de solo analisados (N1, N2, S1 e S2) a razdo solo:solucao mais
adequada foi de 1:1 m/v para a SDZ, 1:2 m/v para a SDM e de 1:5 m/v para a SQX.

O tempo de equilibrio aparente de cada sistema solo:solucao foi estabelecido
avaliando a porcentagem de adsorcao de cada sulfonamida contra o tempo, sendo o
periodo estudado de 24 a 56 horas.

O equilibrio aparente estabelecido para SDZ, SDM e SQX nos quatro solos

avaliados estdo apresentados na Figura 11.4.1.
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Figura 11.4. 1. Tempo de equilibrio aparente da SDZ, SDM e SQX nos solos N1, N2, S1 e S2.

A quantidade de sulfonamidas adsorvidas nos quatro tipos de solo fortificados
com 10 pug g para SDZ, 20 ug g ' para SDM e 25 pg g para SQX mostrou que a
adsorcdo aumenta com o tempo de contato solo-solucdo. O equilibrio aparente
selecionado para SDZ, SDM e SQX foi de 48 horas para os quatro solos estudados.
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11.4.2.2. Validacao do método

Com as condi¢des otimizadas da razdo solo-solucao e tempo de equilibrio, o
método HPLC-DAD foi validado mediante avaliacdo dos seguintes parametros: faixa
linear, linearidade, precisdo intra- e inter-ensaio, seletividade, efeito matriz, limite de
deteccao (LOD) e de quantificagao (LOQ). A validagao do método teve como objetivo
garantir a confiabilidade dos resultados obtidos nos ensaios de adsorcdo/dessorcéao
e, portanto, todos os ensaios foram realizados simulando o estudo em si, ou seja,
com a solucéao de solo.

A seletividade do método e efeito matriz foi avaliada pela analise dos
cromatogramas obtidos de solugdes branco de solo (N1, N2, S1 e S2) e solugdes
branco de solo fortificadas com SDZ, SDM e SQX, individualmente.

A Figura 11.4.2 apresenta cromatogramas caracteristicos obtidos na analise de
solucéo branco de solo (N1, N2, S1 e S2), assim como da SDZ, SDM e SQX de em
0,01 mol L™ de CaCl, a concentracéo de 0,1 ug mL™.
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Figura Il.4. 2. (A) Cromatogramas caracteristicos da sulfadiazina (SDZ), matriz solo N1, N2,
S1 e S2 (razédo 1:1) com eluicdo isocratica: FO:FA 10:90 (v/v), vazdo 0,7 mL min”; (B)
sulfadimetoxina (SDM) e sulfaguinoxalina (SQX), matriz solo N1, N2, S1 e S2 (razdo 1:2)
com eluigao isocratica na proporcdo FO:FA 30:70 (v/v), vazdo 1,0 mL min™. A concentracéo
das trés sulfonamidas foi mantida em 0,1 pg mL". Condicdes cromatogréaficas: FE: XBridge,
Fase mével: FO (0,1% (v/v) de acido férmico em MeOH, FA 0,1% (v/v) de acido férmico, pH

3,0). Volume de inje¢éao 20 ulL, temperatura da coluna 40 °C.
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Nao houve diferenca significativa entre as areas obtidas com as sulfonamidas
em 0,01 mol L de CaCl, e as solugdes branco de solo fortificadas a um nivel de
95% de confianga. A pureza de pico foi avaliada em trés pontos do pico
cromatografico (inicio, apice e fim) com a finalidade de garantir que ndo houve
coeluicdo de impurezas ou outros compostos da matriz solo. Os resultados nao
evidenciaram interferéncia da matriz (quatro tipos de solo) sob as condicbes
experimentais estabelecidas para a SDZ e SDM. Porém, para a SQX houve
interferéncia da matriz uma vez que houve supressdao do sinal analitico. Sendo
assim, para os estudos posteriores as curvas analiticas para SDZ e SDM foram
preparadas no solvente (0,01 mol L' CaCl,), e as para SQX foram preparadas em
solugdes branco de solo (para cada solo).

A linearidade e a sensibilidade foram obtidas a partir das curvas analiticas das
sulfonamidas (SDZ e SDM) em 0,01 mol L™ CaCl,, para seis niveis de concentragdo
no intervalo de 0,05 pg mL™" a 10 ug mL™. Sendo para a SQX em solugdes de solo
para seis niveis de concentracdo no intervalo de 0,1 ug mL™" a 10 ug mL™". Todas as
analises foram realizadas em triplicatas independentes.

Os parametros de regressdo linear da equacao da reta para as trés
sulfonamidas estao resumidos na Tabela 11.4.2. Ressaltando que a linearidade e a
sensibilidade da SQX nos quatro tipos de solo foram semelhantes. A sensibilidade do
método é expressa pelo coeficiente angular e a linearidade pelos coeficientes de
correlacdo linear (r) das curvas obtidas a partir do método dos minimos quadrados
ordinarios. O limite de deteccao (LOD) e quantificacdo foram determinados como 3 e
10 vezes a razédo sinal-ruido, respectivamente (Tabela 11.4.2). Lembrando que o LOD
e LOQ foram obtidos pela concentracao decrescente das sulfonamidas em solucoes
branco de solo.
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Tabela 11.4. 2. Pardmetros de validacdo dos métodos de determinagdo de
sulfonamidas em solug¢des de solo por HPLC-DAD.

Sulfonamidas

Parametros de validacao

(HPLC-DAD) SDZ SDM sQX
Faixa Linear (ug mL™) 0,05-10 0,05-10 0,1-10
Linearidade (r) 0,9997 0,9999 0,9962
Sensibilidade (u.a./ (ug mL™) 107 63,7 69,1
LOD (ug mL™) 0,008 0,01 0,03
LOQ (ug mL™ 0,03 0,04 0,1

LOD: Limite de detecgao; LOQ: Limite de quantificacédo; u.a.: unidade de absorbancia.

A precisao intra-ensaio foi avaliada em um mesmo dia pela analise de seis
amostras de solucdo de solo fortificada (n = 6) das sulfonamidas em um dnico nivel
de concentragdo, sendo 10 pg g~ de SDZ, 20 ug g ' de SDM e 25 ug g”' de SQX em
solo, conforme descrito no item 11.3.5.2.2. A precisao inter-ensaio foi avaliada para o
mesmo nivel de concentracdo em trés dias diferentes (n = 12). A precisao intra- e
inter-ensaio foram expressas como estimativas dos desvios padrdes relativos (RSD)
e levou em consideracao a concentragdo das sulfonamidas em solugdo na etapa de
adsorcdo. Cabe mencionar que as concentragcées das sulfonamidas remanescentes
na solucao de solo para os quatro tipos de solo foram aproximadamente entre 2,5 a
7,0 ug mL™, considerando que o nivel de fortificacdo das sulfonamidas em cada solo
foi de 10 pg g de SDZ, 20 ug g de SDM e 25 ug g' de SQX. Os resultados da

precisao estao resumidos na Tabela 11.4.3.
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Tabela 11.4. 3. Precisdo do método para SDZ, SDM e SQX nos solos em estudo na
etapa de adsorgéo.

Precisao (RSD %)
Sulfonamidas Solo
Intra-ensaio | Inter-ensaio
N1 2,7 3,3
N2 2,0 9,9
Sulfadiazina (SDZ)

S1 1,7 8,9

S2 2,1 10,7

N1 7.5 6.4

N2 2,8 4,7
Sulfadimetoxina (SDM)

S1 2,1 2,8

S2 2,9 3,7

N1 2,0 11,1

N2 3,0 11,4
Sulfaquinoxalina (SQX)

S1 1,1 5,0

S2 5,2 6,0

11.4.2.3. Isotermas de adsorcao e dessorcdao da SDZ, SDM e SQX nos
solos N1, N2, S1e S2

Isotermas foram construidas para todos os solos em estudo e diferentes
modelos foram empregados para averiguar o melhor ajuste. O modelo adotado foi 0
que apresentou o melhor coeficiente de correlagao (r). Neste estudo, o modelo de
Freundlich foi adotado para a SDZ, SDM e SQX nos diferentes solos estudados. O
modelo de Freundlich ja foi apresentado na Equacao 11.1.7 e a forma linearizada na
Equacao 11.1.8.

Assim sendo, foram construidos graficos de concentracao de equilibrio (Caqads;

concentragcdo remanescente em solucdo na etapa de adsorgdo) em pg mL™ por
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quantidade de SDZ, SDM e SQX adsorvida (Cs*®; concentragdo no solo na etapa de

adsorcao) em pg g'1 de acordo com as Equacoes 11.1.7 e 11.1.8.
A Figura 11.4.3 e Figura 11.4.4 mostram as isotermas de Freundlich para SDZ

nos solos N1 e N2, S1 e S2, respectivamente

201Solo N1 - Solo N1
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~ (=] 110' ~
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Figura Il.4. 3. Isotermas de adsorcéo e dessorcédo de Freundlich na forma linear (esquerda)

e logaritmica (direita) da SDZ no solo com alto teor de areia (N1).
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Figura 1l.4. 4. |sotermas de adsorcao e dessorcdo de Freundlich na forma linear (esquerda)
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As isotermas de Freundlich obtidas neste trabalho corroboram os resultados
obtidos por Calvet (1989) que sugerem uma diminuicao na tendéncia de sorcédo das
sulfonamidas com o aumento da concentracdo de equilibrio. Esse fato pode ser
explicado pela saturagdo dos sitios de adsorcdo do solo com o0 aumento da
concentracao das sulfonamidas (SDZ, SDM e SQX) em fase aquosa, ou seja, existe
uma interacdo das moléculas de sulfonamidas com sitios do solo, como observado
também por Kurwadkar et al. (2007).

A Figura 11.4.5 e Figura 11.4.6 mostram as isotermas de Freundlich para SDM

nos solos N1 e N2, S1 e S2, respectivamente.
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Figura I1.4. 5. Isoterma de adsorcéo e dessorgao de Freundlich na forma linear (esquerda) e

logaritmica (direita) da SDM no solo com maior teor de areia (N1).

118



100

Solo N2 =
go] ™ Adsorgéao N
o e Dessorcao "
a 60 - ,
- =
— L9
c- 40' I.'
2 ot
[ .
O 201 ’
0 T T T T T T
0 10 20 30 40 _150 60
Caq (eq) /gag mL
100
Solo S1 =
_ 80 L Adsorgé9
O e Dessorcao n
860-
- n
S a0 .
o 40 ,_».‘
o &
O 20 &
0-— T r T . .
0 10 20 30 40 _150 60
Caq (eq) /gag mL
120
Solo S2 .
_ 1001 = Adsorgdo '
; go] ©® Dessorgao
~ 60 ra
§ 40 o
= ';r
O 20 ‘.x
0
0 10 20 30 40 50

Figura ll.4. 6. Isoterma de adsorgao e dessorgao de Freundlich na forma linear (esquerda) e

-1
Cac| (eq) /gag mL

250' SOlO N2
"o 1,81 . Adsorgz"a?
e Dessorgéo
a 1,6
: 154'
o
9/ 152'
[
O 1,0-
(o)
O 08
[}
0,6 T T T T
0,0 0,4 0,8 1,2 1,9; 2,0
log Cm| (eq) /gg mL
2,01 Solo S1
"o 18- = Adsorcdo
e Dessorcao
31,6-
=14
o
2 1,2
(7]
O 1,04
o
O 0,81
0,6 T T T . .
00 04 08 1,2 1_,16 2,0
log Caq (eq) /g mL
2,2
Solo S2
- 201, Adsorcéo
D 1,81 o Dessorgio
R16
~~
§. 1,4-
~~ 1,2_
(2]
O 1,0
o
O 0,8
0,6 T T T T T
00 04 08 12 16 20

-1
log Caq (eq) /gg mL

logaritmica (direita) da SDM nos solos com maior teor de argila (N2, S1 e S2).

119



A Figura 11.4.7 e Figura 11.4.8 mostram as isotermas de Freundlich para SQX

nos solos N2, S1 e S2 e N1, respectivamente.
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Figura I.4. 8. Isoterma de adsorcao e dessorcao de Freundlich na forma linear (esquerda) e

logaritmica (direita) da SQX no solo com maior teor de areia (N1).

Os valores do coeficiente de adsorcao e dessorcdo de Freundlich (Kg) e a
inclinagao 1/n (fator de heterogeneidade do sitio de energia ou fator de linearidade -
€ uma constante que descreve a intensidade de sorcao) foram determinados pela
forma logaritmica da isoterma de Freundlich e estéo listados na Tabela 11.4.4 (SDZ),
na Tabela 11.4.5 (SDM) e na Tabela 11.4.6 (SQX) para os quatro tipos de solo

avaliados.
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Tabela 1l.4. 4. Valores obtidos para os coeficientes de Freundlich (K e 1/n),
coeficiente de distribuicdo (Kp), coeficiente de correlagao (r), coeficiente normalizado

pelo carbono organico (Kco) € histerese para a SDZ nos quatro diferentes solos.

Forma linear Freundlich K;:O P
Solo Estudo (em™g)
Kb Kr
gy " gemyghy

N1 Ad? 0,37 0,999 0,45 0,94 0,999 0,71 41
Des® 0,09 0,996 0,20 0,67 0,984 -
N2 Ad* 1,2 0,997 2,6 0,78 0,999 0,92 71
Des® 2,1 0,985 5,0 0,73 0,996 -
St Ad* 0,88 0,998 1,3 0,89 0,999 0,91 61
Des® 0,96 0,992 1,8 0,81 0,997 -
S2 Ad* 1,0 0,998 2,0 0,83 0,999 0,88 55
Des® 1,1 0,998 2,5 0,73 0,999 -

2 Ad: Adsorcéo; ° Des: Dessorgéo.

A Tabela 11.4.4 apresenta os valores de Kr (adsor¢ao) para os diferentes tipos
de solo na faixa de 0,45 — 2,6 png' ""(cm®'"g™!, indicando minima e maxima adsorcéo
de SDZ no solo N1 e N2, respectivamente. De acordo com as propriedades fisico-
quimicas dos solos, foi verificado que a adsorcdo de SDZ é favorecida em solos com
maior teor de argila e matéria organica (N2 > S2 > S1) do que em solo arenoso (N1).
No pH de estudo a SDZ se encontra, majoritariamente, na sua forma neutra e,
portanto, a sorcao pode ser explicada pelo fenbmeno de particio com a matéria

organica.
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Tabela 1l.4. 5. Valores obtidos para os coeficientes de Freundlich (K e 1/n),

coeficiente de distribuicdo (Kp), coeficiente de correlagao (r), coeficiente normalizado

pelo carbono organico (Kco) € histerese para a SDM nos quatro diferentes solos.

Forma linear Freundlich H K;:O 1
Solo Estudo em™g’)
Kb Kr
(cm® g') (g "emyngy "
N1 Ad® 0,73 0,996 1,4 0,87 0,998 1,1 82
Des® 0,66 0,961 0,85 0,99 0,978 -
N2 Ad® 1,6 0,992 4,6 0,76 0,999 1,0 96
Des® 2,0 0,986 4,7 0,77 0,996 -
S1 Ad® 1,6 0,994 4,6 0,75 0,999 0,87 110
Des® 1,8 0,980 6,3 0,65 0,998 -
S2 Ad® 2,0 0,995 6,4 0,72 0,999 0,92 107
Des® 2,5 0,990 7,8 0,66 0,999 -

2 Ad: Adsorcéo; ° Des: Dessorgéo.

1/n -1

A Tabela 11.4.5 apresenta os valores de Kr (adsor¢ado) para os diferentes tipos

de solo na faixa de 1,4 — 6,4 ug""(cm®""g", indicando minima e maxima adsorcéo

de SDM nos solos N1 e S2, respectivamente. A adsor¢do da SDM foi maior em solos

com alto teor de argila e matéria organica (S2 > S1 > N2) do que no solo arenoso

(N1). No pH de estudo a SDM se encontra, majoritariamente, na sua forma neutra e,

portanto, a sorcdo pode ser explicada pelo fenbmeno de particio com a matéria

organica.
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Tabela 1l.4. 6. Valores obtidos para os coeficientes de Freundlich (K e 1/n),
coeficiente de distribuicdo (Kp), coeficiente de correlagao (r), coeficiente normalizado

pelo carbono organico (Kco) € histerese para a SQX nos quatro diferentes solos.

Forma linear Freundlich H K;:O 1
Solo Estudo em™g’)
Kb Kr
eg) " gremyngy T
N1 Ad® 3,6 0,994 55 0,85 0,989 1,1 400
Des” 5,0 0,975 6,8 0,90 0,969 -
N2 Ad® 13,1 0,990 18,0 0,76 0,997 1,0 787
Des® 23,9 0,988 27,0 0,80 0,996 -
S1 Ad® 8,0 0,990 12,0 0,78 0,997 0,98 549
Des® 13,3 0,991 17,0 0,77 0,995 -
S2 Ad® 11,0 0,991 19,0 0,70 0,999 0,97 590
Des® 18,0 0,993 24,8 0,68 0,999 -

2 Ad: Adsorcéo; ° Des: Dessorgéo.

A Tabela 11.4.6 apresenta os valores de Kr (adsor¢ao) para os diferentes tipos
de solo na faixa de 5,5 — 19,0 pg' ""(cm®""g", indicando minima e maxima adsorgéo
de SQX nos solos N1 e S2, respectivamente. A adsor¢cdo da SQX foi maior em solos
com alto teor de argila e matéria organica (S2 > N2 > S1) do que no solo arenoso
(N1). No pH de estudo a SQX se encontra na sua forma neutra e, portanto, a
adsorcdo pode ser explicada pelo fenbmeno de particdo com a matéria organica.
Estes resultados confirmam, também, a tendéncia de sulfonamidas serem
preferencialmente retidas por particulas de textura fina (Thiele-Bruhn et al., 2004).

Os coeficientes de distribuicao (Kp) experimental foram calculados para SDZ,
SDM e SQX pela Equacao I1.1.3 (parte linear da isoterma). Os valores de Kp bem
como Kr sdo apresentados nas Tabelas 11.4.4, 11.4.5 e 11.4.6

Os baixos valores do coeficiente de Freundlich (Kg) e Kp indicam que a SDZ,
SDM e SQX possuem alta mobilidade nos solos estudados. De acordo com os
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valores estabelecidos pelo IBAMA (1990) para avaliacdo da capacidade de
movimentacao de substancias quimicas no solo, valores de Kp compreendidos entre
0 a 24 L kg™ caracterizam uma baixa capacidade de adsorcdo e um maior transporte
no solo e alcance da agua subterrdnea por processos de lixiviagdo. Dos resultados
obtidos e apresentados nas Tabelas 11.4.4, 11.4.5 e 11.4.6, a adsorcdo das
sulfonamidas (SDZ, SDM e SQX) nos quatros solos estudados apresentou valor Kr
inferior a 24 pg"""(cm®'"g", sendo, portanto, considerado de acordo com a
classificacao do IBAMA (1990), de baixa adsorcgao.

Os coeficientes de distribuicao foram normalizados pelo conteido de carbono
organico (CO) dos solos resultando, assim, no coeficiente Ko (Tabelas 11.4.4, 11.4.5
e 1.4.6), uma vez que a adsorgdo pode estar relacionada com o teor de carbono
organico do solo (Equacao 11.1.4). Expressando a sorgdo como uma funcao do teor
de carbono orgénico do solo se reduz a variabilidade entre os solos (Cox et al.,
1997).

A variagcao no coeficiente angular (1/n) das isotermas de sorcéo (Tabela 11.4.4,
1.4.5 e 11.4.6), obtidas dos diferentes solos estudados, revelou que a sor¢ao de SDZ,
SDM e SQX nos diferentes solos é um fenbmeno complexo envolvendo diferentes
tipos de sitios de sorcao (Felsot & Dahm,1979).

No intervalo de concentracdo estudado, as isotermas de Freundlich foram
ligeiramente néo lineares com coeficiente 1/n menor do que a unidade (Tabela 11.4.4,
1.4.5 e 11.4.6), indicando que os sitios de maior energia sdo ocupados primeiro,
seguido pela adsorcao em sitios com menor energia (Sukul et al., 2008). Estes
resultados sugerem também uma diminuicdo na adsorcdo com o aumento da
concentracao inicial.

As isotermas de dessorcado representam a quantidade de SDZ, SDM e SQX
ainda adsorvida por grama de solo como fungdo da concentragcdo no equilibrio
depois de um ciclo de dessorcdo. Os dados dos experimentos de dessorcao para
SDZ, SDM e SQX foram linearizados adequadamente pela isoterma de Freundlich na
forma logaritmica com coeficientes de correlacdo de 0,984 < r < 0,999 (Tabela 11.4.4);
0,978 < r < 0,999 (Tabela 11.4.5) e 0,969 < r < 0,999 (Tabela 11.4.6), respectivamente.
Os valores de Kr para a dessor¢cdo de SDZ e SDM foram maiores do que os da
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adsorcao para os solos N2, S1 e S2. Para a SQX os valore de Krg no processo de
dessorcdo foram maiores do que os da adsorcdo para todos os solos. Esses
resultados indicam que parte da SDZ, SDM e SQX adsorvida inicialmente nos solos
nao foi dessorvida no ensaio de dessor¢cao com cloreto de célcio. Entretanto, para o
solo N1 o valor de Kr para a dessorcdao foi menor do que o Kr da adsorcao
demonstrando que a SDZ e SDM dessorvem mais facilmente do solo N1 (arenoso).
Os valores de 1/n no processo de dessorcao foram menores do que a unidade em
todos os solos estudados indicando, assim, uma relacdo nao linear entre a
concentracdo de SDZ, SDM e SQX e a sorcao nestes solos. No geral, uma baixa
dessorcao indica uma forte retengéo.

A histerese (H) é um fenbmeno comum observado se o coeficiente de
distribuicdo é maior na etapa de dessorcao depois de encontrar o equilibrio aparente
do que na etapa de adsorcao, indicando que o composto uma vez sorvido € de dificil
dessorcao. Isso tem sido reportado para muitos compostos organicos em que o solo
ou o lodo agem como sorventes (Kim et al., 2005 e Huang et al., 2003). A nao
reversibilidade do processo de adsorcdo pode ser devido ao aprisionamento de
moléculas sorvidas na matéria organica soluvel (Huang & Weber, 1998) ou pelo
aprisionamento em solos com baixo teor de carbono organico e com alta area
superficial interna (Huang et al., 2003). No presente estudo, histerese foi observada
para a SDZ em todos os quatro tipos de solos, enquanto para a SDM e SQX a
histerese foi verificada apenas nos solos S1 e S2.

A magnitude da histerese foi avaliada usando a razdo do coeficiente de
adsorcao e dessorgao das isotermas de Freundlich. Os valores de 1/n,qs S80 maiores
do que os valores de 1/n4es, sugerindo que a adsorcdao de SDZ nos solos nao foi
reversivel. Valores de histerese para todos os solos estao listados na Tabela 11.4.4.
Os valores de histerese préximo de 1 significam que o processo de dessorcao é tao
favoravel quanto o processo de adsorcao; portanto o fenbmeno de histerese é
ausente. Por outro lado, um valor de H < 1 indica que a raz&o de dessor¢ao € menor
do que a razao de adsorgao e, consequentemente, ocorre a histerese. Em todos os
estudos de dessorgao foi observado que a quantidade de SDZ dessorvida foi menor
do que a quantidade total de SDZ sorvida (Tabelas 11.4.4, Figura 11.4.3 e 11.4.4),
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indicando uma histerese positiva e sugerindo que uma quantidade significativa de
SDZ fica mesmo no processo de dessorcao fortemente ligada as particulas do solo.
Os maiores coeficientes de histerese correspondem aos solos N2, S1 e S2 indicando
que, embora estes solos tenham uma maior capacidade de sor¢cao do que o solo N1,
quantidades na faixa de 20 a 40% (neste estudo) do total de SDZ adsorvida podem
ser dessorvidas. Por conseguinte, aproximadamente 90% de SDZ (do total
adsorvido) pode ser dessorvida do solo N1.

Histerese negativa € observada quando a sensibilidade da isoterma de
dessorcdo € maior do que a sensibilidade da isoterma de adsorcdo, fato este
ocorrido para a SDM e SQX nos solos N1 e N2. Os valores de 1/n,gs sS40 maiores do
que os valores de 1/nges para os solos S1 e S2, sugerindo que a adsor¢do de SDM e
SQX nos solos nao foi reversivel. Valores de histerese para todos os solos estao
listados nas Tabelas 11.4.5 e 11.4.6. Os valores de H préximo de 1 (solo N1 e N2)
significam que o processo de dessorgdo é tdo favoravel quanto o processo de
adsorcao; portanto o fenémeno histerese é ausente. Por outro lado, um valor de H <
1 (S1 e S2) indica que a razdo de dessor¢céo é menor do que a razao de adsorgao e,
consequentemente, ocorre histerese. Os coeficientes de histerese determinados para
os solos S1 e S2 indicam que, embora estes solos tenham alta capacidade de
sorcéo, quantidades na faixa de 30 a 40% e 20 a 60% (neste estudo) do total de
SDM e SQX adsorvidas, respectivamente, podem ser dessorvidas.

O coeficiente de distribuicao (Kp) reportado na literatura varia com respeito a
textura e propriedades dos solos (Boxall et al., 2002 e Sukul et al., 2008). Os valores
de Kp para sulfacloropiridazina (1,8 a 0,9 L kg para solos argiloso e arenoso,
respectivamente) aumentaram com o aumento do pH do solo (Boxall et al., 2002).
Efeitos similares foram encontrados por Thiele-Bruhn e Aust (2004) nos estudos de
sorcao de cinco diferentes sulfonamidas em solo argiloso com valores de Kp variando
entre 0,32 2,0 Lkg™.

Todos os coeficientes de distribuicdo e os coeficientes de Freundlich
apresentados neste estudo foram similares a outras sulfonamidas como reportados

por Thiele-Bruhn et al. (2004), sendo que os valores de Kp aumentaram na seguinte
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ordem: sulfanilamida (1,7 L kg™') < sulfadiazina (2,0 L kg') < sulfadimetoxina (2,3 L
kg™ < sulfadimidina (2,4 L kg™") < sulfapiridina (3,5 L kg ™).

Coeficientes de sorgéo (Kr) da SDZ no presente estudo variaram de 0,45 a 2,6
cm® g, enquanto para a SDM de 1,4 a 6,4 cm® g' e SQX de 5,5 a 19 cm® g
Similares dados de sorcao tém sido encontrados para outros antimicrobianos, assim
como olaquindox com coeficientes de sorcéo na faixa de 0,69 a 1,67 cm® g' (Rabglle
& Spllid, 2000). Para outras sulfonamidas, assim como sulfametazina, o coeficiente
de sorcdo varia de 0,58 a 3,91 L kg' em solos com porcentagem de carbono
organico variando de 0,1 a 3,8 % e pH 5,5. No entanto, em pH 9 os valores do
coeficiente de sor¢do diminuiram para 0,23 (solo com 0,1% CO) e 1,16 L kg™ (solo
com 3,8% CO) (Lertpaitoonpan et al., 2009).

Os coeficientes de Freundlich apresentados na Tabela 11.4.4 para a SDZ
indicam menor sor¢ado do que os encontrados por Sukul et al. (2008) em solos com
teor de carbono organico de 2,9% (24,3 L kg™). Isso pode ser atribuido as diferencas
nas propriedades do solo como conteudo de matéria orgéanica, fragbes minerais,
capacidade de troca cationica e pH. Para a SDM, Chu et al. (2010) encontraram
valores de Kp entre 1,09 a 4,00 L kg™". Enquanto Sanders et al. (2008) encontraram
para a mesma sulfonamida valores de Kp entre 0,4 (arenoso) a 25,8 L kg™ (argiloso).
Drillia et al. (2005) determinaram para sulfametoxazol valores de Kp entre 37,6 (alto
teor de matéria organica) a 0,23 L kg™ (baixo teor de matéria organica).

Figueroa-Diva et al. (2010) estudaram a influéncia da mudanca de grupos
substituintes na estrutura base das tetraciclinas, fluoroquinolonas e sulfonamidas. Os
resultados obtidos pelos autores demonstraram que a sor¢do de tetraciclinas e
fluoroquinolonas € governada pela interagdo da estrutura base destes compostos
com o solo; entretanto, a sorcdo é sensivel as variagdes de pH. A sorcédo é
influenciada fortemente pela capacidade de troca catibnica com pouco efeito dos
grupos substituintes. Ao contrario da classe das tetraciclinas e fluoroquinolonas, a
sorcao das sulfonamidas foi sensivel aos grupos substituintes na estrutura base das
sulfonamidas uma vez que os estudos foram realizados em condi¢des de pH no qual

as sulfonamidas estavam, majoritariamente,na sua forma neutra.
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Muitas vezes os valores de pK, dos antimicrobianos estdo na faixa de pH do
solo e a carga dos antimicrobianos pode variar conforme as mudancas de pH do
mesmo. Sulfonamidas séo ligeiramente solluveis em agua e sdo compostos polares;
assim, a adsorcao-dessorcao destes compostos é influenciada pela variagao do pH o
que pode estar relacionado a ionizagdo de sulfonamidas anfotéricas (Boxall et al.,
2002 e Tolls, 2001). As sulfonamidas podem existir no ambiente como espécie
catibnica, neutra e/ou aniénica (Sukul et al., 2008). Os tipos de solo avaliados neste
estudo possuem pH na faixa de 4,1 a 5,0. Portanto, considerando os valores de pK,
da SDZ (pKat = 1,64 e pKa2 = 6,80), da SDM (pKa1 = 3,0 e pKa2 = 6,21) e da SQX
(PKat = 2,3 e pKae = 6,00) € esperado que as trés sulfonamidas se encontrem
majoritariamente na forma neutra.

As tetraciclinas e fluoroquinolonas interagem com o solo primeiramente por
meio de troca catibnica e reagdes de complexagdo, sendo que a mudanca dos
grupos substituintes na estrutura base desta classe de antimicrobianos tem pouco
efeito na sorcao (Nowara et al., 1997; Jones et al., 2005; Sassman and Lee, 2005).
Contudo, a classe das sulfonamidas interage primeiramente por particionamento com
a matéria organica (Thiele-Bruhn et al., 2004) e 0 mecanismo de sor¢ao é conhecido
por ser sensivel aos substituintes na estrutura base das sulfonamidas por exclusao
hidrofébica e/ou interacdes polares (Thiele-Bruhn et al., 2004; Nguyen et al., 2005).

Boyd (1982) demostrou que a adsor¢cdo do fenol em solo aumentava ao
adicionar diferentes substituintes doadores de elétrons a estrutura do fenol.

Thiele-Bruhn et al. (2004) avaliaram a sorcdo de cinco sulfonamidas e do
acido p-aminobenzéico em solo e nas fracdes organico-mineral de diferentes
tamanhos de particulas. Os autores demonstraram que a adsor¢do aumentou com a
aromaticidade e a eletronegatividade do grupo funcional ligado a estrutura base das
sulfonamidas (Figura 1.3.1). A adsorgédo verificada pelos autores aumentou na
seguinte ordem assim como sua aromaticidade: &cido p-aminobenzdico <
sulfanilamida < sulfadiazina < sulfadimetoxina < sulfametazina < sulfapiridina. Neste
contexto, os autores atribuiram que a adsorg¢ao foi maior com a sulfapiridina devido a

afinidade do anel N-heterociclico com os sitios de troca, enquanto a adsorgdo do
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acido p-aminobenzo6ico ocorreu principalmente através do grupo p-amino e em
menor extensao por meio do grupo carboxilico.

Neste estudo, a SQX apresentou maior adsor¢cao nos quatro solos estudados
seguida pela SDM e SDZ. A introdugéo do grupo funcional benzopirazina a estrutura
base das sulfonamidas (sulfonil fenil amina; Figura 1.3.1) causou uma maior
adsor¢ao da SQX comparada aos valores de Kp da SDM e SDZ, principalmente
devido a sua aromaticidade (Figura 1.3.1). Assim sendo, a introducdo do grupo
funcional metoxipirimidina a estrutura base das sulfonamidas causou uma maior
adsorcao da SDM do que a introducdo do grupo funcional pirimidina (diazina) a
estrutura base das sulfonamidas. Estes resultados corroboram com os ja repostados
pela literatura, ou seja, a aromaticidade bem como a extensdo e distribuicdo da
eletronegatividade das moléculas afetam a adsorcdo, além da capacidade de
ionizagao das sulfonamidas.

Todavia, mais estudos sdo necessarios para esclarecer o papel dos diferentes

componentes do solo na sorcdo de SDZ, SDM e SQX no solo.

I.5. CONCLUSOES

A cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa, usando coluna Cqs
associada ao detector de arranjo de diodos € adequada para determinar com
confiabilidade SDZ, SDM e SQX nas solucbes de solo obtidas dos ensaios de
adsorcao e dessorcao. Nas condigdes experimentais estabelecidas nao foi verificado
efeito matriz para sulfadiazina e sulfadimetoxina, assim, as quantificagbes das
sulfonamidas nas solugdes de solo foram realizadas mediante padronizagéo externa
em solucdo de cloreto de calcio. Enquanto, a sulfaquinoxalina foi quantificada
mediante curva na matriz uma vez que foi observado efeito matriz.

No presente estudo, a concentracao inicial em contato com o solo foi de trés
ordens de magnitude maior que o LOD, tanto para SDZ quanto para a SDM e SQX.
Nestas condi¢gdes, as concentragdes de SDZ, SDM e SQX na fase aquosa, tanto na
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adsorcdo quanto na dessorcdo, foram maiores que o limite de quantificacao,
garantindo assim a confiabilidade dos resultados.

Os dados experimentais para adsorcdo e dessorcdo se ajustaram
satisfatoriamente a isoterma de Freundlich. A adsorcdo de SDZ, neste estudo, foi
maior no latossolo vermelho escuro (N2) seguido pelo solo podzdlico argiloso (S2),
latossolo vermelho amarela (S1), respectivamente; a areia quartzosa (N1) foi o solo
com menor capacidade de adsorcdo. A adsor¢cdo de SDM, porém foi maior no solo
podzélico argiloso (S2), seguida pelo solo latossolo vermelho amarela (S1), latossolo
vermelho escuro (N2), respectivamente; sendo a areia quartzosa (N1) o solo com
menor adsorcdo. Para a SQX a maior adsor¢cao ocorreu no solo podzélico argiloso
(S2), seguido por latossolo vermelho escuro (N2) e depois latossolo vermelho
amarela (S1), sendo a areia quartzosa (N1) o solo com menor adsor¢ao.

No presente estudo foi observado que as sulfonamidas possuem maior
adsorcdo em solos com alto teor de carbono organico e argila. Os solos
correspondentes a estas caracteristicas sdo solo podzdlico argiloso (Argissolos
vermelho-amarelos, S2) e latossolo vermelho escuro (Latossolos vermelhos, N2),
sendo estes 0s solos de maior representatividade do estado com cobertura de 41,2%
e 30,2% da superficie do estado, conforme apresentado no mapa pedolégico do
Estado de Sédo Paulo (Figura 1l.1.2).No geral, os altos valores do coeficiente de
dessorcdo em relacdo aos baixos valores dos coeficientes de adsorg¢do indicam
efeito de histerese positivo e leva a concluir que qualquer quantidade de SDZ, SDM
e/ou SQX sorvida no solo ndo sera facilmente dessorvida na faixa de pH do solo
estudado.

A adsorcao de SQX foi maior do que SDM que, por conseguinte, foi maior que
a SDZ em todos os solos estudados. Os resultados s&o possivelmente devido a
aromaticidade e distribuicao eletronica dos grupos funcionais adicionados a estrutura
base das sulfonamidas. Todavia, estudos adicionais deverdo ser realizados para
esclarecer e compreender a capacidade de sor¢ao das sulfonamidas em solos.

No contexto geral, os valores dos coeficientes de Freundlich indicam que as
sulfonamidas sdo muito méveis e lixiviaveis devido a sua baixa capacidade de sorcao
em solos.
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Anexo 1

FhADA, 5990 (5.4 FIL - ) Ref= G703 & 32857 of S0Z_1SUGML_1H_1X.D
FDADA, 057 (147 Fl. - ) Reft= 6702 & 2257 of SDZ_ASUGML_1H_1X.0
FoADA, T 23 (204 Fl, - Y Ref= 6702 & 2857 of SDZ_ASUGML_TH_1X.D
FDAD, 9T (131 Fl, - JRef= 6702 & 2857 of SDZ_15UGML_TH_1X.D
FDADT, 283 (349 FI - )Ref= 6703 & 2857 of SDZ_1SUGML_1H_1X.D

noooa

T T T T T T T T
200 225 280 275 300 228 280 375 nm

Figura A1. 1. Espectro referente @ SDZ (15 pg mL™") apés uma hora do seu preparo
em fase médvel contendo 20% (v/v) de fase orgénica e 80% (v/v) de fase aquosa
(controle).

[ DALY, 7.421 (382 FI, - ) Ref= 7.244 & 9504 of SDZ_1SUGML_BR_24H_1x.D

[ DAL, 7571 (127 FIL - JRef= 7244 & 0504 of SDZ_15UGML_BR_ZIH_1..D0

[ "DADRT, 7644 (192 FI, - yRef= 7244 & 9504 of SDZ_15UGML_BR_ZIH_1..D0

[ DALY, 7724125 FI, - ) Ref= 7 244 & 9504 of SDZ_15UGML_BR_ZIH_1x.D

3 "0ART, 7811 (365 FLL - ) Ref= 7244 & 0804 of SDZ_ASUGML_BR_24H_1x.0
Horm.
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Figura A1. 2. Espectro referente & SDZ (15 pug mL™) apds 24 horas do seu preparo
em fase mével contendo 20% (v/v) de fase orgénica e 80% (v/v) de fase aquosa
(controle).
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[ "DADq, T.OG7 (3839 FI, - ) Ref= 5814 & 29280 of SDZ_1SUGML_HCL_AH_1x.D

[ F0AlA, 7140 {130 FI, -y Ref= G814 & 2920 of SDZ_1SUGML_HCL_1H_1X.D

[ "DADT, 7.207 (122 FI, - 1Ref= G514 & 2920 of SDZ_15UGML_HCL_1H_1x.D

[ "DADRT, 7287 (118 FIL - JRef= G214 & 2020 of SDZ_15UGML_HCL_1H_1x.D

[ DAL, 7274222 FIL - JRef= 62194 & 2080 of SDZ_15UGML_HCL_1H_1x.D
Harm. 3
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Figura A1. 3. Espectro referente & SDZ (15 ug mL™") apds uma hora do seu preparo
em HCI 0,1 mol L.

[ "DADR, 7T A1 (262 FI, - ) Ref= 6,094 & Q028 of SDZ_15UGML_HCL_24H_1X.D

[ "DADR1, 7194 (122 FI, - JRef= 50914 & 2022 of SDZ_15UGML_HCL_24H_1x.D

[ "DARA, 7262 (124 Fl, - JRef= G914 & 2028 of SDZ_15UGML_HCL_24H_1x.0

I *0ADd, 7.348 (117 Fl, - YRef= 6914 & 9028 of SDZ_15UGML_HCL_24H_1x.D

[ *0AD1, 7434332 FI, - ) Ref= 6.914 & 9028 of SDE_1SUGML_HCL_24H_1x.D
MNaorm.
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Figura A1. 4. Espectro referente & SDZ (15 ug mL™") apds 24 horas do seu preparo
em HCI 0,1 mol L.
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[ DAl 7123 (459 FI, - ) Ref= 5903 & 2936 of SDZ_1SUGML_MAOH_1H_1xX.D

[ *0AlAd, 7.189 (156 FI, - Y Ref= G903 & 2936 of SDZ_1SUGML_MNADOH_1H_1X.D

[ "DADT, 7.243 (205 FI, - Y Ref= G903 & 2930 of SDZ_15UGML_NAOH_1H_1X.D

[ "DADRA, 7216 (124 Fl, - Y Ref= G002 & 2020 of SDZ_15UGML_NADOH_1H_1X.D

[ "DADA, 7206 (224 Fl, - ) Ref= 6,002 & 20326 of SDZ_15UGML_MADH_1H_1..D
Harm. 3
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Figura A1. 5. Espectro referente & SDZ (15 ug mL™") apés uma hora do seu preparo
em NaOH 0,1 mol L™

[ DAY, 7T A22 G922 FIL - ) Ref= 6,280 & 2082 of SDZ_15UGML_MADH_24H_1x.[

[ DAL, 7180 (147 FI, - 1Ref= G220 & 20232 of SDZ_15UGML_MNADH_Z4H_1x.D0

[ "DADRT, 7249 (204 Fl, - JRef= G520 & 2083 of SDZ_15UGML_NAOH_Z4H_1x.Dr

[ "DADRT, 7322 (132 Fl - JRef= G520 & 2083 of SDZ_15UGML_NAOH_Z4H_1x.D

[ *0ADd, 7.403 (39.4 FI, - ) Ref= §.839 & 983 of SDZ_1SUGML_NAOH_24H_1x.0
Horm. 4
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Figura A1. 6. Espectro referente & SDZ (15 ug mL™") apds 24 horas do seu preparo
em NaOH 0,1 mol L™
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[ *0AD4, 713200455 FI, - ) Ref= 59190 & 9.010 of SDZ_1SUGMWML_H202_1H_1X.D

[ *0AlA, 7197 (1541 FI, - 2 Ref= G910 & 9.010 of SDZ_1SUGML_H202_1H_1X.D

[ "DADA, 7257 (204 FI, - 1Ref= G910 & 9010 of SDZ_15UGML_HZOZ_1H_1X.[

[ "DADRT, 7222 (124 FlL - 1Ref= G010 & 2090 of SDZ_15UGML_HZOZ_1H_1X.[

[ *DADRT, 7.0 (251 FIL - ) Ref= 5.0490 & Q0490 of SDZ_15UGML_HZ0Z_1H_1xX.D
Horm.
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Figura A1. 7. Espectro referente & SDZ (15 ug mL™) apés uma hora do seu preparo
em H202 3% (V/V).

[ "DAD1, 2527 (1020 FI, - ) Ref= 2,157 & 2.200 of SDhZ_ASUGML_H20Z_1H_1x.D
[ "DADA, 2570 (2135 FI, - ) Ref= 2157 & 2200 of SDZ_ASUGML_HZ0Z_1H_1x.D
[ "DAR1, 2.597 (2451 FI, - ) Ref= 2157 & 3850 of SDZ_1SUGML_HZ202_1H_1x.Dr
[ fDAld, 2637 (1926 FI, - ) Ref= 2157 & 23850 of SDZ_ASUGML_H202_1H_1x.D
[ fDAld, 2682 (1306 FI, - ) Ref= 2157 & 2850 of SDZ_ASUGML_H202_1H_1x.D

Morm. 7
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1600
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Figura A1. 8. Espectro referente ao pico no tempo de retencao 2,595 minutos apés
uma hora do seu preparo em HxOz 3% (V/v).
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[ oAl TATS (@14 Fl, - ) Ref= 6995 & 9055 of SDZ_1SUGML_H202_24H_1x.D

[ *0Ald, 7241 (138 FI, -y Ref= G995 & 9055 of SDZ_15U0GML_HZ0Z_24H_1x.D

[ "DADRT, 7.301 (195 FI, - 1Ref= G995 & 9055 of SDZ_15UGML_HZOZ_24H_1=.D

[ "DADRT, 7275 (124 FI, - Y Ref= G095 & Q055 of SDZ_15UGML_HZOZ_24H_1x.D

[ DAL, 7451 (254 FI, - ) Ref= 6,005 & Q055 of SDZ_15UGML_H202_24H_1x.0
Horm.
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Figura A1. 9. Espectro referente & SDZ (15 ug mL™) apds 24 hora do seu preparo
em H202 3% (V/V).

[ "DADT, 2.542 (1182 FI, - ) Ref= 2142 & 2.602 of ShZ_ASUGML_H202_24H_12.0
[ "DADT, 2.575 (2044 FI, - ) Ref= 2,142 & 2602 of SDhZ_ASUGML_H202_24H_12.0
[ "DAR1, 2601 (2430 FI, - ) Ref= 2142 & 3602 of S0Z_1SUGML_HZ202_24H_1X.0
[ "DARA, 2641 (2041 FI, - ) Ref= 2142 & 3602 of SDZ_1GUGML_HZ202_24H_1X.0
[ "DARA, 2625 (1283 FI, - ) Ref= 2142 & 3608 of SDZ_ASUGML_H202_24H_1X.D

Horm.
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Figura A1. 10. Espectro referente ao pico no tempo de retengéo 2,595 minutos apés
24 horas do seu preparo em H>O2 3% (V/v).
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[ "DADq, 7146 (394 FI, - ) Ref= 6919 & 9.033 of SDZ_1SUGML_TEO_1H_1X.D

[ *0Ald, 7293 (137 FI, - 2 Ref= G919 & 29033 of SDZ_15U0GML_TE0_1H_1x.D

[ "DADRT, 7273 (190 FI, - 1Ref= 5919 & 2.033 of SDZ_15UGML_TE0_1H_1x.D

[ "DADA, 7.246 (124 FI, - YRef= 5090 & 2,022 of SDZ_15UGML_TE0_1H_1x.D

[ DALY, 7422 (220 FLL - ) Ref= 5.0490 & Q032 of SDZ_15UGML_TE0_1H_1..0
Horm.
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Figura A1. 11. Espectro referente & SDZ (15 pg mL™") apés uma hora do seu preparo
em temperatura a 60 °C.

FoADA, T 25 (421 FL - ) Ref= 6022 & 2220 of SDZ_1SUGML_TEOC_24H_1x.0
FoADA, T A9Z (141 FI, - ) Reft= 6032 & 2225 of SDZ_15UGML_TE0C_24H_1x.0
FoADA, T 252 (191 FIL - ) Reft= 6938 & 2825 of SDZ_15UGML_TE0C_24H_1.0
FoADd, 7328 (125 Fl, - JReft= 6022 & 2825 of SDZ_15UGML_TEOC_24H_1X.0
FoADA, T2 (335 FL - )Ref=50328 & 2825 of SDZ_1SUGML_TSOC_24H_4X.0

—_
—_
=
—
—
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200 225 260 274 300 328 240 375 nm

Figura A1. 12. Espectro referente & SDZ (15 pg mL™') apds 24 horas do seu preparo
em temperatura a 60 °C.
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Anexo 2

3 "DADRA, 6201 (349 Fl, - JRef= 6575 & 9162 of SDAMIOUGML_BRAMCO_1X.0

[ "DADA G275 (122 Fl - ) Ref=G.575 & 9163 of SDMIOUGML_BRANCO_1X.0

[ *DADM, 6935 (165 FI, - ) Ref=6.575 & 9168 of SOM10UGKML_BRANCO_1X.D

[ *hald, 70495 (106 FI, - ) Ref= 6575 & 968 of SDAMI0UGML_BRANCO_1X.D

3 *0oAld, 7404 (277 FI, - 1Ref= G575 & 9162 of SDAMI0UGML_BRANCO_1:.0
Morm. ]
140
120 o
100
a0
G0
40 3
20
=

T T T T T T T T
200 225 250 275 200 325 350 275 nm

Figura A2. 1. Espectro referente & SDM (10 ug mL™) apés uma hora do seu preparo

em fase mével contendo 20% (v/v) de fase orgénica e 80% (v/v) de fase aquosa

(controle).

[ "DADRA, 6794 (345 Fl, - JRef= 6601 & 5921 of SDMI0UGML_BRAMCO_24H_1x.0

[ *DAbd, 6262 (122 FI, - ) Ref=6.601 & 2921 of SDMI0UGML_BRANCO_24H_1x.Dr

[ *DAbd, 6922 (166 FI, - ) Ref= 6601 & 2921 of SDMI0UGML_BRAHCO_24H_1x.Dr

[ *DAld, 7002 (107 FI, - ) Ref= G601 & 2921 of SDMI0UGML_BRANCO_24H_1x.D

[ *0Aabd, 7094 (209.7 FI, - 1 Ref= G601 & 28.921 of SDMI0UGML_BRANCO_Z24H_1X.0
Norm. 3
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Figura A2. 2. Espectro referente & SDM (10 ug mL™") apés 24 horas do seu preparo
em fase mével contendo 20% (v/v) de fase orgénica e 80% (v/v) de fase aquosa

(controle).
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[ *DAabd, 6894 @494 Fl, - Ref= 6721 & 8268 of SDAMI0UGML_HCLAX.D

[ "DAbd, 69492 (130 FI, - ) Ref= 6721 & 9268 of SDMI0UGML_HCL1X.D

[ "DADA, 7004 (182 FI, - ) Ref=6.721 & 9262 of SDMIOUGML_HCL1X.D

[ "DADA, 70614 (121 FIL - ) Ref=6.721 & 2202 of SDMIOUGML_HCL1X.D

[ "DADA, 7424 (220 F, - JRef= 6.721 & 2.262 of SDMIOUGML_HCLAX.D
Narm. 3
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Figura A2. 3. Espectro referente & SDM (10 pg mL™") apés uma hora do seu preparo
em HCI 0,1 mol L.

1 *DADM, 6808 (371 FI, - 1Ref= 6623 & 2123 of SDMAOUGML_HCLAXA_2aH.D

[ *DADd, G863 (117 FIL - ) Ref= G623 & 9423 of SDMIOUGML_HCLAXA_24H.D

[ *DADd, G928 (162 FI, - ) Ref= G623 & 9423 of SDMI0UGML_HCLAXA_24H.D

[ "DADA, 7003 (102 FI, - ) Ref= G023 & 2123 of SDMIOUGML_HCL1X1_24H.0

[ "DADA, 70532 (286 Fl, - 1 Ref= G523 & 8123 of SDMAOUGML_HCLAXA_24H.D
MNarm. 1
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Figura A2. 4. Espectro referente & SDM (10 ug mL™") apés 24 horas do seu preparo
em HCI 0,1 mol L'
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DAl 6835 (46.0 Fl, - JRef= 6603 & 5801 of SDMIOUGML_MNADH_1X.D
DAl 6282 (1492 FI, - ) Ref=S G602 & 2.201 of SDMI0UGML_NADH_12.D
TDADA, 6941 (200 FI, - ) Ref= 5.005 & 2.201 of SDMIOUGML_NADOH_1x.[
DAL, T.O004 (126 FI, - ) Ref=5.002 & 2.201 of SDMIOUGML_NADH_1x.[
TDADA, TOE2 (241 FI, - JRef= G602 & 2.201 of SDMIOUGML_MADH_12.0

0000

T T T T T T T T
200 2258 240 275 200 325 360 374 nmy

Figura A2. 5. Espectro referente & SDM (10 pg mL™") apés uma hora do seu preparo
em NaOH 0,1 mol L™.

[ *DADA, G202 (222 Fl, - JRef= 6635 & 0009 of SDAMIOUGHML_MNADH_24H_1x. [

[ *DADM, 6875 (120 FI, - ) Ref= 6.635 & 9.009 of SOMI0UGKL_HADH_24H_1x.D

[ *DAld, 6935 (162 FI, - ) Ref= G635 & 9.009 of SDMI0UGML_NADH_24H_1x.D

[ *DAld, 7095 (102 FI, - ) Ref= G635 & 9.009 of SDMI0UGML_NACH_24H_1x.D

[ "DADA, 7102 (2286 FI, - Y Ref= G635 & 2.009 of SDMIOUGML_NADH_24H_1x.[
Norm.
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Figura A2. 6. Espectro referente & SDM (10 ug mL™") apés 24 horas do seu preparo
em NaOH 0,1 mol L™
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[ *DAld, 62032 (356.0 Fl, - JRef= G629 & 8616 of SDMI0UGML_H202_1X.D

[ *DAld, G263 (114 FI, - ) Ref= G628 & 9616 of SDMI0UGML_H20Z_1X.D

[ "DADA, 6929 (156 FI, - ) Ref= 6.029 & .66 of SDMIOUGML_HZOZ_1x.D

[ *DADA, 7002 (104 Fl, - ) Ref= 6.020 & 2616 of SDMIOUGML_HZOZ_1x.D

[ "DADA, 7020 (276 Fl, - Y Ref= 6520 & 2610 of SDMIOUGML_H202_12.[0
MNaorm.
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Figura A2. 7. Espectro referente & SDM (10 pg mL™") apés uma hora do seu preparo
em H202 3% (V/V).

24492 (209 Fl, - ) Ref= 2409 & 2729 of SDMI0UGML_H202_1X.D
2496 (1652 FI, - JRef= 2409 & 3720 of SDMIOUGKML_HZOZ_1x.D
25843 (1794 Fl, - ) Ref= 2409 & 3720 of SDMIOUGKML_HZOZ_1x.D
2803 (1572 Fl, - 1Ref= 24090 & 3.720 of SDMIOUGML_HZOZ 1D
2868 (413 Fl, - ) Ref= 2,409 & 3,729 of SDMIOUGML_H202_1X.0
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Figura A2. 8. Espectro referente ao pico no tempo de retencao 2,542 minutos apés
uma hora do seu preparo em HxOz 3% (V/v).
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[ *DADd, G806 (31.8 FI, - yRef= G640 & 9406 of SDAMI0UGML_H202_24H_1X.D

[ *DAld, G230 (115 FI, - ) Ref= G640 & 9406 of SDAMI0UGML_H20Z_24H_1X.D

[ "DADA, 6940 (155 FI, - ) Ref= 5.040 & 9.406 of SDMI0UGML_HZOZ_24H_1X.D

[ *DADA, 7020 (102 FI, - ) Ref= 6.040 & 9406 of SDMI0UGML_HZOZ_24H_1X.D

[ *DADA, 7105 (20,2 FI, - Y Ref= G640 & 9405 of SDMIOUGML_HZOZ_24H_ 1.0
Maorm.
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Figura A2. 9. Espectro referente 8 SDM (10 pg mL™") apds 24 hora do seu preparo
em H>O2 3% (V/V).

[ *DADA, 2445 (379 FIL - ) Ref= 2,240 & 3693 of SDMI0UGML_HZOZ_24H_1X.D
[ *DAld, 24902 (1713 Fl, - Y Ref= 2240 & 2693 of SDMAOUGKML_H202_24H_1X.D
[ "DAD41, 2540 (1805 FI, - JRef= 2240 & 2693 of SDMI0OUGKML_H202Z_24H_1X.0
[ "DAl1, 2892 (1619 FI, - JRef= 2240 & 2693 of SDMI0OUGKML_H202_249H_1X.D0
[ "DADA, 2660 (425 FI, - ) Ref= 2240 & 23.693 of SDMIOUGML_HZOZ_24H_1X.D

T T T T T T T T
200 2258 250 275 =00 225 260 275 nm

Figura A2. 10. Espectro referente ao pico no tempo de retengéo 2,542 minutos apés
24 horas do seu preparo em H>O2 3% (V/v).
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[ *DADd, 62809 (370 Fl, - ) Ref= G642 & 9302 of SDAMI0UGML_TSOC_1x.D

[ *DAld, G875 (119 FI, - ) Ref= G642 & 9302 of SDAMI0UGML_TEOC_1x.D

[ "DADA, 6935 (163 FI, - ) Ref= 6.042 & 9.302 of SDMIOUGML_TGOC_12x.D

[ *DADA, 7000 (109 FI, - ) Ref= 6.542 & 9202 of SDMI0UGML_TGOC_12x.D

[ "DADA, 7095 (21.2 FI, - JRef= 6642 & 0202 of SDMIOUGML_TEOC_1x.D
Harm. 4
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Figura A2. 11. Espectro referente @ SDM (10 pg mL™") apés uma hora do seu

preparo em temperatura a 60 °C.

3 *DADM, 6791 (33.3 FI, - JRef= 68941 & 9.231 of SDMAOUGML_TEOC_24H_1x.D

[ *DADd, G865 (119 FI, - ) Ref= 6591 & 9.231 of SDMI0UGML_TEOC_24H_ 1.0

[ *DADd, 6925 (161 FI, - ) Ref= 6591 & 9.231 of SDMI0UGML_TEOC_24H_ 1.0

[ "DADA, 7005 (107 FI, - ) Ref=5.091 & 9.231 of SDMIOUGML_TE0C_24H_1:.D0

[ "DADA, 7092 (274 Fl, - 1 Ref= 65891 & 9.231 of SDMAOUGML_TEOC_24H_1x.D
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Figura A2. 12. Espectro referente 8 SDM (10 pg mL™") apés 24 horas do seu preparo
em temperatura a 60 °C.
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Anexo 3

ThADT, 7RO ETOFIL - )Ref= 7380 & 0722 of SQX10UGML_BRANCO_1H_1x.[r
FhADT, 7220 (67 FI, - ) Ref= 7.280 & 0722 of SQUCI0UGML_BRAMCO_1H_1x.D
FLADT, 7992 (235 FI, - ) Ref=7.389 & 9.722 of SOX10UGKML_BRANCO_1H_1X.D
ThADT, 3022 (146 FI, - ) Ref= 7.359 & Q.75Z2 of SQX0UGML_BRANCO_1H_1x.D
ThADT, 8102 (226 FIL - JRef= 7380 & 0722 of SQX10UGML_BRANCO_1H_1x.[r

ooooo

Marm. 7]
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Figura A3. 1. Espectro referente 8 SQX (10 ug mL™") apés uma hora do seu preparo
em fase mével contendo 20% (v/v) de fase organica e 80% (v/v) de fase aquosa

(controle).

3 "DADA, 77232 (452 Fl - Ref= 7528 & 9.652 of SQXA0UGML_BRANCO_1X1_24H.0

I =DAD1, 7.805 (140 FI, - ) Refs 7.538 & 9652 of SOXA0UGML_BRANCO_1:1_24H.D

I =DAD1, 7865 (191 FI, - ) Ref= 7538 & 9.662 of SOXA0UGML_BRANCO_1:1_24H.D

[ *DADR1, 7.945 (119 FI, - ) Ref= 7.5238 & 9652 of SOXA0UGML_BRANCO_1X4_24H.D

[ “BRAD1, 8031 (334 Fl, - ) Ref= 7.538 & 9.652 of SRXA0UGML_BRANCO_1:1_29H.0
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Figura A3. 2. Espectro referente 8 SQX (10 pg mL™") apés 24 horas do seu preparo
em fase médvel contendo 20% (v/v) de fase orgénica e 80% (v/v) de fase aquosa
(controle).
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I =DAD1, 7865 (471 FI, - ) Ref= 7665 & 9179 of SQXA0UGML_HCL_1H_1x.DIr

[ *DAD1, 7932 (154 FI, - ) Refs 7665 & 9479 of SOXA0UGML_HCL_AH_1X.D

[ "RAD1, 7.992 (214 Fl, - ) Ref= 7665 & 9179 of SQXA0UGML_HCL_1H_1x.D

I “DAD1, 8065 (139 FI, - ) Refs 7665 & 9179 of SQXA0UGML_HCL_1H_1x.D

I *DADT, 2152 (349 FI, - ) Ref= 7665 & 9170 of SQXA0UGML_HCL_1H_1:x.DIr
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Figura A3. 3. Espectro referente 8 SQX (10 ug mL™") apés uma hora do seu preparo
em HCI 0,1 mol L.

3 *DADRA, 7744 (19.2 FI, - JRef= 7494 & 2.027 of SQX10UGML_HCL_1X_24H.[

[ "BRAD1, 7807 (G682 FI, - ) Ref= 74 & 8.927 of SRXA0UGML_HCL_1x_29H.[

[ =DAD1, 7TEG7 (FEOFL -)Ref= 7M4 & 2027 of SQXA0UGML_HCL_1X_24H.0

[ F0ADRT, 704 @7 4 Fl - )Ref= 74 & 2027 of SOXAOUGML_HCL_AX_29H.0

1 *0ADA, 2021 (140 FI, - JRef= 74494 & 2027 of SQX10UGML_HCL_1X_24H.[
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Figura A3. 4. Espectro referente 8 SQX (10 pg mL™") apés 24 horas do seu preparo
em HCI 0,1 mol L,
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I =DADRT, 7.7281 (350 FI, - ) Ref= 7.555 & 9.075 of SQXA0UGML_BASE_1H_1X.D

[ *DADR1, 78641 (120 FI, - ) Refs 7.555 & 9.075 of SOXA0UGML_BASE_1H_1x.D

[ "BAD1, 7935 (170 FI, - ) Ref= 7.555 & 9.075 of SRX10UGML_BASE_1H_1x.[

I =DADR1, 8021 (114 FI, - ) Ref=s 7.555 & 9.075 of SOXA0UGML_BASE_1H_1x.D

I *ADRT, 2115 (300 FI, - ) Refs 7555 & 0.075 of SQXA0UGML_BASE_1H_1X.D
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Figura A3. 5. Espectro referente 8 SQX (10 ug mL™") apés uma hora do seu preparo
em NaOH 0,1 mol L™.

FLADT, 752 (322 FI, - 2Ref= 7.528 & 2.504 of SQXA0UGML_BASE_24H_1X.D
FRADRT, 7B (121 FI - ) Ref= 7.538 & 9.504 of SQEA0UGML_BASE_24H_1x.Ir
ThADT, 7918 (160 FI, - ) Ref= 75328 & 0504 of SQXA0UGML_BASE_24H_1x.D
FhADT, 2044 (102 FI, - ) Ref= 7522 & 0504 of SQXA0UGML_BASE_24H_1X.D
FLADT, 2.411 (27 4 Fl, -2 Ref= 7.528 & 2.504 of SQXA0UGML_BASE_24H_1X.D

aoooo
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Figura A3. 6. Espectro referente 8 SQX (10 pg mL™") ap6s 24 horas do seu preparo
em NaOH 0,1 mol L™
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[ “DADT, TFTQEET FL-)Ref= 7679 & 9.812 of SQXA0UGML_HZ20Z_1H_1x.[

[ *DADT, 7852 (128 FI, - ) Ref= 7579 & 9.242 of SQXA0UGML_HZOZ_1H_1X.D

3 “BRADRT, 7919 (174 FIl, - ) Ref= 7.579 & 9.812 of SQA10UGML_HZO02_TH_1X.[

[ =DAD1, 79299 (103 FI, - ) Refs 7579 & 9812 of SQX10UGML_HZOZ_TH_1X.D

[ *DADRT, 2092 (274 FlL-)Ref= 7870 & 0.812 of SQXA0UGML_H202_1H_1x.[
Norm.
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Figura A3. 7. Espectro referente 8 SQX (10 ug mL™") apés uma hora do seu preparo
em H202 3% (V/V).

[ "DADA, 2,445 (392 Fl, - ) Ref= 2.252 & 23450 of SQX10UGML_HZ02_1H_1X.D
[ “BADT, 24299 (1802 FI, - ) Ref= 2.252 & 3459 of SQE10UGEML_HZ202_1H_1x.D
[ =DAD1, 2552 (1895 FI, - ) Ref= 2262 & 2459 of S10UGML_HZ0Z_1H_1xX.D
[ FDADT, 25299 (1636 FI, - ) Ref= 2262 & 2450 of SQ10UGML_H202_1H_1x.D
[ =LADA, 2659 (420 Fl, - ) Ref= 2.252 & 3459 of SQX10UGML_HZ02_1H_1X.D
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Figura A3. 8. Espectro referente ao pico no tempo de retencéo 2,549 minutos apds
uma hora do seu preparo em H>O2 3% (v/v).
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ThADT, TEEZ (212 FL - JRef= 7860 & 12472 of SQI0UGML_HZOZ_24H_12.0
FhADT, T2 (824 FI, - JRef= 7865 & 12472 of SQXA0UGML_H2ZO2_24H_1:.D
FLADRT, TATE (119 FI, - ) Ref= 7.565 & 13,472 of SREA0UGML_H202_24H_1x.D
FLADT, B2 (508 FIL - ) Ref= 7565 & 13,472 of SQAA0UGML_HZOZ_24H_1x.D
FhADT, 825057 FI, - JRef= 7565 & 12472 of SOXA0UGML_H2Z02_24H_1X.D

ooooo

Norm.
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Figura A3. 9. Espectro referente & SQX (10 pg mL™") apés 24 hora do seu preparo
em H202 3% (V/V).

[ "DADA, 2,445 (1042 FI, - ) Ref= 22858 & 3112 of SOXA0UGML_H2ZO02_24H_1X.D
[ =RALR1, 2.505 (2501 FI, - ) Ref= 2,355 & 3112 of SQAI0UGML_HZ0Z_24H_1:.[
[ =DADRT, 2552 (2714 Fl, - ) Ref= 2,388 & 2112 of SQ10UGML_HZ0Z_24H_1x.D
[ FhADRT, 2528 (2226 FI, - ) Ref= 2,288 & 2412 of SQI0UGML_H202_24H_1x.D
I "DADA, 2632 (240 Fl, - ) Ref= 2,385 & 342 of SQX10UGML_H202_24H_1X.D
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Figura A3. 10. Espectro referente ao pico no tempo de retengéo 2,549 minutos apdés
24 horas do seu preparo em H>O2 3% (V/v).
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[ "DAD1, G209 (362 FI, - )Ref= 6615 & 2.315 of SOMIOUGML_TSOC_1x.D

[ *DADR1, 6275 (119 FI, - ) Refs G615 & 2245 of SDMAOUGML_TEOC_1X.D

[ "BAD1, G935 (163 FI, - ) Ref= G615 & 3315 of SDMA0UGML_TEOC_1:.0

[ =AD1, 7.009 (109 FI, - ) Refs G615 & 3315 of SDMA0UGML_TEOC_12x.D

1 *DADR1, 7095 (318 FI, - )Ref= 6645 & 2.315 of SDMIOUGML_TEOC_1x.D
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Figura A3. 11. Espectro referente & SQX (10 pg mL™) apés uma hora do seu preparo

em temperatura a 60 °C.

[ "DADA, 6794 (322 FI, - JRef= G625 & 2.245 of SDMIOUGML_TEOC_24H_1x.D

1 "BAD1, G855 (119 FI, - ) Ref= G625 & 32495 of SDMA0DUGML_TEOC_24H_1x.D

[ “DAD1, G925 (161 FI, - ) Refs G625 & 2245 of SDMA0UGML_TEOC_24H_1X.D

[ FDAaDq, 7.005 (107 FI, - ) Ref= 6625 & 2245 of SDMA0DUGML_TEOC_24H_1X.D

3 *0ADA, 7.024 (307 FI, - JRef= G625 & 2.245 of SDMAOUGKML_TEOC_24H_1x.0
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Figura A3. 12. Espectro referente & SQX (10 ug mL™") apés 24 horas do seu preparo
em temperatura a 60 °C.
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