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RESUMO

Contaminantes de preocupagdo emergente como farmacos sdo largamente consumidos
e sua entrada no ambiente, mesmo que em baixas concentracdes, é constante. Quando
alcancam rios e lagos, sua permanéncia, comportamento e destino ainda ndo sao
completamente conhecidos. Desta forma, o presente trabalho teve por objetivo o
desenvolvimento de metodologias analiticas para a determinagdo de benzodiazepinicos
(BDZs), tais como o clonazepam, alprazolam e diazepam, em amostras ambientais e estudar o
comportamento destes farmacos em sistemas enriquecidos. Meétodos voltamétricos
empregando o eletrodo de gota pendente de mercurio para a determinagcdo de diazepam e
clonazepam e espectrométricos empregando ionizagdo e dessor¢do a laser assistida por matriz
com deteccdo por tempo de voo (matrix assisted laser desorption ionization with time-of-
flight detection - MALDI-TOF) para a determinacdo dos trés benzodiazepinicos foram
desenvolvidos. Parametros voltamétricos como potencial de acumulacdo, velocidade de
varredura, amplitude de pulso, tempo de pulso e tempo de equilibrio, além do pH e tempo de
purga foram otimizados. As figuras de mérito estudadas para o DIAZ e CLO por voltametria
foram respectivamente: linearidade (0,5 a 20,1 pg L™ e 0,49 a 96,12 ug L), limite de
deteccdo (0,081 pg Lt e 0,194 pg LY, limite de quantificagdo (0,271 ug L™te 0,646 pg L),
exatiddo por estudos de recuperagdo (72 + 4 a 108 + 7 ug Lte 87 + 6 a 120 + 13 ug LY,
precisdo (RSD < 10% e RSD < 15%). Para as analises por MALDI-TOF, condicdes
experimentais como a matriz de ionizacdo e solventes foram estudadas, bem como formas de
preparo de amostra para dgua e sedimentos. Formas de extracdo dos BDZs em sedimentos
também foram otimizadas para as determinagdes voltamétricas. Amostras de sedimentos e
agua foram coletadas no Brasil e no Canada e analisadas por voltametria e MALDI-TOF.
Porém os BDZs estudados ndo foram determinados em nenhuma das amostras coletadas. Os
métodos voltamétricos desenvolvidos foram ainda utilizados para o estudo do coeficiente de
distribuicdo (Kq) destes farmacos em vérias das amostras enriquecidas com os analitos. Os Kg
determinados variaram de 1,41 a 21,99 L Kg? sendo geralmente superiores para o0 DIAZ e
mais baixos para 0 CLO. Os Kg apresentaram ainda grande variabilidade entre as amostras.
Uma relacdo entre as caracteristicas fisico-quimicas das amostras e 0s Kg obtidos foi
observada e confirmada através da analise de componentes principais (PCA). Os valores de
Kq mais elevados foram obtidos em sistemas que continham maiores teores de argila e matéria

organica provavelmente devido a maior interagdo entre os farmacos e os sedimentos.

Palavras-Chave: Benzodiazepinicos, coeficiente de distribuicdo, contaminantes emergentes,
MALDI-TOF, sedimentos, voltametria.



ABSTRACT

Contaminants of emerging concern as drugs are widely consumed and their entry into
the environment, even at low concentrations, is constant. When they reach rivers and lakes,
their permanence, behavior and fate are not yet fully known. Thus, the present work aimed to
develop analytical methodologies for the determination of clonazepam, alprazolam and
diazepam, psychoactive drugs of the benzodiazepine class (BDZs) in envionmental samples
and to study the behavior of these drugs in enriched systems. VVoltammetric methods using the
hanging mercury drop electrode for the determination of diazepam and clonazepam and
spectrometric method using matrix assisted laser desorption ionization with time-of-flight
detection (MALDI-TOF) for the determination of the three benzodiazepines were developed.
Voltammetric parameters such as accumulation potential, scan rate, pulse amplitude, pulse
time and equilibration time, in addition to pH and purge time were optimized for both drugs.
The figures of merit studied for the DIAZ and CLO by voltammetry were respectively:
linearity (0.5 to 20.1 pg L and 0.49 to 96.12 ug L), limit of detection (0.081 nug L and
0.149 ng LY, quantification limit (0.271 pg L™ and 0.646 pg L), accuracy by recovery
studies (72 + 4 t0 108 + 7 ug L and 87 + 6 to 120 + 13 pg LY), precision (RSD < 10% and
RSD < 15%). For the MALDI-TOF analyzes, experimental conditions such as the ionization
matrix and solvents were studied, as well as sample preparation procedures for water and
sediments. Extraction forms of BDZs in sediments were also optimized for voltammetric
determinations. Sediment and water samples were collected in Brazil and Canada and
analyzed by voltammetry and MALDI-TOF. However, the BDZs studied were not determined
in any of the samples collected. The voltammetric methods developed were also used to study
the distribution coefficient (Kq) of these drugs in several samples enriched with the analytes.
The Ky determined varied from 1.41 to 21.99 L Kg* being generally higher for DIAZ and
lower for CLO. The Kgq presented great variability among the samples. A relation between the
physicochemical characteristics of the samples and the Ky obtained was observed and
confirmed through Principal Component Analysis (PCA). The highest values of Kq were
obtained in systems that contained higher levels of clay and organic matter probably due to
the greater interaction between the drugs and the sediments.

Keywords: Benzodiazepines, distribution coefficient, emergent contaminants,
MALDI-TOF, sediments, voltammetry.
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1 INTRODUCAO

Com o crescimento populacional e, por conseguinte, a produgdo e a aquisicdo
desenfreada de bens de consumo, a geracdo de residuos organicos e inorganicos, tanto
domeésticos quanto industriais, alcancou patamares jamais vistos. Neste sentido, a quimica
analitica vem sendo empregada em uma das suas mais nobres aplica¢es, 0 monitoramento de
areas atingidas por contaminagdo humana, ou afetadas em decorréncia de nossas atividades.
Desastres ambientais como o ocorrido na cidade de Mariana — MG, em novembro de 2015,
sdo responsaveis pela contaminacdo de grandes areas. O rompimento de uma barragem de
rejeito de mineragdo liberou aproximadamente 62 milhdes de metros cubicos de lama que
continham residuos metélicos. Além dos impactos ambientais imediatos, uma herancga
quimica foi deixada no local, nos rios e até mesmo no mar na regido de Espirito Santo onde
desagua o Rio Doce que foi atingido e carregou 0s rejeitos contendo metais toxicos por
quildometros (COSTANTI; MENEZES, 2015; DOS SANTOS, 2017; SANTOS, 2017). O
acompanhamento das espécies contaminantes presentes e de seus teores em solos, aguas,
sedimentos, animais, etc., provavelmente serd realizado por muitos anos para monitorar a
regido. Tal monitoramento empregara diversas técnicas e metodologias analiticas. Além de
espécies inorganicas como os contaminantes do desastre previamente mencionado, compostos
organicos, por sua vez, também sdo contaminantes em indmeras situagdes.

A atividade agricola mundial foi responsavel pela contaminacdo de centenas de
milhares de alqueires cultivados por defensivos agricolas, ja usados a décadas (ERDOGDU;
TITRETIR, 2007). Por consequéncia, aguas subterraneas e superficiais também foram
atingidas bde contaminantes emergentes ou contaminantes de preocupagdo emergente (CE)
em ambientes naturais (DE FIGUEIREDO-FILHO et al, 2017; MEFFE; DE
BUSTAMANTE, 2014; PAGE et al., 2014). CE sdo assim conhecidos por terem sua presenca
ou importancia no ambiente sido recentemente constatada, bem como ndo serem legislados.
Além disso, os mesmos CE encontradas em solos e &guas naturais sdo motivos de
preocupacdo em aguas de abastecimento publico, alimentos e organismos aquaticos (EL-
SHAHAWI et al.,, 2011; MONTAGNER et al., 2014). Sao classificados como CE
contaminantes ndo conhecidos ou ndo reconhecidos. Muitos CE estdo presentes no ambiente
ha varios anos, entretanto, sua presenca ou seus efeitos ndo eram conhecidos. Além disso,
estes contaminantes geralmente ndo séo legislados e desta forma, ndo existem parametros de
teores seguros destes contaminantes no ambiente (PANINI et al., 2011).

Dentre os CE, os produtos farmacéuticos e de higiene pessoal (PFHP) tém despertado

interesse da comunidade cientifica devido ao seu grande uso diario, presenca em ambientes
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naturais e efeitos nocivos ainda ndo totalmente elucidados. Os farmacos podem ter aplicagdes
humanas e veterinarias. A contaminacdo de ambientes por farmacos ocorre principalmente
através da excrecdo do principio ativo e de seus metabdlitos, que podem também ser
contaminantes. Apds o consumo de medicamentos, sabe-se que apenas uma porcentagem do
principio ativo é metabolizado e cumpre sua funcdo farmacoldgica enquanto a outra parte é
excretada de forma intacta e totalmente ativa. (DIAZ-CRUZ; LOPEZ DE ALDA;
BARCELO, 2003) No que se refere ao uso veterinario, os excrementos, contendo farmacos
sdo, em sua quase totalidade, dispostos diretamente no ambiente sem quaisquer tratamentos.
Desta forma, estes contaminantes podem ser carreados para 0s rios ou aguas subterraneas por
meio da acdo das chuvas. Para os farmacos de uso humano, sua rota de contaminagdo se
divide em dois principais caminhos. Infelizmente, as redes de saneamento basicos alcancam a
minoria da populacdo mundial, e nem mesmo o esgoto coletado, é em sua totalidade tratado.
Sendo assim, o aporte de esgoto bruto em rios e lagos ainda é realidade em pleno século XXI,
levando ndo s6 uma carga organica e potencialmente patogénica para nossas aguas, mas
também CE como os farmacos. Além disso, a literatura nos mostra que a maioria das nossas
estacdes de tratamento de esgoto (ETE) ndo sdo 100% eficientes na retencdo e remocdo de CE.
Estas ETE tém por objetivo, principalmente a diminui¢do da carga orgéanica total e bioldgica,
retencdo de solidos, controle do pH e temperatura dos efluentes e, desta forma, os farmacos
parcialmente removidos alcangam o0s rios com prejuizos ainda desconhecidos.

A presenca de farmacos em afluentes e efluentes de ETE (antes e ap0s o tratamento) e
em rios que sofrem com o aporte de esgoto doméstico e industrial, tratado e bruto, foi
constatada em diversos paises. Para muitos farmacos, o seu comportamento e destino quando
no meio aquatico ainda sdo desconhecidos, bem como seus efeitos sobre o ecossistema. A
distribuicdo de um farmaco no sistema aquatico pode ser numericamente representada pela
determinacdo do coeficiente de distribuicdo (Kg) entre os sedimentos e a agua. Este
coeficiente é encontrado determinando a razao entre a concentracao do analito nos sedimentos
e a sua concentracdo na agua, respectivamente. Coeficientes de distribuicdo mais elevados,
apontam para maior afinidade do analito com os sedimentos, enquanto Kq mais baixos sdo
obtidos para substancias com maior afinidade com a fase aquosa (LOFFLER et al., 2005;
ZHOU; BROODBANK, 2014). Zhou e Broodbank (2014) avaliaram a distribuicdo de 9
farmacos no sistema sedimento/aguas. Os autores concluiram que os farmacos apresentaram
grande variabilidade no Kgq. Além disso, observaram uma diminui¢do do Kq com o0 aumento da
concentragdo de sdlidos suspensos (ZHOU; BROODBANK, 2014). Loffler e colaboradores
(2005), por outro lado, utilizaram sistemas enriquecidos com 6 farmacos e 4 metabolitos para

avaliar a persisténcia e 0 Kq em sistemas sedimento/agua. Dentre os analitos, o diazepam e 0
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oxazepam foram estudados, dois benzodiazepinicos. Os autores observaram que os dois
benzodiazepinicos apresentaram Kgq proximos entre si, no entanto, ligeiramente maior para o
diazepam, indicando que este farmaco possui maior interagdo com os sedimentos (LOFFLER
et al., 2005). DeterminacOes realizadas de alguns compostos farmacéuticos, indicam que o
comportamento destes contaminantes no ambiente aquético e, consequentemente seu Kgq, tem
relagdo direta com suas caracteristicas, como hidrofobicidade e pKa, e com as caracteristicas
fisico-quimicas do ambiente (LOFFLER et al., 2005; ZHOU; BROODBANK, 2014). Porém,
estudos que relacionem a distribuicdo de farmacos entre a agua e sedimentos, com as
caracteristicas destes compostos e do ambiente ainda sdo escassos. Sendo assim, 0
conhecimento a respeito de como caracteristicas ambientais influenciam no destino de
farmacos no ambiente ainda é limitado, principalmente quando se leva em conta a diversidade
de compostos farmacéuticos existentes.

No que diz respeito a determinagdo de compostos farmacéuticos, os estudos realizados
até 0 momento, em sua maioria, empregaram técnicas cromatogréaficas nas determinacdes. A
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), a cromatografia liquida de ultra eficiéncia
(UHPLC), além da cromatografia gasosa (CG), principalmente quando aliadas a um detector
de massas (MS), possuem consideraveis vantagens na sua aplicacdo para compostos organicos.
Alta seletividade, baixos limites de quantificacdo e confiabilidade na deteccdo dos analitos
fazem destas técnicas as mais utilizadas no estudo destes CE. Entretanto, altos custos
associados, como a instrumentacdo e suprimentos necessarios, ndo permitem que a
cromatografia esteja presente em todos os laboratdrios, principalmente em paises em
desenvolvimento, onde 0s recursos para pesquisa sd0 mais escassos. Desta forma, técnicas
alternativas de analise vém sendo propostas em uma tentativa de manter a pesquisa mesmo
com baixos orcamentos.

Neste sentido, a voltametria empregando o eletrodo de gota de mercirio no modo
pendente (Hanging Mercury Drop Electrode, HMDE), j& muito aplicada e consagrada na
determinacéo de ions metalicos, vem sendo utilizada na determinagdo de compostos organicos.
As técnicas de pré-concentracdo no eletrodo de trabalho (voltametria de redissolucao)
permitem quantificacdes na ordem de pg L™ para compostos orgénicos e ng L™ para alguns
ions metélicos sem quaisquer outras formas de pré-concentracdo ou cleanup (procedimento
para limpeza da amostra). Os baixos limites de quantificacdo alcancados pelo HMDE,
tornam-no uma boa alternativa para estudos ambientais, que requerem técnicas capazes de
determinac6es em niveis traco. Entretanto, embora a seletividade do HMDE para metais seja
consideravel, 0 mesmo néo é verdade para compostos organicos. A aplicacdo de um potencial

de acumulagdo, o qual confere uma certa seletividade ao eletrodo, possibilita que
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majoritariamente a espécie de interesse seja pré-concentrada no eletrodo, porém outras
espécies podem adsorver e apresentar resposta eletroquimica. Além disso, a confirmacao da
estrutura do analito, como ocorre nas técnicas espectrométricas, ndo € possivel.

Embora um consideravel custo seja necessario para a aquisi¢cdo do equipamento, a
técnica analitica de ionizagdo e dessor¢do a laser assistida por matriz, do inglés matrix-
assisted laser desorption/ionization (MALDI), seguida pela deteccdo em um analisador do
tipo tempo de voo, do inglés time of flight (TOF) surge como alternativa as tradicionais
técnicas cromatograficas. As analises por MALDI-TOF-MS dispensam a utilizacdo de
grandes volumes de solventes organicos e os espectros podem ser obtidos em poucos minutos,
resultando em uma elevada frequéncia analitica e baixos custos de operacdo. Embora o
tratamento de amostra seja a etapa crucial para a obtencdo de espectros de qualidade, estes sdo
geralmente procedimentos mais simples que 0s necessarios para analises por CLAE, por
exemplo. Além disso, MALDI é conhecida por propiciar uma ionizagdo branda, preservando
os analitos. Esta vantagem possibilita a identificacdo do ion molecular ndo fragmentado.
Desta forma, MALDI-TOF-MS seria uma adequada opc¢éo para a confirmacdo das espécies
previamente quantificadas empregando HMDE. Rapidez, simplicidade de preparo de amostra

e haixo custo de analise sdo caracteristicas da MALDI-TOF-MS.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

Este trabalho teve por objetivo desenvolver metodologias analiticas voltamétricas e
espectrométricas para avaliar a presenca dos farmacos benzodiazepinicos (BDZs) alprazolam,

diazepam e clonazepam em amostras naturais de 4gua e sedimentos.

2.2 Objetivos Especificos

. Otimizar os pardmetros voltamétricos para a determinacdo do diazepam e do
clonazepam por meio da avaliacdo da resposta de corrente do pico voltamétrico empregando
voltametria de redissolucdo catddica por pulso diferencial (VRC PD);

. Validar os métodos voltamétricos avaliando figuras de mérito como linearidade, limite
de deteccdo, limite de quantificacdo, exatidao, precisao, seletividade e sensibilidade;

. Encontrar as melhores condicfes de extracdo dos farmacos (alprazolam, diazepam e
clonazepam) do sedimento empregando planejamento fatorial e testes univariados;

. Determinar a concentracdo de BDZ, em agua (Ca) e em sedimento (Cs) em sistemas
simulados e determinar o coeficiente de distribuicdo (Kq) por meio da equacdo (Kq = Cs/Ca);

. Caracterizar as amostras coletadas de dgua (pH, temperatura e oxigénio dissolvido) e
sedimentos (pH, matéria organica, carbono organico total e granulometria).

. Relacionar os Kq determinados com as caracteristicas fisico-quimicas da agua, dos
sedimentos e dos farmacos e compreender o comportamento e a distribui¢do para cada BDZ.

. Otimizar metodologia analitica por MALDI-TOF-MS através da avaliacdo de
parametros experimentais, matrizes de ionizacdo e preparo de amostra para analise qualitativa

dos BDZs, como parte do doutorado realizado no exterior na modalidade doutorado sanduiche.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Contaminantes emergentes: Farmacos no ambiente

Com o aumento populacional, a demanda por bens de consumo, alimentos e outros
consumiveis, tem aumentado exponencialmente, exigindo cada vez mais dos recursos naturais
e acarretando consequentemente na geracao de toneladas de residuos orgénicos e inorganicos.
Por volta dos anos de 1990, compostos ndo polares, como os poluentes organicos persistentes
(POPs), e ions metalicos eram foco nos estudos sobre contaminantes ambientais. Entretanto,
estes contaminantes atualmente, em especial para paises desenvolvidos, sdo menos relevantes,
uma vez que a emissao destes compostos organicos e metais toxicos teve uma diminuicdo
expressiva, resultado de programas de diminuicdo de contaminacdo (PETROVIC;
GONZALEZ; BARCELO, 2003). Por outro lado, o consumo e a emissdo, dos chamados
contaminantes emergentes (CE) aumentou, pois varios destes produtos sdo considerados
essenciais atualmente. Produtos farmacéuticos e de higiene pessoal (PFHP), nanomateriais,
plastificantes, microorganismos, drogas ilicitas, defensivos agricolas, horménios, surfactantes,
retardantes de chama, bloqueadores solares, entre outros, estdo compreendidos nesta classe de
contaminantes. Muitos destes contaminantes sdo substancias ja conhecidas, porém sua
presenca ou importancia no ambiente foi recentemente constatada. Além disso, no geral, tais
espécies nao sdo cobertas pela legislacdo, sendo permitida a liberacdo destes contaminantes
no ambiente sem qualquer regulamentacdo. (DA SILVA; COLLINS, 2011; SANTANA,
2013). Uma caracteristica destes contaminantes é que eles ndo precisam necessariamente ser
persistentes no ambiente para causarem danos ao mesmo. Estas espécies sdo lancadas no
ambiente diariamente em grandes quantidades e, desta forma, estdo constantemente presentes
e disponiveis aos organismos vivos. Entretanto, € sabido que alguns farmacos, por exemplo,
apresentam natureza recalcitrante, com elevada estabilidade quimica, podendo permanecer
por dias no ambiente aquatico (KOSJEK et al., 2012; LOFFLER et al., 2005). Desta forma, o
aporte continuo destes contaminantes, por vezes persistentes, intensifica os problemas
ambientais.

O desenvolvimento dos farmacos trouxe maior qualidade de vida aos seres humanos.
Atualmente, doencas podem ser prevenidas, controladas e tratadas através da utilizacdo destes
compostos organicos que desempenham fungdes bioquimicas em nossos organismos. Todos
estes beneficios alcangados permitiram-nos aumentar a expectativa de vida em varios anos.
Além dos seres humanos, outra grande destinacdo de farmacos refere-se aos animais
domesticados (TORRES et al., 2012). Atualmente, no Brasil, 0 mercado de pets (animais de

estimacdo) movimenta bilhdes em artefatos e, € claro, em medicamentos. No cenério
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internacional, a realidade ndo é diferente, e 0s nimeros referentes ao Brasil podem ser
projetados para outros paises, visto que 0 nosso pais ocupa a segunda posi¢do no setor,
ficando atrds apenas dos Estados Unidos (SEBRAE, 2017; ZUINI, 2015). Entretanto, a
criagdo em larga escala de animais para abate e producdo de alimentos representa maior
parcela no consumo de farmacos destinados a animais. Antibioticos e anti-inflamatorios, séo
classes de farmacos frequentemente utilizados neste meio (ANVISA et al., 2005;
MACHINSKI JUNIOR et al., 2005).

Embora a utilizacdo de farmacos tenha nos proporcionado inquestionaveis melhorias,
a presenca destas substancias em ambientes naturais representa riscos ao ecossistema e aos
seres humanos. Diversas rotas de contaminagdo dos ambientes por estas drogas podem ser
tracadas. No que se refere as drogas de uso animal, a excrecdo de farmacos e seus metabolitos
através da urina e fezes representa o principal caminho de aporte de farmacos no ambiente.
Para alguns farmacos, até 95% do principio ativo pode ser excretado intacto sem qualquer
metabolizacdo (TORRES et al., 2012). Estes rejeitos depositados no solo, irdo ser
inevitavelmente lixiviados pela acdo das chuvas e carreados até 0s corpos aquéticos
superficiais ou entdo poderdo percolar o solo até atingir 4guas subterraneas. Em relacdo aos
humanos, a forma intacta das drogas, bem como seus metabd6litos podem ser excretados no
solo e 4gua, redes de coleta de esgoto sem tratamento ou rede de coleta e tratamento de esgoto.
Assim como ocorre nos animais, os farmacos administrados em seres humanos sao total ou
parcialmente metabolizados e, desta forma, o principio ativo com seus metabdlitos séo
excretados através da urina e fezes. Além disso, em muitos casos 0os metabolitos excretados
séo substancias farmacéuticas ativas que ainda desempenham fung¢fes em organismos Vvivos.
Um exemplo € o oxazepam (OXAZ), principal metabdlito do diazepam (DIAZ) em humanos,
que apresenta propriedades farmacologicas semelhantes as do DIAZ (Loffler et al., 2005).

Quando os rejeitos domésticos sdo coletados e destinados a uma estagdo de tratamento
de esgoto (ETE), espera-se que o efluente tratado esteja livre de contaminantes. Entretanto, é
conhecido que a maioria das ETE € ineficiente na remocédo de CE. Pesquisas demonstram que
mesmo apds o tratamento do esgoto coletado, farmacos sdo detectados no efluente e no lodo
(bioss6lido) decantado nos tanques biodigestores das ETE  (MARTIN et al., 2012;
MATONGO et al., 2015; VERLICCHI; AUKIDY; ZAMBELLO, 2012). O efluente tratado
geralmente é despejado em algum rio ou lagoa, ja o lodo (biossélido), por sua vez, pode ser
descartado ou utilizado na agricultura como fertilizante natural devido a sua elevada carga
organica, levando para o ambiente e para os alimentos 0s contaminantes nele presentes
(LEMAINSKI; DA SILVA, 2006; MARTIN et al., 2012). Martin e colaboradores (2012)

avaliaram a presenca e distribuicdo de dezesseis compostos farmacéuticos ativos em uma ETE.
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Farmacos anti-inflamatdrios, antibidticos, antiepiléticos, PB-bloqueadores, estimulantes,
estrogénios e reguladores de lipidios foram quantificados empregando cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) equipada com detector de arranjo de diodos ultravioleta (UV) e
fluorescéncia (FI). Concentracdes na ordem de pg L dos farmacos foram detectados no
afluente (entrada do esgoto) e no efluente (ap6s o tratamento) da ETE. Os anti-inflamatorios
estudados foram detectados em concentracbes mais elevadas que as demais drogas. Com
excecdo do diclofenaco, todas os compostos encontrados no efluente foram também
determinados no biossolido, mostrando a persisténcia destes compostos em ambos 0S meios,
aquoso e sélido. Em uma avaliacdo da remocdo destes compostos analisados pela ETE, os
autores concluiram que os principais mecanismos de remog&o das drogas sdo a biodegradacao
e a propria sorcdo no lodo. Os anti-inflamatdrios, acido salicilico e ibuprofeno, foram os
farmacos que sofreram melhores remocgdes pela ETE. Porém, estas drogas possuem
caracteristicas hidrofilicas e desta forma, era esperado que permanecessem na fase aquosa e
ndo se ligassem ao lodo. Assim, a boa remocdo pela ETE foi atribuida a biodegradacédo
(MARTIN et al., 2012). Além do esgoto doméstico, outra provavel fonte de contaminacéo por
farmacos sdo os rejeitos provenientes de industrias farmacéuticas.

Quando farmacos atingem o ambiente aquético, estes compostos organicos passam a
ser contaminantes com efeitos ainda ndo completamente elucidados para 0s organismos Vvivos.
Farmacos como antibioticos provavelmente deram o inicio a preocupacdo em torno destes
contaminantes ambientais em diversos compartimentos. Tal preocupacdo justifica-se porque
foi descoberto que a constante presenca de baixas concentracfes destas drogas no ambiente e
em redes de tratamento de esgoto, promove selecdes genéticas, resultando no surgimento de
bactérias resistentes & droga (DIAZ-CRUZ; LOPEZ DE ALDA; BARCELO, 2003;
KUMMERER, 2009a, 2009b). Abreu e colaboradores (2010) realizaram um estudo para
avaliar a resisténcia a antibidticos de bactérias isoladas de efluentes hospitalares.
Primeiramente, um levantamento realizado entre os anos de 2004 a 2007 mostrou que 0S
farmacos mais consumidos no Hospital Universitario Regional de Maringd (HUM) eram
antimicrobianos, seguidos por psicofarmacos. Os dados também mostraram que 0 consumo
destas drogas vem aumentando com os anos, lancando mais preocupacdes aos pesquisadores.
Em seguida, amostras da rede de esgoto foram coletadas em dois pontos, um no HUM e o
outro no Hemocentro da cidade de Maringd. Das amostras coletadas, foram isoladas e
identificadas 39 espécies de bactérias Gram-negativas. Doze diferentes antimicrobianos foram
utilizados para avaliar a susceptibilidade das bactérias isoladas. Os resultados obtidos
apontaram que das 39 espécies de bacterias isoladas, 12 apresentaram resisténcia moderada ao

menos a uma das drogas, 9 foram resistentes ao menos a um antibiotico e 3 foram resistentes
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a mais de dez dos antibidticos testados. Os autores concluiram que o HUM é responsavel por
lancar bactérias multirresistentes a diferentes antimicrobianos com potencial patogénico na
rede publica de tratamento de esgoto. Os autores propuseram ainda a implantacdo de um
sistema eficiente de tratamento destes efluentes (ABREU et al., 2010). Além de antibioticos,
outras classes de farmacos como anti-inflamatorios, reguladores de lipideos, estrogénios,
antiepiléticos, etc. vém sendo detectados em estacOes de tratamento de esgoto e em ambientes
naturais (DA SILVA et al., 2011; MARTIN et al., 2012).

Da Silva e colaboradores (2011) conduziram um estudo de monitoramento de 43
drogas de diferentes classes farmacéuticas na bacia do Rio Ebro, Espanha. Farmacos
analgésicos, anti-inflamatorios, drogas anti-Ulcera, psicotrépicos, antiepiléticos, antibidticos,
B-bloqueadores, diuréticos, reguladores de lipideos, diminuidores de colesterol e anti-
histaminicos foram estudados. Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a um
espectrometro de massa com analisador hibrido quadrupolo linear de armadilha de ions foi
utilizado nas determinacGes. Amostras de agua, sedimentos e sélidos suspensos foram
coletados em 23 sitios de amostragem cobrindo toda a area da bacia do Rio Ebro. Os pontos
de coleta foram a jusante de 6 principais ETE da regido. Os farmacos estudados foram
encontrados em todas as amostras analisadas e os analgésicos/anti-inflamatdrios foram
encontrados com alta frequéncia e em altas concentracGes em todas as amostras. Os autores
concluiram que as ETE séo as principais fontes de contaminacéo de rios por farmacos e que,
as diferencas de concentracdes destes CE no ambiente aquatico, sdo resultados principalmente
de fatores de diluicdo. No mesmo trabalho, da Silva e colaboradores, notaram que os
farmacos ficaram majoritariamente na coluna d’agua. Entretanto, alguns compostos
apresentaram a tendéncia de se ligarem ao material sélido em suspensdo, e assim, ndo foram
detectados na agua apos filtracdo. Geralmente os compostos com caracteristicas mais basicas
(pKa > 7) apresentaram maior afinidade com os sélidos suspensos. Sendo assim, a andlise da
agua (com filtracdo) pode subestimar a contaminagdo por algumas substancias. Dentre 0s
farmacos determinados por da Silva e colaboradores, dois psicofarmacos da classe dos
benzodiazepinicos foram detectados nas amostras analisadas. O lorazepam (LORAZ) foi
detectado em concentragdes de 3,03 a 3,35 ng g em sedimentos e 11,6 a 46,1 ng L em
aguas, ja o DIAZ foi determinado em uma concentracdo de 2,68 ng L em agua (DA SILVA
etal., 2011).

Farmacos benzodiazepinicos (BDZs) sdo drogas psicoativas amplamente utilizadas
em todo 0 mundo para o controle de doencas do sistema nervoso central. Os principais efeitos
produzidos por BDZs no organismo sdo: sedativos, ansioliticos, hipnoticos,
anticonvulsivantes e relaxantes musculares (JEONG et al., 2015; KALOGRIA; PISTOS;
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PANDERI, 2013; WESTLAND; DORMAN, 2013). BDZs interagem com 0 receptor y-
aminobutirico (GABA), aumentando a conducdo de ions e proporcionando seus efeitos no
organismo (BRODIN et al.,, 2014; GEBAUER et al.,, 2011; NOZAWA et al., 2015;
WESTLAND; DORMAN, 2013). Estas drogas tém sido usadas desde 1960 em substituicdo
aos barbituricos por serem mais seguras (BERNIK; SOARES; SOARES, 1990). Estes
farmacos lideram a lista dos 5 medicamentos controlados mais vendidos em territorio
nacional e o Clonazepam (CLO), comercializado como Rivotril, ocupou em 2003 a 9° posi¢do
entre os farmacos mais vendidos no Brasil (ANVISA, 2013). Os farmacos BDZs apresentam
como estrutura basica inicial a 1,4-diazepina fundida a um anel aromatico, denominada 1,4-
benzodiazepina (WESTLAND; DORMAN, 2013). Os farmacos desta classe diferem-se entre
si nos grupos funcionais ligados a estrutura principal. A Figura 1 apresenta a estrutura base
dos benzodiazepinicos e alguns farmacos da classe. E possivel notar a extrema semelhanca
estrutural destas moléculas, entretanto, as pequenas diferencas moleculares existentes
conferem a cada droga, especificidades em suas aplicagdes. O midazolam por exemplo,
apresenta propriedades sedativo-hipndticas, sendo empregado para preparo de pequenas
cirurgias, como cirurgias odontologicas, e procedimentos de alguns exames laboratoriais. Por
outro lado, o alprazolam (ALP) encontra grande aplicabilidade no tratamento da ansiedade e o
CLO é frequentemente utilizado devido as suas também conhecidas propriedades
anticonvulsivantes. Algumas caracteristicas fisico-quimicas e farmacocinéticas dos BDZs
apresentados na Figura 1 estdo listadas na

Tabela 1.

selNcalpeo oo

BDZs alprazolam diazepam clonazepam

o] o o HaC. N
e
OH OH
cl —=N cl —=N Br —=N
cl —==N
() - _J Cr

oxazepam lorazepam bromazepam midazolam

Ligantes “R” apresentados na estrutura basica dos BDZs referem-se a Cl, Br, F, NO2, CHs, entre outros.

Figura 1. Férmula estrutural basica dos BDZs e alguns BDZs comumente utilizados.
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Tabela 1. Caracteristicas fisico-quimicas e farmacocinéticas de BDZs.

Férmula Massa pKa pKa pKa Solubilidade Bio- Metabdlitos ativos
quimica (g/mol) em em em agua disponibilidade
base 4cido (mg LD (%)

forte forte

Alprazolam C17H13CIN4 308,76 24 508 18,3 40 em pH 80-90 o-
7,0 hidroxialprazolam
Diazepam Ci16H13CIN2O 284,743 3,4 2,92 - 50a25°C 93 nordiazepam,
temazepam e
OXAZ
Clonazepam  CisH1oCIN3Os 315,713 15 1,86 11,89 100a25°C 90 7-amino-
clonazepam
Oxazepam CisH11CIN2O2,  286.715 1,5 -15 10,61 178 Ausentes
Lorazepam  CisH1oCI2N202 321,157 1,3 2,68 12,24 80 90 Ausentes
Bromazepam  CiusH10BrNsO  316.158 25 2,68 12,24 0,4 84 3-

hidroxibromazepam

Midazolam C18H13CIFNs 325.771 3,48 6,57 -- 9,87 90 o-
hidroximidazolam

(DRUGBANK, 2017; DRUGINFOSYS, 2017; PHARLAB, 2017; PUBCHEM, 2017)
Como pode ser visto na

Tabela 1, os farmacos apresentam semelhantes valores de massa molecular e
biodisponibilidade. Entretanto, a solubilidade em agua é bastante variavel entre estes
compostos. Estas variacdes na solubilidade implicam diretamente na permanéncia dos BDZs
na coluna d’4agua, bem como na sua remogdo pelas ETE. Outra caracteristica importante de
um farmaco, € o seu pKa. O pKa de um farmaco pode ser entendido como o pH onde 50% das
moléculas encontram-se ionizadas, em equilibrio com a forma ndo ionizada. No organismo
vivo, ap6s ser administrado, o pKa influencia na absorcdo e acdo dos farmacos, uma vez que
farmacos éacidos permanecem neutros em condi¢cBes de meio &cido e farmacos bésicos
permanece neutros em condicdes menos &cidas, sendo este estado de maior absorcdo e
penetracdo nas membranas celulares. No ambiente aquéatico, um pensamento analogo pode ser
desenvolvido. O pKa de um determinado farmaco influenciard na sua presenca na forma
neutra ou ionizada em um rio, por exemplo. Desta forma, as interacbes com o0s sedimentos,
material particulado em suspensdo, matéria organica dissolvida, &gua, etc. poderdo ser mais
fortes ou fracas, influenciando no comportamento e destino do farmaco no ambiente. Para 0s
BDZs listados na

Tabela 1, baixos valores de pKa podem ser observados, indicando gque estes compostos
apresentam caracteristicas de bases fracas (GHOBADI; YAMINI; EBRAHIMPOUR, 2014;
KALOGRIA; PISTOS; PANDERI, 2013). No que se refere aos metabdlitos dos BDZs

excretados por seres humanos, para a maioria das drogas listadas na tabela, estes séo
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compostos farmacologicamente ativos metabolizados no figado e excretados principalmente
pela urina sob a forma livre ou conjugada (glucuronideo e sulfato). Ocorre também, em menor
quantidade, a excrecdo dos farmacos ndo metabolizados, bem como, a excre¢do dos BDZs e
seus metabdlitos pelas fezes e leite materno (DRUGBANK, 2017; DRUGINFOSYS, 2017;
PHARLAB, 2017; PUBCHEM, 2017).

A presenca de BDZs em aguas superficiais e efluentes de ETE foi assunto de inimeros
trabalhos por todo o mundo (MENDOZA et al., 2014; RACAMONDE et al., 2014, 2015), até
mesmo no Brasil (NUNES et al., 2015). Kosjek et al. (2012) avaliaram a ocorréncia de DIAZ,
OXAZ e bromazepam (BROMAZ) em &guas superficiais, efluentes hospitalares e entrada e
saida de ETE da regido da Eslovénia empregando cromatografia gasosa com detector de
massa (CG-MS). O objetivo deste estudo foi avaliar a presenca e determinar a eficiéncia de
remocao dos BDZs, além de identificar os produtos formados durante o tratamento da agua
residual. A presenca destes farmacos foi verificada em véarias amostras analisadas. Todas as
amostras de efluente hospitalares avaliados continham os BDZs estudados, DIAZ (111 ng L™),
BROMAZ (158 ng L!) e OXAZ (72 ng L). Os resultados indicaram que apenas o tratamento
combinado, biologico e fotoquimico acoplado, seguido por adsorcdo em carvdo ativado, foi
capaz de remover os BDZs com uma eficiéncia de 99,99%. As outras formas de tratamento
néo apresentaram adequada eficiéncia de remogéo.

Assim como ocorre para 0s outros farmacos, quando BDZ aportam no ambiente
aquatico, na sua forma intacta ou como metabolitos, estes podem causar problemas a saude de
organismos aquaticos e aos seres humanos (BRODIN et al., 2013). A contaminagao aos seres
humanos ocorre devido a coleta e distribuicdo, na rede de abastecimento publico, de aguas
superficiais contaminadas com os farmacos. Os processos de tratamento de esgoto e para agua
potavel sdo ineficientes para a remocdo destes farmacos e outros CE (GAFFNEY et al., 2015;
SODRE; LOCATELLI; JARDIM, 2010). Mendoza e colaboradores avaliaram a presenca de
drogas de abuso e BDZs na agua da rede de distribuicdo e nos rios Jarama e Manzanares na
cidade de Madri, Espanha. Cocaina e efedrina foram encontradas na agua de torneira
analisada. Alprazolam (ALP), DIAZ e lorazepam (LORAZ) foram encontrados em todas as
amostras de adgua de rios analisados. As concentracfes de cada farmaco nas amostras de agua
superficial variaram de 2,9 a 9,1 ng L para ALP, 3,3 a 55,7 ng L™ para DIAZ e 34,1 a 167,0
ng L para LORAZ. Embora os BDZs ndo tenham sido encontrados nas amostras coletadas
nas torneiras, sdo ainda possiveis contaminantes ao ambiente e aos seres humanos
(MENDOZA et al., 2014).

Os efeitos nocivos causados ao ecossistema devido a presenca de BDZs ainda nédo sao

completamente conhecidos. Alguns estudos indicam que no ambiente, mesmo em baixas
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concentragdes, estas drogas podem apresentar atividade no sistema nervoso central de
organismos aquaticos (BRODIN et al., 2013; GEBAUER et al., 2011). Brodin et al., (2013)
realizaram experimentos com peixes da espécie Perca Fluviatilis, expondo-os a dois niveis de
concentracéo do benzodiazepinico OXAZ (1,8 ug L™ e 910 ug L) durante um periodo de 7
dias. Apos este tempo decorrido, mesmo 0s peixes expostos as baixas concentragdes tiveram
acumulacdo do farmaco em seus tecidos musculares. Além disso, mudangas comportamentais
foram observadas nos peixes tais como, 0 aumento da atividade; diminuicdo da sociabilidade
e maior velocidade de alimentacdo. Brodin e colaboradores (2014) em outro trabalho,
avaliaram alteragbes comportamentais e processos de bioacumulagdo e biomagnificacdo em
duas espécies expostas a baixas concentragdes do farmaco psicoativo OXAZ. O peixe
predador Perca Fluviatilis e larvas de sua presa invertebrada Coenagrion hastulatum,
conhecida como donzelinha, foram objetos de estudo. Os estudos de bioacumulacdo e
biomagnificagdo nos peixes foram conduzidos em quatro diferentes experimentos: oS
farmacos foram administrados através da (i) agua; (ii) alimentacdo (larvas de donzelinha);
combinacdo entre alimentacdo e agua e (iv) controle. No que se refere as alteracdes
comportamentais, 0s peixes apresentaram mudancas na sua atividade (movimentacao),
enquanto as donzelinhas ndo foram afetadas com o farmaco. Este resultado deixa claro que
diferentes espécies expostas ao mesmo farmaco podem apresentar diferentes respostas
comportamentais. Brodin et al. (2014) ainda concluiram que o consumo de presas
contaminadas pode ser uma importante rota de exposicdo dos predadores através dos
processos de bioacumulacdo e biomagnificacdo. Desta forma, a exposicdo de algumas
espécies pode ser ainda maior. Todas estas alteragdes comportamentais observadas sdo
preocupantes, pois podem levar a um descontrole ambiental, seja tanto pela diminuicdo de
uma populacdo que passa a ser predada mais facilmente, seja pela explosdo populacional
resultante de alteracdes nos habitos alimentares. Além disso, pesquisas recentes mostraram
que baixas concentracdes de BDZs podem apresentar efeitos que vdo além de alteracoes
comportamentais causadas por interacdes com o sistema nervoso central.

Recentemente, Overturf et al., (2016) simularam a exposicdo de peixes da espécie
Ictalurus punctatus ao DIAZ em concentracdo de 1,0 pg L™ por 7 dias. O objetivo do estudo
foi avaliar o potencial de bioacumulacdo do diazepam nos tecidos dos peixes, bem como
avaliar a interacdo deste BDZ com o sistema endocrino. Overturf e colaboradores néo
observaram a bioacumulagdo do BDZ e também ndo relataram quaisquer mudangas
comportamentais, entretanto notou-se modificacdes em um gene gonadal (P450scc) e na
enzima 3B-HSD. A modulagdo do 3p-HSD e do P450scc pode apresentar efeito importante na

producédo de hormonios esteroides. Os resultados observados indicam que embora ndo tenha
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ocorrido bioacumulagdo, a exposicdo cronica ao diazepam pode causar interferéncias ao
sistema endocrino dos peixes (OVERTURF; OVERTURF; HUGGETT, 2016). Além destes
trabalhos citados, alguns outros pesquisadores ja demonstraram também alteracdes
comportamentais em peixes, desencadeadas pela exposicdo a BDZs como diazepam,
clonazepam e bromazepam, (BRANDAO et al., 2013; GEBAUER et al., 2011; OGGIER et
al.,, 2010; RICHENDRFER et al., 2012). Embora a legislacdo Brasileira ndo abranja e
regulamente a presenca destes farmacos, bem como sua concentracdo no ambiente, estes
trabalhos supracitados demonstram a importancia do estudo e regulamentacao em torno destes
CE, uma vez que seus efeitos em organismos aquaticos estdo confirmados.

Estudos que avaliam a presenca de farmacos em amostras de aguas superficiais ou em
efluentes de estacBes de tratamento de esgoto foram importantes para o desenvolvimento de
métodos sensiveis de andlise e para o monitoramento ambiental (BAKER; KASPRZYK-
HORDERN, 2013; VAN DER VEN et al., 2004). Além disso, a presenca confirmada destas
substancias em ambientes aquaticos é a primeira etapa para a criacdo de legislacbes mais
rigorosas de controle de rejeitos e formas mais adequadas de tratamento (KOSJEK et al.,
2012). Entretanto, a avaliacdo do comportamento de farmacos no ambiente aquatico ndo é
usual, tendo sido realizado apenas por alguns pesquisadores (da Silva et al. 2011; Moreno-
Gonzélez et al. 2015; Zhou and Broodbank 2014). Matongo et al. (2015) analisaram amostras
de uma estacdo de tratamento de esgoto e de aguas superficiais e sedimentos do rio Msunduzi,
na Africa do Sul empregando cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de massa
(CLAE-MS). Residuos farmacéuticos de cafeina (estimulante), acetaminofem (antipirético),
carbamazipina (antiepilético), clozapina (antipsicético), eritromicina (antibiotico),
metronidazol (antibidtico), ibuprofeno (antipirético), sulfametoxazol (antibidtico),
sullfametazina (antibidtico) e trimetropin (antibiético) foram determinados. Além das drogas
terem sido detectadas na ETE, foram também quantificadas em &guas superficiais em
concentracdes e frequéncia relevantes. O ibuprofeno, por exemplo, foi determinado em
concentracdes de 117 ug L™, 84,6 pug L™ e 659 ng g em aguas residuais, aguas superficiais e
sedimentos respectivamente. Os antibidticos, no entanto, foram geralmente detectados em
concentragdes inferiores a 10 pug LT em &guas superficiais e até 34,5 pg L em aguas
residuais. Além disso, os autores constataram que as eficiéncias de remocdao obtidas pala ETE
foram de 6,55 a 98,00% para antipiréticos, 73,33 a 98,90% para antibioticos, 48,80% para 0
antiepilético e 86,4% para a cafeina. No que diz respeito as amostras coletadas no rio
Msunduzi, a maioria farmacos, foi detectada tanto na agua quanto nos sedimentos. Entretanto,
o sulfametoxazol e o trimetropin foram encontrados apenas em amostras de dgua, enquanto o

metronidazol foi detectado em uma amostra de sedimento. Embora agua e sedimentos tenham
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sido estudados, Matongo e colaboradores ndo realizaram uma discussdo a respeito da
distribuicdo dos farmacos analisados entre agua e sedimentos

Sabe-se que as caracteristicas fisico-quimicas das drogas, como polaridade,
hidrofobicidade, pKa, bem como as caracteristicas do ambiente sdo fatores balizadores do
comportamento e destinos dos farmacos no ambiente (LOFFLER et al., 2005; ZHOU,;
BROODBANK, 2014). Zhou and Broodbank (2014) avaliaram a presenca e distribuicdo de 9
farmacos no sistema sedimento/agua do rio Medway, no Reino Unido, durante o periodo de
um ano. Além disso, foi avaliada a eficiéncia de remocéo destes fArmacos por uma estacéo de
tratamento de esgoto (ETE). A eficiéncia de remogéo teve uma variabilidade de 4 a 76% entre
os farmacos estudados e os autores apontaram que variagcdes sazonais podem interferir na
concentracdo das drogas nos rios. Desta forma, Zhou and Broodbank (2014) afirmaram que o
efluente da ETE é uma importante fonte de contaminacdo para o ambiente. Além disso, 0s
farmacos estudados por CLAE MS/MS apresentaram grande variabilidade no coeficiente de
particdo sedimento/agua (Kgq), o qual relaciona a distribuicdo do analito entre estes dois
componentes do sistema aquatico, indicando um processo dinamico das interacGes
sedimento/agua. Também foi observado neste estudo que, no geral, ocorreu uma diminuicao
do coeficiente de particio com o aumento da concentracdo de sélidos suspensos. Este
comportamento deve-se provavelmente a interacdo dos analitos com os sélidos suspensos,
mantendo os fArmacos na coluna d’agua.

Quando farmacos atingem o ambiente aquatico, muitos fatores podem afetar seu
destino e comportamento. Sabe-se que muitos farmacos sofrem processos de degradacdo
quando expostos a radiacdo solar, porém quando no ambiente, podem encontrar-se adsorvidos
a compostos organicos e desta forma tornarem-se mais protegidos da radiacdo solar, evitando
assim a fotdlise direta (BILA; DEZOTTI, 2003). Além disso, quando os farmacos se
encontram associados ao material particulado, pode ocorrer sua decantacdo e sedimentacao e
consequentemente, menor exposi¢cdo a radiacdo solar e maior estabilidade quimica, podendo
persistir por décadas no sedimento (SUNDELIN, 2013). Moreno-Gonzélez e colaboradores
(2015) avaliaram a distribuicdo sazonal de compostos farmacéuticos em agua e sedimentos
marinhos da lagoa Mar Menor na Espanha. Metodos analiticos foram adaptados e validados
para 55 drogas em agua marinha e 50 em sedimentos. Destas drogas, 42 foram detectadas na
agua e 30 em sedimentos. Um total de 20 compostos em agua e 14 nos sedimentos foram
encontrados em concentragBes acima do limite de quantificacdo, variando de ng L™ a 168 ng
L1 em 4gua marinha e ng g* a 50,3 ng g em sedimentos. Os autores observaram ainda, que
as concentragdes mais altas das drogas em agua marinha foram detectadas durante o veré&o,

proximo ao principal nucleo turistico, devido provavelmente a excre¢des dos banhistas e

29



outras formas de aporte ndo controladas (MORENO-GONZALEZ et al., 2015). Loffler et al.
(2005) estudaram o destino e a persisténcia de seis substancias farmacéuticas e de quatro
metabolitos em um sistema sedimento/agua. Cromatografia liquida de alta eficiéncia foi usada
nesse estudo. Sistemas modelo foram enriquecidos com 100 ng g*' de cada droga. A
concentracdo dos farmacos no sedimento e na agua foi determinada imediatamente e apos
0,25, 1, 27 14, 28, 56 e 100 dias da adi¢do. Os autores observaram que algumas drogas nao
apresentaram persisténcia, diminuindo sua concentracdo total no sistema ao longo dos dias.
Entretanto, outras drogas foram moderadamente ou altamente persistentes. Para estas drogas,
foi observado que o equilibrio da distribuicdo foi atingido com cerca de 30 dias. Dentre as
substancias estudadas, estavam o DIAZ e o OXAZ, que apresentaram alta e moderada
persisténcia respectivamente, ou seja, se degradam muito lentamente. Os autores também
concluiram que estas substancias podem se associar ao sedimento e possuem um padrdo de
distribuicéo entre a 4gua e o sedimento proximos entre si. No entanto, o DIAZ apresentou alta
tendéncia de se ligar aos sedimentos, enquanto para o0 OXAZ esse comportamento foi
ligeiramente menor. Os Kg determinados para o0 DIAZ e OXAZ foram 3,0 e 2,2 L kg*
respectivamente. Outras referéncias citadas por Loffler e colaboradores apontam para Kg
estabelecidos de 4,6, 4,7 e 6,2 L kg™ parao DIAZ e 1,0, 1,1 e 2,2 L kg para OXAZ.

Como pbOde ser visto, estudos que realizaram uma avaliagdo mais detalhada da
distribuicdo de farmacos, em especial benzodiazepinicos, sdo poucos. A analise da coluna de
agua e dos sedimentos pode ser uma importante fonte de dados para uma melhor compreenséo
do comportamento destas substdncias no ambiente aquatico. Além disso, a analise dos
sedimentos, pode fornecer dados a respeito da contaminagdo a longo prazo do ambiente, ao
passo que a analise da coluna de agua esclarece sobre a contaminacdo apenas no momento da
coleta (VRANA et al., 2014).

Os sedimentos constituem parte essencial dos ecossistemas aquaticos por regular o
metabolismo de todo o sistema (EMIDIO; DOREA, 2010). A contaminagio deste material
por benzodiazepinicos tem seus efeitos desconhecidos, no entanto, a permanéncia destes
contaminantes pode afetar diretamente o ecossistema aquatico, em especial micro-organismos
e animais de leito do rio. J& a permanéncia dos BDZs na coluna d’4dgua, implica em uma
maior disponibilidade destes contaminantes para a maioria dos peixes e também para 0s seres
humanos e outros animais (BRODIN et al., 2013; GEBAUER et al., 2011; OVERTUREF;
OVERTURF; HUGGETT, 2016).
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3.2 Técnicas utilizadas para a determinacdo de farmacos em amostras
ambientais

A determinac&o de farmacos em geral nas mais distintas matrizes, vem sendo realizada
majoritariamente por meio de técnicas cromatogréficas. (ALVAREZ-RUIZ et al., 2015;
JEONG et al., 2015; RACAMONDE et al., 2014; VAN DER VEN et al., 2004). Com
finalidades forenses, Jeong e colaboradores (2015) desenvolveram um método para a
determinacdo de benzodiazepinicos, zolpidem e seus metabdlitos em urina. Cromatografia
liguida aliada ao espectrdbmetro de massa, do inglés Liquid chromatography—mass
spectrometry (LC-MS/MS) foi escolhida como técnica de analise para a identificacdo e
quantificacdo dos compostos. Um padrdo interno rotulado de deutério (deuterium labeled
internal standards (IS)) foi utilizado nas quantificagdes. Os limites de quantificacdo obtidos
para o método foram inferiores a 10 pug L™ e a aplicabilidade do método foi confirmada em
amostras de sangue de usudarios destes farmacos. InjecGes diretas de urina no cromatégrafo
foram possiveis e alta sensitividade e separacGes desejadas entre os compostos foram
alcancadas (JEONG et al., 2015).

Especialmente quando se trata de estudos de cunho ambiental, as vérias vantagens
das técnicas cromatograficas como seletividade, baixos limites de quantificagdo,
determinacfes simultaneas e confiabilidade na identificacdo dos analitos, principalmente
quando associada a detectores de massa, fazem destas técnicas, interessantes ferramentas
analiticas. Alvarez-Ruiz e colaboradores empregaram a LC—-MS/MS para a determinagéo de
drogas ilicitas tradicionais e emergentes em sedimentos, lodo e material particulado.
Recuperacbes adequadas (> 50%) para a maioria dos compostos, limites de quantificacdo
abaixo de 3,96 ng g para todos os compostos e reprodutibilidade (< 20%) foram obtidos para
0 método desenvolvido. Amostras reais de material particulado e lodo coletados em estacoes
de tratamento de esgoto de Valéncia, Espanha, e sedimentos coletados ao longo do rio Turia,
apresentaram concentracfes quantificaveis de drogas como cocainicos e opioides
(ALVAREZ-RUIZ et al., 2015).

Sodré e colaboradores investigaram a presenca de onze CE em aguas de torneira no
Brasil. Neste estudo, foi empregada a cromatografia gasosa com detector de massas e extracéo
por SPE (SPE-GC-MS) foi empregada neste estudo. Seis compostos, inclusive interferentes
enddcrinos foram detectados nas amostras analisadas. Concentracdes médias de ate 0,34 *
0,13 pg Lt para estigmasterol, 0,27 + 0,07 pug L™* para colesterol, 0,22 + 0,06 pug L™ para
cafeina, e 0,16 + 0,03 pg L para bisfenol A foram determinadas. Segundo os autores, as
concentragOes determinadas foram mais altas que o valor médio encontrado para este CE em

agua de torneira em outros lugares do mundo. Estes resultados podem refletir o fato de que os
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reservatorios de agua potavel na cidade de Campinas, local da amostragem, sofrem com o
aporte de grandes quantidades de esgoto bruto, sendo esta a provavel fonte de contaminacéao
(SODRE; LOCATELLLI; JARDIM, 2010).

Tanoue et al., (2014) desenvolveram um método empregando cromatografia liquida de
ultra alta eficiéncia (ultra-high-performance liquid chromatograph) acoplado a um AB SCIEX
QTRAP® 5500 mass spectrometer (UHPLC-MS/MS) para a determinacdo de 17 produtos
farmacéuticos e de cuidados pessoais em 0Orgaos e tecidos bioldgicos. O método proposto foi
aplicado na determinacdo dos analitos em amostra de figado e rim de aves, bem como no
plasma, figado e cérebro de peixes coletados em um cdrrego no Japdo. Treze e 10 dos 17
compostos foram detectados no plasma e figado de peixes respectivamente. Além disso, 5 dos
compostos foram detectados no cérebro destes animais. Anti-inflamatérios ndo esteroides,
agentes bactericidas e psicotropicos foram frequentemente detectados nos tecidos dos peixes.
Estes e outros trabalhos usaram a cromatografia para a determinacédo de compostos organicos
como drogas licitas e ilicitas em matrizes ambientais e bioldgicas (DA SILVA et al., 2011,
JURADO et al., 2012).

As consideraveis qualidades das técnicas cromatograficas sdo indiscutiveis. No
entanto, é sabido que custos instrumentais e operacionais sao geralmente elevados. Como
notado no decorrer deste referencial tedrico, a cromatografia liquida é dentre todas as técnicas
cromatograficas a mais frequentemente empregada em determinacdes de drogas. Embora a
cromatografia a gas também possa ser utilizada em varios casos (GHOBADI; YAMINI,;
EBRAHIMPOUR, 2014). Mesmo que a cromatografia liquida seja uma técnica excelente de
separacdo que possibilita a posterior determinacdo dos analitos, tradicionalmente, grandes
volumes de solventes organicos muitas vezes toxicos sdo requeridos. Estes solventes sdo
utilizados tanto durante a corrida cromatografica (etapa de separacao e eluicdo dos analitos)
quanto nos processos de pré-tratamento de amostra, na maioria das vezes indispensaveis.
Além dos aspectos financeiros envolvidos no uso de solventes organicos caros de elevada
pureza, questdes ambientais e de seguranca também devem ser considerados, uma vez que
centenas de mililitros de residuos volateis toxicos podem ser gerados durante um dia de
analise.

Um dos solventes organicos mais empregados na cromatografia liquida é a acetonitrila.
Este solvente vem sendo utilizado em misturas com agua em diferentes propor¢des como fase
movel, principalmente com a finalidade de separacdo e purificagdo de analitos por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) ou entdo HPLC (high performance liquid
chromatogrphy). Entretanto, no final de 2008, a diminuicdo da oferta deste solvente no

mercado impulsionou uma alta jamais vista nos precos da acetonitrila. Este cenario incentivou
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a diminuicdo do uso deste solvente através de sua substitui¢do por outros e, inevitavelmente, a
procura por diminuir os volumes de solvente organicos que ja vinha acontecendo, se
intensificou (LANCAS, 2009a). Neste sentido, a cromatografia classica vem se modificando,
na tentativa de se enquadrar aos parametros de quimica verde e reduzir custos. Colunas cada
vez menores, que consequentemente necessitam menores volumes de solventes estéo surgindo
lentamente (LANCAS, 2009b). Entretanto as colunas convencionais de HPLC (diametro
interno entre 3,2 e 4,6 mm) eram ainda em 2009, as mais utilizadas em cromatografia liquida.
Estas colunas operam com fluxo médio de 1 mL min resultando em um volume médio de
0,5 L de fase mdvel em um dia de andlise. Atualmente, possuimos colunas cromatogréaficas
com didmetro interno de 0,01 a 0,15 mm com consumo de fase movel variando de 10 a 1000
nL min™t. Porém na préatica, a migracéo total da cromatografia liquida para colunas capilares
ainda ndo é possivel. A maioria dos cromatografos liquidos presentes nos laboratérios operam
com colunas convencionais. Varias modificacdes e adaptacdes vém sendo implantadas pelas
fabricantes, entretanto o desenvolvimento de equipamentos especificos para trabalhar com
estes reduzidos volumes e altas pressdes vem sendo feito por poucas empresas. Além disso, a
variedade de tipos de colunas (diferentes fases estacionarias) ainda é bem limitada quando
comparado as colunas convencionais (LANCAS, 2009b). Sendo assim, as vérias vantagens da
miniaturizagdo das colunas, como o menor consumo de solvente, melhor resolucdo e
separacdo de pico, melhor sensibilidade, etc., ainda ndo estdo disponiveis em todos 0s
laboratdrios. Além das questbes instrumentais, as diminuicBes da espessura das colunas,
implica na necessidade de utilizagdo de solventes e reagentes ainda mais puros e, os cuidados
com o0s processos de preparo de amostra e filtragdes da fase mdvel devem ser redobrados.
Todos esses cuidados que devem ser tomados, suprimentos como membranas e outros e
modificacdes ou aquisicdo de novos equipamentos elevam ainda mais os custos das analises
cromatograficas.

Neste sentido, técnicas alternativas de analise menos custosas vém sendo utilizadas
por diversos grupos de pesquisa. As técnicas eletroquimicas sdo uma alternativa interessante
para a determinacdo de muitos compostos organicos. Elevada frequéncia analitica,
simplicidade, baixo custo, capacidade de deteccdo em niveis de concentracdo baixa, resposta
dependente das formas quimicas de um mesmo elemento, anélise de misturas, sdo algumas
das suas caracteristicas. Diversos tipos de eletrodos como os de carbono vitreo e suas
modifica¢fes, diamante dopado com boro, impressos, prata, amalgama sdlida de prata,
mercurio, entre outros, foram desenvolvidos e utilizados na determinacdo de compostos
organicos (BRAHIM et al., 2016; COTTICA et al., 2009; COUTO; LIMA; QUINAZ, 2016;
DE SOUZA; MASCARO; FATIBELLO-FILHO, 2011; JAIN; YADAYV, 2012). Dentre esses
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eletrodos, o eletrodo de gota pendente de mercurio, do inglés Hanging Mercury Drop
Electrode (HMDE), apresenta consideraveis adjetivos que o destacam em rela¢do aos demais
eletrodos. Elevado sobrepotencial a reducdo do hidrogénio, ampla faixa negativa de potencial
(de 0 a -2 V dependendo do eletrolito suporte), superficie reprodutivel a cada gota, bem como
uma superficie extremamente lisa e uniforme a cada nova gota, sdo algumas de suas
qualidades (ARSLAN; CAKIR, 2010).

Embora o HMDE possua varias vantagens, preocupacdes em torno da toxicidade do
Hg incentivaram a busca por outros eletrodos com propriedades quimicas semelhantes, porém
ambientalmente amigaveis. Eletrodos de amalgama de diferentes tipos, eletrodos de filme de
mercurio, que utilizam menor quantidade de Hg e eletrodos de bismuto foram desenvolvidos
para preencher essa necessidade (DE SOUZA et al., 2011).

De Souza e colaboradores (2007) empregaram o eletrodo de amalgama sélida de cobre
(CuSAE) para a determinacdo de herbicidas de triazina (atrazine e ametryne) em Aaguas
naturais. Este eletrodo foi utilizado em substituicdo ao HMDE com finalidade de diminui a
geracdo de residuos toxicos. Os resultados obtidos por estes eletrodos foram comparados com
0s obtidos por HPLC. Os limites de deteccdo alcancados pelo CUSAE foram 3,06 e 3,78 ug L
! para atrazina e ametrina respectivamente, proximos aos obtidos com o HMDE (4,54 e
5,38ug L) e HPLC (3,19 e 2,69 pg L™?). As recuperacdes obtidas nos estudos de exatiddo
foram acima de 92,7% para solucbes padrdo preparadas somente com o eletrdlito suporte e
entre 70,3 e 79,4% para amostras de aguas naturais enriquecidas com 5,2 pmol L™ de cada
herbicida. Os desvios padrdo relativos obtidos foram inferiores a 3,9%. O eletrodo foi ainda
aplicado em determinacfes de atrazina em calda de cana, uma vez que esse cultivo é
frequentemente tratado com triazinas. Recuperacdes alcancadas nesta matriz foram em torno
de 46%. Os autores atribuiram a baixa recuperacdo a provavel adsor¢do de sacarose e
flavonoides na superficie eletrolitica, entretanto, afirmam que os resultados foram
satisfatorios em relacdo aos encontrados por outros métodos, principalmente se levado em
consideracdo que tratamentos de amostra ndo foram realizados (DE SOUZA et al., 2007).

Gerent e Spinelli (2016) empregaram um eletrodo de filme de bismuto in situ para a
determinacdo do interferente enddcrino paration em leite desnatado utilizando a técnica de
voltametria de onda quadrada catodica. Parametros voltamétricos foram otimizados e uma
6tima faixa linear foi obtida (0,2 — 2,0 umol L™). Uma excelente repetibilidade (3%) e bons
limites de deteccdo e de quantificacdo de 55,7 nmol L e 169,0 nmol L? respectivamente
foram obtidos. A performance do sensor foi testada usando amostras de leite desnatado
enriquecidas com paration (GERENT; SPINELLI, 2016).
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Lezi e colaboradores (2012) fizeram uma curta revisao sobre a utilizacdo de eletrodos
de bismuto para a determinacdo de compostos organicos. Os proprios autores afirmam que
mesmo tendo propriedades eletroquimicas semelhantes as do HMDE, estes eletrodos foram
mais utilizados para estudos com metais, como no caso da comparacdo entre eletrodos de
filme de bismuto, filme de mercirio e HMDE realizada por De Carvalho e colaboradores
(2007). Entretanto, compostos toxicos (nitrofenois, 2-amino-6-nitrobenzotiazol, nitrobenzeno,
pesticidas, etc.), farmacos e drogas (vitamina B12, sildenafil, colchicina, medicamentos de
aminosalicilato e sulfatiazina, etc.), compostos organicos bioldgicos (fendis,
metalogiotioninas, acido abscisico), ja foram estudos empregando eletrodos de bismuto.
Limites de deteccdo satisfatorios usualmente inferiores a concentracdes de pmol L foram
atingidos, no entanto, a baixa seletividade ndo possibilita a aplicacfes destes eletrodos para
analises ambientais de compostos organicos, sendo eles Uteis para finalidades de screening,
segundo os autores.

Todos estes eletrodos acima citados apresentaram boas respostas voltamétricas e
sucesso nas suas aplicacdes, entretanto, os eletrodos sélidos ainda sofrem com processos de
passivacdo e heterogeneidade da superficie. A superficie heterogénea de um eletrodo, pode
comprometer a reprodutibilidade das medic¢Ges voltamétricas. Além disso, quando se tratando
de eletrodos quimicamente modificados, embora eles apresentem alta sensibilidade e
seletividade, dentre outras qualidades, dependendo da modificacdo, problemas de estabilidade
e reprodutibilidade podem acontecer. Sendo assim o0 HMDE ainda continua sendo uma 6tima
opcao. Nunes e colaboradores (2018) em publicagdo recente, realizaram um levantamento
bibliogréfico a respeito da utilizagdo do HMDE para a determinacdo de compostos organicos
e inorganicos na Ultima década. O levantamento realizado apontou para a ainda importancia
de tal técnica e eletrodo em laboratérios de pesquisa principalmente em paises em
desenvolvimento, onde recursos destinados a pesquisa sdo mais escassos. 151 publicacgdes
utilizando o HMDE foram encontradas e destas, cerca de 60% foram com compostos
organicos. Uma avaliacdo do nimero de publicacdes por ano, apontou para o ndo abandono
do HMDE, mesmo com o surgimento de técnicas mais modernas de analise (NUNES; DOS
ANJOS; QUINAIA, 2018).

Embora o Hg seja um metal tdxico, € importante destacar que o Hg pode ser
recuperado e purificado com elevado grau de pureza (99,9999%) através de destilacdo e
lavagem com &cido nitrico diluido (EPA/625/R-94/004, 1994). As primeiras medicdes
voltametricas utilizando o Hg como eletrodo de trabalho demandavam volumes consideraveis
do metal, no modo gotejante. Entretanto, atualmente, com o0s avangos tecnoldgicos, a

quantidade de residuos de Hg gerados € infima, cerca de 1 pL em uma determinagdo completa
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(BARBOSA et al., 2011). Este volume de Hg gerado é desprezivel frente as toneladas
liberadas anualmente em forma de vapores no seu estado elementar pela industria mineradora
e outras fontes (BLACK et al., 2017; WASSERMAN; HACON, 2001; YANG et al., 2016).
Segundo Zuman (2002) “vivemos em uma era de mercurofobia irracional” pois o Hg em
temperatura ambiente ndo apresenta riscos, principalmente nas pequenas quantidades
utilizadas nas medicdes voltamétricas com o eletrodo no modo pendente. Além disso, 0s
compostos organomercurais, que apresentam maior toxicidade, ndo sdo formados durante as
analises voltamétricas (ZUMAN, 2002). Embora, 0s riscos aos analistas e ao ambiente sejam
minimos, cuidados durante a utilizagdo e descarte dos residuos sdo apreciados.

O Hg vem sendo utilizado como eletrodo na polarografia classica desde a década de
20 (VOLKE, 1983). Jaroslav Heyrovsky, considerado pai da polarografia, foi capaz de
desenvolver um método para a determinacdo quantitativa de varias substancias em solucao
utilizando um eletrodo gotejante de mercurio, do inglés dropping mercury electrode (DME).
Sua maior contribuicdo foi relacionar a corrente resultante de um processo eletroquimico de
um dado analito, a sua concentracdo na solucdo. Esta descoberta lhe rendeu em 1959 o
Prémio Nobel em Quimica pelo desenvolvimento dos métodos polarograficos de analise
(BARD; FAULKNER, 2001; ZUMAN, 2002). Como ja citado anteriormente, avancos
instrumentais permitiram a utilizacdo de volumes consideravelmente menores de Hg com a
utilizacdo do eletrodo no modo pendente (HMDE). Outro avanc¢o alcancado, foi o emprego
das técnicas pulsadas. Limitacdes existentes na polarografia como, a demora nas andlises e
limites de detecgdo muito altos foram consideravelmente melhorados. Deste ponto em diante,
tais técnicas passaram a ser chamadas de voltametria de pulso diferencial e de onda quadrada
(SKOOG et al., 2006).

Aspectos tedricos da voltametria

A aplicacdo de potencial no eletrodo de trabalho pode ser feita de diferentes formas.
Estas formas de aplicacdo de potencial sdo conhecidas como sinais de excitacdo. A
perturbacdo do sistema com um potencial aplicado de forma linear € conhecida como
voltametria linear (Figura 2a). Esta forma de aplicacdo é a mais simples e ja foi muito
utilizada, entretanto, limites de detecg@o pobres restringem sua utilizacdo atualmente. Pulso
diferencial e onda quadrada sdo duas técnicas pulsadas amplamente utilizadas para anélises
quantitativas. Na voltametria de pulso diferencial (PD) ocorre a sobreposigdo de um pequeno
pulso de cerca de 50 mV sobre uma varredura linear em instrumentos analogicos (Figura 2b)
ou em uma varredura na forma de escada em instrumentos digitais (Figura 2¢) (SKOOG et al.,

2006). A amostragem de corrente € realizada em dois pontos, um imediatamente antes da
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aplicacdo do pulso (S1) e outro em (S2) no final da aplicacdo do pulso, como pode ser
observado na Figura 2b e Figura 2c. A diferenca entre a corrente amostrada em Sy e Sy é
chamada de A; e refere-se a corrente de difusdo, proporcional a concentragdo do analito. Além
da melhora da corrente faradaica, a amostragem realizada nestes dois pontos & capaz de
compensar a corrente capacitiva, uma vez que seu valor nos dois pontos de amostragem s&o
praticamente iguais (ALEIXO, 2003).

Pulso sobre varredura linear Pulso sobre varredura em forma de escada
1 I
—b-lil] ms —
_ os, _F_
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E t ot E ) .
E 3 | 5 5 -:1 )i
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Figura 2. Sinais de excitacdo empregados em voltametria (a) linear, (b) de pulso diferencial para equipamentos
analégicos, (c) de pulso diferencial para equipamentos digitais. Adaptado de (SKOOG et al., 2006).

A voltametria de onda quadrada, do inglés square wave (SW), assim como a de pulso
diferencial apresenta excelente detectabilidade e resolucdo, uma vez que compensacGes da
corrente capacitiva também podem ser realizadas. Entretanto, a sensibilidade pode ser igual
ou ligeiramente melhor em comparacéo ao pulso diferencial. Alem disso, os voltamogramas
podem ser obtidos mais rapidamente. A programacdo do potencial nesta técnica é feita de
forma que ocorra uma superposicdo de pulsos (Figura 3a) sobre uma rampa de potencial na
forma de escada (Figura 3b), resultando em um sinal de excita¢do na forma de onda quadrada

(Figura 3c).

EI igual a

Figura 3. Sinal de excitacdo da onda quadrada. (a) Rampa de voltagem em forma de escada, (b) onda quadrada,
(c) sinal de excitacdo. Adaptado de (ALEIXO, 2003).

A melhor sensibilidade alcancada com SW em relacdo ao PD, geralmente é observada
para compostos que possuem processos eletroquimicos reversiveis. 1sso porque a intensidade
do pulso no sentido inverso é suficiente para oxidar os produtos gerados no sentido direto.
Sendo assim, como ¢ realizada uma diferenca (Ai) entre a corrente no sentido direto (catddica,
i1) e inverso (anodica i) as correntes resultantes dos dois processos eletroquimicos acabam se

somando, como mostrado na Figura 4.
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Figura 4. Resposta de corrente para uma reagéo reversivel, obtida por voltametria de onda quadrada. Adaptado
de (ALEIXO, 2003).

Outra forma de aplicacdo de potencial frequentemente utilizada é a triangular que
resulta em voltamogramas ciclicos (Figura 5). Esta técnica, voltametria ciclica (VC), é
largamente utilizada em estudos de reacdes redox, na deteccdo de intermediarios de reacédo,
observacdo e acompanhamento de reacdes processos eletroquimicos de interesse quimico,
bioldgico, etc. (SKOOG et al., 2006). Nos experimentos com VC a varredura de potencial é
realizada primeiramente em uma dire¢do e em seguida em outra dire¢do, enquanto a corrente
é amostrada (Figura 5a) (SKOOG et al., 2006). Esta forma de varredura de potencial resulta
em um voltamograma tipico que pode ser observado na Figura 5b. Nota-se na Figura 5 que a
varredura de potencial no sentido direto de 0,8 V até -0,15 V resulta em um pico voltamétrico
catédico que teve inicio em aproximadamente +0,4 V e tem seu maximo no ponto D. No
ponto F ocorre a inversdo da diregdo da varredura, no entanto, a corrente permanece sendo
catddica porque os potenciais ainda sdo suficientes para provocar a reducdo do analito, a qual
cessa quando a corrente vai para zero e entdo passa a ser anodica. A varredura da direcdo
anddica provoca o surgimento de mais um pico voltamétrico, resultante da reoxidacdo da

espécie que se acumulou préximo a superficie do eletrodo.
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Figura 5. Sinal de excitacdo da voltametria ciclica (a) e voltamograma ciclicos obtido para uma espécie
reversivel. Voltamogramas obtidos com eletrodo de platina vs eletrodo saturado de calomelano.

Os limites de deteccdo obtidos pela voltametria de pulso diferencial e onda quadrada
foram consideravelmente melhorados com a utilizacdo das técnicas pulsadas. Entretanto, as
melhoras mais significativas nos limites de deteccdo foram alcancadas com a utilizacdo dos
métodos de redissolucdo. Nos métodos de redissolucdo, primeiramente o analito € pré-
concentrado sobre a superficie do eletrodo de trabalho (usualmente HMDE ou filme de Hg)
por meio da aplicacdo de um potencial fixo enquanto a solugdo é mantida em agitacdo. Apos
este tempo de deposicdo a eletrolise € interrompida, bem como a agitacdo, e inicia-se uma
varredura de potencial para que ocorra a determinacdo do analito. Usualmente na voltametria
de redissolucdo anddica (VRA) o eletrodo trabalha como um catodo durante a acumulacéo e
como um anodo na etapa de redissolugdo, com o analito sendo reoxidado. Tal método
encontra aplicabilidade na determinacdo de ions metalicos e vem sendo frequentemente
utilizado, como mostrado por Nunes et al. (2018). Em muitos casos os ions presentes em
solugdo séo reduzidos formando, convenientemente uma amélgama na superficie do HMDE.
Durante a etapa de redissolucdo estes metais sdo reoxidados, retornando para a solugédo
(SKOOG et al., 2006). Outro método muito utilizado é a voltametria de redissolucéo catodica
(VRC). Na VRC o eletrodo teoricamente funciona como um anodo durante a deposigéo e
como catodo durante a redissolucdo. Este método € frequentemente empregado em estudos
com compostos organicos eletroativos e metais complexados, como os listados por Nunes et

al (2018) em sua reviséo.
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Nos paragrafos anteriores ficou clara a importdncia e a abrangéncia das técnicas
voltamétricas na continuacdo da pesquisa nas mais diferentes areas. Em especial o HMDE,
que devido as suas propriedades eletroquimicas, mostra ser um eletrodo versatil e adequado
para a determinacdo de diversos compostos em diferentes amostras. Entretanto, mesmo tendo
suas vantagens, quando se trata de compostos organicos, a seletividade ndo é uma de suas
qualidades. Lezi et al (2012) cita em sua revisdo sobre o0s eletrodos de bismuto, que baixas
seletividades para os eletrodos restringem sua aplicacdo como ferramenta de screening em
amostras ambientais, uma vez que a identidade do analito ndo pode ser confirmada. Da
mesma forma o HMDE n&o permite a confirmagéo estrutural do composto alvo, entretanto
formatos e potenciais de pico caracteristicos podem sugerir a identidade do analito. Na
voltametria, melhores seletividades sdo alcancadas com eletrodos quimicamente modificados,
0s quais diminuem a interferéncia causada por outras substancias ou compostos quimicos
presentes em amostras complexas (GALLI et al., 2006). Entretanto nos estudos realizados
com o HMDE, técnicas alternativas podem ser empregadas para a confirmacéo do analito.

Reconhecidamente, técnicas espectrométricas permitem a confirmacdo estrutural de
compostos organicos, devido a possibilidade de identificar a massa dos compostos de
interesse e confirmar sua estrutura atraves do padrdo de fragmentacao das moléculas. Como ja
citado anteriormente, técnicas cromatograficas aliadas aos detectores de massa vém sendo
utilizadas para este proposito. No entanto, 0s custos instrumentais e consumos de reagentes e
suprimentos restringem sua aplicacdo. Neste sentido, uma técnica mais ambientalmente
correta vem sendo utilizada para a anélise, na sua maioria qualitativa, de compostos orgéanicos.
Matrix-assisted laser dosorption/ionization — time of flight — mass spectrometry (MALDI-
TOF-MS) tem sido largamente empregada em estudos de interesse principalmente

microbioldgicos.

MALDI-TOF: Aspectos tedricos e usos

O desenvolvimento de técnicas brandas de ionizacgdo como MALDI-TOF-MS e ESI
(electronspray ionization), por volta dos anos 80, permitiram a andlise de compostos
organicos de elevada massa molecular como proteinas. Isto ocorre porque a ioniza¢do mais
suave permite que ocorra uma transferéncia do analito para a fase gasosa sem que haja a
decomposicéo e, desta forma, nos espectros é possivel identificar o ion molecular (analito ndo
fragmentado). Este fato possibilitou, por exemplo, a caracterizacdo quimica de biomoléculas e
posteriormente a identificacdo de microrganismos e animais por meio da deteccdo de
proteinas especificas, sendo observado o padrdo de picos obtidos nos espectros (ASSIS;
JULIANO; JULIANO, 2011; MAASZ et al., 2017; PEREZ-SANCHO et al., 2017).
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Para as analises realizadas por MALDI, a amostra previamente misturada com a
matriz (geralmente um acido orgénico capaz fornecer protons para o analito) é co-cristalizada
sobre uma superficie (target). Esta € uma das formas mais comuns de preparar a amostra no
target para ser analisada, isso porque ocorre uma melhor homogeneizacdo da mistura
matriz/amostra. Entretanto, outras técnicas podem ser também empregadas, como por
exemplo a formacdo de uma fina camada de matriz sobre o target, a qual posteriormente
recebe a solucdo contendo a amostra que recristalizara sobre a matriz. A Figura 6 esquematiza

as duas formas mais comuns de deposicdo da amostra e matriz sobre o target.

-

-

1° - matriz seca

2° - amostra sobre a matriz matriz seca amostra e matrix

/ /- - /AN
/ 1/ S

[ "‘| 1° - matriz
! / 2° - amostra
3° - misturar

amostra

Figura 6. Diferentes formas de preparar uma determinada amostra para ser analisada por MALDI -TOF.

As matrizes sdo geralmente preparadas como solucdes saturadas de 20 mg mL™? sendo
utilizada uma mistura de dgua com acetonitrila como solvente em muitos casos. A matriz
funciona como uma espécie de “amortecedor” entre o laser e a amostra, atenuando a poténcia
do laser que, se incidisse diretamente sobre a amostra poderia destruir as moléculas dos
analitos. Sendo assim, a matriz tem funcdo de absorver a radiagcdo proveniente do laser,
desencadeando a dessor¢do da amostra que passa do estado solido para o estado gasoso e
promover entdo uma étima ionizacdo dos compostos a serem analisados além de fornecer ou
receber prétons dos analitos dependendo o modo a se trabalhar, positivo ou negativo.
(SPECTROMETRY, 2013). Além da matriz, usualmente uma pequena quantidade de acido
trifluoracético (TFA) é adicionado como fonte de ions para a geragdo dos ions [M + H]. As
matrizes mais comumente utilizadas em analises por MALDI-TOF no modo ion positivo séo

os acidos 2,5-dihidroxibenzoico (DHB), 3,5-dimetoxi-4-hidroxicinamico (sinapinic acid, SA),
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a-ciano-4-hidroxicinamina (CHCA) e 2,5-di-hidroxibenzdico mais &cido 2-hidroxi-5-
metoxibenzéico (SDHB). No modo ion negativo o 2,4,6-Tri-hidroxiacetofenona mono-
hidratada (THAP) vem encontrando aplicacdes na determinacdo de oligossacarideos e
glicopeptideos. Entretanto, embora apenas estas matrizes tenha sido citadas neste texto, varias
outras estdo disponiveis comercialmente (MERCK, 2017).

A escolha entre as diferentes matrizes existentes leva em consideracdo diversos
aspectos. Primeiramente, € importante que a matriz apresente boa solubilidade em um
solvente volatil no qual a amostra também seja solvel. A solubilidade de ambos, matriz e
amostra, em um mesmo solvente permitird uma co-cristalizacdo adequada e melhores
reprodutibilidades serdo alcancadas para os espectros. Em casos de ndo solubilidade, técnicas
como deposicdo matriz/amostra em camadas ou em forma sanduiche podem ser utilizadas,
entretanto, estas técnicas ndo sao tdo eficientes e aumentam o tempo de preparo de amostra
(SPECTROMETRY, 2013). Cada matriz resulta em melhores resultados para compostos de
baixo, médio ou alto peso molecular. Além disso, existem matrizes &cidas para o modo
positivo, no qual sdo formados ions positivos, e matrizes basicas, para 0 modo negativo, com
as quais sdo analisados ions negativos. O SA, por exemplo, é mais utilizado para compostos
de alta massa molecular e preferencialmente utilizado no modo ion positivo, ja o DHB resulta
em bons sinais para compostos de baixo peso molecular no modo positivo, porém pode
também ser utilizado no modo negativo (GAO; CASSADY, 2008; MENDIS, 2017). Gao e
colaboradores (2008) investigaram a producédo de ions negativos de proteinas e peptideos por
MALDI-TOF. Mais de 30 peptideos e proteinas foram investigados em modo positivo e
negativo. Para todos os peptideos e proteinas, foram identificados ions negativos empregando
DHB, mesmo sendo esse um acido, e portanto um doador de prétons gque favorece a formacéo
de ifons positivos (M + H)*. Além disso, mesmo os peptideos altamente basicos, sem sitios
ativos acidos apresentaram bons sinais de ions negativos. Entretanto, os espectros obtidos no
modo negativo foram mais “limpos”, com menos picos, que os observados no modo positivo
empregando DHB.

Outro ponto a ser considerado durante a escolha da matriz, é a homogeneidade da
distribuicdo dos cristais no spot sobre o target. Embora o DHB resulte em uma boa ionizagéo
dos compostos de interesse, sua recristalizacdo no target € bem heterogénea. Esta
caracteristica se torna um problema quando baixas concentracfes dos analitos estdo presentes
na amostra, além disso a heterogeneidade da distribuicdo da matriz e da amostra co-
cristalizada resulta em intensidades de sinal analitico varidvel, comprometendo a
reprodutibilidade. Desta forma, usualmente CHCA e AS s&o usados como matriz para baixas
concentracdes de analitos. Outro procedimento frequentemente realizado com o objetivo de
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aumentar a intensidade do sinal dos analitos e melhorar a homogeneidade da deposicdo da
matriz e consequentemente a reprodutibilidade entre spots e nos espectros € a combinagéo de
matrizes. Laugesen e Roepstorff (2003) analisaram a resposta espectrometrica resultante da
mistura de duas matrizes comumente utilizadas em andlises por MALDI, DHB e CHCA, no
mapeamento da massa de peptideos e andlise de proteinas. Os autores observaram uma
melhor cobertura do spot bem como uma melhor reprodutibilidade entre os spots para a
mistura. Além disso, este método permitiu uma maior tolerdncia a presenca de sais e
impurezas, dispensando a necessidade de pré-purificacbes das amostras (LAUGESEN;
ROEPSTORFF, 2003). A

Figura 7. apresenta microfotografias das matrizes cristalizadas isoladamente, bem como da
combinacdo entre elas. Como descrito anteriormente, o0 CHCA apresenta uma distribuicao
homogénea da matriz com microcristais. Essa distribuicdo mais uniforme ndo permite a
presenca de grandes diferencas entre as intensidades de sinal, resultando em uma boa
reprodutibilidade entre as medidas. Por outro lado, os cristais referentes ao DHB s&o bem
maiores e tendem a ficar unidos. Desta forma, a distribuicdo da matriz e consequentemente
dos analitos ndo € homogénea, uma vez que ocorre uma co-cristalizacdo entre estas espécies e

a reprodutibilidade dos espectros pode ser prejudicada. Na
Figura 7c, DHB e CHCA foram misturados. O aspecto visual se assemelha com o da

Figura 7a quanto a sua uniformidade, entretanto € possivel notar a presenca de cristais maiores
na borda do spot, sendo a composicdo principal destes cristais, provavelmente DHB. Embora
a mistura se assemelhe com o CHCA puro, Laugesen e Roepstorff (2003) afirmaram ter

obtido melhores resultados nos espectros com esta mistura.

(a) CHCA (b) DHB (¢) Matrix mix

Figura 7. Microfotografia obtida para o (a) CHCA, (b) DHB e (¢) uma mistura entre as duas matrizes
(LAUGESEN; ROEPSTORFF, 2003).

ApoOs a co-cristalizacdo da amostra com a matriz sobre o target, este pode ser

finalmente levado ao equipamento para que seja realizada a analise. Resumidamente, apés a
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geragdo de vacuo no interior do equipamento, para diminuir a colisdo entre as moléculas, o
target ¢ atingido por um feixe de laser o qual fornecera energia para que ocorra a dessor¢do da
amostra e da matriz. Este processo esta esquematizado na Figura 8. Este feixe de laser possui
espessura muito inferior ao spot de matriz/amostra, o que resulta na necessidade de serem
efetuados varios shots sobre a amostra. Usualmente, o laser tem comprimento de onda

préximo a 337 nm, o que fica dentro da faixa de absorbancia das matrizes 300 a 360 nm.

Analisador

(©]

© <— ion do Analito

Feixe de Laser

Mistura
Analito/Matriz

Figura 8. Etapa de ionizagdo da matriz e da amostra por meio da incidéncia de um feixe de laser (JUNIOR,
2015).

Apds a dessorcdo e ionizacdo da amostra, um gerador de campo elétrico acelera os
ions formados na etapa anterior em um tubo de vacuo em dire¢do ao analisador de massas. A
velocidade alcancada por cada composto é proporcional a sua razdo m/z, desta forma, ao
percorrer o tubo de voo, 0s compostos sdo separados e 0s que possuem menor peso molecular
alcancam o detector antes dos compostos com maior peso molecular. Quando os ions atingem
0 detector, uma placa contendo microcanais, esta superficie libera elétrons que sao
multiplicados nos por estes canais aumentando o sinal. Este sinal elétrico é adquirido pelo

computador, processado e transformado em um espectro de massa (Figura 9).
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Figura 9. Esquematizacdo do funcionamento de um equipamento de MALD-TOF-MS. Figura adaptada de
(http://dna-barcoding.blogspot.com.br/2013/08/maldi-tof-ms.html)

Mello et al., (2017) empregaram a MALDI-TOF para a diferenciagdo de microalgas
verdes cocdlides de dgua doce em nivel de espécies e cepas. Uma vez que biomoléculas sdo

expressdes fenotipicas que podem ser Uteis na taxonomia de organismos vivos, espectros dos
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compostos organicos, em especial proteinas, de células inteiras destes microorganismos
podem auxiliar na sua identificacdo. Diferentes matrizes foram testadas, entretanto o HCAC
foi escolhido devido a melhor razdo sinal ruido. O método de suspensdo na matriz foi
utilizado para a analise de 18 cepas de microalgas pertencentes a 12 diferentes espécies. A
dissimilaridade das andlises mostrou ser possivel a distincdo entre casses e espécies das
microalgas com os espetros obtidos (MELLO et al., 2017).

Wickhorst et al. (2017) estudaram a bactéria Arcanobacterium hippocoleae a qual foi
isolada de um Utero de égua aparentemente saudavel. A caracterizacao fenotipica foi realizada
por meio da andlise de peptideos empregando MALD-TOF e a caracterizagdo genotipica foi
feita por meio da analise de moléculas alvo 16S rDNA, 16S-23S e os genes que codificam a
subunidade B da ARN polimerase bacteriana (rpoB), o factor de alongamento tu (tuf) e
gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (gap). Os autores afirmam que o método por MALDI
para a caracterizacdo fenotipica e a caracterizacdo genotipica podem ser empregados para
rapidos diagndsticos de infec¢des e para entender qual o papel desta bactéria em infeccdes em
cavalos (WICKHORST et al., 2017). A identificacdo de bactérias foi também realizada por
Gursoy et al. (2017). A espécie Prevotella oral foi isolada e caracterizada por meio de seu
perfil quimico. Andlises foram conduzidas com MALDI-TOF uma vez que as reagdes
bioguimicas convencionais sdo incapazes de diferenciar as novas espécies de Prevotella de
forma confidvel. HCAC foi escolhido como matriz neste estudo. Os autores consideraram as
analises por MALDI 6timas para a identificacdo e discriminacdo de diferentes bactérias,
entretanto, afirmam que é necessario expandir a base de dados com um numero de cepas
dentro de cada espécie (GURSOY et al., 2017).

Maasz et al. (2017) empregaram MALDI-TOF para a identificacdo de efémeras
(insetos) e peixes. A determinacdo sexual também foi realizada para uma das espécies de
peixes, identificando marcadores sexuais. As espécies puderam ser adequadamente separadas
e foi possivel realizar a discriminagéo entre machos e fémeas do peixe alburnos. Os autores
consideraram a MALDI uma rapida, sensivel, confiante e barata ferramenta para a
identificacdo de espécies similares. Embora os autores tenham considerado as medidas sendo
de baixo custo, reconhecem que um elevado custo inicial para a aquisi¢cdo do equipamento &
uma de suas desvantagens, além da necessidade de ampliagdo dos bancos de dados. HCAC
0,7 mg mL* foi utilizado como matriz neste estudo (MAASZ et al., 2017).

Além da identificagdo de animais, bactérias e algas, MALDI-TOF tem encontrado
aplicacdo na determinacdo de outros compostos organicos. Sivagnanam et al. (2016)
desenvolveram um método para a identificacdo de quatro alcaloides de ergot (micotoxinas

produzidas pelos fungos do género Claviceps) em esclerocios (massa de hifas que tem como
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funcdo a sobrevivéncia do fungo). Tais fungos podem estar presentes em diversos graos
cereais e podem causar problemas a saide humana e animal quando ingeridos em alimento
contaminado. Usualmente técnicas cromatograficas tais como LC-MS e GC-MS séo
empregadas nos estudos com tais micotoxinas. Entretanto, Sivagnanam e colaboradores
desenvolveram um método rapido e exato para a identificacdo de ergosina, ergocornina,
ergocriptina e ergocristina empregando MALDI-TOF. Uma simples preparacdo de amostra
foi necessaria e separacdes cromatograficas ou derivatizagdes foram dispensadas. Novamente
neste trabalho, HCAC foi utilizado como matriz.

Os trabalhos até o momento citados usando MALDI-TOF, tiveram como foco a
caracterizacdo e identificacdo de compostos biolégicos, sendo essa uma das suas maiores
aplicacdes. Tais compostos sdo usualmente macromoléculas com elevada massa molecular.
Estas macromoléculas séo relativamente mais faceis de serem estudadas, uma vez que a linha
base no espectro torna-se melhor para elevadas raz6es massa/carga (m/z). Por outro lado,
estudos com moléculas de baixa massa empregando MALDI-TOF nédo sdo usuais devido as
interferéncias da prépria matriz que elevam o ruido na regido de baixa massa no espectro,
como pode ser visto na Figura 10. No espectro da Figura 10 é possivel observar uma alta
concentracdo de picos até a regido aproximada de 550 m/z. Esses picos sdo provenientes de
impurezas presentes na matriz, da prépria matriz na forma do ion molecular ionizado (M +
H)*, fragmentos da matriz e associacfes como (2M + H)*, (M + Na)*, (M + K)*, entre outros.
Ap0s 550 m/z o espectro torna-se bem mais “limpo”, sendo essa uma regido mais confortavel
de se trabalhar. E importante ressaltar que massas ainda maiores que 2500 g mol™* podem ser
estudadas. Teoricamente a técnica de MALDI-TOF-MS nédo possui limitagdes quanto a massa

dos compostos, bastando estender a faixa de aquisicao de dados.
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Figura 10. Espectro de massa obtido com a matriz HCAC por MALDI-TOF.
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No entanto, alguns trabalhos voltados a determinagdo de compostos de baixa massa
molecular vém sendo desenvolvidos. Para tanto, matrizes de elevada pureza e diferentes
concentragdes da matriz estdo sendo estudadas. Nozawa et al. (2016) realizaram
determinacg6es simultaneas de seis antidepressivos ciclicos e suas drogas relacionadas. THAP
e CHCA foram avaliadas como matriz, bem como a sua concentragdo. O CHCA foi escolhido
em uma concentracéo de 0,7 mg mL para as determinagdes por MALDI. Limites de detecgo
entre 0,3 e 2 pg L foram obtidos. O método foi desenvolvido para aplicacio em amostras
bioldgicas humanas de sangue e urina. As drogas estudadas por Nozawa sdo comumente
observadas em casos de envenenamento no Japdo. Sendo assim dois casos reais foram
analisados e 6 metabolitos puderam ser detectados nas amostras de sangue e urina
(NOZAWA et al., 2016). Da mesma forma, Nozawa et al. (2015) estudaram 8 outras drogas
psicoativas e dois de seus metabdlitos. Neste trabalho, os benzodiazepinicos e seus dois
derivados 7-aminonitrazepam, nitrazepam, 7-aminoflunitrazepam, zolpidem, flunitrazepam,
bromazepam, etizolam, triazolam, zoplicone e brotizolam foram determinados em sangue
humano. CHCA foi a matriz escolhida para provocar a ionizacdo dos compostos alvo e
diazepam-ds foi usado como padréo interno para as quantificagdes. Os limites de deteccéo
obtidos variaram de 0,07 a 2 pg L. Os autores consideraram o método adequado para o
screening de BDZs em sangue ja que apenas 20 pL de amostra foram suficientes e 0s
resultados foram satisfatérios. O método foi aplicado em dois casos reais de envenenamento
por drogas. Estes ultimos estudos realizados com farmacos demonstram a possibilidade de

empregar MALDI-TOF na determinag@o de compostos de baixa massa molecular.
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4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Amostragem de sedimentos e 4gua naturais e preparo de amostra

As amostras de agua superficial foram coletadas utilizando-se frascos de vidro
previamente descontaminados. A coleta foi realizada por imerséo do frasco a 10 cm abaixo da
superficie. As amostras de adgua foram entdo acondicionadas em refrigerador. Amostras de
sedimentos, por sua vez, foram coletadas utilizando-se frascos de coleta de vidro, para os
sedimentos proximos da margem e em pequenas profundidades em relagdo a superficie da
agua. Um dispositivo composto por um frasco plastico de coleta anexado a uma haste de 2,5
m de comprimento foi usado para amostragem em maiores profundidades em relacdo a
superficie da agua. A amostragem dos sedimentos foi realizada por coleta do material
superficial do leito dos rios. Os sedimentos foram coletados, acondicionados em frascos
plasticos fechados e congelados até 0 momento das analises. Aliquotas destas amostras foram
retiradas, descongeladas e secas a temperatura ambiente. Apds secagem, o sedimento foi
entdo macerado em almofariz, peneirado (malha de 1 mm) e guardado em um dessecador até
0s estudos de extracdo. Todo o material de coleta e armazenagem foi lavado com detergente
neutro e enxaguado, em seguida deixado em banho de acido nitrico 5% v/v e enxaguado cinco
vezes com agua deionizada. Apos esta etapa, mais um enxague com etanol e propanona foi
realizado, objetivando remover possiveis contaminantes organicos. No momento da coleta
todos os recipientes foram previamente enxaguados trés vezes com a agua do ponto de coleta.
Para avaliar a presenca de possiveis contaminantes que poderiam ser lixiviados dos frascos de
armazenamento para as amostras, analises voltamétricas de agua deionizada deixada nos

frascos por um periodo de 24 horas foram realizadas. Nenhum interferente foi detectado.

Pontos de coleta

Amostras de sedimentos e agua foram coletadas no Brasil e no Canada. Estas amostras
foram utilizadas para a validacdo dos métodos voltamétricos desenvolvidos, otimizacdo das
condicdes de extracdo dos farmacos, avaliacdo da presenca dos BDZs e estudos do Kg. Varias
amostras foram coletadas com o objetivo de verificar a presenca dos BDZs nestes ambientes,
além de obter amostras com diferentes caracteristicas para os estudos do Kg. A Figura 11
apresenta a localizacdo geogréafica dos pontos onde foram coletadas amostras. Sedimentos e
agua foram coletadas em duas provincias do Canada e em um estado no Brasil. As fotos dos
pontos de coleta de 2 a 16 sdo apresentadas na Figura 12. Para o ponto de coleta de nimero 1,

registros fotogréaficos ndo foram realizados. A Tabela 2 apresenta uma breve descrigdo, a
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localizacéo e as coordenadas geograficas dos pontos de coleta analisados no presente trabalho.

EntréRios

%,
Fozdolguacu
Ghatiad "y

. Guarapuava '

Figura 11. Mapa dos locais de amostragem de sedimentos e dgua no Canada e Brasil. Figura adaptada de

http://meucantinhodesugestes.blogspot.com.br/2012/01/conhecimentos-em-geografia-atividades.html,

http://www.desenhosparacolorir24.com/escola-e-aprendizado/geografia-e-mapas/Canada, e www.diaadia.pr.gov.

br/index.php.

Tabela 2. Locais de amostragem de sedimentos e 4guas naturais.

Ponto  Descricéo Local Coordenadas geogréficas Amostra

1 Nascente de rio Céu Azul, PR/BR S 25°6'39.88"; O 53°52'15.98"  Sedimento

2 Praia Trés Lagoas Foz do Iguacu, PR/BR S 25°43'54.55" 0 54°51'10.73"  Agua

3 Praia Entre Rios Entre Rios, PR/BR S 24°68'38.70" O 54°23'78.71" Agua

4 Nascente Batel — Guarapuava, PR/BR S 25°23'38.14" 0 51°29'8.10"  Agua

5 Rio Carro Quebrado  Vila — Guarapuava, PR,BR S 25°22'56.59" 0 51°29'18.17" Agua

6 Lago do CEDETEG  Vila Carli — Guarapuava, PR/BR $25°238.70" O Agua

51°29'26.64"

7 Rio Cascavel Montante da ETE — Guarapuava, S 25°24'31.64" 0 51°30'27.88"  Sed./agua
PR/BR

8 Rio Cascavel Jusante da ETE— Guarapuava, S 25°24'50.26" O 51°30'54.84"  Sed./agua
PR/BR

9 Parque do Lago Batel — Guarapuava, PR/BR S 25°40'00.62" O 51°47'10.95"  Sed./4gua

10 Rio Jord&o Montante da ponte do parque do S 25°43'99.92" O 51°45'48.66"  Sed./agua
Jorddo — Guarapuava, PR/BR

11 Rio Jord&o Jusante da ponte do parque do S 25°43'99.92" O 51°45'48.66"  Sed./agua
Jorddo — Guarapuava, PR/BR

12 Red River Winnipeg, MB/CA S 49°81'29.80" O 97°13'06.75"  Sed./agua

13 Seine River Winnipeg, MB/CA S 49°83'49.40" O 97°08'66.54"  Sed./agua

14 Lake Magog, QC/CA S 45°26'77.93" O 72°16'07.19"  Sed./agua

Memphremagog
15 Praires River Montreal, QC/CA S 45°53'90.00" O 73°71'27.39"  Sed./agua
16 Brerenton Lake Whiteshell Park, MB/CA S49°91'14.89" O 95°52'61.32"  Sed./4gua
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Figura 12. Fotos dos pontos de coleta de amostras de dgua e sedimentos. Imagens de autoria prépria e adaptadas
de http://www.clickfozdoiguacu.com.br/prainha-de-tres-lagoas-passa-por-revitalizacao-para-receber-visitantes/,
http://www.tourisme-memphremagog.com/en/ e google maps.

Os sitios de amostragem de 1 a 11 listados na tabela acima estéo localizados no estado
do Parana no Brasil. O sitio de coleta n° 1 esta localizado em uma reserva privada préxima ao
Parque Nacional do Iguagu e corresponde a uma area preservada, isenta de contaminagdo
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antrdpica. Os sedimentos desta nascente de rio foram utilizados para a otimiza¢do do método
de extracdo e primeiros estudos do coeficiente de distribuicdo (Kq). O ponto 2 de amostragem,
se refere a uma praia de agua doce localizada no reservatério do lago de Itaipu. Este
reservatorio é utilizado para finalidade de geracdo de energia hidroelétrica, agua potavel e
lazer. Amostras de agua superficial foram coletadas neste ponto. O ponto 3 de coleta, assim
como a praia Trés Lagoas, também faz parte do reservatério do lago de Itaipu. Agua
superficial foi coletada neste ponto e analisada por voltametria. O sitio de amostragem
numero 4 é uma nascente de dgua localizada no bairro Batel em Guarapuava, uma regido com
densidade demogréafica consideravel. A &gua desta fonte é diariamente utilizada pela
populacdo local para consumo, e lavagem de veiculos e utensilios. Estudos de validacdo
foram conduzidos com a agua desta fonte. O ponto 5 de coleta, rio Carro Quebrado, tem boa
parte de seu percurso dentro do perimetro urbano, estando sujeito a contaminacao por esgoto
residencial e industrial. O ponto 6 de coleta € um lago presente dentro do campus da
Universidade Estadual do Centro-Oeste o qual é utilizado para finalidades recreativas e de
pesquisa. Este lago possui expressiva densidade de vida animal e ndo sofre com o aporte de
esgoto industrial ou urbano. Suas aguas foram analisadas. No sitio de numero 6, foram
coletados &gua e sedimentos para serem analisados e utilizados nos estudos do Kg. Este ponto
de coleta se localiza a montante da estacdo de tratamento de esgoto de Guarapuava no rio
Cascavel, ETE Vassoural. Outro ponto a jusante da ETE também foi estudado (8). Assim
como para 0 ponto 7, amostras de agua e sedimentos do rio Cascavel foram coletadas,
analisadas e utilizadas para os estudos do Kg. As amostras de agua e sedimentos coletadas no
ponto 8 apresentavam aspectos visuais distintos das amostras coletadas no ponto 7. Além
disso, estas amostras (ponto 8) possuiam odor caracteristico proveniente do aporte de esgoto
tratado. O ponto de coleta 9 foi em um riacho que desagua em um lago no centro de
Guarapuava. O riacho possui baixo, porém constante fluxo de dgua e tem boa parte do seu
percurso dentro do perimetro urbano, estando suscetivel ao aporte de esgoto domeéstico.
Sedimentos e agua superficial foram coletados para serem analisados e utilizados nos estudos
de Kg. Os pontos de coleta de amostras de namero 10 e 11 estdo localizados no Rio Jordé&o,
importante afluente da bacia do Iguagu. Amostras de agua e sedimentos foram coletadas a
montante (10) e a jusante (11) da ponte de acesso ao parque do Jorddo. As amostras de
sedimentos apresentaram aspectos visuais distintos, uma vez que uma espécie de represa foi
construida junto a ponte. Sendo assim, as duas amostras foram caracterizadas, analisadas e
empregadas nos estudos do Kq para os BDZs.

As amostras coletadas no Canada, com excegdo as amostras do ponto 12, foram

empregadas exclusivamente para os estudos de otimizacdo das metodologias de extracdo para
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anélises por MALDI-TOF-MS. No ponto de coleta de nimero 12, foram amostrados agua e
sedimentos do Red River, o qual é um grande rio que cruza, com percurso sinuoso, a cidade
de Winnipeg na provincia de Manitoba no Canada. Winnipeg é a capital e a maior cidade da
provincia, com pouco mais de 700 mil habitantes. A amostra 13 foi coletada em um pequeno
rio, Seine River, que assim como o Red River, cruza a cidade de Winnipeg. Amostras de dgua
e sedimentos foram coletadas neste rio para serem analisadas. O ponto de coleta nimero 14,
foi na cidade de Magog, no lago Memphremagog. Este lago tem origem de degelo, ocupando
uma grande extensdo territorial com agua doce. Este lago possuia consideravel poluicao,
entretanto, esforcos de descontaminacdo melhoraram a qualidade de suas aguas. A amostra
coletada no ponto 15 é oriunda do rio Praires entre a cidade de Montreal e Laval, em Québec,
Canada. O entorno deste rio é altamente ocupado pela cidade e o ponto de coleta foi préximo
a um hospital. Sendo assim, este rio pode também estar sofrendo com contaminacdes
humanas. O ultimo ponto de coleta, sitio nimero 16, foi no parque provincial de Whiteshell,
no lago Brerenton, provincia de Manitoba. Este local € um parque de preservacao ambiental,
rico em rios e lagos, e com vida animal abundante. Embora seja um local preservado, muitas
habitacdes humanas emolduram as margens dos lagos da regido, o qual recebe 0 ano todo um
namero expressivo de turistas. Sendo assim amostras de agua e sedimentos foram também
coletados e analisados por MALDI-TOF-MS.

Procedimentos de extracdo e preparo de amostra para as analises voltamétricas

Estudos prévios de extracdo solido-liquido dos BDZs de sedimentos de uma nascente
enriquecidos com os farmacos foram realizados. As condicfes de extracdo dos farmacos ALP,
DIAZ e CLO do sedimento foram otimizadas por meio de planejamentos fatoriais (2%) com
ponto central e ensaios univariados. Os fatores volume do solvente (3 a 9 mL) formas de
extracdo (shaker ou ultrassom), tempo de extracao (5 a 15 min) e massa da amostra (0,5a 1 g)
foram avaliados de forma multivariada. A determinagdo do solvente extrator, pH e presenca
de um sal no meio foram avaliados por estudos univariados. Os solventes avaliados foram:
metanol, metanol/agua (1:1), acetato de etila/metanol (1:1), acetato de etila/metanol/agua
(1:1:2), propanona/metanol (1:1), propanona/metano/agua (1:1:2), agua/acetonitrila/metanol
(2:2:1), 4gua/acetonitrila/metanol (1:2:2), metanol/agua (1:1) seguido por metanol/acetonitrila
(1:1) seguido por acetonitrila/agua (1:1), metanol/agua (1:1) pH 12, metanol/agua (1:1) pH
3,8, metanol/agua (1:1) + NaCl (11,1 g L) e metanol/acetonitrila (1:1). Diferentes solventes
foram avaliados até a determinacdo do melhor extrator.

As analises de &gua por voltametria puderam ser realizadas sem quaisquer
procedimentos de extracdo ou pré-tratamento da amostra, sendo necessaria apenas a filtracao
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em cadinho de vidro sinterizado, para remoc¢do de materiais solidos, e a diluicdo das amostras

para diminuir a interferéncia causada por componentes da matriz.
Procedimentos de extracdo e preparo de amostra para as analises espectrométricas

Para as analises de sedimentos realizadas por MALDI-TOF, foi necessario também
otimizar processos de extragdo dos BDZ. Além disso, procedimentos de cleanup foram
indispensaveis, uma vez que elevada interferéncia de matriz foi observada. Sendo assim, a
etapa de cleanup precisou também ser otimizada. Os estudos de extracdo sélido-liquido e
cleanup, empregando Stage Tip, foram conduzidos usando 0,1 g de amostra, pesados em um
tubo de micro centrifuga de 1,5 mL, enriquecido com 0,5 g g* de cada BDZ. A extrago foi
conduzida empregando-se duas extragdes com 1 mL de metanol cada, seguidas por mais duas
extracBes com 1 mL de acetona cada. Os extratos foram entdo unidos e evaporados sobre um
suave fluxo de ar. O residuo foi entdo reconstituido com 200 pL de metanol 2% em agua. Em
seguida, o extrato foi passado por uma microcoluna de ponteira artesanal (StageTip, com 5
camadas de disco Empore SPE 2215 — C18 (octadecil) 47 mm, 3M) previamente
condicionada e equilibrada com 100 pL de metanol e agua respectivamente. A fase movel
utilizada na eluicdo foi composta por adgua (A) e metanol (B), ambas solu¢bes com 0,1% de
acido acetico.

Para as analises de agua, determinacdes diretas ndo foram possiveis devido a elevados
efeitos de matriz. Desta forma, métodos de extracdo foram otimizados. Amostras de agua
superficial foram extraidas empregando-se QUEChERS (Quick Easy Cheap Effective Rugged
and Safe), adaptado de Westland e Dorman (2013) (WESTLAND; DORMAN, 2013), e SPE
(solid phase extraction). Estas duas formas de extracdo foram avaliadas quanto a sua
capacidade de pré-concentracdo e eliminacdo de interferentes. Para esta extracdo, 0,5 mL de
amostra foi misturada com o mesmo volume de acetonitrila (ACN). A solucdo monofasica foi
entdo agitada por 1 minuto, em seguida foi adicionado 0,2 g de MgSOs e 0,05 g de NaCl. A
solucgéo foi entdo agitada novamente por 1 minuto e centrifugada. A fase organica contendo
os analitos foi entdo removida, evaporada e reconstituida com 10 puL de uma solucdo de
ACN/H20 (7:3). Para as extracOes realizadas com SPE, 10 mL de amostra foram passadas
pela coluna previamente condicionada com metanol e estabilizada com agua (1 mL de cada
solvente). ApoOs a passagem da amostra, os cartuchos SPE foram secos em vacuo e em
seguida eluidos. A fase movel na extracdo consistiu de misturas entre agua e metanol.

Diferentes proporc¢des foram avaliadas como fase movel.
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Caracterizacdo das amostras de sedimentos

Analises granulometricas dos sedimentos foram realizadas para a as amostras dos
sitios 1, 7, 8, 9, 10 e 11, empregando-se a metodologia do densimetro modificado
(EMBRAPA, 1997). Primeiramente, 50 g do sedimento seco e peneirado foram
acondicionados em um frasco de 500 mL acompanhado de 10 g de areia e 250 mL de solucéo
de NaOH 1 mol L. Este frasco foi entdo deixado sob agitacdo durante 16 h, em seguida, a
solugéo foi passada por uma peneira com malha de 53 um para a retencéo da areia. A areia foi
seca em estufa, pesada e descontada da massa inicial de areia adicionada, obtendo-se a massa
de areia da amostra. O filtrado foi recolhido em uma proveta de 1L, deixado descansar por
alguns minutos e entdo a suspensao foi agitada por 1 minuto. A densidade e a temperatura da
suspensdo foram amostradas apds 4 minutos (silte + argila) e 2 horas (argila). Os célculos
pertinentes foram realizados obtendo-se entédo as proporgdes de argila e silte (EMBRAPA,
1997). Os teores de matéria organica e carbono organico total foram determinados através do
método volumétrico. Tal método é baseado na adicio de uma solugdo de dicromato (Cr.07%),
em quantidade excedente, a amostra de sedimentos. O dicromato reage com a matéria
organica presente na amostra e seu excedente é determinado por uma titulagdo de oxirreducéao
com solugdo de Fe?* (RAIJ et al., 2001). O pH dos sedimentos foi determinado segundo a
metodologia adaptada de Guimardes e colaboradores (GUIMARAES; BASTOS; LOPES,
1970; LIMA; SOUZA; FIGUEIREDO, 2007). Uma massa de 10 + 0,1 g de sedimentos foram
pesados em um copo de béquer, em seguida, foram acrescidos 10 mL de &gua destilada e o
sistema foi homogeneizado por agitacdo. A mistura foi agitada e deixada em repouso por uma
hora. Apos este tempo, a mistura foi novamente agitada e o pH foi amostrado com um

pHmetro Hanna com eletrodo de membrana de vidro combinado com Ag/AgCI.

Caracterizacdo das amostras de agua

As amostras de agua foram caracterizadas quanto ao seu pH, temperatura e oxigénio
dissolvido. 50 mL de cada amostra foram utilizados nestas analises. As determinacdes de pH
foram feitas utilizando um pHmetro Hanna com eletrodo de membrana de vidro combinado
com Ag/AgCIl. Estas medigdes foram feitas assim que as amostras foram levadas ao
laboratorio. A temperatura de cada amostra foi medida no momento da coleta, usando um
termOmetro de mercurio (Incoterm). A medicdo oxigénio dissolvido foi realizada com um
medidor portétil de oxigénio dissolvido digital, com compensacdo de temperatura automaética,

logo apds a coleta das amostras.
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4.2 Reagentes e solugdes

Andlises voltamétricas

Os reagentes empregados no desenvolvimento desta pesquisa foram de grau analitico e
agua deionizada (por osmose reversa, GEHAKA 0OS10 LX) foi empregada na lavagem da
vidraria e preparo de solucGes. Os padrdes dos farmacos utilizados foram ALP (Pharmanostra),
DIAZ (Pharmanostra), CLO (Fagron) e LORAZ (Pharmanostra) dissolvidos em metanol
(Biotec), em concentracgdo aproximada de 200 mg L. Em seguida, solug@es de trabalho de 1
mg L foram preparadas por diluicio da solucdo estoque em agua deionizada. As solucdes
estoque e de trabalho foram armazenadas sob refrigeracdo (4°C) em frascos ambar. Todas as
solugdes de trabalho foram refeitas mensalmente.

A solucao tampdo fosfato foi preparada a partir de solucBes de &cido acético (Sigma
Aldrich, 99,8%) e acido fosforico (Fluka, 85%), ambas 0,1 mol L. Para o DIAZ, ALP e CLO,
o tampéo teve seu pH ajustado entre 6,0 e 8,0 com solugdo 2 mol L™ de hidroxido de sodio
(Synth, 97%).

Analises espectrométricas

Solventes organicos grau HPLC e matrizes de elevada pureza foram empregados nas
analises realizadas por MALDI-TOF-MS. Solugdes estoque dos BDZs (aproximadamente 2
g L) foram preparadas através da dissolucio da massa adequada de cada droga em
acetonitrila (ACN) (Merck). Para os estudos de otimizacdo dos parametros da técnica e em
agua, para os ensaios de extracdo, as solucdes de trabalho foram preparadas por diluicdo das
solucBes estoque em solucdo de acetonitila/dgua (7:3). As solugBes de trabalho foram
preparadas em concentragdes de 40,0; 80,0; 100,0 e 200,0 pug L de cada farmaco
isoladamente e da mistura dos farmacos. Agua ultrapura (Simplicity® ultrapure water system
— ultravioleta, Merck - millipore) foi usada na preparacdo das solucdes utilizadas. Os
compostos acido sinapinico (SA)(Sigma), acido 2,5-dihidroxibenzoico (DHB) (Sigma), DHB
mais acido 2-hidroxi-5-metoxibenzoico (SDHB) (Sigma), 2’,4',6'-Trihidroxiacetofenona
monohidratada (THAP) (Fluka) e &cido a-ciano-4-hidroxicindmico (CHCA) (Aldrich) foram
avaliados como matriz. As solucbes de AS, DHB, SDHB, e CHCA foram preparadas por
dissolugéo de 20 mg de cada composto em 1 mL de TA30. A solucdo de TA30 é constituida de
acido trifluoroacético (0,1% em &gua) / acetonitrila (3:7). A solucdo de THAP foi preparada
através da dissolugdo de 20 mg de THAP em 1 mL de acetonitrila / 20 mM de citrato de

amonia (1:1).
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4.3 Instrumentacao e condigOes experimentais

Andlises voltamétricas

O analisador voltamétrico 757 VA Computrace da Metrohm, contendo cela
eletroquimica com trés eletrodos foi utilizado. Sendo o eletrodo de trabalho o de gota
pendente de mercirio (HMDE), o eletrodo de referéncia foi o Ag/AgCl com KCI3mol Lt eo
contra eletrodo um fio de platina. Um volume total de 10 mL na cela voltamétrica foi
rigorosamente utilizado, sendo 1 mL da solu¢do tampédo como eletrdlito suporte, € 0 volume
restante (9 mL) referente a amostra e agua ultrapura. O volume de amostra ndo foi fixado.
Determinagdes quantitativas dos BDZs se procederam empregando a técnica de voltametria
de redissolugdo catodica por pulso diferencial (VRC PD) e adi¢do padrdo. A remogdo do
oxigénio da cela voltamétrica se deu pela passagem de nitrogénio gasoso (Nz)) de elevada
pureza (99,999%) (ALPHAGAZ).

\oltametrias ciclicas do DIAZ e do CLO variando-se a velocidade de varredura de 25
a 300 mV s foram realizadas com o objetivo de avaliar o comportamento e a natureza do
processo eletroquimico dos farmacos. Solucdes contendo 100 pg L de cada BDZ foram
empregadas nestes estudos. As solucGes foram analisadas em tampao fosfato (pH 7,0) e os
parametros utilizados neste estudo foram: Tempo de purga inicial, 500 s; Potencial de
acumulacdo, -0,8 V; tempo de acumulacdo, 120 s; Namero de varreduras, 1.

A otimizacdo dos métodos de analise para as determinacfes do DIAZ e CLO
procedeu-se através da avaliacdo dos parametros voltamétricos de maneira univariada, com
solugBes aquosas contendo 10 pg L™ dos farmacos em cela. Os parametros variados foram:
amplitude de pulso, tempo de pulso, velocidade de varredura (vv), tempo de equilibrio,
potencial de acumulacdo (Eac) € tempo de acumulagdo (tac). O tempo de purga inicial e o
tempo de equilibrio foram mantidos em 600 s e 5 s respectivamente. O pH das solucgdes,
assim como 0s parametros voltamétricos, foram avaliados em termos de intensidade de
corrente de pico (lp) e resolucdo dos picos voltamétricos. As otimizacbes foram feitas para
cada farmaco individualmente, ou seja, apenas 0 BDZ objeto de estudo estava em solucdo. As
condi¢Bes estudadas bem como as condigbes de analise para cada parametro estdo

apresentadas na Tabela 3.
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Tabela 3. Condigdes estudadas de cada pardmetro para a otimizacdo dos métodos voltamétricos para o

DIAZ e CLO.
DIAZ

Pardmetro CondicGes estudadas Condigdes de analise

pH 5,0,55,6,0,69¢e8,1 Eac, -0,6 V; ta, 120 s; velocidade de
varredura 25 mV s; amplitude de
pulso, 80 mV; tempo de pulso, 40
ms

Eac (V) -1,0, -0,9, -0,8, -0,7, -0,6, -0,5, - amplitude de pulso, 80 mV; tempo

Amplitude de pulso (mV)

Tempo de pulso (ms)

04,-03,-0,2,-01e0,0

20, 40 60, 70, 80, 90, 100 e 120

20, 40, 60, 80 e 90

de pulso, 40 ms; velocidade de
varredura, 25 mV s?; t,, 120 s e
pH 6,0

Eac, -0,6 V; tac, 120 s; velocidade de
varredura 40 mV s?; tempo de
pulso, 40 ms e pH 6,0

Eac, -0,6 V; ta, 120 s; velocidade de
varredura 40 mV s; amplitude de
pulso, 100 mV e pH 6,0

w (mV s?) 25, 30, 35, 40, 45 e 50 Eac, -0,6 V; toe, 120 s; amplitude de
pulso, 80 mV; tempo de pulso, 40
ms e pH 6,0

CLO

Parametro Condicdes estudadas Condigdes de analise

pH 5,0,55,6,0,7,0e8,1 Eac, -0,3 V; ta, 120 s; velocidade de
varredura 25 mV s*; amplitude de
pulso, 80 mV e tempo de pulso, 40
ms

Eac (V) -1,0, -0,9, -0,8, -0,7, -0,6, -0,5, - ts, 120 s; velocidade de varredura

04,-0,3,-0,2,-0,1¢0,0 25 mV s*; amplitude de pulso, 80

mV; tempo de pulso, 40 ms e pH
8,0

tac (S) 0, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, Eg -0,3 V; velocidade de varredura

Amplitude de pulso (mV)

Tempo de pulso (ms)

w (mV s?)

160, 180, 200, 240 e 280 s

20, 40, 60, 80, 100 e 120

20, 40, 60, 80, 100, 120 e 140

15, 25, 30, 35, 40, 45 e 50

25 mV s*; amplitude de pulso, 80
mV; tempo de pulso, 40 ms e pH
8,0

Eac, -0,3 V; velocidade de varredura
25 mV s te 120 s; tempo de
pulso, 40 ms e pH 8,0

Eac, -0,3 V; velocidade de varredura
25 mV st tye 120 s; amplitude de
pulso, 80 mVe pH 8,0

Eac, -0,3 V; tac 120 s; amplitude de
pulso, 80 mV; tempo de pulso, 40
ms e pH 8,0

Analises espectrométricas

As analises foram realizadas em um espectrometro de massas UltrafleXtreme™
MALDI-TOF/TOF (Bruker Daltonics, Leipzig, Alemanha) equipado com tecnologia LID-
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LIFT™ para experimentos de massa tandem. 1000 - 7000 shots de laser foram usados para
adquirir os espectros. A poténcia do laser usada nas analises foi ajustada entre 29 - 40% e 0s
espectros foram adquiridos em modo refletor de ionizacdo positiva em uma faixa de massa de
0 a 500 m/z. As voltagens das fontes de ion 1 e 2 foram ajustadas para 20 kV e 17,8 kV
respectivamente. A voltagem da lente foi regulada para 7 kV, o tempo de extracdo do ion de
pulso foi de 140 ns e a tensdo do detector foi otimizada para 2,4 kV. As diferentes matrizes
estudadas foram avaliadas quanto a intensidade e resolugdo dos picos dos analitos, bem como,
qguanto ao sinal de fundo do espectro da matriz na auséncia dos BDZs. Apds a escolha do
CHCA como matriz, sua concentragdo foi avaliada em uma faixa de 0,5 a 20 mg mL™
(solucdo saturada). Amostras de dgua natural e de sedimentos coletadas no Canadé e no Brasil

foram empregadas para a otimizacdo da metodologia por MALDI-TOF.

4.4 Validacdo dos métodos

Anélises voltamétricas

Os estudos de validacdo foram conduzidos para cada farmaco separadamente, ou seja,
apenas 0 BDZ foco de estudo estava presente em solugdo, com exce¢do aos estudos de
seletividade. A validacdo das metodologias analiticas para o0 DIAZ e CLO foi realizada
avaliando-se algumas figuras de mérito. Sdo elas: Linearidade, sensibilidade, limite de
deteccdo (LD), limite de quantificacdo (LQ), exatiddo (estudos de recuperacdo), precisao
(repetitividade e precisdo intermediaria), seletividade (estudos de interferéncia com
compostos organicos e ions metalicos). Nestes estudos, as condi¢bes voltamétricas e de pH
otimizadas foram empregadas. Os estudos de linearidade foram feitos a partir de curvas
analiticas no intervalo de concentracio de 0,498 a 95,754 ug L para o DIAZ e de 0,485 a
96,12 pg L* para o CLO obtidas com 120 s de tx.. A andlise da linearidade foi feita por meio
de uma regressdo linear utilizando o software estatistico Minitab 16.2.2. A aceitacdo da
linearidade ficou condicionada a avaliagdo do F de regressdo (Freg), 0 qual indica se 0 modelo
é linear ou ndo e deve ser maior que 0 Feitico (P < 0,05), e do F de falta de ajuste (Fr,), que
indica se 0 modelo proposto se ajusta ao método e deve ser menor que 0 Feitico (p > 0,05).

Para o célculo do LD e do LQ foram utilizadas as equacfes 1 e 2 respectivamente.
LD= SDx3/B Equacéo 1
LQ =SD x 10/B Equacéo 2

Nestas equagdes SD corresponde ao desvio padrdo das medidas do eletrdlito suporte (tampéo

fosfato) no potencial de pico (Epico) de cada farmaco (-0,4 V para CLO e -0,88 V para 0 DIAZ)
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e B corresponde ao coeficiente angular da equacdo da reta obtida com a curva analitica para
cada farmaco.

A avaliacdo da exatiddo dos meétodos foi feita por meio de estudos de adicdo e
recuperacdo do analito em solucbes preparadas com agua deionizada e em amostras naturais
de 4gua, amostra 4 e 5 (Tabela 2), enriquecidas com padrdes dos farmacos (2,5, 5 e 7,5 g L
de cada BDZ). As amostras de &guas naturais foram filtradas em cadinho de vidro sinterizado
e diluidas em um fator de até 10 vezes para as analises voltamétricas. A diluicdo da amostra
real teve por objetivo diminuir interferéncias de matriz, sendo realizada progressivamente ata
a obtencdo de um sinal analitico adequado. Os estudos de exatiddo foram feitos em triplicatas.
A precisdo dos métodos foi determinada em dois niveis, a repetitividade e a precisdo
intermedidria. Para a repetitividade foram preparadas solucdes contendo 7,5 pug L™ de DIAZ e
de CLO em 5 distintos balGes volumétricos. As solucbes para a repetitividade foram
preparadas e analisadas no mesmo dia empregando VRC PD com amostragem de corrente em
triplicata. Para a determinaco da precisdo intermediaria, solugdes contendo 7,5 pg L de
cada analito foram preparadas e analisadas em cinco dias consecutivos com amostragem de
corrente em triplicata. A avaliacdo da precisdo de cada método foi feita com o auxilio da

Equacéo 3.

RSD = SD x 100/X Equacéo 3

RSD € o desvio padrdo relativo, SD é o desvio padrdo e X é o valor médio das medidas.

Para a avaliagdo da seletividade do método de cada BDZ, interferentes orgénicos e
inorganicos foram utilizados nestes estudos. Cada interferente foi avaliado isoladamente,
objetivando determinar a influéncia de cada espécie sobre o sinal analitico do DIAZ e do CLO.
Entretanto, para 0 método desenvolvido para o DIAZ, a interferéncia conjunta de trés BDZs
também foi estudada. Estudos de seletividade para a determinacdo de DIAZ em aguas naturais
foram realizados através de ensaios de interferéncia com compostos organicos (ALP, CLO,
LORAZ, nimesulida e 17a-etinilestradiol), acidos hiimicos e com fons metalicos (Cu?*, Fe3* e
Zn?*). Solugdes contendo 4,96 pug L de DIAZ foram previamente analisadas, em seguida
adicdes de até 4 vezes a concentragdo do DIAZ foram feitas com o0s possiveis farmacos
interferentes. A avaliagéo da interferéncia ocorreu pela analise das intensidades de corrente de
pico (lp) para o DIAZ. Verificada a interferéncia de BDZs sobre o sinal analitico do DIAZ,
estudos de recuperagdo do analito na auséncia e presenca de cada interferente (ALP, CLO e
LORAZ) foram realizados. Nestes estudos, foram preparadas solugdes contendo apenas
aproximadamente 5,02 pg L™ de DIAZ e solugdes contendo 4,98 ug L™ de DIAZ juntamente
com 5,00 pg L, 5,00 ug L e 4,97 ug L de ALP, CLO e LORAZ respectivamente. A
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concentracdo do DIAZ foi determinada e a recuperagédo calculada para cada sistema (DIAZ,
DIAZ + CLO, DIAZ + ALP e DIAZ + LORAZ). A interferéncia conjunta do ALP, CLO e
LORAZ sobre o sinal analitico do DIAZ também foi estudada. Neste estudo, uma solucéo
contendo 4,98 ug L de DIAZ, foi previamente analisada e, em seguida, aproximadamente 5
ug Lt de ALP, CLO e LORAZ foram adicionados a cela voltamétrica. A interferéncia
causada pela matéria organica dissolvida foi avaliada pela adicdo de &cidos humicos. O acido
hamico comercial utilizado nestes estudos contém aproximadamente 35% de carbono
organico dissolvido (COD). Sendo assim, uma solucdo contendo 9,96 pg L* de DIAZ foi
contaminada com 0,2, 0,6, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5 e 3,0 mg Lt de COD. A I, foi amostrada na
solugdo inicial e em cada adigdo do interferente. Para avaliar a interferéncia causada por ions
metalicos, concentracBes dos interferentes de até 24 vezes maiores que a do analito foram
empregadas em solugdo contendo 4,96 pg L™ de DIAZ.

A avaliacéo da seletividade para o CLO procedeu-se com compostos organicos (ALP,
DIAZ e LORAZ), 4cidos humicos e fons metalicos (Cu?*, Fe** e Zn?*). Solugdes contendo
5,02 pug L de CLO foram analisadas e a amostragem de corrente no potencial de pico do
farmaco foi realizada. Em seguida, concentragbes de 5,0, 10,0, 15,0 e 20,0 pug L dos
farmacos interferentes foram adicionadas na cela voltamétrica. Sendo assim, os sistemas CLO
+ ALP, CLO + DIAZ e CLO + LORAZ foram avaliados. Para a avaliacdo da interferéncia
causada por acidos humicos, uma solugdo contendo 9,93 pg L* de CLO foi enriquecida
consecutivamente com 0,2, 0,6, 1,0, 1,5, 2,0 e 2,5 mg L de COD e a I, foi amostrada em
cada condigdo. Nos estudos de interferéncia causada por ions metalicos, solu¢fes contendo
5,02 pg L't de CLO foram contaminadas com 10, 20, 40, 80 e 120 ug L™ de Zn?*, Cu?* e Fe**.

A amostragem da Ip no potencial de pico do CLO ocorreu apds cada adi¢do do interferente.

4.5 Estudos do coeficiente de distribuicéo (Kad)

O estudo do Kg em sistemas de sedimento/adgua enriquecidos com os analitos € uma
pratica que pode ser utilizada quando as espécies de interesse ndo sdo detectadas nas amostras
ndo enriquecidas (LOFFLER et al., 2005). Sendo assim, para avaliar o Kq dos BDZs (CLO,
ALP e DIAZ) em sistemas aquaticos, amostras de dgua e sedimentos dos pontos de coleta 7, 8,
9, 10, 11 e 12 foram enriquecidas com os farmacos e utilizadas nestes estudos. Além destas
amostras, 0s sedimentos do ponto de coleta 1, uma argila bentonitica comercial (Argel) e dgua
do ponto de coleta de nimero 4 foram empregados nos estudos iniciais do Kq. A adequagéo da
massa de sedimentos e volume de agua, bem como a concentracdo dos BDZs foi observada
nestes testes preliminares. Um sistema montado com a argila Argel e agua deionizada foi

utilizado para compreender o comportamento dos BDZs frente a argila. O ALP foi empregado
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como farmaco modelo. No ponto de amostragem de nimero 1, nascente de rio localizada na
cidade de Céu azul - PR, sedimentos foram coletados no ano de 2015 para servirem como
amostra padrdo e branco para os testes iniciais de extracdo de BDZs em sedimentos. Como a
amostra de agua do mesmo ponto de coleta ndo estava mais disponivel, utilizou-se agua de
outra nascente (sitio 4 localizado no bairro Batel em Guarapuava) para os estudos iniciais do
Kq. Para as amostras de 7 a 12, sedimentos e agua do mesmo ponto de coleta foram utilizados
nestes estudos. Os experimentos para avaliar o Kq dos BDZs foram realizados em tubos
Falcon de 50 mL. 1 g de sedimento foi pesado diretamente em cada tubo, em seguida, 15 mL
de &gua foram adicionados sobre os sedimentos. O sistema foi entdo enriquecido com 100 ug
L de cada BDZ isoladamente e deixado em agitagdo em uma incubadora a 25° C e 150 rpm
por 15 h. Apds o periodo de agitacdo, as amostras foram centrifugadas e o sobrenadante foi
removido e estocado em refrigeracdo para ser analisado. Os sedimentos foram extraidos
diretamente do tubo Falcon. A presenca de possiveis compostos interferentes provenientes do
tubo Falcon foi descartada através de andlise voltamétrica do “branco” da solucdo extratora
deixada durante 0 mesmo tempo de extracdo na auséncia de amostra. O K foi calculado apds
a determinacédo da concentragdo de cada BDZ na agua (ug L™?) e no sedimento (ug g?). A
relacdo entre os parametros fisico-quimicos da dgua e dos sedimentos com o Kq dos BDZs foi
avaliada por meio de uma analise de componentes principais, (principal component analysis,
PCA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Voltametria ciclica (VC)

Estudos com VC foram realizados para o DIAZ e CLO com a finalidade de
compreender a natureza do processo de transferéncia de massas de cada farmaco ao eletrodo
de trabalho, bem como, os processos eletroquimicos envolvidos na determinacdo destes
BDZs. Estes estudos com VC serviram ainda para a escolha da técnica voltamétrica (onda
quadrada ou pulso diferencial) empregada nos estudos subsequentes. Para o ALP, a avaliacdo
do comportamento eletrolitico também foi realizada em estudos anteriores (NUNES et al.,
2015).

As determinac@es por VC para o CLO foram feitas em uma ampla faixa de potencial (-
0,2 a-1,6 V), objetivando avaliar os processos eletroquimicos que este farmaco sofre tanto no
sentido direto (catodico) quanto no sentido inverso (anddico). A Figura 13A apresenta 0
voltamograma do eletrélito suporte, pode-se notar a presenca de um pico voltamétrico no
potencial de -1,0 V referente provavelmente a reducdo de tracos de oxigénio dissolvido. Na
Figura 13B, observa-se a presenca de dois picos voltamétricos no sentido direto da varredura
de potencial (-0,40 = 0,02 V e -1,04 + 0,01 V). Observa-se ainda, que a perturbacdo do
sistema com a alteracdo da velocidade de varredura (vv) propiciou um aumento da intensidade
de corrente, bem como um deslocamento do potencial para um sentido catédico em ambos 0s
picos, sendo este Ultimo caracteristico de processos irreversiveis (DE TOLEDO et al., 2005;
NUNES et al., 2015, 2016). O primeiro pico de reducdo do farmaco (-0,4 V) deve-se
provavelmente a reducdo do grupo nitro ligado ao anel aromatico (Figura 1) envolvendo a
transferéncia de 4 elétrons e 4 protons, como proposto pela Equacdo 4 (DE CARVALHO et
al., 2010).

R-NO2 + Hg = HQ[R-NO2]ads
Hg[R-NO2]ads + 4e” + 4H* > Hg + [R-NH-OH] + H.0 Equacao 4

O segundo sitio ativo, comum entre os BDZs estudados, foi o grupo C=N, presente na
forma de uma amina heterociclica na estrutura. A reducgdo deste sitio ativo na superficie do
eletrodo de trabalho causou o surgimento de um segundo pico voltamétrico no potencial
aproximado de -1,04 V durante a VC. O processo eletroquimico envolvido na reducdo deste
sitio ativo envolve a transferéncia de 2 elétrons e dois protons na superficie do eletrodo de
trabalho (DE CARVALHO et al., 2010), como mostrado pala Equagéo 5.
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-C=N-R + Hg > Hg[R-C=N-R]ags
Hg[R-C=N-R]ads + 26" + 2H" &> Hg + [R-CH-NH-R] Equacéo 5

No sentido inverso da varredura de potencial (-1,6 a -0,2 V), nenhum pico
voltamétrico foi observado, indicando que o processo eletroquimico de reducédo dos dois sitios
ativos do CLO na superficie do eletrodo de mercurio apresenta comportamento irreversivel
nas condicOes estudadas. As velocidades da reacdo direta e inversa de um dado composto
estdo diretamente relacionadas com a reversibilidade do processo eletroquimico em quest&o.
De forma que em processos irreversiveis, a velocidade de reagdo em uma direcdo é muito

mais lenta que na outra, sendo assim considerada desprezivel (Skoog et al., 2006).
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Figura 13. Estudos com VC para o CLO. (A) Eletrolito suporte: tampdo fosfato pH 7,0. (B) Voltamogramas
ciclicos obtidos para uma solugdo 100 pg L't de CLO em meio de eletrélito de suporte, pH 7. (C) Dependéncia
de I, em fungdo da vv para o primeiro pico (-0,4 V). (D) Dependéncia de 1, em fungéo da vv para o segundo pico
(-1,04 V). Parametros de analise: Eq, -0,8 V; tac, 120 s; pH 7,0

As Figura 13 C e Figura 13 D apresentam os resultados da perturbacdo do sistema por
meio do aumento da vv, em termos de I,, para o primeiro e 0 segundo processo eletroquimico
do CLO respectivamente. Em uma viséo geral, nota-se que 0 aumento da vv proporcionou um
aumento da Ip de forma linear com coeficiente de correlacdo superior a 0,99 para ambos 0s
picos. Tal comportamento, aponta para um processo eletroquimico controlado por adsor¢éo e

ndo pela difusdo do analito na superficie do eletrodo (DE TOLEDO et al., 2005). O processo
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eletroquimico controlado por adsorcdo foi confirmado plotando-se I, em funcdo da raiz
quadrada da velocidade de varredura (vw*?) e log I, em funcdo do log da velocidade de
varredura (log vv) (Figura 14). De acordo com a literatura, processos adsortivos resultam em
uma curva ndo linear para a interacdo entre lp e w2 (PHAM et al., 1994). Em adicdo, a
relacdo log Ip vs Log vv deve apresentar uma curva de modelo linear com coeficiente angular
(slope) proximo de 1,0 para sistemas adsortivos (BUKKITGAR et al., 2013, 2016). Para
processos controlados por difusdo admitem-se inclinacdes proximas a 0,5. Pode-se notar nas
Figuras Figura 14A e Figura 14C que uma curva nao linear foi obtida quando foi relacionado
I, e vv para ambos os picos voltamétricos. Além disso, a relacdo entre log I, em fungéo do log
vv apresentou coeficientes angulares de 0,87 + 0,01 e 0,987 + 0,008 para 0 primeiro e 0
segundo pico respectivamente, valores proximos a 1 (Figura 14B e Figura 14D). Portando
desta forma confirma-se o processo eletroquimico do CLO sendo controlado pela adsorcao
(BUKKITGAR et al., 2013, 2016).
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Figura 14. Tratamento dos dados obtidos na determinagdo do CLO por VC para a compreensdo dos processos
eletroquimicos. (A) Interagdo entre I, e w2 para o primeiro pico (-0,4 V). (B) Interacéo entre log de I, e log de
vV para o primeiro pico (-0,4 V). (C) Iteragdo entre I, e vw¥2? para o segundo pico (-1,04 V). (D) Interagéo entre
log de I, e log de vv para o segundo pico (-1,04 V).

O estudo dos mecanismos eletroquimicos do DIAZ seguiu 0 mesmo procedimento
empregado para o CLO. No voltamograma mostrado na Figura 15 nota-se a presenga de um

unico pico voltamétrico irreversivel no potencial de -1,04 + 0,02 V, possivelmente
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relacionado com a redugdo do grupo C=N do DIAZ na superficie do eletrodo. O aumento da
velocidade de varredura ocasionou um aumento da lp, indicando um processo adsortivo. A
reducdo do farmaco envolve a transferéncia de 2 elétrons e 2 protons e segue 0 mesmo
mecanismo proposto para 0 CLO na Equacdo 5 (DE CARVALHO et al., 2010). Em adicdo,
nota-se na Figura 15A um brando deslocamento do potencial de meia onda (Epico) para

potenciais mais catodicos com a alteracdo da vv para valores mais altos.

240 - 120
2201 Eletrdlito suporte (25 mV s™) A
200] ——25mVs’ 100] °
180] ——50mvs®
1604 75mvs’ 804
140] ——100mv's*

< 150 mv' s™ =

2 120 . < 60

= 100] ——200mVs £

Y =2,174 + 0,377*X

-1
250 mV's r = 0,099

02 04 06 -08 -10 -12 -14 -16 0 50 100 150 200 250 300
E (V) vs Ag/AgCI velocidade de varredura (mV s™)

Figura 15. Estudos com VC para 0 DIAZ. (A) Voltamogramas ciclicos de 100 pg L™* de DIAZ. (B) Dependéncia de I, em
funcdo da vv empregada. Pardmetros de andlise: Eac, -0,8 V; tac, 120 s; pH 7,0.

A curva resultante da relagdo entre I, do DIAZ em func¢éo da velocidade de varredura
utilizada, seguiu um comportamento linear, dando indicio que processo de transferéncia de
massas do DIAZ é controlado pela adsorcao, tal como observado para o CLO.

A confirmacdo do mecanismo de transporte de massas do analito se deu pelo
tratamento de dados obtidos na voltametria ciclica deste composto. Assim como observado
para o CLO, os graficos que relacionam a I, com v e log I, com log vv apontaram para um
sistema controlado por adsorcdo. Um comportamento linear, caracteristico de processos
adsortivos, para a curva plotada com |, em funcio da vv? foi observado (Figura 16A), bem
como um coeficiente angular de 0,92 £+ 0,04, préximo de 1 (Figura 16B). Ambos estudos
apontam para a natureza adsortiva do processo de transferéncia de massas do analito a
superficie eletrolitica. Outros BDZs também apresentaram este comportamento (NUNES et
al., 2015).
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Figura 16. Tratamento dos dados obtidos na determinacdo do DIAZ por VC para a compreensdo dos processos
eletroquimicos envolvido. (A) Iteracdo entre I, e w2, (B) Interacdo entre log de I, e log de wv.

No que se refere a escolha da técnica pulsada, onda quadrada (SW) ou pulso
diferencial (PD), sabe-se que SW apresenta algumas vantagens em relagédo a PD como maior
velocidade de varredura e LD e LQ mais baixos. Entretanto, a melhora significativa do sinal
voltamétrico e consequentemente do LQ ocorre quando o processo eletroquimico do analito é
reversivel (ALEIXO, 2003; SKOOG et al., 2006). Como as VC realizadas (Figura 13B e
Figura 15A) mostraram a auséncia de pico no sentido inverso da varredura de potencial (do
potencial mais negativo para o mais positivo), ndo se justificou a utilizacdo da técnica de SW
para a determinacdo do CLO e do DIAZ. Desta forma, devido ao excelente sinal voltamétrico
obtido para ambos os farmacos por PD, esta técnica foi empregada nas determinacoes
voltamétricas. Tal observacéo ja foi feita em estudos anteriormente realizados com o ALP, o
farmaco mostrou-se irreversivel no que diz respeito ao seu processo eletroquimico, e assim, a
técnica de PD também foi escolhida (NUNES et al., 2015). Em geral, determinacdes
voltamétricas de BDZs empregam a técnica PD (DE CARVALHO et al., 2010; GHASEMI,
NIAZI; GHORBANI, 2006; HERNANDEZ et al., 1987).

5.2 Otimizacdo e validagdo dos métodos voltamétricos

Diversos parametros voltamétricos foram estudados visando melhorar os sinais
voltamétricos do DIAZ e do CLO. Apos otimizadas as metodologias, parametros de validacdo
foram analisados objetivando garantir a confiabilidade dos resultados obtidos por tais

métodos.

5.2.1 Diazepam
Otimizagao da metodologia
Diversos eletrdlitos suporte tais como biftalato de potassio, tartarato de sédio, acido

borico, oxalato de sédio, tampdo fosfato com Triton-X, entre outros, foram avaliados para a
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determinacdo do DIAZ (voltamogramas ndo apresentados). O objetivo destas andlises foi
encontrar um meio que apresentasse uma menor intensidade de sinal de corrente de fundo no
potencial de -0,9800 + 0,004 V (Figura 17) que € muito proxima ao Epico do DIAZ e poderia
interferir na determinacdo do farmaco. Dentre os eletrolitos avaliados escolheu-se trabalhar
com o tampao fosfato, devido ao melhor sinal de fundo e possibilidade de controle do pH do
meio. Entretanto, a intensidade de corrente do branco ndo pode ser totalmente reduzida.
Sendo assim, uma avaliacdo do tempo de purga foi realizada, para compreender a relacao
entre a intensidade do sinal de fundo e a presenca de oxigénio (O2) dissolvido. A Figura 17A
apresenta os voltamogramas obtidos para o eletrélito suporte tampdo fosfato em diferentes
tempos de purga inicial. Pode-se notar que o aumento do tempo de purga foi responsavel pela
diminuicg&o da I, do sinal de fundo no potencial de -1,0 V. Este comportamento fica mais claro
na Figura 17B, em que a lp diminuiu até o tempo de 600 s. Apos 600 s de purga, observa-se
uma estagnacédo da I, em cerca de 7,5 nA, sem eliminacgéo total do sinal de fundo, indicando
que quantidades trago de oxigénio dissolvido permaneceram na solugcdo, provavelmente
oriundas do gas empregado na purga. Desta forma fixou-se 600 s como tempo de purga e uma
solucdo de lavagem para o gas foi preparada na tentativa de remover o Oz remanescente,
presente como impureza em concentragdes inferiores a 1 ppm segundo o fabricante. A
interferéncia causada pela presenca do O ja é conhecida pela literatura e € o motivo pelo qual
a purga com um gas inerte € realizada. Duas ondas catddicas sdo observadas quando o O esta
presente em solucdo. A Equacdo 6 apresenta a reacao de reducdo para o Oz, no potencial de -

1,0 V, que provavelmente esta ocorrendo na cela voltamétrica (Aleixo 2003; Skoog, 2006).
Oz + 4 H" +2e” =H202 (meio &cido)
02 + 2H20 + 4e” = 40H" (meio alcalino ou neutro) Equacéo 6
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Figura 17. Voltamogramas obtidos na analise do eletrélito suporte tampédo fosfato pH 7,0 com diferentes tempos
de purga (VRC PD). (A) Voltamogramas completos para o eletrélito suporte. (B) Grafico da intensidade de
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corrente de pico em fungdo do tempo de purga empregado para a andlise voltamétrica do eletrdlito de suporte.
Parametros utilizados: Eq, -0,8 V; t.ac, 120 s; velocidade de varredura 25 mV s,

Como néo foi possivel a remogdo completa do oxigénio da cela voltamétrica por meio
da purga, uma solucédo de cloreto de vanadio foi preparada. Dois gramas de metavanadato da
amonio foram dissolvidos em 25 mL de HCI concentrado aquecido, diluindo para 250 mL de
agua (RIDGE, 2016). Esta solucéo teve como fungéo purificar o Nog removendo quantidades
traco de O() presente como impureza no gas de purga. O vanadio € mantido em sua forma
reduzida pela presenga de zinco na forma de améalgama, desta maneira, quando 0 Qgas
contendo impurezas de oxigénio é borbulhado na solucéo de lavagem, o O, oxida o vanadio e
por consequéncia e é removido do gas de purga (ALLEN; FU; DENG, 1993). Alguns testes
foram realizados, no entanto, o sistema mostrou-se ineficiente, ndo removendo todo o
oxigénio presente no gas. Desta maneira, a solu¢do de vanadato ndo foi utilizada nos estudos
seguintes. Sendo assim, foi necessaria a avaliacdo do pH do meio para deslocar o potencial de
meia onda do DIAZ para potenciais menos negativos com melhores condi¢6es de corrente de

fundo. A Figura 18 mostra como o frasco de lavagem havia sido montado na linha de gés.

CILINDRO DE
645 (N2)

FRASCO DE

LAVAGEM EQUIPAMENTO

FRASCO DE
SEGURANCA

Figura 18. Sistema de g&s com frasco de lavagem acoplado.

Estudos para avaliar a influéncia do valor do pH do tampéo fosfato, utilizado como
eletrélito suporte, sobre a resposta voltamétrica do farmaco foram realizados. Devido ao
elevado background (corrente de fundo) em um potencial de pico préximo ao do farmaco, a
escolha do pH da solucdo ndo levou em conta apenas a resolucdo e a intensidade de corrente
do pico, mas também foi necessario avaliar sua posi¢do em relagdo ao branco. Sendo assim, 0
pH do eletrdlito suporte foi variado de 5,0 a 8,1, em uma solugdo contendo 9,5 pug L™ de
DIAZ. Valores de pH extremos ndo foram avaliados pois, escolheu-se trabalhar com
condigdes de pH naturalmente encontradas em amostras ambientais.

Como pode ser visto na Figura 19A, o aumento do pH da solugéo proporcionou um
deslocamento do Epico do farmaco para potencias mais negativos. Este comportamento é
frequentemente observado em moléculas organicas e deve-se provavelmente a alteracbes da

eletroquimica das mesmas devido a desprotonacfes de sitios ativos presentes na estrutura.
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Além disso, nota-se que a intensidade de corrente de pico do DIAZ é altamente dependente do
pH da solucdo. Observa-se que a lIp foi maior para os valores de pH 6, 7 e 8,1. As maiores Ip
obtidas nos estudos de pH da solucdo foram para o pH 7 e 8,1, que ndo diferiram
estatisticamente entre si (Teste T (Tcalculado < Tcritico e p > 0,05)). Embora a maior I, ndo
tenha sido para o pH 6,0, 0 DIAZ apresentou um Epico de -0,89 V, mais distante do Epico do
background (-1,0 V) nesta condicdo, e consequentemente uma melhor linha de base. Deste
modo, o tampéo fosfato pH 6 foi escolhido como eletrolito suporte para as determinacfes
voltamétricas do DIAZ. Este pH nédo foi o mesmo utilizado por de Carvalho e colaboradores
para a determinacgéo simultanea do DIAZ com outros BDZ. O pH 10 foi considerado a melhor
condig&o nestes estudos (DE CARVALHO et al., 2010).

10 8
——pH5,0
pH55 A 71 B . .
g|——pH60
—— pH 6,95 6 ]
——pH8,1
5
6 -
< 4
c S
= 4 231
2 =
24 1]
0 -]
O\‘/-- T T T ] T T T T T T T
-0,7 -0,8 -0,9 -1,0 -1,1 5,0 55 6,0 6,5 7,0 7,5 8,0
E (V) vs Ag/AgCI pH

Figura 19. Estudo do pH utilizando VRC PD em meio de eletrolito suporte tampéo fosfato (A) Voltamogramas
obtidos na determinacéo de 9,95 pg L de DIAZ. (B) Relagdo entre a intensidade de corrente de pico (l,) e o pH
da solucéo. Parametros empregados: Eac, -0,6 V; ti, 120 s; velocidade de varredura 25 mV s*; amplitude de
pulso, 80 mV; tempo de pulso, 40 ms.

Um dos principais pardmetros responsaveis por melhorar a seletividade e os limites de
deteccdo em voltametria de pulso diferencial € o potencial de acumulacdo (Eac), 0 qual
permite a pré-concentracdo dos analitos na superficie do eletrodo no momento da medida
voltamétrica. Este parametro foi variado de -1,0 a 0,0 V e os resultados estdo apresentados na
Figura 20. E possivel observar nos voltamogramas da Figura 20A que o potencial de
acumulacdo interfere drasticamente na intensidade do sinal voltamétrico do DIAZ. Para os
potenciais de -0,2, -0,1, 0,0 e -1,0 V praticamente ndo existe um pico voltamétrico referente
ao analito. Na Figura 20B, a resposta da intensidade de pico em funcdo do Eac fica mais
evidente. Até o potencial de -0,6 V, o qual apresentou melhor resposta, a intensidade do pico
sofreu um aumento, seguido por uma queda para os potenciais de -0,7 a 1,0 V. Deste modo,
escolheu-se trabalhar com Exc de -0,6 V devido sua melhor resposta voltamétrica, tanto no que
se refere & intensidade como a resolugdo do pico voltamétrico. de Carvalho et al. (2010)
realizaram a determinacao simultanea de um grupo de BDZs contendo diazepam, medazepam

e clorodiazepdxido. Para a determinacdo deste grupo escolheu-se o potencial de -0,8 V em
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tampé&o Ringer pH 10, diferente do potencial escolhido no presente trabalho.
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Figura 20. Estudo do potencial de acumulagdo empregado VRC PD em meio de eletrélito suporte tampéo fosfato,
pH 6,0. (A) Voltamogramas obtidos na determinagdo de 9,95 pug L™ de DIAZ. (B) Relagéo entre a intensidade de
corrente de pico (Ip) e 0 Eac aplicado. Pardmetros empregados: amplitude de pulso, 80 mV; tempo de pulso, 40
ms; velocidade de varredura, 25 mV s%; ty, 120 s.

A velocidade de varredura de potencial foi variada de 25 a 50 mV s. Velocidades de
varredura mais altas implicam em maior velocidade de analise, porém podem diminuir a
resolucdo dos picos voltamétricos. Ja vv muito baixas podem prolongar o tempo de analise.
Na Figura 21A nota-se que 0 aumento da vv proporcionou um aumento da intensidade de
corrente de pico (lp), como pode ser melhor observado na figura ao lado, Figura 21B. Além
disso, observa-se um pequeno deslocamento do Epico para potenciais mais negativos com o
aumento deste pardmetro. Este deslocamento ndo é desejado pois o sinal analitico do farmaco
aproxima-se do Epico do sinal do branco. Em todos os voltamogramas, com excecdo para 50
mV s, uma boa resolucéo voltamétrica foi obtida. Embora as I, tenham sido mais altas para
45 e 50 mV s, escolheu-se 40 mV st como condigdo 6tima para este pardmetro devido a

melhor resolucdo do pico voltamétrico.
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Figura 21. Estudo da velocidade de varredura utilizando VRC PD em meio de eletrdlito suporte tampdo fosfato,
pH 6,0. (A) Voltamogramas obtidos na determinacdo de 9,95 g L™ de DIAZ. (B) Relagéo entre a intensidade de
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corrente de pico (lp) e a velocidade de varredura aplicada. Pardmetros empregados: Ega, -0,6 V; ti, 120 s;
amplitude de pulso, 80 mV; tempo de pulso, 40 ms.

Outro parametro voltamétrico avaliado foi a amplitude de pulso. Este pardmetro esta
diretamente ligado a intensidade de corrente de pico do farmaco e foi variado de 20 a 120 mV.
Pode-se notar na Figura 22A que o aumento da amplitude de pulso proporcionou um aumento
da intensidade de corrente de pico chegando a aproximadamente 7,5 nA em 60 mV. De 60 a
120 mV ndo houve mudangas bruscas na lp. Nota-se ainda que o aumento da amplitude
ocasionou um deslocamento do Epico para potenciais menos negativos. A relagao entre I, e
amplitude de pulso pode melhor ser observada na Figura 22B. A condi¢do escolhida como
Otima para este parametro foi de 100 mV por apresentar adequada I, e resolucdo voltamétrica,
além de deslocar o Epico para um potencial menos negativo, mais longe do potencial de pico

da corrente de fundo.

104 —20mv A 8-
—— 40 mV B + . *
60 mvV F i L
81 —70mv 7 .
80 mV
— 90 mv .
~ 61 100 mv — 6-
< —120mvV <
— 4 | _Q 5 _
2+ 44
- 3 i T T T T T
-0,70 -0,75 -0,80 -0,85 -0,90 -0,95 -1,00 20 40 60 80 100 120
E (V) vs Ag/AgCI Amplitude de pulso (mV)

Figura 22. Estudo de amplitude de pulso utilizando VRC PD em meio de eletrélito suporte tampéo fosfato pH
6,0 (A) Voltamogramas obtidos na determinacdo de 9,95 pg L™ de DIAZ. (B) Relagéo entre a intensidade de
corrente de pico (l,) e a amplitude de pulso. Pardmetros empregados: Eq, -0,6 V; ti, 120 s; velocidade de
varredura 40 mV s*; tempo de pulso, 40 ms.

O tempo de pulso aplicado também foi avaliado em uma faixa de 20 a 90 ms. Pode-
se notar na Figura 23A que o0 aumento do tempo de pulso causou uma diminuigdo da
intensidade de corrente de pico do DIAZ e um leve deslocamento do potencial de pico para
uma regido mais anddica. Na Figura 23B nota-se que a I, diminuiu quase quatro vezes do
tempo de pulso de 20 até 90 ms. Esta reducdo deve-se ao fato que a aplicacdo do incremento
de potencial provocar uma migragdo do analito ao eletrodo de trabalho, aumentando assim a
concentracdo na regido proxima a superficie do eletrodo. Tdo logo o analito alcanca a
superficie do eletrodo, estas espécies sdo entdo reduzidas e a concentracdo do analito vai
diminuindo com o tempo. Como a intensidade de corrente de pico diminui com o tempo € a
resolucéo do sinal voltamétrico foi adequado para 20 ms de tempo de pulso, escolheu-se esta
condicdo como Gtima para este parametro. As condicdes de anélise otimizadas para o DIAZ
estdo apresentadas na Tabela 4.
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Figura 23. Estudo do tempo de pulso utilizando VRC PD em meio de eletrdlito suporte tampéo fosfato pH 6,0 (A)
Voltamogramas obtidos na determinagio de 9,95 pg L de DIAZ. (B) Relago entre a intensidade de corrente de
pico (Ip) e o tempo de pulso empregado. Pardmetros empregados: Eac, -0,6 V; ta, 120 s; velocidade de varredura
40 mV st; amplitude de pulso, 100 mV.

Tabela 4. Parametros de analise otimizados para a determinacdo do DIAZ.

Parametro Condicéo
Potencial de acumulagéo -06 V
Velocidade de varredura 40 mV st

pH 6,0
Amplitude de pulso 100 mV
Tempo de pulso 20 ms

Tempo de purga 10 min
Tempo de equilibrio 5s

De Carvalho e colaboradores otimizaram as condi¢des voltamétricas para varios
BDZs, incluindo o DIAZ. Os pesquisadores definiram como condi¢Bes Gtimas para a
determinacdo do DIAZ o E4c de -0,8 V por 10 s em tampéo Ringer pH 10 (DE CARVALHO et
al., 2010). Estas condi¢des foram diferentes das consideradas 6timas no presente trabalho.
Entretanto, para de Carvalho (2010), uma condicdo 6tima para a determinagdo de grupos de
BDZs foi encontrada, desta forma ndo foram considerados os melhores parametros para cada

farmaco isoladamente e sim para o grupo.
Validagdo da metodologia

Para a validacdo do método analitico, algumas figuras de mérito foram avaliadas. A
seletividade foi avaliada por meio de estudos com interferentes organicos e ions metalicos.
Para o estudo com interferentes organicos, foram utilizados farmacos da mesma classe, como
os também benzodiazepinicos alprazolam (ALP), clonazepam (CLO) e lorazepam (LORAZ) e

farmacos de outras classes como o hormdnio 17a-etinilestradiol (EE) e o anti-inflamatério
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nimesulida (NIM), além de acidos humicos. A Figura 24A apresenta a resposta de I, de 4,97
ug L de DIAZ em funcdo da concentracdo dos farmacos interferentes adicionados em
concentragdes até quatro vezes maiores. E visivel nesta figura que os farmacos ALP, CLO e
LORAZ provocaram uma consideravel interferéncia na intensidade do sinal voltamétrico do
DIAZ. Entretanto para 0 CLO e LORAZ observa-se um aumento da I, ao passo que para o
ALP nota-se uma diminui¢do da magnitude do sinal.

A interferéncia causada pelo CLO deve-se a presenca de um segundo pico
voltamétrico referente a um grupamento C=N semelhante ao do DIAZ com 0 mesmo Epico.
Para 0 LORAZ, para o qual também foi observada uma interferéncia positiva, este sinal deve-
se a0 Epico do farmaco (-0,853 V) ser muito préximo ao do DIAZ (-0,866 V) nestas condicbes
de analise. Desta forma, ndo é possivel a separacao dos sinais dos trés BDZs. Para o ALP, que
causou diminuicdo do sinal do DIAZ, é possivel notar a presenca de dois picos nos
voltamogramas (Figura 24B), o primeiro referente ao ALP em -0,81 V e 0 segundo ao DIAZ
em -0,86 V. E possivel notar nestes voltamogramas que a adi¢do do ALP causou o surgimento
de um pico voltamétrico proximo ao sinal do DIAZ provocando a diminuicdo a metade da I,
do DIAZ no inicio do experimento. Entretanto para as concentragfes de 10, 15 e 20 ug L™ do
interferente, a intensidade do sinal voltamétrico do DIAZ permaneceu constante. Sendo assim,
0 ALP é capaz de interferir, mas ndo comprometer a determinacdo do analito, pois 0s
farmacos apresentam potenciais de pico distintos.

Na Figura 24A, ainda é possivel notar que a adicdo de NIM e EE ndo provocaram
quaisquer interferéncias no sinal voltamétrico do DIAZ. A 1, permaneceu praticamente
constante e a leve diminuicdo de corrente (cerca de 0,2 nA) deve-se provavelmente as adicGes
do farmaco que alteram o volume da cela voltamétrica de 10,052 para 10,260 mL e

consequentemente reduziu a concentracdo do analito em solucéo.
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Figura 24. Estudos de seletividade para 4,96 pg L de DIAZ utilizando VRC PD em meio de eletrélito suporte
tampdo fosfato pH 6,0. (A) Relagdo entre I, e concentracdo dos farmacos interferentes. (B) Voltamogramas
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obtidos na determinagdo do diazepam com adi¢fes consecutivas de ALP. Pardmetros empregados: Eac, -0,6 V; tac,
120 s; velocidade de varredura 40 mV s*; amplitude de pulso, 100 mV; tempo de pulso, 40 ms.

Para confirmar a interferéncia dos BDZs sobre a quantificagdo do DIAZ, estudos de
recuperacdo foram realizados na presenca de outros farmacos do grupo em solucao sintética.
A concentracio do analito e de cada interferente utilizado foi de aproximadamente 5 ug L™e
diferentes ensaios foram propostos. Nos ensaios de 2 a 4 a recuperacdo do DIAZ foi
conduzida com concentrag@es iguais de cada farmaco. Para o ensaio n° 5 foi utilizado 5 pg L™
de DIAZ, CLO, ALP e LORAZ em solucgdo. A Tabela 5 mostra os resultados obtidos para

cada condicao experimental.

Tabela 5. Estudos de recuperagdo do DIAZ na presenca de outros BDZs.

Ensaios Farmacos Concentracéo Concentracéo Recuperacéo (%)
adicionada determinada
(ug L™ (ug L™
1 DIAZ 5,02 51+04 101 £8,2
2 DIAZ + ALP 4,98 41+0,1 802
3 DIAZ + CLO 4,98 6,9+0,7 138 + 15
4 DIAZ + LORAZ 4,98 58+0,3 116 £ 4
5 DIAZ + BDZs 4,98 6,2+0,8 125+ 6

As recuperacdes obtidas para 0 DIAZ nos diferentes ensaios propostos variaram de 80
a 138%. Para o ensaio n° 2 a recuperacdo para o DIAZ foi de 80%. Tal resultado esta de
acordo com a Figura 24, pois a presenca do ALP em solucéo causa uma diminuigdo da Ip e
consequentemente da recuperacdo para o DIAZ. J& a presenca do CLO ou do LORAZ em
solucdo provocaram uma recuperacdo maior do analito. Estes resultados também ja eram
esperados, uma vez que estes BDZs provocam um aumento da I, no Epico do DIAZ resultante
de picos de reducdo no mesmo potencial de pico do analito. Além disso, nota-se que a maior
recuperacdo obtida foi para o ensaio 3, onde o mesmo interferente (CLO) provocou um maior
aumento de I, (maior inclinagdo da curva), observado na Figura 24A. Desta forma, o sinal de
pico no Epico do DIAZ pode ter uma contribuicdo de corrente de outros BDZs como o LORAZ
e CLO. A interferéncia causada pelo LORAZ provavelmente ndo pode ser eliminada devido
as semelhancas das estruturas quimicas destes dois farmacos que apresentam picos
voltamétricos no mesmo Epico. Entretanto, a recuperagdo obtida para o DIAZ na presenga do
LORAZ foi inferior a 120%, permitindo ainda a aceitagdo dos valores determinados. A baixa
interferéncia causada pelo LORAZ deve-se a sua baixa sensibilidade ao método do DIAZ, que
resulta em baixas respostas de corrente. A sensibilidade diminuida para o LORAZ é devido ao
fato do pH 6 ndo ser a condigéo ideal para essa droga, como mostrado por Ghasemi et al.
(2006). A I, do LORAZ ¢ inversamente proporcional ao aumento do pH do meio, além disso,
0 Eac ideal para 0 LORAZ é de -0,2 V, enquanto para o DIAZ é de -0,6 V (GHASEMI;
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NIAZI; GHORBANI, 2006). Em resumo, é preciso ter em mente que em uma determinagéo
em amostra real, o sinal analitico obtido na amostra pode ser resultado da reducdo
eletroquimica de uma mistura de DIAZ e LORAZ, com prevaléncia do sinal referente ao
DIAZ.

Por outro lado, a interferéncia causada pelo CLO, embora seja mais acentuada, pode
ser contornada. Primeiramente, pode-se quantificar a Ip no Epico do DIAZ, 0 qual corresponde
a DIAZ + CLO, em seguida realiza-se a quantificacdo no pico correspondente ao CLO (-0,4
V), determinando sua concentracdo na amostra. Em seguida, usando a equacdo linear
construida pelo método de adi¢do padrdo em uma amostra real, é possivel determinar a Ip,
referente apenas a concentracdo do CLO, no Epico de -0,91 V (segundo pico do CLO no Epico
do DIAZ). Neste momento, a I calculada para o0 CLO pode ser subtraida do sinal total de
DIAZ + CLO (em -0,91 V). Plotando um grafico de adicdo de padrdo ¢é possivel determinar a
concentracdo de DIAZ. Para confirmar esta hipotese, um experimento foi realizado
enriquecendo-se uma solugdo com aproximadamente 5 pg L de DIAZ e CLO. Antes de
realizar o tratamento proposto, a concentragdo de “DIAZ” determinada foi de 6,7 + 0,8 pug L™,
resultando em uma recuperacao de 134 + 16%. Este resultado de recuperacdo € aceitavel, no
entanto, permanece alto e condizente com os resultados previamente apresentados na Tabela
5, confirmando a interferéncia causada pelo CLO. A I, do CLO foi determinada nas condi¢cfes
voltamétricas e de pH do DIAZ em -0,91 V e subtraida da I, referente a DIAZ + CLO
previamente determinada. Uma nova equacéo de regressdo foi encontrada e a concentracao do
DIAZ foi determinada. Apos o tratamento proposto, a concentra¢do determinada foi de 4,4 +
0,6 pg L com recuperacio obtida de 98 + 13%, resultando em uma boa aproximacio da
concentracdo de DIAZ na amostra, confirmando a possibilidade de utilizacdo desta técnica em
amostras reais.

A presenca de matéria organica dissolvida no ambiente aquatico pode causar
consideravel interferéncia sobre sinal analitico de medicGes voltamétricas em amostras
ambientais. Desta forma, &cidos hamicos foram também avaliados como interferentes. O
acido hamico utilizado neste estudo possui cerca de 35% em massa de carbono organico
dissolvido. E sabido que a concentragio de COD em aguas superficiais é de aproximadamente
5 mg Lt (CVRKOVIC-KARLOCI et al., 2011; DOS SANTOS; ABATE; MASINI, 2004).
Como usualmente 1 ou 2 mL de amostra sdo adicionados na cela voltamétrica, com volume
total de 10 mL, concentracGes de até 3 mg L™ de COD foram adicionadas. Como pode ser
visto na Figura 25, a adigdo de 0,2 mg L™ de COD provocou alteragdes no voltamograma. E
possivel observar uma diminuigéo da I,, bem como, um deslocamento do Epico para potenciais

menos negativos. Este comportamento é um indicativo de interagGes entre o DIAZ e os &cidos

76



hamicos que sdo reconhecidamente interferentes (GALLI; DE SOUZA; MACHADO, 2011;
NUNES et al., 2015). As adic¢des consecutivas de COD causaram a diminui¢do proporcional
da lp até a concentragio de 15 mg L de COD (2,44 nA). A partir desta concentragdo do
interferente a corrente foi reduzida até 0,2 nA, suprimindo quase que completamente o sinal
do DIAZ. Estas concentragdes de COD embora possam ocorrer em amostras de aguas
naturais, ndo sdo comuns. Além disso, técnicas de diluicdo mostraram-se eficientes para
contornar o problema (NUNES et al., 2015). No entanto, em muitas situacdes, a técnica de
diluicdo da amostra pode nao ser apropriada, uma vez que os analitos também se apresentam
em baixas concentracdes e assim, outras aproximacoes podem ser utilizadas. A extracdo em
fase solida (SPE), por exemplo, vem sendo amplamente utilizada para extracdo, pré-
concentracdo e cleanup de farmacos em amostras complexas como as ambientais
(GHOBADI; YAMINI; EBRAHIMPOUR, 2014; MENDOZA et al., 2014).
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Figura 25. Estudos de interferéncia de acidos himicos sobre o sinal voltamétrico do DIAZ.

Estudos com interferentes metalicos (Zn?*, Cu?* e Fe®") também foram realizados. Tais
ions foram escolhidos por serem frequentemente encontrados em ambientes aquaticos. Na
Figura 26A estdo apresentados os voltamogramas obtidos na determinacdo do DIAZ com
adigbes consecutivas de solucdo de Zn?*. E possivel notar que a I, do farmaco diminuiu com
as adicdes do interferente, entretanto, deslocamentos consideraveis no potencial de pico nao
foram observados. A interferéncia causada pelo Zn?* pode ser melhor observada na Figura
26B. E possivel notar que a intensidade de corrente de pico do DIAZ caiu de 4,27 para 2,13
nA com adigbes de Zn?*, uma reducdo de 50%. Porém, no ambiente, o Zn presente ndo se
encontra totalmente em forma livre, na sua maioria, ele se encontra preferencialmente
complexado a compostos organicos. Para os ions Cu?* e Fe®*, ndo foram observadas
interferéncias significativas no sinal de pico do DIAZ e desta forma os voltamogramas destes
estudos ndo foram apresentados. Estudos realizados anteriormente (NUNES et al., 2015)

apontaram que esse tipo de interferéncia pode ser minimizado através da diluigdo da amostra
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sem perda de sensibilidade analitica, pois a técnica usando voltametria com HMDE permite
que o analito seja pré-concentrado durante a etapa de deposi¢do. Sendo assim, até mesmo

possiveis interferéncias causadas pelo Zn?* poderéo ser minimizadas.
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Figura 26. Estudos de seletividade para 4,96 pg L de DIAZ utilizando VRC PD em meio de eletrélito suporte
tampao fosfato pH 6,0. Avaliagcdo de interferentes inorganicos. (A) Voltamogramas obtidos na determinacéo do
DIAZ com adigOes consecutivas de solucdo de zinco na cela voltamétrica. (B) Relacdo entre I, e concentra¢do
dos ions metalicos interferentes. Pardmetros empregados: Ex, -0,6 V; ta, 120 s; velocidade de varredura 40 mV
s't; amplitude de pulso, 100 mV; tempo de pulso, 40 ms.

A linearidade do método foi investigada em uma faixa compreendida entre 0,5 e 95,75
ug L. Foi observado um aumento continuo da I, até 66,5 g L™ e uma estagnacgdo da I, para
a concentracdo de 95,75 pg L (Figura 27 A e B). O ndo aumento da |, para concentragoes
acima de 66,5 pg L deve-se provavelmente a saturacio da superficie do eletrodo. Apds a
avaliacdo da linearidade, um software estatistico foi empregado para confirmar a linearidade e
estipular a faixa linear de trabalho que foi de 0,5 a 20,1 ug L com um coeficiente de
correlagéo linear r = 0,9996. Para este intervalo de concentracdo o F de regressao (Freg) foi de
4148,66 > Feritico (4,23) (p < 0,05) e o0 F de falta de ajuste (Fr,j) foi de 1,26 < Feritico (2,68) (p >
0,05) indicando que o modelo linear se ajustou perfeitamente ao método. A sensibilidade da
técnica método € indicada pela inclinacdo da reta (slope), que foi de 1,24 nA e mostra uma

resposta proporcional a adi¢do do farmaco.
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Figura 27. Estudo da linearidade utilizando VRC PD em meio de eletrdlito suporte tampéo fosfato pH 6,0 (A)
Voltamogramas obtidos para a curva de calibracdo do DIAZ. (B) Curva de calibragdo do DIAZ. Parametros
empregados: Eg, -0,6 V; ta, 120 s; velocidade de varredura 40 mV s; amplitude de pulso, 100 mV; tempo de
pulso, 40 ms.

Os limites de deteccdo e de quantificacdo foram calculados conforme as equacgdes 1 e
2 e deste modo a inclinacdo da curva foi utilizada para a determinacdo destes parametros de
validagdo. Para 0 DIAZ, o desvio padrdo das réplicas do branco foi de 0,034, obtendo-se
assim um LD = 0,081 pg L e LQ = 0,271 pg L™ para 120 s de acumulagio. Estes valores
determinados foram melhores que os obtidos por Nunes et al. (2015) para um método
desenvolvido e validado para o ALP.

A utilizacdo de materiais de referéncia certificado (MRC), estudos de adicdo e
recuperacdo e comparacao entre métodos sdo formas de avaliar a exatiddo de um método
(ANVISA, 2003; AOAC, 2002). No presente trabalho, devido a auséncia de um MRC e um
método devidamente validado para comparacgdo, estudos de adi¢cdo e recuperacdo em &agua
ultrapura e em agua natural enriquecida com o padrdo do farmaco em niveis altos e baixos de
concentracdo foram realizados. O método de adicdo padréo foi empregado nas determinacdes
devido a complexidade da matriz de estudo. A Tabela 6 traz os estudos realizados e seus

resultados.

Tabela 6. Estudos de adi¢do e recuperagdo em agua ultrapura e dguas naturais para o DIAZ.

Amostra Concentracéo adicionada  Concentracdo determinada Recuperacéo (%)
(g L) (g L)

) 2,5 2,48 £0,03 99+1
Agua ultrapura 5,0 51+£04 102 +8

7,5 8,1+0,5 108+7

Agua natural (amostra 4) 2,5 2,1+0,3 84 +12
7,5 70+£04 93+5

Agua natural (amostra 5) 2,5 1,8+0,1 72+4
7,5 6,2+0,5 83+7

Pode-se notar na Tabela 6 que as recuperacdes obtidas foram proximas a 100% em
especial nos ensaios com agua ultrapura. Ja para os estudos com agua superficial enriquecida
com o padrédo do farmaco, recuperacdes mais baixas foram alcangadas. Para a amostra 4, agua
da nascente coletada no bairro Batel, as recuperagdes foram superiores a 80%, limite
considerado adequado devido a concentracdo do analito e a complexidade da matriz
(ANVISA, 2003). No entanto, para a amostra 5, agua coletada no rio Carro Quebrado na vila
Carli em Guarapuava, enriquecida com 2,5 ug L™ de DIAZ a recuperagio obtida para 2,5 ug
L foi um pouco inferior ao valor desejavel, provavelmente devido a presenca de interferentes

como matéria organica dissolvida e ions metalicos. Este rio cruza o municipio de Guarapuava
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e esta sujeito a toda contaminagio do perimetro urbano. Para a concentracdo de 7,5 pg L,
uma recuperacao adequada foi alcangada.

Os estudos de precisao de um método avaliam a proximidade dos valores
determinados em uma série de medidas de uma dada amostra. A precisdo pode ser avaliada
em trés niveis: repetitividade, precisdo intermediaria e reprodutibilidade. A repetitividade
avalia a proximidade dos valores obtidos em um mesmo dia, a precisdo intermediaria em
diferentes dias consecutivos, equipamentos diferentes ou analistas diferentes, ja a
reprodutibilidade deve ser avaliada inter-laboratorialmente (ANVISA, 2003). Os dados
apresentados na Tabela 7 apontam para uma precisdo do método desenvolvido. Nota-se na
Tabela 7 que o desvio padrdo relativo (RSD) para a repetitividade e para a precisdo
intermediaria foi menor que 15%, limite maximo permitido para esta concentracéo,

implicando em uma boa precisdo para 0 método (ANVISA, 2003).

Tabela 7. Estudos de precisdo para o DIAZ.

Preciséo Recuperacéo (%) RSD (%)
Repetitividade 104 + 10 9,9
Precisdo intermediaria 102+ 6 6,3

5.2.2 Clonazepam

Otimizagao da metodologia

Para o desenvolvimento da metodologia analitica para 0 CLO 0s mesmos parametros
voltamétricos avaliados para o DIAZ foram otimizados. A definicdo da melhor condicdo de
trabalho levou em consideracdo a intensidade de corrente de pico e a resolucdo do sinal
voltamétrico, bem como a corrente de fundo no potencial de interesse.

Os parametros que mais foram significativos para o sinal voltamétrico do CLO foram
o pH do eletrdlito suporte e o potencial de acumulacdo. O pH foi variado em uma faixa de 5,0
a 8,1, entretanto, em condicdes acidas e neutras do eletrdlito este farmaco ndo apresentou uma
boa resposta voltamétrica Figura 28. E possivel notar na Figura 28A, a presenca de um pico
voltametrico, referente ao grupo eletroativo NO> (primeiro pico voltameétrico do farmaco).
Percebe-se ainda, um deslocamento do potencial de pico do farmaco, bem como fica clara a
dependéncia de I, em relacdo ao pH da solugdo. De forma geral, avaliando o comportamento
do grafico (Figura 28B), nota-se um aumento de I, com o aumento do pH. O pH 8 foi
escolhido para os proximos estudos com o CLO por apresentar uma Otima resposta

voltametrica sem trabalhar em condi¢des extremas de alcalinidade do meio.
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Figura 28. Estudo do pH utilizando VRC PD em meio de eletrélito suporte tampao fosfato. (A) Voltamogramas
obtidos na determinacdo de 9,98 ug L de CLO. (B) Relagdo entre a intensidade de corrente de pico (lp) e 0 pH
da solucdo. Parametros empregados: Eac, -0,3 V; ti, 120 s; velocidade de varredura 25 mV s*; amplitude de
pulso, 80 mV; tempo de pulso, 40 ms.

O potencial de acumulacdo para o0 CLO foi estudado em uma faixa compreendida
entre -1,0 e 0,0 V. Para os potenciais de -1,0 a -0,5 V o sinal voltamétrico do farmaco foi
praticamente O, tendo um leve aumento para o potencial de -0,4 V. Na Figura 29A, pode-se
perceber que o Eac de -0,3 V proporcionou a resposta de corrente mais expressiva. Na Figura
29B o comportamento do sinal de pico em funcdo do Eac aplicado fica evidente. Um
crescimento do I até o valor maximo de 5,8 £ 0,2 nA, com Es = -0,3 V, seguido por um
decréscimo da resposta voltamétrica pode ser observado. Como a maior lp, bem como a
adequada resolucéo do pico voltamétrico foi para -0,3 V de Eac, esta condicdo foi escolhida
como ideal para as determinacdes do farmaco, diferentemente ao Eac escolhido para o DIAZ (-
0,6V) e ALP (-0,8 V)(NUNES et al., 2015).
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Figura 29. Estudo do potencial de acumulagédo utilizando VRC PD em meio de eletrdlito suporte tampdo fosfato
pH 8,0. (A) Voltamogramas obtidos na determinagéo de 9,98 ug L de CLO. (B) Relagéo entre a intensidade de
corrente de pico (lp) e 0 Esc empregado. Parametros empregados: tac, 120 s; velocidade de varredura 25 mV s;
amplitude de pulso, 80 mV; tempo de pulso, 40 ms.

O tempo de acumulacéo (tac) foi variado de 0 a 280 s para uma solugdo contendo 9,98

ug L de CLO. Este estudo foi realizado com o objetivo de aprimorar o tempo de analise sem
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prejudicar a intensidade do sinal voltamétrico. Geralmente, concentragdes mais baixas do
analito demandam maiores tac. Para 0 tac de 0 s ndo é possivel notar a presenca do sinal
voltamétrico resultante da reacdo de reducéo eletroquimica do CLO (Figura 30A). A partir de
de 20 s de ta, observa-se um aumento de I, até 140 s de acumulagéo, este aumento foi de
cerca de 3 vezes a |y inicial em 20 s. Ap6s 140 s de acumulagéo, é observado um decréscimo
de Ip, provavelmente devido a saturagéo do eletrodo de trabalho. Nota-se ainda na Figura 30A,
que a modificacdo do tac empregado proporciona deslocamentos no Epico do farmaco. Como
tempos de acumulacdo muito longos ndo sdo desejaveis, por aumentar o tempo de analise e
diminuir assim a frequéncia analitica, 120 s de tac foi empregado nos préximos estudos para
concentragéo proxima a 10 pg L. O tempo de acumulagio pode ser variado dependendo da

concentracdo do analito.
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Figura 30. Estudo do tempo de acumulacdo utilizando VRC PD em meio de eletrdlito suporte tampéo fosfato pH
8,0. (A) Voltamogramas obtidos na determinacdo de 9,98 pg L de CLO. (B) Relacdo entre a intensidade de
corrente de pico (Ip) € 0 tic empregado. Parametros empregados: Eqc, -0,3 V; velocidade de varredura 25 mV s;
amplitude de pulso, 80 mV; tempo de pulso, 40 ms.

Os incrementos de pulso foram responsaveis por melhorias nos LD e LQ das técnicas
voltamétricas. A amplitude de pulso para o método do CLO foi variada de 20 a 120 mV. O
aumento da amplitude de pulso provocou um deslocamento do Epico do farmaco para
potenciais mais positivos (Figura 31A). Tal variagdo ndo teve grande importancia na
determinacdo da condicdo 6tima para este parametro, pois a corrente de fundo é bem baixa e
outros eventos eletroquimicos préximos ndo sdo observados. Além disso, nota-se que a
resposta de I, também foi variada com a alteracdo deste pardmetro. A amplitude de pulso de
80 mV mostrou-se ideal. Elevada intensidade e Gtima resolucdo do pico voltamétrico
culminaram para a escolha deste parametro como ideal para o CLO.
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Figura 31. Estudo da amplitude de pulso utilizando VRC PD em meio de eletrélito suporte tampéo fosfato pH
8,0. (A) Voltamogramas obtidos na determinacdo de 9,98 pg L de CLO. (B) Relacdo entre a intensidade de
corrente de pico (lp) e a amplitude de pulso. Pardmetros empregados: E,, -0,3 V; velocidade de varredura 25 mV
st tee 120 s; tempo de pulso, 40 ms.

O tempo de pulso aplicado também foi estudado em um intervalo entre 20 e 140 ms.
Foi observado que o aumento deste parametro proporcionou um deslocamento do potencial de
pico do farmaco para potencias levemente mais anddicos (Figura 32A). Além disso, pode-se
notar que a lp diminuiu para tempos mais elevados. Na Figura 32B, este comportamento fica
mais claro. Como intensidade mais elevada do sinal voltamétrico foi observada para 20 ms, e
sob estas condi¢bes uma boa resolucdo voltamétrica foi obtida, escolheu-se 20 ms como

melhor tempo de pulso.
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Figura 32. Estudo do tempo de pulso utilizando VRC PD em meio de eletrdlito suporte tampéo fosfato pH 8,0.
(A) Voltamogramas obtidos na determinacdo de 9,98 ug L de CLO. (B) Relagdo entre a intensidade de corrente
de pico (lp) e o tempo de pulso. Pardmetros empregados: Eq, -0,3 V; velocidade de varredura 25 mV s%; t,c 120 s;
amplitude de pulso, 80 mV.

A velocidade de varredura de potencial foi estudada para obter um escaneamento de
potencial rapido, porém com adequada resolucéo voltamétrica. A velocidade de varredura foi
variada de 15 a 50 mV s™. Foi observado um crescimento proporcional da I, em fungéo do
aumento da velocidade de varredura (Figura 33A). Ainda nesta figura, é possivel notar um

deslocamento do Epico do farmaco para potenciais mais catodicos com o aumento da vv, bem
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como uma diminuigéo da resolugdo dos voltamogramas. O aumento da vv proporcionou um
aumento linear da Ip do CLO, entretanto, picos assimétricos e irregulares ndo sao desejados. A
resolucdo ndo adequada do pico voltamétrico pode causar erros ha amostragem de corrente do
pico e assim interferir nos célculos da concentracdo do analito em determinada amostra.

Sendo assim, escolheu-se 25 mV s como condicdo ideal para este parametro.
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Figura 33. Estudo da velocidade de varredura utilizando VRC PD em meio de eletrdlito suporte tampéo fosfato
pH 8,0. (A) Voltamogramas obtidos na determinagéo de 9,98 pg L de CLO. (B) Relagéo entre a intensidade de
corrente de pico (Ip) e a velocidade de varredura. Pardmetros empregados: Es, -0,3 V; tac 120 s; amplitude de
pulso, 80 mV; tempo de pulso, 40 ms.

Os parametros otimizados para o0 CLO estdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8. Pardmetros analiticos otimizados para a determinagéo do CLO.

Parametro Condicao
Potencial de acumulacao -0,3V
Tempo de acumulacéo 120's
Velocidade de varredura 25 mV st
pH 8,0
Amplitude de pulso 80 mV
Tempo de pulso 20 ms
Tempo de purga 10 min
Tempo de equilibrio 5s

O parametro voltamétrico para 0 CLO que mais destoa dos outros BDZs foi o
potencial de acumulacdo que para a maioria sdo empregados Eac proximos a -0,8 V (DE
CARVALHO et al., 2010; NUNES et al., 2015), exceto para 0 bromazepam que tem como
condicdo oOtima -0,4 V (HERNANDEZ et al., 1987). Este fato deve-se provavelmente aos

diferentes sitios ativos referentes a reducdo destes farmacos na superficie eletrolitica.
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Validagdo da metodologia

A validacdo do método foi conduzida através da analise de varios pardmetros de
validacdo. Primeiramente se estudou a seletividade, para avaliar possiveis interferentes. Tal
estudo ndo é frequentemente empregado em desenvolvimento e validacdo de metodologias
voltamétricas, provavelmente, devido a falta de seletividade inerente a técnica. Porém
atualmente eletrodos tém sido produzidos de forma a serem mais seletivos, como eletrodos
impressos modificados (COUTO; LIMA; QUINAZ, 2016; MOHAMED, 2016;
TROJANOWICZ, 2016). Para avaliar a seletividade, estudos com outros BDZs, acidos
hdmicos e ions metalicos foram feitos. Os BDZs ALP, DIAZ e LORAZ foram utilizados. A
Figura 34 apresenta os resultados obtidos nos estudos de interferéncia. Pode-se perceber que
outros farmacos BDZs ndo alteraram a intensidade de corrente de pico do CLO de maneira
significativa, mesmo utilizando concentracGes até quatro vezes mais altas que a do farmaco (5
ug L) (Figura 34A). Desta forma, pode-se concluir que outros farmacos da classe ndo
exerceram quaisquer interferéncias sobre o CLO. Deste modo farmacos de outras classes,
como analgeésicos e anti-inflamatorios ndo foram avaliados neste estudo. Como o propdsito do
trabalho é empregar a metodologia desenvolvida em amostras ambientais, estudos de
interferéncia foram realizados também com os ions metalicos Cu?*, Fe** e Zn?*, os quais
podem ser encontrados em ambientes aquaticos. A Figura 34B apresenta os resultados de
adi¢des de interferentes que chegam até a 120 pg L™ (24 vezes maior que a concentragdo do
analito). Os fons metéalicos Fe®** e Zn?*, podem ser possiveis interferentes nas analises
voltamétricas, pois a diminuicdo do sinal analitico é notével. Estas interferéncias
possivelmente sdo causadas por modificagdes do comportamento eletroquimico do analito
préximo ao eletrodo de trabalho. Os voltamogramas apresentados nas Figura 34 A e B deixam
clara a interferéncia sobre o CLO, uma vez que a diminuicdo da I, e deslocamento do
potencial de pico para potenciais menos negativos podem ser observados. Entretanto, assim
como foi discutido para o DIAZ, estes ions provavelmente ndo estdo livres no ambiente
aquatico e sim complexados com a matéria organica. Além disso pode ser realizada a diluicédo
da amostra para minimizar as interferéncias intrinsecas de cada matriz ambiental (NUNES et
al., 2015). Os voltamogramas obtidos para avaliar a interferéncia do Cu®* ndo foram

apresentados em razdo de ndo terem sido observadas interferéncias causadas por este ion.
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Figura 34. Estudos de seletividade para 5,02 pg L de CLO utilizando VRC PD em meio de eletrélito suporte
tampdo fosfato pH 8,0. (A) Relacédo entre I, e concentracdo dos farmacos interferentes. (B) Relagédo entre I, e
concentragdo dos ions metalicos interferentes. (C) Voltamogramas obtidos na avaliacdo da interferéncia causada
pelo Zn?*. (D) Voltamogramas obtidos na avaliacdo da interferéncia causada pelo Fe®*. Parametros empregados:
Eac, -0,3 V; tc 120 s; amplitude de pulso, 80 mV; tempo de pulso, 40 ms; vv, 25 mV s,

A interferéncia causada pela presenca de matéria organica dissolvida sobre o sinal
voltamétrico do CLO também foi avaliada para 10 pg L™ de CLO em cela voltamétrica.
Concentracdes de até 3,0 mg L de COD (35% em &cido hiimico) foram adicionados na cela.
Pode-se notar na Figura 35 A e B que a adi¢do de COD provocou a reducédo da I, do farmaco.
Nas concentracfes mais altas o pico voltamétrico foi suprimido completamente, mostrando
alta interferéncia causada pela matéria organica. Desta forma, amostras com concentracfes de
COD superiores a média podem ser mais dificeis de serem analisadas. Dilui¢bes e

procedimentos de cleanup poderiam ser empregados nestas amostras.
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Figura 35. Estudos de interferéncia de acidos htimicos sobre o sinal voltamétrico de 10 pg L de DIAZ.

A avaliacdo da linearidade do método consistiu na constru¢do de uma curva de
calibragido em um intervalo de concentracdo compreendido entre 0,49 a 96,12 ug L™ de CLO
empregando 120 s de acumulacdo (Figura 36). Com a avaliacdo estatistica da linearidade, a
faixa linear de trabalho ficou compreendida no intervalo de 0,49 a 15,09 pg L de CLO,
empregando 120 s de tempo de acumulacdo. Para esta faixa de concentracdo a regressao foi
significativa (p < 0,05) e o modelo linear se ajustou perfeitamente (p > 0,05). A equacdo da
reta obtida foi Y = 0,143 + 1,027*X com r = 0,999, mostrando uma adequada sensibilidade
para 0 método desenvolvido. A avaliacdo da linearidade garante a confiabilidade nas
determinac0es realizadas dentro da faixa linear de trabalho.
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Figura 36. Estudo da linearidade utilizando VRC PD em meio de eletrélito suporte tampdao fosfato pH 8,0 (A)
Voltamogramas obtidos para a curva de calibracdo do CLO. (B) Curva de calibracdo do CLO. Pardmetros
empregados: Ex, -0,3 V; ta, 120 s; velocidade de varredura 25 mV s?; amplitude de pulso, 80 mV; tempo de
pulso, 20 ms.

Os limites de detec¢éo e de quantificacdo foram calculados utilizando as equacdes 1 e
2. Sendo assim, a inclinacdo da curva foi utilizada para a determinacdo destes parametros de
validagdo. O desvio padrdo das réplicas do branco no potencial de pico do CLO foi de 0,066,
obtendo-se LD = 0,194 pg L e LQ = 0,646 pg L, valores considerados adequados para a

concentragdo estudada (ANVISA, 2003). Como o LQ tedrico obtido foi de 0,646 pg L™ para
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120 s de acumulagédo, mais alto que o primeiro ponto testado para a linearidade, a faixa linear
de trabalho adequada para o CLO fica restrita ao intervalo compreendido entre o LQ e 96,12
ug Lt para este tempo de acumulagio. A exatiddo do método desenvolvido foi avaliada com
ensaios de adicdo e recuperacdo. Este estudo, por vez, visa avaliar a proximidade dos valores
determinados em ralacdo ao valor verdadeiro (ANVISA, 2003). SolugGes aquosas contendo
2,5;5,0e 7,5 ug L de CLO e amostras de aguas naturais enriquecidas com 2,5 e 7,5 pg L™
de CLO foram utilizadas nestes estudos. Os estudos de exatiddo realizados estdo apresentados

na Tabela 9.

Tabela 9. Estudos de adicdo e recuperacdo em agua ultrapura e aguas naturais para o CLO.

Amostra Concentragédo Concentragédo Recuperacéo (%)

adicionada (ug L) determinada (ug L™?)

2,5 29x0,2 116 £ 7

Agua ultrapura 5,0 44+0,3 87+6
7.5 9+1 120 +13

Agua natural 2,5 24+04 96 + 16
7,5 8,02 £ 0,09 1071

Como pode ser visto na Tabela 9, em todas as concentracbes estudadas as
recuperacdes foram consideradas aceitaveis para a faixa avaliada (ANVISA, 2003; AOAC.
2002). Mesmo as determinacOes realizadas em amostras naturais fortificadas com o analito
resultaram em boas recuperacdes, comprovando a exatidao e a aplicabilidade do método para
amostras aquosas sintéticas e naturais.

Para avaliar a precisdo do método desenvolvido, uma concentracdo localizada no meio
da curva analitica foi escolhida (7,5 pg L™). Dois niveis de precisdo foram analisados: a
repetitividade e a precisdo intermediaria. Os resultados destes estudos encontram-se

apresentados na Tabela 10.

Tabela 10. Estudos de precisdo para o CLO.

Precisao Recuperacéo (%) RSD (%)
Repetitividade 87 +11 13,02
Precisdo intermediaria 97 +13 13,75

Os estudos de repetitividade e precisdo intermediaria apresentados na Tabela 10,

resultaram em RSD menores que 15%, apontando para uma adequada precisdo do método
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analitico desenvolvido. Valores inferiores a 15%, ou até pouco a cima deste, sdo tidos como
adequados para compostos organicos pela maioria dos guias de validagdo, considerando a
faixa de concentracdo do analito empregada no estudo em questdo (ANVISA, 2003; AOAC,
2002; APVMA, 2004).

Vaérios parametros de validacdo foram avaliados para ambos os métodos e baixos LQ
de quantificacdo foram obtidos, assim como exatidao e precisdo em determinacfes para cada
um dos farmacos. Os ensaios foram feitos com cada analito na auséncia de outros BDZs e
falta de seletividade foi observada para o DIAZ. No entanto, os métodos mostraram-se
adequados para a determinacdo do Kqg (sedimento/dgua) e avaliagdo da distribuicdo destes
BDZs em amostras reais.

5.3 Extracdo e determinacdo de BDZs em sedimentos

Para os ensaios de extracdo dos BDZs, um sedimento de nascente (amostra nimero 1)
foi empregado como modelo por ser isento de contaminagéo por BDZs. O sedimento modelo
foi caracterizado quanto a sua granulometria e apresentou proporc¢des de areia, silte e argila de
43,4; 5,4 e 51,2%, respectivamente. Sabe-se que a argila pode ser um poderoso adsorvente,
sendo assim, as caracteristicas do sedimento poderdo influenciar a forca de adsor¢do dos
BDZs nesta matriz e consequentemente na extracdo dos BDZs (DUARTE-NETO et al., 2014).

O processo de extracdo dos farmacos (CLO, ALP e DIAZ) de sedimentos enriquecidos
foi otimizado por meio de planejamentos fatoriais e ensaios univariados. Estas duas
abordagens foram utilizadas devido ao grande numero de fatores a serem avaliados e por
estudos univariados terem se mostrado mais interessantes para a avaliacdo dos solventes
extratores, uma vez que onze diferentes solventes foram testados até a determinacdo da
melhor fase extratora.

O solvente extrator escolhido para os primeiros testes qualitativos foi o metanol, uma
vez que este solvente é frequentemente utilizado em extracBes de farmacos de sedimentos
(DA SILVA et al., 2011; ZHOU; BROODBANK, 2014). 1 g de sedimento enriquecido com
0,4 ug g de cada farmaco foi extraido com 5 mL de solvente apds 30 minutos de repouso da
dopagem. Testes foram realizados utilizando metanol puro e uma mistura de metanol/agua
(1:1). As determinagOes dos farmacos foram realizadas com as condigdes otimizadas para
cada droga. O método para a determinacdo do ALP foi otimizado em trabalho anterior
(NUNES et al., 2015). Os voltamogramas resultantes destes primeiros testes podem ser vistos
na Figura 37. Pode-se notar nos voltamogramas das Figuras A, C e E, extraidos com metanol
(100%), que elevada interferéncia esta presente, ou que a extracdo ndo foi eficiente, uma vez

gue os sinais analiticos dos BDZs ndo podem ser adequadamente identificados. Na Figura
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37A, possivelmente o pico em aproximadamente -0,45 V ¢é referente ao CLO, sendo assim,
um deslocamento do Epico pode ser observado, ja& que usualmente este é de -0,4 V
aproximadamente. Esse deslocamento pode ser devido a efeito de matriz. Para a Figura 37C,
um pico em aproximadamente -0,9 V pode ser visto, sendo este o potencial de pico
aproximado do DIAZ. Entretanto neste voltamograma, as condi¢fes de anélise do ALP foram
empregadas (Eac, -0,8 V; v, 25 mV st; amplitude de pulso, 80 mV; tempo de pulso, 40 ms;
pH 7,0) (NUNES et al., 2015). Na Figura 37E nenhum pico voltamétrico esta presente. As
condicdes utilizadas para a obtencdo deste voltamograma foram as otimizadas para 0 método
do DIAZ. Por outro lado, nas Figuras B, D e F, voltamogramas obtidos com os extratos
utilizando metanol/agua (1:1), foi possivel observar os picos voltamétricos para os trés BDZs.
Na Figura 37B, o pico em -0,4 V € caracteristico do CLO, confirmando a extracdo deste BDZ
do sedimento. Na Figura 37D, nota-se trés picos voltamétricos, sendo o primeiro referente ao
ALP (-0,89 V) e o segundo ao DIAZ (-0,95 V), o terceiro pico ndo foi identificado, sendo
possivelmente algum componente extraido ou do proprio eletrolito suporte. Este
voltamograma foi obtido com as condi¢bes otimizadas para o ALP, no entanto, é possivel
detectar o0 DIAZ nas mesmas condicdes. Na Figura 37F, novamente é possivel identificar os
picos do ALP e do DIAZ, em -0,85 e -0,92 V respectivamente. Para a obtencdo deste
voltamograma, as condig¢des otimizadas para 0 DIAZ foram utilizadas.

De modo geral, a extracdo com metanol puro ndo foi eficiente, pois 0s picos
voltamétricos dos BDZs ndo puderam ser satisfatoriamente identificados e quantificados em
termos de lp. Por outro lado, a extragcdo realizada com metanol/agua (1:1) resultou em
adequados picos voltamétricos para os BDZs estudados. Sendo assim, este solvente extrator

foi utilizado nos estudos seguintes, até a avaliacdo de outros solventes de extragao.
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Figura 37. Voltamogramas sem tratamento de linha base obtidos na avaliacdo do metanol como solvente extrator.
(A) Determinacéo do CLO em extrato obtido com metanol 100%. (B) Determina¢do do CLO em extrato obtido
com metanol/agua (1:1). (C) Determinacéo do ALP em extrato obtido com metanol 100%. (D) Determinacéo do
ALP em extrato obtido com metanol/agua (1:1). (E) Determinagdo do DIAZ em extrato obtido com metanol
100%. (F) Determinacdo do DIAZ em extrato obtido com metanol/dgua (1:1). As condi¢des experimentais
otimizadas para cada BDZ foram empregadas neste estudo.

Estudos prévios com sedimentos foram realizados empregando-se um planejamento
fatorial 22 para avaliar a extragdo solido-liquido de BDZs nesta matriz ambiental. Para esta
primeira rodada de experimentos, os sedimentos foram enriquecidos com 1 pg g dos padrdes
dos farmacos isoladamente e ap6s 30 minutos iniciou-se a extracdo com uma solucdo
metanol/agua 1:1. Os fatores volume do solvente, forma de agitacdo para extracdo e tempo de
agitacdo para extracdo foram avaliados em um nivel superior, inferior e também em um ponto
central (0 ponto central foi analisado em duplicata). O volume do solvente extrator foi
avaliado em uma condicdo superior (9 mL) e inferior (3 mL) visando reduzir o volume
utilizado. Uma das formas de extracdo avaliada foi o banho ultrassénico, este € amplamente
empregado em extragdes de farmacos e ions metélicos em sedimentos, sua utilizagcdo deve-se
ao fato de ele proporcionar uma extragdo mais eficiente do analito da matriz (BOSSIO;
HARRY; KINNEY, 2008; MATONGO et al., 2015; WANG et al., 2015). O shaker também foi
avaliado como forma de agitacdo para extracdo, pois 0 equipamento permite a extracdo de
varias amostras simultaneamente. Tempos de extracdo de 5, 10 e 15 min foram avaliados para

tentar diminuir o tempo gasto nas extragoes.
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Dentre os fatores avaliados neste planejamento, o que apresentou maior significancia
foi o volume de solvente para todos os analitos estudados. Como esperado, um maior volume
de solvente extrator, propicia uma maior concentracdo dos analito no sobrenadante durante o
equilibrio. As recuperac@es obtidas nos ensaios do planejamento variaram de 18 a 93% para
o0s trés analitos estudados, alcangando recuperagdes de 93, 47 e 66% na melhor condi¢do do
experimento para o CLO, ALP e DIAZ, respectivamente. Este primeiro planejamento
experimental (resultados ndo apresentados) direcionou os estudos em fungdo do volume do
solvente extrator. As melhores condices do planejamento foram 9 mL de solvente extrator,
por cinco minutos em agitagdo na incubadora (shaker) a temperatura ambiente. No entanto,
uma elaboragdo mais detalhada e execugdo mais rigorosa de novos experimentos foi
necessaria.

Com o volume de solvente extrator definido, novos ensaios foram realizados para
avaliar o nimero de ciclos de extracdo necessarios. Dois ensaios foram realizados, um deles
foi executado com uma Unica extragdo com 9 mL de solvente extrator e outro ensaio
prosseguiu com 3 extracfes de 3 mL cada. Como esperado, as recuperacdes alcangadas com
trés extracOes foram melhores (ALP = 43%, DIAZ = 57% e CLO = 61%). Para extracdo Unica,
as porcentagens de extragdo foram menores, com valores de 32%, 51% e 48% para ALP,
DIAZ, CLO, respectivamente. Desta forma, foi definido que 3 extracbes com 3 mL de
solvente extrator (metanol/agua 50% v/v) como condicdo ideal de extracao.

Visando melhorar as extracdes dos BDZ, um novo planejamento fatorial 2% com ponto
central foi executado. Para estes novos estudos foi escolhido apenas o ALP como farmaco
modelo. Estes estudos ndo foram realizados com os demais BDZs devido ao grande nimero
de experimentos necessarios. Diferentemente do planejamento anterior, com o objetivo de
simular condi¢des mais proximas do real, o tempo entre 0 enriquecimento e a extracdo da
amostra foi estendido para 15 horas, visando as condi¢fes de equilibrio do sistema. O
planejamento fatorial executado e seus resultados estdo apresentados na Tabela 11.
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Tabela 11. Planejamento fatorial 22 para as condicdes de extracdo do ALP do sedimento.

Nivel Superior Inferior Ponto central
Fator
1-massa de amostra (Q) 1,0 0,5 0,75 0,75
2-forma de extracdo ultrassom Shaker Ultrassom Shaker
3-Tempo (min) 15 5 10 10
Ensaio Fatores Recuperacéo (%)
1 2 3 ALP
1 - - - 62,9 0,9
2 + - - 52+4
3 - - + 59+7,6
4 0 - 0 67,5+0,2
5 + + - 60 + 7,2
6 + - + 63+5
7 + + + 63,7 + 0,2
8 - + + 69+9
10 + - 72+5

Como pode ser visto na Tabela 11, de modo geral, as recuperagdes foram superiores a
50% em todos 0s ensaios propostos. Entretanto, melhores recuperacgdes foram alcancgadas para
0s ensaios 9 e 10 que apresentaram como fator comum, a forma de extracdo, ambos por
ultrassom. Este resultado, referente a forma de extracdo, diverge do definido pelo
planejamento anterior, que mostrou que as melhores recuperacdes eram alcancadas utilizando
o0 shaker e ndo o ultrassom. Porém, possivelmente, a explicacdo deste desacordo encontra-se
no fato de os sedimentos terem sido enriquecidos com o farmaco 15 h antes da extracdo e ndo
apenas 30 minutos, necessitando assim uma extracdo mais energética. Para avaliar a
importancia dos fatores isoladamente e do efeito sinérgico entre os fatores estudados neste
planejamento, foi plotado um gréafico de Pareto que ordena os fatores estudados em funcéo da
sua significancia (Figura 38).

2,01
I

00 05 10 15 20 25 30
Standardized Effect

Figura 38. Gréafico de Pareto referente ao estudo de extracdo do ALP de sedimentos realizados com o
planejamento fatorial 22 (0=0,05). Onde o fator A é a massa de amostra, B é a forma de extragdo e C corresponde
ao tempo de extracdo empregado.

93



Como pode ser visto na Figura 38, o parametro mais significativo foi a forma de
extracdo, pois o valor do efeito foi maior que o T critico de 2,201, representado pela linha
vertical vermelha que define um limite para 95% de confianca. Observa-se ainda na Figura 36
que o parametro A (massa de amostra) ficou no limite do T critico, podendo também ser
considerado um fator importante para a extracdo. Para melhor compreender as interac0es
entre os fatores, foram também plotados gréficos de interacfes que estdo apresentados na
Figura 39.

shaker ultrassom 5 10 15
1 1 1 1 1
A
A _ B - 72 massa de
massa de amostra ( ) _ - ( ) ] amostra Point Type
g '\ L 66 | —@— 0,50 Corner
—- 0,75 Center
60 1,00 Corner
forma de
i - extracdo  Point Type
forma de extracdo © ®— shaker  Corner
. —B— shaker Center
- 66 ultrassom Corner
—aA - ultrassom Center
/’ - 60

tempo de extracdo

Figura 39. Gréficos de interagGes dos fatores utilizados no planejamento fatorial 2. (A) Relagdo entre massa da
amostra, forma de extracdo e recuperagdo (%). (B) Relagdo entre massa da amostra, tempo de extracdo e
recuperacéo (%). (C) Relagdo entre tempo de extracéo, forma de extracdo e recuperagéo (%)

A andlise da Figura 39A, que relaciona a recuperacao do ALP em funcdo da forma de
extracdo empregada para as trés massas de amostra, deixa claro que o ultrassom foi a melhor
forma de extracdo, pois recuperacGes mais altas foram alcancadas em todas as condicdes de
massa utilizadas neste estudo, porém mais significativa para a menor massa de amostra. Pode-
se notar ainda que as menores recuperagdes foram para a maior massa de amostra, fato este,
condizente com o raciocinio que uma massa maior de sedimento dentro do tubo de ensaio nao
proporciona uma adequada area superficial para que ocorra uma extracdo eficiente. A
condicéo de ponto central para a massa de sedimento mostrou-se mais eficiente. A Figura 39B
relaciona o tempo de extracdo com a recuperacgéo obtida para as diferentes massas de amostra.
Comportamentos diferentes podem ser observados entre a menor e a maior massa de amostra.
Para a massa de 0,5 g de sedimento, quando o tempo de extracdo passou de 5 para 15 minutos,
ocorreu uma diminuigéo da recuperacdo para o ALP, no entanto, a mesma alteragao temporal
proporcionou um ganho de 13,3% na recuperagdo do farmaco quando utilizado 1 g de

sedimento. Possivelmente, 0 maior tempo de sonicacdo aumentou a agitacdo e assim a area
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superficial do sedimento, melhorando assim a extragdo do farmaco. Para este fator, assim
como para a forma de extracdo, o ponto central de 10 minutos também apresentou uma maior
eficiéncia de extracdo. A interacao entre a forma e o tempo de extracédo (Figura 39C) mostrou
ndo haver diferencas entre as extracfes obtidas com 5 ou 15 minutos realizados com o
ultrassom. J& para as extracfes obtidas com 10 minutos (ponto central), ambas formas de
extracdo resultaram em melhores recuperacoes.

Fica claro, baseado nestes dados, que a extracdo assistida por ultrassom de uma
pequena massa de amostra resulta em melhores resultados para a extracdo de ALP do
sedimento. Desta maneira, para os seguintes estudos, as condi¢des escolhidas para a extracdo
foram: 9 mL de solvente extrator, uma pequena massa de sedimento (0,5 ou 0,75 @), e
sonicacao durante 10 minutos, além de 3 ou mais ciclos de extracéo.

Mesmo que diversas condicdes de extracdo tenham sido avaliadas, as recupera¢des ainda
foram consideradas insatisfatorias. Assim, os estudos de otimizagdo da extracdo prosseguiram
com as condigdes ja definidas visando melhorar as recuperacdes alcancadas até o momento.
Assim, como para o ultimo planejamento, o ALP continuou sendo empregado como farmaco
modelo dos BDZs para a extracdo. A Tabela 12 apresenta diferentes condigdes de extracao
testadas e as respectivas recuperacOes obtidas. Estes estudos, assim como 0s planejamentos
fatoriais anteriormente mostrados, serviram para direcionar as melhores condi¢des de extragéo.
Assim, alguns ensaios ndo foram realizados em duplicatas. Diversos solventes extratores
foram avaliados visando melhorar as extraces dos BDZs do sedimento, explorando
diferentes polaridades da fase extratora. Todas as condicOes testadas estdo respaldadas pela
literatura, uma vez que estes solventes sdo frequentemente utilizados em extracOes de
farmacos e outros compostos organicos em diferentes matrizes (ANTONIC; HEATH, 2007;
BUCHBERGER, 2007; GHOBADI; YAMINI; EBRAHIMPOUR, 2014; LOFFLER et al.,
2005; SUNDELIN, 2013). As condicdes avaliadas foram de alguma forma modificadas para
atender as necessidades da metodologia voltamétrica e o volume total de solvente extrator ndo

excedeu 10 mL.
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Tabela 12. Experimentos com diferentes solventes extratores para o ALP.

Ensaio Massa de Solvente utilizado Recuperacéo
sedimento (%)
(9)
A 0,75 Acetato de etila/ metanol (1:1) n.d.
B 0,75 Acetato de etila / metanol / agua (1:1:2) n.d.
C 0,75 Propanona / metanol (1:1) 53,3
D 0,75 Propanona / metanol / dgua (1:1:2) 61,5
E 0,75 Agua / acetonitrila / metanol (2:2:1) 50+ 7,35
F 0,75 Agua / acetonitrila / metanol (1:2:2) 55 + 3,26
1° ciclo: metanol / agua (1:1)
G 0,75 2° ciclo: metanol / acetonitrila (1:1) 52,8
3° ciclo: acetonitrila / 4gua (1:1)

H 0,5 Metanol / &gua (1:1), pH 12 98 +2,98
I 0,5 Metanol / &gua (1:1), pH 3,8 64+75
J 0,5 Metanol / 4gua (1:1) + NaClgg (11,1 g LY 84,9+0,5
K 0,5 Metanol — acetonitrila (1:1) evaporado e reconstituido 77,1

n.d. = ndo detectado

Os ensaios A e B empregaram ACN e metanol como solventes organicos para a
extracdo. Estes solventes foram usados por Loffler et al. (2005) para a extracdo de diversos
farmacos de sedimentos, incluindo DIAZ e CLO. Entretanto, no presente trabalho a auséncia
de um sinal voltamétrico do analito e diferencas no perfil voltamétrico dos voltamogramas
(voltamogramas ndo apresentados) indicam uma interferéncia do solvente na medida
voltamétrica, mesmo fazendo a diluicdo da amostra. Desta forma, este solvente extrator ndo
foi utilizado nos estudos subsequentes. Os ensaios de C a F foram feitos com diferentes
solventes ou diferentes proporcdes entre os solventes, explorando a mudanca de polaridade do
meio extrator para entdo remover o analito da matriz. As recuperacdes obtidas variaram de 50
+ 7,35 a 61,5%, sendo o melhor resultado atingido pelo experimento D. Entretanto, a
recuperagdo obtida foi ainda muito inferior aos 80% considerados adequados para a
concentracdo estudada. Assim, estes solventes extratores ndo foram utilizados nos préximos
estudos. O ensaio G, foi conduzido com extragdes sequenciais com combinacGes diferentes
entre trés solventes, dgua, metanol e acetonitrila. ExtracGes sequenciais séo utilizadas por
explorar diferengas na polaridade do solvente extrator e assim extrair mais facilmente um ou
mais compostos concomitantemente ou de forma seletiva (LOFFLER et al., 2005). Embora
diferentes polaridades tenham sido atingidas e um processo de extragdo cuidadoso tenha sido

realizado, a condicdo ideal de extracdo ndo foi encontrada e bons resultados ndo foram
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alcancados neste ensaio, dispensando assim a utilizagdo de extragcOes sequenciais para 0S
BDZs, pelo menos com estes solventes.

Como o0s ensaios anteriores ndo surtiram resultados expressivos com diferentes
solventes organicos, novos estudos foram realizados alterando o pH da solucdo ou
adicionando NaClg) no meio. Os experimentos de H a K foram também conduzidos com uma
massa menor de sedimento (0,5 g) na tentativa de melhorar a extracdo dos BDZs. Para 0s
experimentos H e I, a mistura de metanol/agua (1:1) sofreu alteragdes de pH visando
favorecer a extracdo dos BDZs por meio de protonacdes e desprotonacfes do analito. No
ensaio H, pode-se notar que a alteracdo do pH da solucdo, para valores mais alcalinos,
resultou em uma excelente recuperacdo do analito nos sedimentos. Possivelmente, esta
melhora na recuperacdo deve-se ao fato do analito ter caracteristicas basicas e, desta forma,
em pH alcalinos tanto o ALP assim como os outros BDZs estudados, permanecem em suas
formas neutras, facilitando assim a extragdo destes farmacos dos sedimentos (FERNANDEZ
et al., 2013; GHOBADI; YAMINI; EBRAHIMPOUR, 2014; RACAMONDE et al., 2015). O
ajuste do pH do meio também foi feito para uma condicdo acida (ensaio 1) utilizando acido
acetico. Este estudo, também apresentou melhores resultados que os estudos anteriores ao H.
No entanto, comparativamente, a recuperacdo foi inferior a obtida em condigdes de meio
alcalino. O pH é&cido do solvente extrator € frequentemente empregado em extracdes,
entretanto, possivelmente ele resulte em melhores extracGes de compostos acidos, ndo sendo
tdo interessante para compostos organicos com carater nao acido.

Outro fator avaliado foi a forca i6nica (ensaio J). Para estes estudos, 0 mesmo solvente
extrator constituido de metanol/agua (1:1) foi utilizado, entretanto, foi adicionado ao solvente
NaClaq em uma concentragdo de 11,1 g LY. A adicdo de NaCluq para a extragio de
compostos organicos aumenta a solubilidade do analito, mantendo-o em solucdo (efeito
salting in) (QUEIROZ, 2009; QUEIROZ; COLLINS; JARDIM, 2001), tal pratica é frequente
utilizada (GHOBADI; YAMINI; EBRAHIMPOUR, 2014). Como pode ser visto na Tabela 12,
a recuperacdo obtida para o ALP (84,9 %= 0,5%) foi considerada adequada para
concentragdes na ordem de pg LT (ANVISA, 2003; AOAC. 2002), porém inferior ao
resultado obtido com o meio alcalinizado. O ultimo experimento (experimento K) foi
conduzido seguindo protocolos usualmente empregados na extragcdo de compostos organicos
em sedimentos. Sendo assim, 0,5 g de sedimento enriquecido foi extraido com 9 mL de
solventes organicos. Apds a extracdo, seguindo a metodologia definida no presente trabalho, o
solvente foi entéo levado a secura em um copo de béquer com o auxilio de um ventilador em
uma capela por cerca de duas horas. O residuo foi entdo reconstituido em agua e analisado.

Embora este procedimento tenha resultado em uma recuperacdo de 77,1% para o ALP, tal
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recuperacdo ficou aquém do recomendado e inferior ao resultado obtido em extracdo com o
meio alcalinizado (ensaio H). Sendo assim, em concluséo a estes estudos de extragéo, definiu-
se como condicdes 6timas 3 extracdes consecutivas utilizando 3 mL (total 9 mL) do solvente
extrator metanol — agua (1:1) em pH 12 por 10 minutos usando banho de ultrassom. Estas
condigdes foram utilizadas para a validagdo da forma de extracdo por meio de estudos de
adicéo e recuperacgéo para os BDZs de interesse do presente trabalho.

Ap0s a otimizacdo das condicbes de extracdo empregando o ALP como modelo, o
método de extracdo foi empregado para a validacao dos trés BDZs. 0,5 g de sedimentos foram
enriquecidos com 0,5 pg de cada farmaco isoladamente. Apds 15 horas de repouso, 0S
farmacos foram entdo extraidos com as condi¢bes otimizadas. A Figura 40 apresenta 0s

voltamogramas obtidos na determinacéo de cada um dos farmacos apds as extracoes.

amostra

amostra A . amostra C
——1,89 ug L™ de ALP —— 1,94 g L" de DIAZ 250 194 4g L™ de CLO

3,80 ug L de ALP 387 g L" de DIAZ
64——5,64 ug L™ de ALP . |——579ugL" de DIAZ

T T T — 0-1== T T T T T T T T
-0.80 -0.85 -0.90 -0.95 -0.85 -0.90 -0.95 01 -02 -03 -04 -05 -06
E (V) vs Ag/AgCI E (V) vs Ag/AgCl E (V) vs Ag/AgCI

Figura 40. Voltamogramas obtidos a partir das extracdes dos BDZs de sedimentos enriquecidos com 1ug g* de
cada BDZ empregando 3 extragdes consecutivas com 3 mL do solvente extrator metanol/agua (1:1) pH 12 em
banho ultrassdnico por 15 minutos. (A) Voltamogramas referentes a determinagéo de 5,07 pg L™ de ALP em
cela voltamétrica pH 7 e condigdes voltamétricas otimizadas. (B) Voltamogramas referentes a determinacéo de
5,01 ug L de DIAZ em cela voltamétrica pH 6 e condigBes voltamétricas otimizadas. (c) Voltamogramas
referentes a determinacdo de 2,51 pg L de CLO em cela voltamétrica pH 8 e condigBes voltamétricas
otimizadas.

Na Figura 40A estdo apresentados 0s voltamogramas obtidos na determinacdo do ALP
extraido do sedimento empregando as condi¢des de extracdo previamente otimizadas. Tais
estudos foram realizados em triplicatas. Pode-se observar que ndo ocorreu interferéncias
provenientes da matriz durante a determinacdo do ALP, demonstrando a alta capacidade da
metodologia desenvolvida em determinar concentracGes traco do analito em amostras
complexas como o sedimento. Para estes estudos, foram obtidas recuperac¢des de 102 + 8% de
ALP. A Figura 40B apresenta os voltamogramas resultantes da determinacdo voltamétrica do
DIAZ extraido do sedimento enriquecido. Nota-se nestes voltamogramas, a presenga de um
unico pico voltamétrico intenso e bem definido no potencial de -0,88 V referente a redugéo
voltamétrica do DIAZ. Para este analito, também n&o foi observado interferéncias da matriz
no potencial de determinacdo do mesmo. As recuperacfes alcancadas neste estudo foram de

91 + 11%, consideradas adequadas.
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Os estudos de extracdo para o CLO resultaram nos voltamogramas apresentados na
Figura 40C. E possivel notar nesta figura a auséncia de um sinal voltamétrico no Epico do CLO
(-0,39 V) mesmo ap6s a adicdo de 1,94 ug L do farmaco. Além disso, uma elevada corrente
de fundo pode ser notada. Estes resultados revelam alta interferéncia de matriz, capaz de
suprimir por completo o sinal voltamétrico do analito. Provavelmente, a interferéncia
observada deve-se a resposta voltamétrica de espécies interferentes na faixa de potencial de
estudo do CLO. Sendo assim, formas de reduzir a interferéncia foram avaliadas.

Primeiramente, o tempo de centrifugacdo foi aumentado de 15 para 30 min em 2200
rpm, tentando decantar a0 maximo o material particulado e reduzir assim a interferéncia.
Entretanto, mesmo apds 30 minutos de centrifugacdo em rotacdo maxima, o material em
suspensdo ndo decantou. Sendo assim, foi realizada uma busca na literatura por agentes
floculantes, os quais permitiriam a separacao do material particulado do sobrenadante. Sais de
Al e Fe sdo usualmente empregados para tal objetivo (BIANCHETTI, 2008; MANGRICH et
al., 2014; MAXWELL, 2017). Desta forma, Sulfato de Ferro e Amonio (NH4Fe(S04)2.12H0)
foi testado para esta finalidade. A solucgéo resultante da mistura apresentou-se limpida (devido
a decantacdo do material particulado), porém o sinal analitico do CLO permaneceu ausente
devido a interferéncias provocadas possivelmente pela adigdo do sal. Observando os
resultados obtidos nos experimentos H, | e J da Tabela 12, notou-se que o extrato obtido em
pH 12 (ensaio H) manteve grande quantidade de material em suspensdo, diferentemente dos
demais, que resultaram em solucbes limpidas apds a centrifugacdo como pode ser visto na

Figura 41.

Figura 41. Extratos de sedimento em diferentes condigBes de extracdo. (H) Metanol/agua (1:1) pH 12. (1)
Metanol/agua (1:1) pH 3,8. (J) Metanol/agua (1:1) + 0,11g de NaCl.

Devido as diferencas observadas no aspecto dos sobrenadantes obtidos em trés condi¢cfes
distintas de extracao, estudou-se entdo a possibilidade de adicionar NaCl ao solvente extrator
metanol / &gua (1:1) pH 12 apds cada ciclo de extracdo do CLO, seguida por agitacdo e
centrifugacdo. Com a adigdo de 10 pL de uma solucdo de NaCl (3,056 mol L) foi possivel a

decantagdo do material particulado e a obtencdo de um sobrenadante translicido, tal qual o
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representado pela solucdo J da Figura 41. O extrato foi entdo analisado e os voltamogramas

referentes a esta anélise estdo apresentados na Figura 42.

amostra

—— 1,94 gL de CLO
8+ 3,86 ug L™ de CLO
——5,78 ug L de CLO

025 -0.30 -0.35 -040 -0.45 -0.50
E (V) vs Ag/AgCI

Figura 42. Voltamogramas obtidos na determinacéo voltamétrica de 2,51 pg L de CLO resultantes da extracdo
de 0,5 g de sedimento com metanol/agua (1:1) pH 12 com adi¢cdo de NaCl. As condi¢fes de andlise foram:
volume da cela, 10 mL; volume de amostra, 0.5 mL; pH 8 e condic¢Bes voltamétricas otimizadas.

Pode-se notar na Figura 42 que a reducdo eletroquimica do CLO no eletrodo de
trabalho apresentou Gtima resposta com um pico voltamétrico intenso e bem definido. As
interferéncias apresentadas sem a adicdo de NaCl (Figura 40C) ndo foram mais observadas
neste estudo, possibilitando assim a quantificagdo do analito. A recuperagdo alcangada para o
CLO sob estas condicOes de extracdo foi de 80 = 4%. Desta forma, as recuperacGes
alcancadas pela extracdo dos trés BDZs de sedimentos foram todas consideradas adequadas,
mostrando a possibilidade de extracdo destes analitos de matrizes complexas. Os resultados

estdo apresentados na Tabela 13.

Tabela 13. Resultados obtidos na extracdo dos BDZs dos sedimentos.

Farmaco Concentracdo (Mg g)  Recuperagdo sem Recuperagdo com
NaCl (%) NaCl (%)
CLO 1,00 -- 80+4
ALP 1,04 102+ 8 85+8
DIAZ 1,04 91+11 80+6

Os resultados de recuperacgéo apresentados na Tabela 13 foram adequados para os trés
BDZs estudados ficando entre 80 e 102%. As determinagdes do DIAZ e do ALP dispensam o
tratamento da amostra com NaCl, no entanto, para 0 CLO esta etapa foi imprescindivel. E
possivel notar que as recuperagdes dos farmacos ALP e DIAZ obtidas com a adi¢do de NaCl
foram mais baixas que as respectivas recuperacdes obtidas sem a adi¢do dos NaCl. No entanto,
visado realizar um Unico procedimento de extracéo, a técnica utilizando a adi¢cdo do sal foi

empregada em todos 0s estudos subsequentes.
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5.4 Caracterizagdo das amostras de agua e sedimentos

Amostras de agua e sedimentos foram caracterizadas com o principal objetivo de
relacionar suas caracteristicas fisico-quimicas com os valores do Kq para cada BDZ. Sendo
assim, as amostras dos sitios de 1 e 7 a 12, utilizadas no estudo do Kg, tiveram seus
sedimentos e &gua caracterizados (Tabela 14). A Tabela 14 apresenta ainda dados da
caracterizacdo das amostra 4, 5 e 6, analisadas por voltametria. Para as amostras de agua,
temperatura, pH e oxigénio dissolvido foram medidos (Tabela 14). As amostras de
sedimentos foram caracterizadas quanto a granulometria, teor de matéria orgénica, carbono
organico total e pH (Tabela 14). No que se refere a granulometria, as particulas sdo

classificadas em areia (0,05 a 2 mm), silte (0,02 a 0,05 mm) e argila (< 0,02 mm).

Tabela 14. Caracteristicas fisico-quimicas das amostras de agua e sedimentos.

Agua Sedimentos

Ponto  Descricéo T pH 02 MO C Areia  Silte  Argila pH

(°C) (mgLY) (gdm?® (gdm®) (%) (%) (%)
1 Nascente de rio -- -- -- -- -- 434 54 - 6,73
4 Nascente 21,3 475 10,1 -- - - - -- --
5 R. Carro Quebrado 24,0 747 9,2 -- -- -- -- -- --
6 Lago do CEDETEG 25,5 7,86 10,0 -- -- -- -- -
7 Rio Cascavel (M) 28,4 722 89 19,49 11,31 88,87 655 4,58 6,82
8 Rio Cascavel (J) 26,1 6,54 8,6 123,93 71,88 30,74 49,04 2022 6,13
9 Parque do Lago 26,2 746 9,3 9,75 5,65 96,71 0,95 2,34 7,11
10 Rio Jordao (M) 26,8 732 8,3 18,10 10,50 3,74 60,64 35,62 5,00
11 Rio Jorddo (J) 26,8 732 8,3 22,28 12,92 63,48 27,92 8,59 7,10
12 Red River 20,6 8,22 138 90,2 52,3 6,7 69,8 23,5 7,94

(--) amostra ndo coletada; (T) temperatura; (Oz) oxigénio dissolvido; (MO) matéria orgénica; (C) carbono

organico total.

No sitio de amostragem de ndmero 1, apenas sedimentos foram coletados e analisados
(Tabela 14). Os sedimentos deste ponto de coleta foram utilizados nos estudos de otimizagédo
das condicBes de extracdo para as andlises voltamétricas e por MALDI-TOF. A amostra
coletada apresentou quase 50% de sua constituicdo em argila. Os teores de matéria organica e
de carbono foram insignificantes.

Dos sitios de 4, 5 e 6, apenas amostras de agua foram coletadas e analisadas. A amostra
de agua do ponto de coleta n° 4, se diferenciou das outras tanto no pH quanto no teor de
oxigénio dissolvido, bem como na sua temperatura. Como esta € uma amostra de agua
subterranea, uma temperatura mais baixa que para as demais amostras foi registrada. Alem
disso, o teor de oxigénio dissolvido foi mais alto que das amostras 5 e 6, este resultado esta
condizente com a temperatura da &gua, uma vez que a concentracdo de gases dissolvidos na
agua aumenta com a diminuigcdo da temperatura da mesma (GRASSI, 2001). Entretanto, o
parametro que mais se destacou foi o pH, bem mais acido que as demais amostras. Este pH

acido pode ser devido a dissolucdo de compostos do solo, e pode influenciar no

101



comportamento e destino dos farmacos no ambiente. Para a amostra de agua coletada no rio
Carro Quebrado (5), a temperatura e o pH néo se diferenciaram das condic¢des apresentadas
nas demais amostras de agua e andlises foram realizadas com o objetivo de determinar a
presenca ou ndao dos BDZs. O oxigénio dissolvido ndo foi medido na agua deste rio por falta
de instrumentacdo na data da coleta. A amostra de agua coletada no ponto 6, no lago do
CEDETEG, foi utilizada nos primeiros estudos em amostras reais. A &gua deste lago foi
enriquecida com 10 pg L de cada BDZ para avaliar a resposta voltamétrica dos BDZs frente
a matriz complexa. Como este ponto de coleta é isento de contaminacédo e os BDZs nao foram
detectados na amostra ndo enriquecida, mais estudos com amostras deste local ndo foram
realizados.

As amostras de dgua e sedimentos coletadas nos pontos de 7 a 12 foram caracterizadas
em funcéo de todos os parametros fisico-quimicos descritos na Tabela 14. Estes parametros
foram escolhidos conforme a disponibilidade de instrumentacéo para as analises e a possivel
relevancia de cada pardmetro no comportamento de farmacos no ambiente. A agua e o0s
sedimentos coletados nestes sitios de amostragem foram analisados para a presenca de BDZs
e também utilizados nos estudos do Kqem sistemas enriquecidos com os BDZs. No que se
refere as amostras de &gua, os parametros temperatura, pH e oxigénio dissolvido, nédo
apresentaram diferencas entre as amostras, com exce¢do a amostra de agua do ponto 12, a
qual teve um pH alcalino, como maior valor dentre todas as amostras coletadas e também alto
teor de oxigénio dissolvido.

Em relagdo aos sedimentos coletados, a caracterizacdo quanto matéria organica e
granulometria revelou diferencas expressivas na composicdo das amostras. As amostras de 7 a
11 foram todas coletadas em um mesmo municipio, sendo esperada uma semelhanca na
composicdo dos sedimentos, entretanto, isso ndo foi observado. Até mesmo amostras
coletadas em um mesmo rio, com alguns metros de distancia entre cada ponto, apresentaram
variacOes expressivas nas suas caracteristicas fisico-quimicas. Em relacdo a matéria organica
e carbono total, a amostra coletada a jusante da ETE (8) foi a que mais se destacou. Elevados
teores de matéria organica foram encontrados nestes sedimentos, resultado possivelmente do
aporte de materia organica e nutrientes pela ETE. Outra amostra que também apresentou
elevado teor de MO e C foi a amostra de sedimento de nimero 12 coletada no Canada. O
valor elevado destes pardmetros pode estar relacionado com as estagdes do ano e
caracteristicas topogréaficas. Durante o outono, ocorre uma queda natural da folhagem de
praticamente todas as arvores em um curto periodo, podendo ocorrer assim o0 acumulo macico
de mateéria organica. Em relacdo a topografia, a regido ¢ um antigo fundo de lago, plano, e

portanto, pode naturalmente acumular materia organica. Além disso, para a amostra 8, 0s
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teores de silte e argila, assim como para a amostra de sedimentos dos pontos 10 e 12 foram
mais elevados que para as demais amostras utilizadas nos estudos do Kg, sendo silte o
principal constituinte mineral destas trés amostras. As amostras 7, 9 e 11 se destacaram pelo
elevado teor de areia. Os niveis de MO e C ndo foram muito elevados para estas amostras. As
amostras de sedimentos dos pontos 10 e 12 se diferenciaram também das demais quanto ao
pH. A amostra de nimero 10 apresentou um pH mais baixo que as demais amostras de
sedimentos, enquanto a amostra de sedimento do ponto 12 teve o maior valor de pH,
concordando com o elevado teor de pH da amostra de agua coletada no mesmo ponto.

Todas estas caracteristicas elencadas na Tabela 14 para os sedimentos, puderam ser
notadas através do aspecto visual e da textura dos sedimentos durante o preparo de amostra. A
Figura 43 apresenta fotografias das amostras coletadas secas, maceradas e peneiradas. E
possivel notar diferencas na granulometria dos sedimentos e na sua coloracdo. A amostra de
namero 1 foi majoritariamente argilosa. Para as amostras 7 e 8, por exemplo, embora sejam
do mesmo rio e tenham sido coletadas em distancia de menos de 500 m entre elas, estas séo
completamente distintas entre si em coloracdo e granulometria, concordando com o0s
resultados apresentados na Tabela 14. A mesma diferenciacdo nos aspectos visuais pode ser
observada para as amostras 10 e 11, coletadas em uma distancia de cerca de 100 metros. Os
sedimentos coletados a montante da ponte do rio Jordao foram mais argilosos e com principal
constituicdo de silte, enquanto a jusante da ponte mostrou-se mais arenoso. Estas diferencas
podem estar relacionadas com a presenca de uma represa sob a ponte, a qual diminui ndo sé a
velocidade da correnteza, mas também permite o acimulo de sedimentos. A amostra 9
apresentou elevada granulometria (areia) em sua constituicdo, enquanto a amostra 12, trazida

do Canada, aparentava ser bem fina e de coloracéo acinzentada, assim como o solo da regiao.

1 7 3 9 10 11 12

Figura 43. Sedimentos coletados para os estudos de K.

5.5 Analise das amostras coletadas para a deteccdo de BDZs
Ap0s a otimizacdo e validacdo dos métodos analiticos e otimizagdo das condicdes de

extragdo, amostras de aguas naturais e sedimentos foram coletados e analisados. As amostras
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de &gua e sedimentos foram preparadas, como descrito na se¢do 4.3, e analisadas por
voltametria (amostras de 1 a 12) e MALDI-TOF (amostras de 12 a 16). Embora pontos
estratégicos, como apos o efluente da ETE, tenham sido escolhidos para a amostragem, todas
as amostras de aguas e sedimentos foram negativas para os BDZs CLO, ALP e DIAZ.
Provavelmente, os métodos ndo tiveram limites de deteccdo baixos o suficiente para a
possivel presenca e concentracdo destes BDZs nas amostras analisadas. Em trabalho
anterior, aguas superficiais foram coletadas no municipio de Guarapuava e analisadas. Das
amostras analisadas, uma foi positiva para a presenca de ALP e 5,9 + 0,5 pg L™ do farmaco
foi determinado (NUNES et al., 2015). Embora os limites de deteccdo alcancados para os
métodos voltamétricos para o DIAZ e CLO tenham sido baixos, 0,081 e 0,19 ug L*
respectivamente, assim como para 0 ALP (0,1 pg L) (NUNES et al., 2015), estas drogas
podem estar presentes no ambiente em concentracdes ainda inferiores.

Da Silva e colaboradores encontraram LORAZ e DIAZ em amostras naturais. O
LORAZ foi detectado em concentragdes de 3,03 a 3,35 ng g em sedimentos e 11,6 a 46,1 ng
L em 4guas. O DIAZ foi determinado em uma concentracdo de 2,68 ng L em agua (DA
SILVA et al., 2011). Mendoza e colaboradores determinaram ALP, LORAZ e DIAZ em agua
de rio em concentragBes que variaram de 2,9 a 9,1 ng L para ALP, 3,3 a 55,7 ng L para
DIAZ e 34,1 a 167,0 ng L* para LORAZ (MENDOZA et al., 2014). Kosjek e colaboradores
determinaram os BDZs DIAZ (111 ng L), BROMAZ (158 ng L) e OXAZ (72 ng L) em
efluentes hospitalares Kosjek et al. (2012). Brodin e colaboradores afirmam ter detectado o
BDZ OXAZ em concentragdes de 0,73 pug L em efluente de ETE e 0,58 pg L™ em é&gua
superficial de um rio que recebe esgoto tratado. Os valores determinados foram comparaveis
as concentracdes de BDZs reportadas em outras dguas americanas e europeias (BRODIN et
al., 2013). Entretanto, embora valores na ordem de ng L tenham sido previamente
apresentados, concentraces de farmacos em geral em ambientes aquaticos, podem ser muito
mais altas que os limites de deteccdo reportados no presente trabalho. Matongo e
colaboradores determinaram farmacos de diferentes classes em efluentes de ETE, aguas
superficiais e sedimentos. O ibuprofeno foi detectado em concentragdes de 117 pg L?, 84,6
ug L1 e 659 ng g em éguas residuais, aguas superficiais e sedimentos, respectivamente.
Antibioticos foram geralmente detectados em concentragdes inferiores a 10 pug L™ em aguas
superficiais e até 34,5 pug L em aguas residuais. Como pode ser visto, a concentracdo de
farmacos em ambientes aquaticos apresenta grande variabilidade, sendo a classe, 0 consumo,
sistemas de coleta e tratamento de esgoto e fatores de diluicdo no ambiente, variaveis que
podem interferir na concentracdo destas drogas em aguas e sedimentos. Vale ressaltar que

nenhuma outra forma de pré-concentracdo dos farmacos, se ndo a acumulagao no eletrodo de
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trabalho, foi utilizada nos estudos com solug@es sintéticas e/ou naturais no presente trabalho.
Sendo assim, muito provavelmente, técnicas de extracdo, pré-concentragdo e cleanup das
amostras de agua e sedimentos, melhorariam consideravelmente os limites de deteccdo dos

métodos voltamétricos propostos.

5.6 Determinacéo do coeficiente de distribuicdo (Kq) empregando voltametria

Como CLO, ALP e DIAZ ndo foram detectados nas amostras analisadas, sistemas
contendo &gua e sedimentos foram enriquecidos com os BDZs. Estudos iniciais, com a argila
comercial ARGEL, agua deionizada e ALP como farmaco modelo, foram realizados a fim de
entender a importancia destes adsorventes (argilas) no comportamento de farmacos em
ambientes naturais. No mesmo sentido, sedimentos de nascente (ponto 1) e a &gua coletada na
nascente do bairro Batel em Guarapuava (ponto 4) foram misturados em sistema e utilizados
para avaliar o Kq dos trés BDZs neste meio, em carater de testes iniciais. As amostras de
sedimentos e &gua coletadas nos sitios de 7 a 12 foram também utilizadas nos estudos do Ka.

A Tabela 15 apresenta os resultados obtidos no estudo do Kg.

Tabela 15. Coeficientes de distribui¢cdo sedimento/dgua dos BDZs em amostras naturais enriquecidas.

BDZ Coeficiente de distribuicdo (Kq) (L Kg?)
Argila  Sitios Sitio7  Sitio8  Sitio9  Sitio10 Sitio 11  Sitio 12
Argel led

CLO -- 6,27 3,34 9,19 1,41 4,87 2,53 *

ALP 16,27 7,38 1,78 11,48 1,94 6,51 2,78 15,05
DIAZ -- 9,92 2,80 11,78 2,30 9,03 4,95 21,99

(--) Estudo ndo realizado. (*) Nao foi possivel determinar o Kg.

De modo geral, os coeficientes de distribuicdo determinados em cada sistema néo
apresentaram grandes diferencas entre os farmacos em uma mesma amostra. Entretanto, um
padrdo pode ser observado. Em quase todos os experimentos, o DIAZ foi a droga com maior
valor de Kq, mostrando maior afinidade com os sedimentos que as demais drogas. J4 o CLO,
com exce¢do da amostra de nimero 7, apresentou os menores Kq, sendo o BDZ com menor
afinidade com os sedimentos. Estes resultados podem ser relacionados com as caracteristicas
fisico-quimicas de cada BDZ (Tabela 1). Por exemplo, o0 CLO que apresentou maior afinidade
com a fase aquosa, possui também a maior solubilidade em &agua (100 mg L™), ja a
solubilidade do ALP e do DIAZ é bem mais baixa e estes farmacos tiveram Kq menores. O Kqg
para 0 DIAZ em todas as amostras foi maior que para o ALP, poréem a solubilidade para esta
droga n&o é menor que a do ALP (ALP =40 mg L*; DIAZ = 50 mg L), como seria esperado.
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Portanto, a solubilidade préxima destes farmacos ndo permite explicar seu comportamento no
sistema (Kq). Por outro lado, a sequéncia decrescente dos Kq para cada BDZ (DIAZ > ALP >
CLO), coincide perfeitamente com o pKa dos farmacos (DIAZ = 3,4, ALP = 2,4 e CLO =
1,5), com excec¢do a amostra de nimero 7. Os valores de pH das amostras de dgua analisadas
variaram de 6,54 a 7,46, com valor médio de 7,2 + 0,4. Como estes BDZs possuem
caracteristicas basicas, nas condi¢des de meio mais alcalinas eles permanecem
preferencialmente em sua forma neutra e, consequentemente, possuem maior interacdo com
os sedimentos (GHOBADI; YAMINI; EBRAHIMPOUR, 2014). Desta forma, as interacoes
dos farmacos com a agua e sedimentos parecem ter relacdo com as caracteristicas dos
farmacos.

Outro fator avaliado nos estudos do Kg, foi a composigdo dos sedimentos. Sendo assim,
sedimentos de diferentes pontos foram coletados objetivando obter amostras com variadas
caracteristicas fisico-quimicas. Avaliando a Tabela 14, os sistemas naturais que mais se
destacaram foram para as amostras coletadas a jusante da ETE (ponto 8) e do Red River
(ponto 12). A anélise da composicdo destes sedimentos revelou principalmente, altos teores
de MO e C, além disso, consideravel porcentagem de silte e argila foram determinados para
ambas amostras. (Tabela 14). Sendo assim, provavelmente o alto teor de matéria organica
para as duas amostras foi o principal fator responsavel pela adsorcdo dos BDZs nos
sedimentos e consequentemente alto K¢ (WILKINSON et al., 2017). Em especial para 0s
sistemas montados com amostras do Red River (ponto 12), os elevados Kq determinados para
0 ALP e DIAZ sdo consequéncia também de interferéncias de matriz. Tais interferéncias
dificultaram a determinacéo da I, para os trés BDZs nas amostras de agua, em especial para o
CLO, que teve sua determinacdo em sedimentos também prejudicada impossibilitando o
calculo do Kq para este farmaco. Para o ALP e DIAZ, determinagGes nos sedimentos foram
possiveis sem interferéncias consideraveis da matriz e 50 e 60% da massa de ALP e DIAZ,
respectivamente adicionada, foi recuperada nos sedimentos. Entretanto, as determinacGes do
ALP e do DIAZ em amostras de dgua foram comprometidas devido a supressdo quase que
total dos sinais analiticos destes dois farmacos por interferentes da matriz. Sendo assim, os
picos voltamétricos obtidos para o ALP e o DIAZ foram de baixa intensidade e resultaram,
consequentemente, em recuperagdes de 10 e 3%, respectivamente, na agua. Desta forma, a
recuperacdo total da massa de cada BDZ adicionada no sistema &gua/sedimento foi de 60%
para 0 ALP e 63% para o DIAZ. Portanto, pode-se deduzir que as extragcdes ndao foram 100%
eficientes e as interferéncias de matriz nas amostras de agua podem ter induzido a uma
subestimacéo da concentragdo dos BDZs. Sendo assim, o Kg, que nada mais é que uma razéo

entre a concentracdo determinada nos sedimentos pela concentracdo determinada na agua,
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resultou em um valor elevado. De qualquer forma, os resultados obtidos para o DIAZ e o ALP
indicam que estes BDZs preferencialmente ligam-se aos sedimentos e o0 DIAZ possui maior
afinidade com os sedimentos que o ALP, concordando com os resultados de Kg destes
farmacos em outros sistemas apresentados na Tabela 15.

Além das amostras 8 e 12, os experimentos realizados com os sedimentos do ponto 1
com a &gua do ponto 4 e os sedimentos e 4gua do ponto 10 também resultaram em valores de
Kq relativamente altos. As andlises fisico-quimicas dos sedimentos coletados nos pontos 1 e
10 mostraram teores de MO bem mais baixos que os apresentados pelas amostras de nimero
8 e 12. No entanto, a analise granulométrica mostrou altos teores de argila nestes sedimentos,
sendo mais que 50% da composicdo no sedimento de nascente e cerca de 36% para 0s
sedimentos a montante da ponte do rio Jorddo. Para esta Gltima amostra (10), a composicao
principal foi de silte, com tamanho de particula entre areia e argila (0,02 a 0,05 mm), a qual
também poderia adsorver os farmacos. Os resultados obtidos para os sistemas contendo 0s
sedimentos de 1 e 10, que possuiam consideraveis teores de argila, foram respaldados pelo
ensaio realizado com a argila comercial Argel e dgua deionizada, que apresentou alto Kg
(16,27), confirmando a interacdo dos farmacos com argilas. Neste sentido, a amostra 9,
majoritariamente arenosa (96,71%), com baixos teores de silte e argila, 0,95 e 2,34%
respectivamente, apresentou os menores Kq para os BDZs estudados, sendo 1,41, 1,94 e 2,30
L Kg* para CLO, ALP e DIAZ, respectivamente.

Para confirmar a interacdo entre as caracteristicas das amostras e 0s Kq determinados
para cada BDZ, uma analise de componentes principais, do inglés: principal componentes
analysis (PCA), foi realizada. Os nove pardmetros fisico-quimicos determinados para as
amostras de agua e sedimentos (Tabela 14), assim como o Kq obtido para cada BDZ (Tabela
15) foram as 12 variaveis avaliadas nos sistemas das amostras 1 e 4, 7, 8, 9, 10 e 11. Os
sistemas mostrados com as amostras coletadas no ponto 12 ndo foram utilizados na
construcdo da PCA. Através do gréafico de PCA pode-se notar que 82,64% da variancia dos
dados foram explicados pela 12 e 22 componentes principais. A primeira componente foi capaz
de explicar 51,31% da relacdo existente entre as variaveis, e a segunda componente foi capaz
de explicar 31,33% das relacfes. Observando o eixo x positivo da Figura 44A, é possivel
notar que os fatores temperatura, pH da agua, % de areia, pH dos sedimentos e O, se
correlacionaram entre si através do Fator 1. Por outro lado, observando o eixo x negativo, fica
clara a correlagdo entre % de silte, MO, C, % de argila e 0 Kqpara os trés BDZs estudados.
Sendo assim, os fatores que mais influenciam na distribuicdo destes farmacos entre a dgua e
0s sedimentos sdo o0s localizados nos quadrantes esquerdos do grafico (PC1). Sendo a

porcentagem de argila, o fator mais importante, uma vez que todos 0s Kq e este parametro da
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granulometria ficaram agrupados no quadrante esquerdo inferior do grafico. Seguindo este
raciocinio, os parametros localizados nos quadrantes do lado direito, foram inversamente
proporcionais aos Kq. Avaliando o Fator 2 (eixo y), apenas 31,32% dos resultados podem ser
explicados. Nos quadrantes superiores, eixo y positivo, ocorreu uma correlacdo entre a
porcentagem de silte, MO, C, temperatura da &gua e pH da &gua. J& no eixo y negativo, 0s Kgq
determinados, a porcentagem de argila, Oz, 0 pH dos sedimentos e a porcentagem de areia se
correlacionaram entre si.

Analisando a Figura 44B, é possivel afirmar que as amostras foram bem diferentes
entre si, ocorrendo algumas semelhangas entre as amostras 8 e 10, no quadrante superior
esquerdo, e entre as amostras 7 e 11, quadrante superior direito. As amostras 8 e 10, possuem
em comum alto teor de silte, 49,04 e 60,64% respectivamente (Tabela 14). Este resultado é
condizente com a Figura 44A, uma vez que a porcentagem de silte esteve presente no mesmo
quadrante. Para as amostras 7 e 11, a semelhanca que uniu estas duas amostras em um mesmo
quadrante, foi o alto teor de areia, de 88,87% para a amostra 7 e 63,48% para a amostra 11
(Tabela 14). Entretanto, a % de areia, foi a variavel presente no quadrante inferior direito do
grafico da Figura 44A, porém quase no limite. Ainda entre a Figura 44 A e B , é possivel
relacionar a amostra 9 (parque do lago) com a % de areia, ja que esta amostra foi a que
apresentou maior proporcao deste nivel de granulometria (96,71%) (Tabela 14). Da mesma
forma, a amostra de nascente, apresentou o maior teor de argila (51,2%) (Tabela 14). Estas
duas Ultimas amostras citadas encontram-se diretamente relacionadas, em seus respectivos

quadrantes, com suas principais caracteristicas.
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Figura 44. Anéalise de componentes principais. (A) Grafico de pesos para PC1 e PC2 (B) Gréfico de escores para
as componentes principais 1 e 2.

Além dos gréaficos para a andlise das variaveis e dos casos, foram também plotados

graficos das coordenadas de cada Fator (1 e 2) para as variaveis avaliadas. A Tabela 16
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apresenta os escores das variaveis para o Fator 1 (PC1) e Fator 2 (PC2). Com base nos escores

apresentados na Tabela 16, gréficos das coordenadas dos Fatores 1 e 2 foram plotados (Figura

45).

Tabela 16. Escores das variaveis analisadas para PC1 e PC2.
Variaveis PC1 PC2
1 0,35376 0,90202
2 0,45177 0,86072
3 0,1158 -0,93015
4 -0,63245 0,48671
5 -0,63247 0,48672
6 0,88392 -0,06974
7 -0,72597 0,58288
8 -0,67511 -0,62526
9 -0,93312 -0,07744
10 -0,97152 -0,06092
11 -0,98362 -0,16035
12 0,68462 -0,30832

Observando a Figura 45A, para o Fator 1, é possivel notar que as variaveis

temperatura da agua, pH da agua, % de areia e pH dos sedimentos se relacionaram entre si.

Da mesma forma, é possivel notar que as variaveis MO, C, % de silte, % de argila e Kq para

para os trés BDZs também tiveram relacdo entre si. Sendo assim, estes Gltimos sdo os fatores

que influenciaram no Kq dos farmacos nos sistemas &gua/sedimentos. Da mesma forma, a

Figura 45B, apresenta as varidveis que se relacionaram em termos do Fator 2, avaliado no

eixo Y. Pode-se notar que T da agua, pH da dgua, MO, C e % de silte tiveram relacéo entre si.

Por outro lado, as variaveis Oz, % de argila, % de areia, pH dos sedimentos e 0 Kq para 0s

BDZs tiveram correlagdes entre si.
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Figura 45. Coordenadas dos Fatores 1 (A) e 2 (B) para as variaveis analisadas na PCA para o estudo do Ky dos

BDZs.

De forma geral, observando os resultados de todos os experimentos realizados para a

obtencdo dos Kg, € possivel notar que tanto as caracteristicas fisico-quimicas dos farmacos,

guanto do ambiente, exercem influéncia no destino e comportamento dos BDZs no ambiente
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aquatico. As caracteristicas dos sedimentos, principalmente o teor de argila e MO, mostraram-
se ser extremamente importantes na particdo dos farmacos, e, como sedimentos diferentes
foram encontrados em um mesmo rio, € possivel afirmar que distintos equilibrios acontecerédo
no ambiente aquéatico. Desta forma, diferentes concentracbes podem ser determinadas em
cada ponto de coleta destas amostras ambientais, sendo necessario uma amostragem adequada
e cuidados nos estudos de monitoramento ambiental. Além disso, no que se refere aos
aspectos ambientais, 0s sedimentos contaminados podem se tornar posteriormente uma
possivel fonte de contaminacdo para a agua e biota, liberando lentamente os farmacos
previamente adsorvidos (ROBLES-MOLINA et al., 2014). Pode-se esperar que fatores como
alteracOes da temperatura na &gua, nos indices pluviométricos, do pH, entre outros possam
interferir no equilibrio de farmacos em sistemas naturais, causando alteracbes no Kgq. De
qualquer forma, a exposicdo dos organismos aguaticos a agua e sedimentos contaminados,
representa um risco ambiental com extensao ainda ndo dimensionada.

No que diz respeito aos valores dos Kq¢ obtidos para estes BDZs, apresentados na
Tabela 15, estes se aproximaram dos relatados por outros pesquisadores para farmacos em
sedimentos. Loffler et al. (2005) avaliaram os Kq para diferentes farmacos, entre eles, o DIAZ
e 0 OXAZ. Os valores encontrados pelos autores foram de 3,0 e 2,2 L Kg* para DIAZ e
OXAZ, respectivamente. Da mesma forma, outras referéncias apresentadas por Loffler,
relataram Kg em sedimentos que variaram de 4,6 a6,2 L Kg' parao DIAZ e 1,0a2,2 L Kg*!
para 0 OXAZ (LOFFLER et al., 2005). E importante salientar que os estudos realizados para
determinar os Kq no presente trabalho, foram conduzidos com extracfes ap6s 15 horas de
dopagem dos sistemas agua/sedimentos, uma vez que o objetivo era relacionar os Kq com as
caracteristicas fisico-quimicas dos farmacos, dgua e sedimentos de diferentes amostras. Por
outro lado, Loffler, realizou os estudos de Kq apds 30 dias, quando foi atingido o equilibrio de
distribuicdo para a maioria das drogas. Desta forma, a comparagdo entre o0s valores
determinados neste trabalho com os apresentados pela literatura, deve levar em consideracao

que condicBes experimentais diferentes foram adotadas.

5.7 Andlises espectrométricas

A espectrometria de massas é reconhecidamente ideal para deteccdo, identificacdo e
quantificacdo de compostos organicos em diferentes matrizes. Uma vez que analises
voltamétricas utilizando o HMDE possuem seletividade limitada e a confirmacéo estrutural
dos analitos em amostras reais ndo é possivel, um método utilizando MALDI-TOF foi
desenvolvido para a deteccdo de CLO, ALP e DIAZ em amostras de agua e sedimentos

naturais. Os parametros instrumentais foram otimizados. As voltagens das fontes de ion 1 e 2
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foram ajustadas para 20 kV e 17,8 kV, respectivamente. A voltagem da lente foi regulada para
7 kV, o tempo de extracdo do ion de pulso foi de 140 ns e a tensdo do detector foi otimizada
para 2,4 kV. A poténcia do laser foi varidvel, ajustada entre 29 - 40%, dependendo da
complexidade da matriz e demanda energética para a ionizagao.

A otimizagdo da metodologia por MALDI-TOF se iniciou pela avaliagdo de diferentes
matrizes de ionizacdo. O acido sinapinico (SA), &cido 2,5-dihidroxibenzoico (DHB), DHB
mais  acido 2-hidroxi-5-metoxibenzoico (SDHB),  2'.4',6'-Trihidroxiacetofenona
monohidratada (THAP) e acido a-ciano-4-hidroxicindmico (CHCA) foram estudados. A
escolha da matriz se deu pela avaliacdo do sinal de fundo (branco) de cada matriz e a
capacidade de promover a ionizacdo dos BDZs, observando a intensidade e resolugdo dos
picos, bem como, a manutencdo do padréao isotopico de cada farmaco (Figura 46). Na Figura
46 pode-se observar que os padrBes isotdpicos esperados para cada BDZ sdo muito
semelhantes entre si. Os trés primeiros picos sdo os principais e foram usados na otimizacgao
da metodologia e identificacdo dos analitos. E possivel notar que a intensidade relativa do
terceiro pico é cerca de um terco da intensidade do pico principal, sendo este padrédo,

caracteristico para compostos que contenham cloro.

Abd. o Abd. S Abd. [=)
9 A 3 B © e
o o] o«
100 100{ | 100
804 80 804
604 60 604
~ -
401 o B 40 o & 401 _E
3 =) 8
2 @ % =3 = @
201 5 ow n 201 28 e 201 I -
g 888 828 3 > 8 8 8
‘ g 8 > 2 ~ :‘:’ L = f-\:
0 & & o4 l m H = 04 | © o &
BB N H— 1 e e I -
84 286 288 230 m/z 08 310 312 314 m/z 316 318 320 m/z

Figura 46. Padrao isotépico dos BDZs (A) DIAZ, (B) ALP e (C) CLO.

As solucdes das matrizes foram preparadas conforme procedimentos padrédo e 0,5 pL
da matriz foram misturados sobre o target com 0,5 pL de solugdes individuais contendo 1 mg
Lt de cada BDZ. SolugBes individuais dos BDZs foram usadas nestes estudos para evitar
interferéncias e registrar os espectros de cada farmaco individualmente. Espectros da matriz
sem adicdo dos farmacos também foram adquiridos para fim de comparacdo. A Figura 47
mostra 0s espectros obtidos para cada BDZ nas diferentes matrizes.

A Figura 47A mostra 0s espectros obtidos para o DIAZ nas diferentes matrizes. A
intensidade dos picos obtidos variou de 6 x 10 a 1 x 10°. O espectro obtido com SA foi o que

apresentou menor intensidade de pico para o DIAZ, além disso, o segundo pico para este
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farmaco foi praticamente inexistente. O padrdo isotopico foi respeitado. SDHB resultou em
picos intensos para 0 DIAZ, no entanto, o padrdo isotdpico foi diferente do esperado.
Provavelmente o terceiro pico teve colaboracdo de algum componente da matriz, sendo esta
matriz ndo adequada para determinacdo do DIAZ. As matrizes DHB, CHCA e THAP foram
adequadas. Para o ALP (Figura 47B) o AS também ndo foi eficiente para auxiliar a
ionizacdo do farmaco, e as intensidades de corrente foram as mais baixas embora um pico
estreito tenha sido obtido. SDHB interferiu no padrédo isotépico do ALP e, portanto, ndo pode
ser utilizado como matriz. Da mesma forma que para o DIAZ, DHB, CHCA e THAP foram
adequados, sendo provavelmente o DHB a melhor matriz para o farmaco nestas
concentragdes. Os espectros apresentados na Figura 47C foram obtidos para o CLO em
diferentes matrizes. O SA resultou nas mais baixas intensidades de pico para o farmaco, com
inadequada razdo sinal/ruido. As matrizes DHB, THAP e SDHB, ndo foram adequadas para o
CLO pois as intensidades de pico foram baixas e o padrdo isotopico ndo foi respeitado. Por
outro lado, o espectro obtido com CHCA resultou em picos bem definidos com intensidades
adequadas para o CLO. Sendo assim, como a utiliza¢cdo do CHCA como matriz proporcionou
a aquisicdo de espectros adequados, com satisfatoria intensidade e resolucédo de pico para 0s
trés BDZs, esta matriz foi escolhida para os proximos estudos. O CHCA vem sendo
utilizado como matriz para analises por MALDI-TOF por varios pesquisadores (NOZAWA et
al., 2015, 2016; SALA-COMORERA et al., 2016). Esta preferéncia, deve-se a melhor
homogeneidade da fina camada de matriz recristalizada sobre o target (Figura 7A) e aos bons

resultados obtidos com o CHCA, inclusive para analitos de baixa massa molecular.
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Figura 47. Espectros obtidos nos estudos de escolha de matriz para a determinacdo do (A) DIAZ, (B) ALP e (C)
CLO.

Ap0s determinada a melhor matriz para os estudos com BDZs, a concentracdo da
solugdo de CHCA foi avaliada em duas concentragdes, 1,0 e 20 mg mL™. Como os analitos
podem estar em baixas concentracGes nas amostras ambientais, a concentracdo da matriz foi
avaliada para tentar diminuir interferéncias provenientes da propria matriz. Os espectros
apresentados a sequir foram obtidos em altas (20 mg mL™) e baixas concentragdes (1,0 mg
mL™) de matriz para 1 mg L de DIAZ, ALP e CLO. A Figura 48A apresenta 0s picos
referentes a determinacdo do DIAZ empregando solucdo saturada da matriz. Os picos
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apresentaram boa resolucdo, com adequada intensidade e pequena largura de pico, além de
padrdo isotopico caracteristico. O espectro obtido com solu¢do mais diluida da matriz (Figura
48B) apresenta também o padrdo isotopico caracteristico e pico estreito e agudo, entretanto, a
intensidade relativa € consideravelmente menor. Comportamento semelhante pode também
ser observado para 0 ALP e CLO. Os espectros obtidos com a solucdo saturada da matriz
(Figura 48C e E) tiveram melhor sinal analitico que os espectros obtidos com a solugéo de 1,0
mg mL* (Figura 48 D e F). Para o CLO na Figura 48F, o sinal analitico esta praticamente na
mesma intensidade que o sinal de fundo. Sendo assim, a solugio saturada de 20 mg mL™ foi
escolhida para seguir com os estudos devido a adequada resolucdo e intensidade de pico
proporcionada aos farmacos. Posteriormente, a concentracdo da matriz foi novamente
avaliada em uma faixa de concentracdo de 0,5 a 2,0 mg mL™* utilizando uma concentracéo
mais baixa de BDZs (100 pg L™?) (espectros ndo apresentados). Os resultados obtidos no
estudo novamente apontaram para o uso de solugfes saturadas da matriz. A concentracdo da
matriz, ¢ frequentemente estudada, com o objetivo de se obter espectros mais “limpos”.

Nozawa et al. (2016) avaliaram diferentes concentracGes da matriz e do solvente no
qual foi preparada. As concentracgdes de 0, 0,4,0,7, 1, 1,5e 2 mg mL™* em 50 a 100% de ACN
foram estudadas para a determinacdo de farmacos antidepressivos e drogas relacionadas em
fluidos bioldgicos. A melhor condicdo determinada pelos autores foi a concentracdo de 0,7
mg de CHCA mL* em ACN/etanol/H,0O (85:5:10) (NOZAWA et al., 2016). Nozawa et al.
(2015) também escolheu o CHCA como matriz para a determinacdo de oito
benzodiazepinicos e dois metabolitos em sangue. Concentragées de 0, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,7,
1,0 1,5 ¢ 2 mg mL? em 50 a 100% de solucio de ACN foram testadas. As condicdes
consideradas ideais foram 0,7 mg mL* de CHCA em solugdo de ACN/etanol/H2O (90:5:5)
(NOZAWA et al., 2015). Pérez-Sancho et al. (2017), por outro lado, utilizaram solu¢édo
saturada de CHCA preparada em ACN/TFA (2,5%) (1:1) para a diferenciacdo de bactérias
empregando MALDI-TOF.
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Figura 48. Espectros obtidos para a determinagéo de 1 mg L* de DIAZ, ALP e CLO em altas (A, C e E) e baixas
(B, D e F) concentra¢Bes da matriz respectivamente.

Apds a otimizacdo da matriz e sua concentracdo, o método desenvolvido foi
empregado em amostras naturais de dgua e sedimentos. Analises diretas das amostras de agua
ndo foram possiveis, devido ao pobre limite de deteccdo da técnica e as interferéncias de
matriz (amostra). No geral, o preparo de amostra € uma etapa determinante para o sucesso das
analises espectrométricas por MALDI. Sendo assim, duas formas de extracdo e pre-
concentracdo para as amostras de agua foram avaliadas, a SPE (Solid Phase Extraction) e a
QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe). Uma coluna de fase reversa
Stracta - X C18 da Phenomenex foi utilizada nas extracfes. Primeiramente ensaios foram
realizados com agua ultrapura, para avaliar as condicdes de eluicdo e capacidade de extracdo e
pré-concentragdo do SPE. 0,5 mL de uma solugdo contendo 200 p L dos BDZs foi passada
através da coluna SPE, a qual foi eluida com diferentes composicGes de fase extratora: H20;
H>O/ACN (9:1); H.O/ACN (7:3); H2O/ACN (1:1); H2O/ACN (2:8) e ACN (espectros nédo
apresentados). Este estudo revelou que os BDZs foram extraidos na condi¢do de H.O/ACN
(7:3), sendo, portanto, esta a melhor condicdo de eluicdo em SPE. Definidas as condi¢cbes de
cleanup (lavagem da coluna sem remover os analitos) e eluicdo, um novo estudo foi
conduzido com 20 mL de agua ultrapura enriquecida com 0,5 pg L™ dos trés BDZs para
determinar o LD do método. Toda a solucdo preparada foi passada através da coluna
previamente condicionada e equilibrada com 1 mL de acetonitrila e &gua respectivamente, em
um fluxo de 1 mL mint. Ap6s a passagem da amostra, o cartucho foi lavado com 1 ml de
H2O/ACN (9:1) e eluido com 1 mL de H2O/ACN (7:3) durante um minuto. O espectro obtido
revelou a recuperacdo do DIAZ (m/z, 285,020) e do ALP (m/z, 309,027), com picos
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caracteristicos, além de outros picos (m/z, 294, 296, 304, 312 e 313), provavelmente
provenientes da matriz, entretanto, o CLO (m/z, 316) ndo foi detectado (Figura 49). Os
espectros anteriormente apresentados revelaram que o CLO ndo possui uma boa resposta
analitica e, como neste estudo foi utilizada uma concentracdo mais baixa, este farmaco néo foi
detectado. Os limites de deteccdo do método foram determinados pela analise de solucGes
cada vez mais diluidas. Sendo assim, o LD para ALP e DIAZ foi a concentracdo utilizada
neste estudo, ja& que em concentragdes inferiores a 0,5 pg L estes farmacos foram

indetectaveis. O limite de detec¢cdo para o CLO em agua ultrapura ndo foi determinado.
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Figura 49. Espectro obtido no estudo de extracdo e pré-concentragdo de BDZs de &gua ultrapura utilizando
coluna SPE. Estudo conduzido com solugéo contendo 0,5 ug L dos BDZs.

Amostras de &gua do Red River (amostra 12) foram também enriquecidas para
determinar o LD para os BDZs em amostras reais empregando SPE como forma de pré-
concentracio e extragdo. Solucdes contendo 10, 5 e 2 pg L dos BDZs foram preparadas em
10 mL e extraidas. Os extratos foram evaporados, reconstituidos em 10 pL de ACN/H20 (7:3)
e analisados. O espectro da solugdo contendo 2 pg L™ dos analitos mostrou auséncia dos picos
dos farmacos, sendo a concentracdo utilizada neste ensaio inferior ao LD. DIAZ e ALP foram
detectados na solucdo enriquecida com 5 pg L™ dos BDZs e o espectro obtido neste ensaio
esta apresentado na Figura 50. E possivel notar nesta figura, uma linha de base com mais
ruidos, devido provavelmente aos componentes presentes na agua analisada. Porém, os picos
do DIAZ e ALP podem ser perfeitamente visualizados e, apresentam boa resolugéo e
caracteristico padréo isotopico apesar da baixa intensidade. O CLO néo foi detectado em
nenhuma das solucGes analisadas. Como a concentragdo destas drogas no ambiente
dificilmente sera maior que 10 pg L™, ndo se fez relevante a avaliagdo do LD para o CLO por
MALDI.
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Figura 50. Espectro obtido no estudo de extracdo e pré-concentracdo de BDZs de agua superficial do Red River
utilizando coluna SPE. Estudo conduzido com solugdo contendo 5 pg L dos BDZs.

A outra forma de extracdo avaliada para as amostras aquosas, QUEChERS, como o
préprio nome diz, é rapida, facil, barata e eficiente. O método empregado foi adaptado de
Westland e Dorman (2013). Para estes estudos, 0,5 mL de amostra foram adicionados a um
tubo Eppenforf de 1,5 mL com 0,5 mL de ACN. A solugédo foi agitada por 1 minuto em
vortex. Em seguida, foram adicionados 0,2 g de MgSO4 e 0,05 g de NaCl, a mistura foi
novamente agitada em vortex por mais 1 minuto. O sobrenadante foi removido e evaporado
sobre fluxo de ar, reconstituido com 10 pL de uma solugdo de acetonitrila/dgua (7:3) e
analisado. Solugdes contendo 10,0, 5,0 e 2,5 pug L dos BDZs foram preparadas com agua do
Red River, extraidas e analisadas. Os limites de detec¢do para o DIAZ, ALP e CLO em
amostra real empregando QUEChERS como forma de extracéo foram de 2,5, 5,0 e 10,0 ug L?,
respectivamente. Os resultados deste estudo estdo apresentados na Figura 51. Na Figura 51A
esta apresentado o espectro obtido para a amostra real na auséncia dos BDZs. E possivel notar
a presenca de alguns picos em aproximadamente 288, 294, 295, 303 e 320, entretanto, 0s
picos dos farmacos ndo estdo presentes. Na Figura 51B esta apresentado o espectro obtido
com amostra de gua do Red River enriquecida com 10 pg L™ de BDZs. Os sinais analiticos
do DIAZ (285,078 a 287,078) e do ALP (309,087 a 311,085) apresentaram adequada
intensidade e resolucéo e o padréo isotdpico foi respeitado. Por outro lado, os picos referentes
ao CLO apresentaram baixa resolucdo, na ordem de grandeza dos ruidos. Sendo assim, como
0s LD obtidos para o CLO, com ambas as formas de extracdo, ndo foram adequados e este
farmaco apresentou baixa sensibilidade as determinacdes por MALDI-TOF, os estudos
seguiram apenas com 0 DIAZ e o ALP. No que se refere a forma de extracdo, QUEChERS se
mostrou mais adequada, por ser mais rapida, barata e eficiente, resultando em uma adequada
extracdo, pré-concentracdo e purificacdo da amostra, uma vez que as interferéncias foram

consideravelmente minimizadas.
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Figura 51. Espectros obtidos nos estudos de extracdo e pré-concentracdo de BDZs de agua superficial do Red
River utilizando método QUEChERS. (A) Amostra sem os BDZs. (B) Amostra contendo 10 pg L dos BDZs.

No que se refere aos LD, os BDZs puderam ser detectados nas concentracfes de 2,5
ug L1 (DIAZ), 5,0 ug Lt (ALP) e 10 pg L™ (CLO) em agua natural empregando QUEChERS.
Os valores de LD determinados foram bons, entretanto, podem ndo ser adequados para
amostras ambientais. Embora alguns pesquisadores tenham reportado concentracfes de
farmacos préximas aos LD alcancados no presente trabalho, estes contaminantes emergentes
(CE) podem estar presentes no ambiente em niveis de ultra traco até ng L™ (BRODIN et al.,
2013; DA SILVA et al., 2011; NUNES et al., 2015). Da Silva, por exemplo, encontrou
residuos de farmacos em aguas superficiais em concentracdes que variaram de ng L™ a pg L™
Sendo assim, os LD determinados no presente trabalho, tanto por QUECHERS quanto por
SPE, podem ser muito altos em alguns casos. No que diz respeito a determinacbes de
farmacos em 4aguas naturais e residuarias, extracdes em fase sélida (SPE) tém sido
empregadas com sucesso (MONTAGNER; JARDIM, 2011; TERNES; BONERZ;
SCHMIDT, 2001). No presente trabalho, uma coluna SPE foi avaliada, porém o desempenho
apresentado por este dispositivo foi inferior ao apresentado pelo método QUEChERS de
extragdo. Os limites de deteccdo foram de 5,0 ug L para DIAZ e ALP em aguas naturais.
Este resultado pode ser devido a ndo terem sido alcancadas as condi¢Bes 6timas para pré-
concentracdo, cleanup e eluicdo das drogas no SPE. Estudos mais aprofundados poderiam
resultar em um desempenho melhor para esta forma de extracdo e pre-concentragdo. Outro
fator relevante, foi o volume de amostra utilizado. Montagner e Jardim (2011), por exemplo,
passaram através de um cartucho HLB OASIS 500-mg, 1000 mL de agua superficial para pre-
concentrar 15 CE. Este volume é 50 vezes maior que o volume de amostra de agua superficial
usado no presente trabalho para a pré-concentracdo com o SPE e 2.000 vezes maior que 0
volume utilizado nas extra¢fes pelo método QUEChERS. Sendo assim, os resultados obtidos

com o SPE poderiam ser melhorados, reavaliando as condicdes para a coluna SPE e
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aumentando o volume de amostra. Para a forma QUEChERS de extracdo, o aumento do
volume de amostra também resultaria em melhorias nos LD.

As amostras de sedimentos coletadas no Red River foram também enriquecidas com
0,5 pug g* dos BDZs e extraidas para otimizacio do método de extragio. Duas diferentes
formas de extragdo foram avaliadas. Primeiramente, utilizou-se a metodologia adaptada de
Sundelin (2013), que realizou a extracdo de BDZ dos sedimentos do lago Ekoln na cidade de
Uppsala na Suécia. Os farmacos foram detectados em sedimentos de mais de 20 cm de
profundidade, que correspondiam a mais de 20 anos de deposi¢do, em concentracdes que
variaram de 0,05 a 5,14 ug Kg. A extracio foi realizada em duas etapas, sendo a primeira
uma mistura de acetato de etila com metanol (1:1) e a segunda metanol + agua (7:3) + 5% de
trietilamina. 0,1 g de sedimentos e 1 mL do solvente de cada etapa foram utilizados. O outro
experimento de extracdo foi conduzido com 0,1 g de sedimentos extraidos duas vezes com 1
mL de metanol e em seguida duas vezes com 1 mL de acetona. Este método foi adaptado de
Ternes et al. (2005), que realizaram a extracdo e determinacdo de farmacos, contrastes
iodados e fragrancias de musk de lodo ativo e digerido.

Ambos os métodos de extragdo resultaram em espectros “poluidos” com muitos picos
referentes a compostos extraidos da matriz, sedo assim, a identificacdo do DIAZ e do ALP
ndo foi possivel (espectros ndo apresentados). Deste modo, foi necessaria a otimizagdo de
procedimentos de cleanup para reduzir estas interferéncias. Usualmente, colunas de SPE sédo
empregadas para cleanup, assim como 0 HPLC em alguns casos. Como o SPE ndo se mostrou
adequado nas extragdes de BDZs de &aguas naturais, foi necessario primeiramente
compreender as interacfes dos farmacos com a fase mdvel e a estacionéria e determinar a
melhor condicdo de eluicdo dos analitos da fase estacionaria. Sendo assim, medidas
cromatograficas foram realizadas em um HPLC com detector 2998 PDA. O comprimento de
onda selecionado foi de A 250 nm. Uma coluna Synergi 4 um Polar — RP 80 A, 50 x 4.6 mm 4
um foi utilizada para a separacdo dos compostos. As condicOes de fluxo da fase mdvel estdo
apresentadas na Tabela 17. A fase mdvel consistiu de A (H20 com 0,1% de acido acético
(HAC)) e B (metanol com 0,1% de HAC). As condic¢des cromatograficas foram adaptadas de
Racamonde et al. (2014).
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Tabela 17. Condicdes de fluxo da fase mével para corrida cromatografica.

Etapa Tempo Fluxo % A %B
(min) (mL/min)

1 1.0 60 40
2 5 1.0 60 40
3 6 0.5 50 50
4 8 0.5 0 100
5 10 0.5 0 100
6 13 0.5 10 90
7 14 0.5 60 40
8 16 1.0 60 40

A eluicdo por gradiente, como mostrada na Tabela 17, resultou no cromatograma
apresentado a seguir na Figura 52. Os tempos de retencéo de 10,2705, 10,6926 e 10,8935 para
CLO, ALP e DIAZ respectivamente foram observados, mostrando que uma maior proporgao
do solvente organico é necessaria para a remo¢do dos farmacos. Entretanto, é possivel notar
que os farmacos foram eluidos entre a etapa 5 e 6, ou seja, quando a proporcdo A/B estava
indo de (0:1) para (1:9). Outros experimentos foram realizados, mantendo 100% de B por
mais tempo, porém os BDZs ndo foram removidos, a elui¢do so iniciava com a diminui¢édo da
proporcdo de B (experimentos ndo apresentados). No cromatograma, ainda é possivel notar
que os picos referentes a 1 mg L™ dos BDZs foram adequadamente separados, tiveram boa
intensidade e baixa largura. Embora nas analises por MALDI-TOF o CLO ndo estivesse mais
sendo estudado, este farmaco foi injetado no cromatdgrafo somente para avaliar seu
comportamento e confirmar que estava sendo retido e eluido corretamente dos materiais

adsorventes compostos por C18.
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Figura 52. Cromatogramas obtidos para solugédo de 1 mg L de BDZs preparada em agua ultrapura. A 250 nm e
coluna Synergi 4 pm Polar — RP 80 A, 50 x 4.6 mm 4 pm. Fase movel A (H-O com 0,1% de HAC), B (metanol
com 0,1% de HAC), condig&o de eluicdo por gradiente.

Ap0s determinada a fase movel e as condigbes de eluicdo, o método otimizado por
HPLC foi empregado em uma amostra real de sedimentos do Red River (0,1g) enriquecida

com 50 ng dos analitos. Os extratos destes sedimentos foram extraidos usando o
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procedimento proposto por Ternes et al. (2005), que empregava duas extragcdes consecutivas
com metanol e acetona, respectivamente. Os cromatogramas obtidos neste estudo estdo
apresentados na Figura 53. E possivel notar a presenca de 4 picos nos tempos de retencio
aproximados de 10,2, 10,7, 10, 9 e 12,7 minutos. O cromatograma em vermelho, corresponde
a amostra de sedimento do Red River enriquecida com 50 ng dos BDZs. Quatro picos podem
ser observados, entretanto o primeiro, em um tempo de retengdo préximo ao do CLO, teve
intensidade muito superior aos picos do ALP e DIAZ. Além disso, em compara¢do com o
pico do CLO em solucdo padrdo, cromatograma em preto, este pico se apresenta levemente
deslocado para um tempo de retengdo menor. Sendo assim, provavelmente ocorreu uma
sobreposicao do sinal do CLO pelo sinal de outro composto presente na amostra.

Os sinais do ALP e do DIAZ na amostra real coincidiram com os obtidos em solu¢édo
padrdo no que diz respeito ao tempo de retencdo. O quarto pico presente na amostra real, foi
eluido em aproximadamente 12,7 minutos. Este pico ndo foi identificado (n.i.), sendo
possivelmente algum composto extraido dos sedimentos. No cromatograma em azul, pode ser
observado uma diminuicdo da intensidade do primeiro e quarto pico e um aumento da
intensidade dos picos do ALP e DIAZ. Isso ocorreu porque foi realizada uma adicdo de
padrdo sobre a amostra para verificar o comportamento dos picos observados no primeiro
cromatograma. Esta adi¢do dobrou o volume da solucdo, dobrando a concentragdo do ALP e
do DIAZ e reduzindo a metade a concentracdo dos outros compostos presentes na solucéo.
Todos os estudos realizados com HPLC foram de carater qualitativo, apenas para a
compreensdo dos processos de pré-concentracdo, separacao e eluicdo dos compostos, bem
como para avaliar a fase movel usada por Ternes et al. (2005).

e CcLo Amostra enriquecida (50 ng)

- DIAZ n.i. Adicdo padrdo sobre a amostra
- (50 ng)
'3 / \ Solugdo padrdo em agua (1 ppm)
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Figura 53 Cromatogramas obtidos com amostra real de sedimentos enriquecida com 50 ng dos BDZs. As
condicGes de eluicdo descritas na Tabela 17 foram utilizadas.

Os resultados obtidos nos estudos com HPLC apontaram que a eluicdo por gradiente,
usando a fase movel H.O com 0,1% de HAC (A) e metanol com 0,1% de HAC (B), foi
adequada para a remogéo dos BDZs. Sendo assim, estes solventes foram utilizados para a

realizacdo do cleanup da amostra. Tanto o HPLC quanto colunas de SPE séo relativamente
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custosas e consomem grandes quantidades de solventes. Desta forma, a miniaturizagdo do
sistema foi proposta para acelerar o processo e diminuir custos e residuos, sendo escolhida a
realizacdo do clanup através de uma microextracdo em fase solida, chamada StageTip,
previamente a determinagdo por MALDI-TOF.

Para o cleanup empregando StageTips, os extratos obtidos com o método adaptado de
Ternes et al. (2005), foram completamente evaporados e entdo reconstituidos com 200 uL de
solucdo 2% de metanol em agua. Foi escolhido trabalhar com solucdo contendo apenas 2% de
metanol para ndo interferir na interacdo dos analitos com a fase estacionaria. Os extratos
reconstituidos foram entdo passados por uma microcoluna de ponteira artesanal (StageTip,
com 5 camadas de disco Empore SPE 2215 — C18 (actadecil) 47 mm, 3M) previamente
condicionada e equilibrada com 100 pL de metanol e agua, respectivamente. Um fluxo de 1
mL min foi respeitado para favorecer a adsorcéo dos analitos no C18. A fase mével utilizada
na eluicdo foi a mesma utilizada nas medidas cromatogréficas, composta por agua (A) e
metanol (B), ambas solugdes com 0,1% de acido acético.

As condic¢bes de eluicdo foram otimizadas visando aumentar o sinal analitico dos BDZ
através da remocdo dos interferentes da matriz sem perder o analito. Em testes iniciais
empregando a microcoluna, por MALDI TOF, se percebeu que os analitos foram eluidos na
proporcdo de A/B (4:6), no entanto, uma grande quantidade de interferentes foram eluidos
simultaneamente (espectros ndo apresentados). Em seguida, foram avaliadas condi¢Ges com
menor proporc¢do de B para a remocdo dos interferentes da matriz sem que ocorresse a eluicdo
dos BDZs. A proporcdo A/B (6:4) foi entdo testada para a etapa de lavagem (Figura 54A). E
possivel notar nesta figura que, embora de baixa intensidade, os sinais do DIAZ e do ALP
podem ser visualizados, indicando que estes farmacos comecaram a ser eluidos nestas
condicdes de fase mdvel. Além dos picos dos farmacos, podem ser vistos ainda, outros picos
provenientes da matriz (CHCA) e da amostra extraida. A coluna de microextracdo foi entdo
eluida com A/B (4:6) (Figura 54B), onde observou-se a presenca dos analitos no espectro. A
condicdo A/B (4:6) foi capaz de remover completamente os farmacos, pois, estes ndo foram
detectados na elui¢do seguinte, composta por 100% de B (Figura 54C). Deste modo, foi

necessaria a avaliacdo de solventes de lavagem com proporc¢do de B menor que 40%.
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Figura 54. Espectros obtidos na otimizagao do procedimento de cleanup em extrato de sedimentos do Red River
enriquecidos com 0,5 pg g* de DIA e ALP. (A) Proporcédo A/B (6:4). (B) Proporgéo A/B (4:6). 100% B.

Um novo teste para a otimizacdo da etapa de cleanup da amostra foi realizado com
solugdes mais diluidas do solvente organico (B). Nestes novos testes, a microcoluna com 0s
BDZs foi lavada com 100 pL da solugdo A/B (9:1) e em seguida mais 100 pL de A/B (7:3)
para remover os interferentes. Em nenhuma destas condi¢fes os BDZs foram eluidos, sendo
assim, apenas impurezas da amostra foram removidas (espectros ndo apresentados). Apds a
limpeza, a microcoluna foi eluida com 100 pL da solugcdo A/B (4:6), que se mostrou eficiente
para a remoc¢do dos farmacos. O extrato foi entdo evaporado usando um fluxo de ar e
reconstituido com 10 pL de ACN/H20 (7:3). 0,5 pL da amostra foram depositados sobre o
target, misturados com o mesmo volume da solucdo da matriz, secos e em seguida analisados.
Como pode ser visto na Figura 55, as condicBes de cleanup otimizadas foram eficientes na
remocao da maior parte dos interferentes, caracterizado pela diminuicdo da presenca de picos.
Além disso, 6timos sinais foram obtidos para o DIAZ, m/z 285,09 [M + H]* e ALP, m/z
309,09 [M+H]", com adequada intensidade e resolucdo, além da manutencdo do padrdo

isotopico.
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Figura 55. Espectros obtidos com as condicdes otimizadas de extracdo e cleanup para a detecgdo de 0,4 pg g de
DIAZ e ALP em sedimentos do Red River.

Ap0s a otimizacdo das condi¢cdes de extracdo dos BDZs dos sedimentos e etapa de
cleanup, o método desenvolvido foi aplicado em amostras contendo baixas concentracdes de
DIAZ e ALP para avaliar o LD alcancado para estes farmacos. Nestes estudos, 0,2 € 0,4 g
de sedimentos foram enriquecidos com 80 e 40 ng g* dos farmacos, respectivamente. Os
sedimentos foram extraidos e analisados. Os espectros obtidos para os dois experimentos
apresentaram os sinais analiticos do DIAZ e ALP com boa resolucdo e intensidade de pico.
Portanto, o limite de deteccdo alcancado para o0 método desenvolvido na determinacdo destes
farmacos em sedimentos foi de 40 ng g para ambos os farmacos. No que diz respeito a
concentracdo de farmacos em sedimentos, foram relatadas concentragdes ligeiramente
menores ou maiores que o LD alcancado neste trabalho (CARMONA; ANDREU; PICO,
2014; HONEYCHURCH; HART, 2014; MARTI, 2010). Entretanto, é importante notar que
0,4 g de sedimentos foram utilizados e, desta forma, assim como para as amostras de agua, a
massa de amostra poderia ser aumentada, alcancando LD mais baixos.

As metodologias desenvolvidas foram aplicadas em amostras naturais de agua e
sedimentos coletadas no Canada e no Brasil. Sedimentos coletados nos sitios de amostragem
de nimero 1 e 8 e sedimentos e aguas naturais coletados nos pontos de 12 a 16 foram
analisados. Embora os sedimentos coletados no ponto 8, apds a estacdo de tratamento de
esgoto, fossem propicios a contaminacdo por farmacos, assim como as amostras coletadas no
Seine River, proximo a um hospital na cidade de Montreal, os BDZs ndo foram determinados
nestas amostras, bem como em todas as outras amostras analisadas. Sendo assim, a
concentragdo destes BDZs nas amostras analisadas foi abaixo dos limites de deteccdo
alcancados pelo método.
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6 CONCLUSOES

As metodologias voltamétricas otimizadas e validadas resultaram em adequados sinais
para ambos os farmacos (DIAZ e CLO). Interferéncias para o DIAZ foram observadas na
presenca de outros BDZs, como o LORAZ e CLO, indicando que o método ndo é seletivo
para 0 DIAZ, detectando DIAZ, LORAZ e CLO no mesmo potencial. Entretanto, as
interferéncias ao DIAZ causadas pelo CLO puderam ser satisfatoriamente resolvidas através
da subtracdo da corrente referente ao CLO no potencial de pico do DIAZ. A interferéncia
causada pelo LORAZ néo foi muito significativa. De qualquer forma, vale destacar que 0s
trés farmacos sdo potencialmente toxicos a biota, ndo se fazendo distingdo entre eles.
Farmacos de outras classes ndo apresentaram quaisquer interferéncias na determinacdo do
DIAZ. No que diz respeito ao CLO, interferéncias causadas por outros farmacos ao método
desenvolvido ndo foram observadas. Adequados limites de quantificacdo, precisdo e exatidao
também foram obtidos para ambos os métodos. Andlises voltamétricas de sedimentos e aguas
naturais foram realizadas, entretanto, o0 CLO, ALP e DIAZ ndo foram detectados em nenhuma
amostra. A literatura apresenta concentracdes de BDZs em amostras naturais proximas aos LD
obtidos, entretanto, em algumas amostras, estes farmacos podem estar presentes em
concentracdes na ordem de ng L. Sendo assim, formas de pré-concentragéo e cleanup como
SPE poderiam ser empregadas para diminuir consideravelmente os limites de deteccdo da
técnica. Além disso, possiveis interferéncias de matriz poderiam ser minimizadas. No sentido
da confirmacdo estrutural dos analitos, um método de analise por MALDI-TOF também foi
desenvolvido para os BDZs. O método espectrométrico otimizado mostrou-se ideal para a
identificacdo dos BDZ, com excecdo para o CLO. Entretanto, os limites de deteccdo obtidos
por MALDI-TOF foram superiores aos encontrados por voltametria devido as limitacbes da
prépria técnica. Melhorias nas formas de pré-concentracdo poderiam fazer desta técnica, uma
excelente ferramenta de deteccdo de compostos organicos em amostras ambientais, devido ao
seu detector de massas. O método espectrométrico desenvolvido foi empregado em amostras
de agua e sedimentos do Canadd e em duas amostras do Brasil. Para todas as amostras
analisadas, a concentracdo dos BDZs foi abaixo dos LD. Além dos estudos de monitoramento,
0s métodos voltamétricos desenvolvidos para 0 CLO, ALP e DIAZ foram empregados na
avaliacdo do Kg destas drogas em sistemas enriquecidos com os BDZs. Os estudos revelaram
qgue as caracteristicas fisico-quimicas dos farmacos e dos sistemas, podem afetar o
comportamento e destino destas drogas no ambiente. A composi¢do dos sedimentos mostrou

exercer forte influéncia sobre o Kq, uma vez que os farmacos interagiram mais fortemente
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com os sedimentos com maior teor de argila e matéria orgénica. Diferentes composicGes de
sedimentos e consequentemente diferentes Kq foram observados em um mesmo rio. Estes
resultados revelam gue amostragens em um Unico ponto, com a finalidade de monitoramento
ambiental, podem resultar em um levantamento de dados equivocados, ja que diferentes
equilibrios entre sedimentos e agua podem existir. Além disso, em um pico de baixa
concentracdo de farmacos na &gua, os sedimentos podem funcionar como fontes de
contaminacdo dessorvendo as drogas previamente acumuladas, pois 0 Kg consiste em um
equilibrio dindmico. Sendo assim, 0s organismos aquaticos podem estar constantemente
expostos a baixas concentragfes de diversos farmacos. Usualmente, aguas superficiais séo
foco de estudo quando se trata de analises ambientais, entretanto, fica claro que os sedimentos
sdo tdo importantes quanto a dgua e este sistema agua/sedimentos deveria ser avaliado como

um todo.
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