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RESUMO

As sulfonamidas sao absorvidas oralmente pelos seres humanos, através do uso de
diferentes antibiéticos, sendo a maioria delas metabolizadas pelo figado e excretada
pelos rins. Esses analitos podem ser facilmente transportados para cursos d'agua
(agua fluvial nesta pesquisa) devido ao seu baixo potencial de sorgéo para locais de
troca organica e/ou mineral do solo. As amostras de agua do rio podem ser muito
complexas devido a presencga de interferéncias que podem afetar os resultados. A
preparagdo da amostra €& uma etapa fundamental para eliminar possiveis
interferéncias e com as concentragdes encontradas muito baixas, muitas vezes nao
reconhecidas no equipamento, é possivel uma pré-concentragdo com niveis mais
elevados. Uma técnica relativamente nova € a extragdo em ponteira descartavel
(DPX), com poucos estudos na area. Este tipo de metodologia € uma alternativa
interessante com menor tempo de desenvolvimento, baixo consumo de amostra e
reagente. Neste trabalho foi utilizado o dispositivo Pa-DPX que permite que todos os
procedimentos sejam realizados com cinco amostras simultdneas (em paralelo),
dispensando a repeticdo de cada procedimento um por vez. A ponteira utilizada nao
tem fase comercial inclusa, possibilitando o uso de uma fase extratora alternativa, um
biossorvente, neste trabalho a cortica. Assim, foi desenvolvido um método para a
extracdo de cinco compostos de sulfonamidas em amostras de agua de rio,
sulfadiazina (SDZ), sulfatiazol (STZ), sulfamerazina (SMR), sulfametoxazol (SMTX),
sulfametoxpiridazina (SMP). O procedimento foi otimizado com planejamentos Dohlert
para ciclos de extracdo e dessorgcao, pH, porcentagem de sal e massa da fase
extratora. Foi utilizado um planejamento simplex lattice para solvente e os principais
parametros analiticos foram obtidos através da construcdo de curvas de calibragao
com adi¢cao de padréo externo para cada analito. Todos os R? foram maiores que 0,95
com LOD de 7 uyg L' e LOQ de 25 ug L. Os valores de precisao intradia (n=3) e
interdia (n=9) tiveram RSD abaixo de 14 e 20% respectivamente. Os resultados de
recuperacao relativa foram feitos com variagdes de 80 a 118%. Apds finalizar todas
as avaliagcdes do método, foi possivel aplica-lo em amostras reais e comparar com
outras metodologias encontradas na literatura. Assim, o método DPX mostrou-se
eficaz como alternativa para a extragéo e analise de sulfa em aguas fluviais.

Palavras-chave: sulfonamides; agua de rio; DPX; antibiéticos.



ABSTRACT

Sulfonamides are absorbed orally by humans using different antibiotics, and most of
them are metabolized by the liver and excreted by the kidneys. These analytes can be
easily transported into waterways (river water in this research) due to their low sorption
potential to soil organic and/or mineral exchange sites. River water samples can be
very complex due to the presence of interferences that can affect the results. Sample
preparation is a key step to eliminate possible interferences and with concentrations
found very low, often not recognized in the equipment, pre-concentration at higher
levels is possible. A relatively new technique is the disposable tip extraction (DPX),
with few studies in the area. This type of methodology is an interesting alternative with
shorter development time, low sample and reagent consumption. In this work we used
the Pa-DPX device, which allows all procedures to be performed with five simultaneous
samples (in parallel), avoiding the repetition of each procedure one at a time. The tip
used has no commercial phase included, allowing the use of an alternative extracting
phase, a biosorbent, in this work cork. Thus, a method was developed for the extraction
of five sulfonamide compounds in river water samples, sulfadiazine (SDZ),
sulfathiazole = (STZ), sulfamerazine (SMR), sulfamethoxazole (SMTX),
sulfamethoxpyridazine (SMP). The procedure was optimized with Dohlert planning for
extraction and desorption cycles, pH, salt percentage and mass of the extractant
phase. A simplex lattice planning for solvent was used and the main analytical
parameters were obtained by constructing calibration curves with addition of external
standard for each analyte. All R? were greater than 0.95 with LOD of 7 ug L' and LOQ
of 25 ug L'. The intraday (n=3) and interday (n=9) precision values had RSD below
14 and 20% respectively. The relative recovery results were made with ranges from
80 to 118%. After finalizing all evaluations of the method, it was possible to apply it to
real samples and compare it with other methodologies found in the literature. Thus, the
DPX method was shown to be effective as an alternative for the extraction and analysis
of sulfa in river water.

Keywords: sulfonamides; river water; DPX; antibiotics.
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1 INTRODUGAO

“A diferenca entre o medicamento e o veneno esta na dose” (Paracelso, séc. XVI).
Com o avanco da medicina, cada vez mais vem sendo utilizado medicamento
diretamente e indiretamente também, seu uso cresce no mundo inteiro a cada ano,
diversos tratamentos vém sendo realizados e muitos problemas de saude vém sendo
tratados com o avango da tecnologia farmacéutica. Na biblioteca virtual em saude
disponibilizado no site do Ministério da Saude (MS), todo més de novembro, ocorre a
Semana Mundial de Conscientizagao Sobre o Uso de Antibidticos, com a intencéo de
conscientizar a populagao sobre o0 uso indiscriminado de antibioticos.

O MS cita que a resisténcia antimicrobiana ocorre quando os microrganismos
(como bactérias, fungos, virus e parasitas) mudam quando sdo expostos a
antibidticos, criando as chamadas “multirresistentes” (ANVISA, 2018), deixando os
remédios ineficazes ja que se forma uma barreira contra o medicamento.

E de conhecimento publico que o uso inadequado de medicamentos, antibiéticos,
é um perigo para a saude publica podendo levar até a morte. E estimado que 50% de
todos os medicamentos usados no mundo s&o prescritos, dispensados, vendidos ou
usados de maneira inapropriada. (World Health Organization, 2004).

Para o Ministério da Saude (2019) acgdes importantes para a prevengao dessas
bactérias multirresistentes sdo a prescricdo adequada, educacdo comunitaria,
monitoramento da resisténcia e infecgdes associadas a assisténcia a saude e o
cumprimento da legislagédo sobre uso e dispensagao de antimicrobianos.

O uso indiscriminado de antibiéticos liberados no meio ambiente, a longo prazo
pode induzir o surgimento de genes de resisténcia a antibidticos, que podem ser
propagados de microrganismos para descendéncia ou transferidos entre bactérias por
transferéncia horizontal (LUO et al., 2010; WANG et al., 2020).

Segundo Lima (2017) as aguas residuais sao contaminadas por farmacos, mais
abundantemente os antibidticos e as fontes de contaminagao mais encontradas séo
efluentes urbanos, hospitalares, de fazendas (criagcdo de animais que acabam
ingerindo indiretamente farmacos) e de industrias. Nas matrizes ambientais, sao
encontrados analitos em concentragdes baixas (ug L), dificultando a extragdo e
posterior detec¢do, sendo necessario o uso de técnica de preparo de amostras para

a identificagao dos analitos.
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A DPX (extracao dispersiva em ponteiras) € um método de extragdo que vem
crescendo muito, ja que utiliza pouco solvente, amostra e sorvente. Tem baixo custo
e e de facil uso, porém o maior empecilho desta metodologia, é a execugéo individual
de cada amostra, se tornando um trabalho bastante exaustivo. Para solucionar esse
problema de tempo, foi desenvolvido no grupo de trabalho do Professor Dr. Eduardo
Carasek, um dispositivo manual utilizado neste trabalho, permitindo a execugao
simultanea de 5 amostras, nomeado de Pa-DPX (DPX paralela). E possivel ainda o
uso da DPX branco, com diferentes fases extratoras ndo comerciais, os biossorventes
como uma alternativa verde (HUELSMANN, WILL e CARASEK, 2021).

A composic¢ao quimica da fase extratora influencia diretamente nas interacées
com o analito, as sulfonamidas apresentam uma composicdo quimica que permite
uma interacao fisica com a cortica que é biossorvente selecionado para estudo. A
cortica € um produto 100% natural, renovavel e de baixo custo quando reciclado de
rolhas de vinho.

Neste trabalho sera utilizado o dispositivo Pa-DPX para extragao simultanea de
cinco amostras, utilizando cortica como fase extratora para determinagao de cinco
sulfonamidas, sendo elas sulfadiazina (SDZ), sulfatiazol (STZ), sulfamerazina (SMR),
sulfametoxazol (SMTX), sulfametoxipiridazina (SMP) em amostras de agua de rio.
Assim, uma otimizagao dos parametros que afetam a eficiéncia do procedimento foi
realizada, seguida da validagdo do método desenvolvido. O método foi aplicado a
amostras reais e suas principais caracteristicas comparadas a outros métodos da

literatura a fim de mostrar seus pontos positivos e negativos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Sulfonamidas

As sulfonamidas sdo um grupo de moléculas encontradas na formulagdo de
antibiéticos tanto para humanos quanto para animais (CHAFER-PERICAS;
MAQUIEIRA; PUNCHADES, 2010 e HOFF, 2008), considerando seu amplo uso
percebe-se uma importancia em estudos para conhecimento de suas propriedades.
Segundo o manual da Merck, conhecido no Brasil por MSD: "A maioria das
sulfonamidas € prontamente absorvida por via oral e, quando aplicadas sao
metabolizadas principalmente pelo figado e excretadas pelos rins” (WERTH, 2018). O
precursor das sulfonamidas é a sulfanilamida (p-aminobenzenesulfonamida), mais
conhecido com o nome comercial de streptocid, o qual foi sintetizado pela primeira
vez em 1908 e foi amplamente utilizado como um intermediario na produgao de
corantes (VIEIRA, 2015).

Segundo trabalho de Regitano e Leal (2010), as sulfonamidas podem ser
facilmente transportadas até os cursos d’agua devido ao seu baixo potencial de sorgéo
aos sitios de troca organicos e, ou minerais do solo (HIRSCH et al., 1999; BRYSKIER,
2005 e BOXALL et al., 2002), sendo assim, em amostras de agua a possibilidade de
encontra-las € grande, devido a sua estabilidade e solubilidade em meio a esta matriz
(QIN, L-T et al., 2020).

As sulfonamidas apresentam carater acido em condicbes naturais de pH
(REGITANO e LEAL 2010), caracteristica importante para analise das etapas do
trabalho, como a extracdo, dessorgcédo e deteccdo. Elas sdo moléculas polares com
propriedades anféteras (figura 1), sendo o controle de pH ao longo do trabalho
fundamental. Em pH abaixo de 4, temos sua forma catiénica, em pH 5, sua forma
molecular e em pH acima de 6 sua forma anibnica. Na figura 2, temos uma
representacdo geral da molécula de sulfonamida em sua forma neutra. O N1,
nitrogénio amino, representa o grupamento basico e o N2, nitrogénio amida, ilustrando
o grupamento acido. A desprotonacéo ocorre em pH acima de 5 (BARAN, et al., 2011)
e por conter estas duas fungdes organicas, amina e amida, é possivel observar dois

valores de pka diferentes.



19
Figura 1 - Comportamento anfétero das sulfonamidas
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Figura 2 — Representagao geral da molécula de sulfonamida em sua forma neutra, com
representagao do grupamento acido e basico, onde R representa uma ramificagdo caracteristica. N1

como nitrogénio da amina e N2 da parte da amida.
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O pH das representacdes catibnica, anibnica e neutra, importantes para as
otimizagdes, é explicado pela curva de distribuigao de espécies (OLIVEIRA, 2007), na

figura 3 é possivel observar o comportamento das sulfonamidas em diferentes pH.

Figura 3 - Curva de distribuicdo de espécies para as sulfonamidas relacionando porcentagem de
ionizagao e pH do meio, indicando quando esta em sua forma catiénica, aniénica ou neutra.
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Fonte: adaptado de Sukul et al., 2008.

Segundo um levantamento de trabalhos, por Catelani (2012), a cromatografia é
utilizada como técnica de confirmagdo na maioria dos trabalhos para a analise
sulfonamidas. O HPLC-UV, HPLC-DAD, UHPLC-DAD e UHPLC-UV aparecem em
levantamento de trabalho feito por Mostafa (2022). O HPLC-DAD apresenta uma faixa
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dindmica ampla, boa para detecgao simultanea de compostos e impurezas em niveis
traco (BECZE et al., 2022), pode apresentar falta de seletividade, sendo necessario
aplicagado de procedimentos eficientes de limpeza de matriz ou um detector mais
seletivo. O GC acoplado ao MS (GC-MS) poderia ser utilizado por ser relativamente
sensivel e seletivo, mas as analises de residuos de rotina ndo sao viaveis porque
varias etapas de purificacdo sdo necessarias antes da analise de termicamente de
sulfonamidas labeis e ndo volateis (SOTO-CHINCHILLA et al., 2006)

O comprimento de onda determinado para analise € de 270 nm (figura 4), pelo
espectro de absor¢cao UV/VIS da sulfadiazina (DELGADO et al., 2013) pode ser visto
o comprimento de onda que apresenta o melhor resultado. Como temos uma mistura
de cinco diferentes sulfonamidas para analise, ndo € possivel discriminar qual o
analito encontrado, ja que todas elas absorvem luz em comprimento de onda muito
préximo, sendo necessario o uso do HPLC para identificar os analitos isoladamente,

sendo usado tempos de retengcao como diferenciacao.

Figura 4 - Grafico absorbancia x comprimento de onda (nm) de absorgao no UV/VIS da

sulfadiazina, exemplificando as sulfonamidas.
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Adaptado de: Delgado et al., 2013.

O coeficiente de particdo octanol-agua ou log P € um parametro para medida
quantitativa da lipofilicidade de compostos bioativos, pode ser interpretado como

sendo a somatéria de dois termos: um relacionado com volume (estéricos) e o outro
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com interagdes intermoleculares (interagdes dipolo-dipolo e ligagdes por hidrogénio).
E um dos fatores de controle da acdo da droga em sistemas bioldgicos, sendo uma
medida importante na previsdo da absorgao, distribuicdo e eliminagado de drogas no
corpo (KAJITANI et al., 2006). Na tabela 1 temos informagdes sobre pKa e log de P

das sulfonamidas estudadas neste trabalho.

Tabela 1 - Dados de pka e log P das sulfonamidas interesse, nomenclatura, formula molecular e

estrutural.
Nome/Férmula Estrutura pKa Log P
\ NH,
Sulfadiazina (\j\ 9/@
(SDZ2) NTUN-S 6,36 -0,09
C10H10N4O2S o

Sulfamerazina

(SMZ) (LN Nk 6,99 0,14
C11H12N4O2S <« g9

N"N-S
Ho
Sulfametoxazol 8 pKa1l: 1,6
(SMTX) /@ &y 0,89
C10H11N303S HoN N{O\ CHy pKa2: 5,7
Sulfametoxipiridazina 5 F | i
(SMP) &SN 7,19 0,32
C11H12N4O3S Q/O' H
HoN
N
Sulfatiazol ()\N_.CS? pKal: 2,2
(STZ) S H 5@ 0,05
CoH9N302S2 NH, pKa2:7,2

Fonte: log P adaptado HANSCH et al. (1995) e Pka adaptado de pubchem.

Um valor negativo para log P significa que o composto tem maior afinidade pela
fase aquosa (é mais hidréfilo), ja o valor positivo denota um composto mais lipofilico).
Quanto menor log P, mais hidrofilico € um composto, as sulfonamidas tem log P muito
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proximo a 0, por essa razdo é possivel explicar a sua solubilidade em agua e
possibilidade de serem encontradas em matrizes aquosas.

A anadlise de antibidticos no ambiente representa uma tarefa dificil, pelas
concentragdes muito baixas (ug L) e apesar de serem encontrados em amostras de
agua (tabela 2), a matriz € bastante complexa devido interferentes que podem ser
encontrados. O preparo de amostras se torna indispensavel, pré-concentrando os
analitos e deixando-os em concentragcdes possiveis de serem detectadas.

As concentra¢des no ambiente dependem da alteracdo da matriz e dos diferentes
tipos de sulfonamidas (GARCIA-GALAN, DiAZ-CRUZ e DAMIA-BARCELO, 2010). Na
tabela 2 (abaixo) é possivel encontrar matrizes ja pesquisadas com as respectivas
concentracdes encontradas. Estes analitos podem permanecer no ambiente por muito
tempo e sado ativos na geracdo de resisténcia a drogas em células bacterianas
(BARAN et al., 2011).

Tabela 2 - Outros trabalhos que detectaram sulfonamidas em matrizes ambientais.

Analito Concentragao Matriz Referéncia

0,098 ug L Agua superficial Christian et al. (2003)

0,22 ug L’ Agua subterranea Lindsey et al. (2001)

1,02 ug L Agua superficial Lindsey et al. (2001)
Sulfametoxazol 0,22 ug L’ Agua superficial Kergoat et al. (2021)
0,0475 ug L’ Agua do mar Minh, et al. (2009)
12,8 ug L Agua residual de Lindberg, et al. (2004)
hospital
8,5 ug L’ Agua consumivel  Schwab, et al. (2005)

Sulfadimidina 19,2 ug L Agua de superficie ~ Managaki, et al. (2007)

Fonte: autoria prépria (2022).

Existem resolu¢des vigentes de quantidades de sulfonamidas que podem ser
encontradas em matrizes animais como figado, rim, leite em alimentos de origem
bovina, suina e aves. Nas matrizes ambientais, agua, ndo existem dados indicando a

concentracdo permitida, porém publicacbes recentes da Agéncia de Protecao
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Ambiental dos Estados Unidos (U.S. Environmental Protection Agency - EPA)
apresenta as sulfonamidas como contaminantes emergentes que causam
preocupacgao (VIEIRA, 2015). Nos proximos anos € esperada a criagdo de leis
vigentes para controle desta classe de antibidticos em matrizes ambientais.

Em relagao aos pesticidas (REGITANO e LEAL, 2010), que sao as moléculas mais
estudadas do ponto de vista de comportamento ambiental, os antibidticos apresentam
de forma geral, maiores valores de solubilidade em agua e menores valores de
coeficiente de partigdo octanol-agua, provavelmente devido a presenca de muitos
grupos funcionais ionizaveis que sugere que essas moléculas apresentam menor
potencial de bioacumulagdo e maior mobilidade no solo em razdo do seu menor

carater hidrofébico.

2.2 Preparo de amostras

Para Borges, Pereira e Mano (2015) o preparo de amostras € uma etapa
importante para extrair, isolar e concentrar os analitos que muitas vezes sao
encontrados, na matriz, em concentragdes tao baixas que nao sao detectadas pelo
equipamento de analise. Esta etapa aumenta a seletividade e melhora a
detectabilidade (CAMPOS et al., 2015; PINTO e QUEIROZ, 2015). Além disso,
matrizes complexas, como aguas oriundas da natureza, ndo devem ser introduzidas
diretamente no instrumento analitico, pela possibilidade de possuir materiais
particulados que podem danificar o instrumento de analise, sendo assim o pré-
tratamento e preparo dessas amostras € uma etapa essencial (TURAZZI, 2019).

Para obter bons resultados e garantir o sucesso de qualquer método analitico, na
etapa de preparo de amostra deve-se considerar o tipo de analito, suas propriedades
fisico-quimicas (solubilidade, volatilidade, polaridade) e os componentes da matriz
(BOYACI et al., 2015). Algumas técnicas vém sendo mais utilizadas e ao longo do
tempo sofrem atualizagdes tornando o trabalho mais acessivel, com a intengao de
extrair os mais diferentes analitos em diversas condi¢gdes, dentre elas, as técnicas
classicas como extragao liquido-liquido (do inglés “liquid-liquid extraction” - LLE) e a
extracdo em fase solida ( do inglés “solid phase extraction” - SPE).

A decisao de qual método de preparo de amostras utilizar é dificil e depende do

analito e matriz envolvidos, € importante fazer a escolha com base em simplicidade,
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baixo custo, facilidade de manipulagdo, que seja o mais ecoldgico possivel e com
possibilidade de automatizagdo para analise de rotina. A escolha correta da fase
extratora e eluentes utilizados também € importante, ja que, determinardo o quéo
eficiente e seletivo sera o procedimento (OLIVEIRA, 1999 e MARTINS, 2015). Um
levantamento feito por Baku (2021) traz como desvantagem dos métodos classicos a
quantidade de solvente, amostra e sorvente, a realizagdo em mais de uma etapa,
tornando-os mais trabalhoso.

O método de extracado LLE apesar de ter uma boa separagao, e ser facil de ser
feito, apresenta como um grande problema o uso de grandes quantidades de
solventes (KANU, 2021), que consiste em cada etapa uma lavagem com um volume
de solvente sendo adicionado e descartado logo depois (TURAZZI, 2019). Por estas
razdes, outros métodos foram sendo desenvolvidos ao longo dos anos, como a SPE
e a microextragao em fase solida ( do inglés “solid phase microextraction” - SPME).

Na SPE, alternativa para substituir a LLE, a intengéo € isolar e pré-concentrar os
analitos entre uma fase solida (extratora) e uma liquida (solvente de elui¢do), a
retencao dos analitos escolhidos € por adsorgéo na fase extratora ou na solubilizagcao
do solvente de eluicdo (OLIVEIRA, 1999 e ANDRADE-EIROA, 2016). A SPE
apresenta algumas desvantagens, sendo elas, maior complexidade, método
demorado e mais caro ja que os cartuchos podem ser usados uma unica vez,
seletividade limitada, além de ainda utilizar muito solvente e sorvente (PLOTKA-
WASYLKA et al., 2016).

Para corrigir essas desvantagens e tornar as técnicas de preparo de amostras
mais sustentaveis e baratas, diminuindo o gasto com solventes e descartes, surgiram
as técnicas de microextragdo (PRIETO et al., 2011; PENA-ABAURREA; LA TORRE e
RAMOS, 2013) que apresentam vantagens como a integragdo de varios passos em
um soO (amostragem, extracao, pré-concentracao e introducao dos analitos no sistema
cromatografico), e vem sendo utilizadas como substitutas as extragdes em maior
escala (IDE, 2018). A SPME emprega uma fibra revestida como fase extratora e vem
como uma técnica simples, rapida, sem uso de solventes e reprodutivel (MOUSAVI,
BOJKO e PAWLISZYN, 2018), ainda é possivel a automatizagéo.

Outra técnica miniaturizada é a extragdo em ponteira descartavel (do inglés

“Disposable pipette extraction” - DPX) sendo sucessora da SPE, com a separagao por
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afinidade como ponto em comum, usando pouco material sorvente e solvente, sendo
um equipamento bastante simples, uma ponteira, podendo ser automatizada
(CARASEK, MORES e HUELSMANN, 2022). A técnica vem ganhando espago em
diversos trabalhos, devido a possibilidade de alterar a fase extratora de acordo com o
analito (branco). As principais areas segundo Pinto e Queiroz (2015) que a técnica
vem sendo utilizada, sdo a forense (drogas de abuso) e a de contaminagao de

alimentos (pesticidas principalmente).

2.3 Extragao em ponteira descartavel

A DPX foi desenvolvida no ano de 2003 pelo Dr. William Brewer da Universidade
da Carolina do Sul, EUA, como uma modificacdo da técnica de SPE sob o numero de
patente US6566145. A técnica surgiu com a intengéo de otimizar o tempo de extragao,
com a simplificacdo do preparo de amostras, menos manipulagdo de amostra,
sorvente e solvente. (BORDIN et al. 2016).

O principio de funcionamento da DPX é com a extracédo ocorrendo entre a interacéo
dos analitos com o sorvente, e para a dessor¢ao ha a interagdo dos analitos com os
solventes organicos (HUELSMANN et al., 2020). As ponteiras sao geralmente de 1-5
mL.

O aparato de Brewer, consiste em uma ponteira (figura X) de material plastico, o
filtro superior um disco de membrana semipermeavel e o filtro inferior € um polimero
poroso. A finalidade do filtro inferior € permitir que os fluidos (amostras/solventes/ar)
sejam aspirados e liberados sem perder o sorvente. Para o filtro superior, sua fungcéo
€ nao deixar o conteudo dentro dele escapar ou ocorrer contaminacao (PINTO e
QUEIROZ, 2015; BORDIN et al. 2016).

Figura 5 - Ponteira utilizada neste trabalho com o disco superior (a) e o filtro inferior (b).

Fonte: autoria prépria, 2022.
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O condicionamento da fase extratora com solvente ou mistura deles é feita para
ativacao dos sitios de sorgao, apos esta etapa, a amostra € aspirada passando pelo
filtro inferior junto com o ar, onde ocorre a mistura dindmica com a fase extratora. Essa
passagem da amostra pode ocorrer em mais de um ciclo, dependendo da
necessidade, e a cada aspiracdo é feito um descarte (CARASEK, MORES e
HUELSMANN, 2022).

Apos esse procedimento é feita uma nova aspiragdo com o solvente (ou mistura)
de dessor¢ao, podendo ocorrer em um ou mais ciclos. O solvente de dessorgao é
dispensado em um mesmo frasco onde vai ser aspirado novamente quantas vezes
forem necessarias, e no ultimo ciclo, é colocado em um novo frasco adequado para
que seja injetado no equipamento escolhido (CARASEK, MORES e HUELSMANN,
2022; PINTO e QUEIROZ, 2015). Na figura 3 é possivel ver um esquema das etapas
de uso da DPX.

Figura 6 - Esquema representativo do funcionamento da DPX e suas etapas.
DPX I

I

— 1. Condicionamento

‘ 2. Aspiragao da amostra
3. Mix

| | |

4. Dispensa da amostra
5. Lavagem
\7 6. Eluigao
Ar ’

Fonte: Adaptado de Oliveira e Langas, 2018.

As etapas que fazem parte da DPX, permitem otimizacées dos parametros
envolvidos, determinando qual a melhor condicdo para extragdo. Fase extratora,
solvente de dessor¢ao, numero de ciclos de extracéo e dessorgao, volume da amostra
e do solvente, pH da amostra, quantidade de sal e tempo de equilibrio, sao fatores
que podem ser variados (CARASEK, MORES e HUELSMANN, 2022). Quando
comparada a SPE, requer menor massa de material sorvente, menor quantidade

solvente, além de dispensar a utilizagdo de vacuo (PINTO e QUEIROZ, 2015).
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Pelas vantagens apresentadas, a técnica vem ganhando bastante espacgo no
preparo de amostras (CARASEK, MORES e HUELSMANN, 2022). Devido a sua
versatilidade de escolha das fases extratoras, as ponteiras com fase alternativa
geralmente sdo produzidas em laboratério, com foco em pesquisas variadas de
acordo com o analito estudado. Considerando o alto custo das empresas para
comercializar alguns materiais e muitas vezes o dificil acesso para compra, desta
maneira € importante buscar alternativas mais sustentaveis.

As fases extratoras comerciais mais utilizadas sdo C18, RP, WAX. A ponteira sem
fase extratora inclusa é conhecida como branco, possibilitando qualquer outra fase
alternativa, como biossorventes. Os diferentes equipamentos para analise dos
analitos, levam em consideragao sua natureza, as concentragdes e a metodologia do
preparo de amostras.

A tabela 3 traz alguns trabalhos encontrados na literatura. onde a DPX foi aplicada
com diferentes fases extratoras em amostras biolégicas (MONTESANO et al., 2014;
PINTO, DE SOUZA e QUEIROZ, 2017), amostras alimenticias (JUNIOR, DOS
SANTOS e DE FARIAS, 2020) e amostras ambientais (OLIVEIRA et al., 2014). Na
mesma tabela é possivel obter as informagdes mais relevantes do trabalho como fase

extratora, matriz, analito e equipamento utilizado para a analise.
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Tabela 3 - Tabela contendo outros trabalhos encontrados na literatura com uso da técnica de DPX,
apresentando fase extratora, matriz, composto, instrumentagéo (inst.) e referéncias.

Fase Matriz Composto Inst. Referéncias
Extratora
C18 Liquido Anandamida UHPLC- Oliveira,
cefalorraquidiano MS/MS Marchioni e
Queiroz (2019)
C18 Urina Canabidiol Hidrdlise Montesano et al.
enzimatica (2014)
C18 Plasma de Antipsicético Pinto, de Souza e
pacientes Antidepressivo LC-MS/MS Queiroz (2017)
esquizofrénicos  Anticonvulsivante
Estireno Liquido sinovial Dexametasona HPLC/UV Machado et a/
divinilbenzeno sintético (2021)
Si(PGDMS)* Suco de laranja Residuo de HPLC/DAD Junior, dos
carbendazin Santos e de
Farias (2020)
RP Urina THCc GC-MS Schroeder et al.
(2008)
Silica Esterco Contaminagao GC-MS Morelli et al.
(massa) fecal (2020)
WAX Pesticida Agua (consumo) HPLC-DAD Corazza et al.
(2019)
CX1 Urina Drogas de abuso GC-MS Ellison, Brewer e
Morgan (2009)
P6 de cortica Agua de rio Sulfonamidas HPLC-DAD Este trabalho
(Pa-DPX)

*PGDMS: poli(glicidoxipropilmetil-co-dimetilsiloxano).
Fonte: autoria propria (2022).

A montagem da ponteira deve ser feita com cuidado, utilizando a massa da fase

extratora com precisdo. O condicionamento para ativacdo dos sitios sorventes e

limpeza sdo etapas que também devem estar presentes no preparo delas. Neste

trabalho o biossorvente escolhido foi a cortiga.

Para otimizagdo do tempo da DPX, foi desenvolvido um dispositivo (figura 4)

possibilitando a extragdo simultdnea de cinco amostras, a Pa-DPX (do inglés parallel-
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disposable pipette extraction) foi proposta por Huelsmann et al (2020), aumentando a

frequéncia analitica e minimizando erros humanos no processo.

Figura 7 - Esquema representativo do aparato manual da Pa-DPX.

(a) | ,)

5 seringas alinhadas
Sml cada

Aparatq.dﬂmﬁtal P 7
| manipulador
ifb] movel

Fonte: adaptada e traduzida de Huelsmann et al., 2020.

Na parte (a) vemos as cinco seringas alinhadas, que funcionam
simultaneamente, com um aparato de metal movel, que é levantado em (b). Para
descarte da amostra, apds ser aspirada, € necessario abaixar o manipulador mével.
O processo € repetido quantas vezes forem necessarias, sempre levantando o

manipulador para aspiragao e abaixando para descarte.

2.4 Cortica

Segundo Dias (2015), existem diversos materiais encontrados no ambiente
formados por macromoléculas que contém varios grupos funcionais habeis para
interagir com compostos através de diferentes fendmenos como sorgao, complexagao
e troca ibnica. Os materiais com essas caracteristicas sado conhecidos como
biossorventes (DEMIRBAS, 2008), o uso destes, como a corti¢ga tem sido explorado
principalmente para determinagdo de compostos organicos em matrizes bioldgicas e
ambientais.

A cortica € um produto natural, renovavel e proveniente da casca de uma
espécie chamada Sobreiro (Quercus Suber) que produz tecidos vegetais constituidos
em sua maioria em células suberizadas, as quais sdo impermeaveis e resistentes a
varios agentes externos (LEITE, 2016). Com essa caracteristica de ser facilmente

encontrada na natureza, e com baixo custo quando reciclada de rolhas de vinho, vem



30

crescendo seu uso como fase extratora. A tabela 4 traz alguns trabalhos que utilizaram

este biossorvente.

Tabela 4 - Trabalhos encontrados na literatura que utilizam a cortica em diferentes formatos
como fase extratora.

Formato da
Matriz Analito Instrumento cortica Referéncia
Determinacao
Refrigerantes Cafeina voltamétrica Monteiro et al.,
e (sensor po (2019)
farmacos eletroquimico
cortica/grafite)
Urina Farmacos DPX (HPLC- po Mafra et al.,
DAD) (2018)
) 3-(4-Metilbenzilideno) Silva, Dias e
Agua de rio canfora e 2-Etilhexil 4- GC-MS pd Carasek (2017)
(Dimetilamino)
benzoato
Conteudo Aminoacidos Analisador de pd Marini (2018)
ileal de aminoacidos
suinocultura
Agua residual Hormonios GC filme Manzo et al.,
(2019)
Sangue Drogas de abuso e LC-MS/MS pd Birk, Eller e de
psicoativos Oliveira (2022)
Agua de rio Hidrocarboneto SPME fibra Dias et al.,
policiclico aromatico GC-MS (2013)
Urina Drogas de abuso e HPLC-DAD po Morés (2022)
biomarcadores
Agua de rio Sulfonamidas HPLC-DAD pd este trabalho

Fonte: autoria propria (2022).

Segundo Gil (1998), a cortica é constituida de suberina (45% - responsavel pela

elasticidade), lignina (27% - composto isolante), polissacaridos (12% - ajudam a definir

a textura), taninos (6% - responsaveis pela cor) e coroides (5% - asseguram a

impermeabilidade).
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O interior da cortica € composto por uma colmeia de pequenas células de
suberina (figura 3), que podem sofrer interagbes 1T-TT com 0s analitos, constituida por
mondmeros em uma rede de poliéster alifatico ligado a uma matriz fendlica. A lignina
(figura 4) é formada majoritariamente por anéis aromaticos, grupos éter, cetonas e
aldeidos que também permitem interag¢des do tipo 1T-1T entre a fase sorvente, analitos
apolares. Ja as ligagcdes de hidrogénio contidos principalmente nos grupos hidroxilas
tem atragdo para compostos mais polares. Em razdo dos diferentes tipos de
interagbes que a cortica promove, é um material bastante versatil (CARASEK et al.,
2019; OLIVELLA et al., 2015). Essa composicdo heterogénea com a presenca de
grupos -CO, -OH e -CH em sua estrutura é confirmada por espectros de infravermelho
(FTIR) e ressonéancia magnética nuclear (RMN) (NETO et al., 1995).

Figura 8 - Formula estrutural da suberina presente na cortiga.
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Fonte: adaptado de Neto et al., 1995
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Figura 9 -Férmula estrutural da lignina presente na cortiga.
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Fonte: adaptado de Neto et al., 1995

Cada centimetro cubico de cortica contém, em média, 40 milhdes de células,
existindo numa rolha de cortica cerca de 800 milhdes de células (MAFRA et al., 2018;
VIEIRA et al., 2020). Além da composi¢cdo heterogénea, possui particulas com
tamanho médio de 125 a 250 ym, com uma estrutura em formato de favo de mel

(BARBOSA et al., 2017), tornando-a bastante porosa (Figura 10).

Figura 10 - Estrutura celular da cortiga (a) secgao tangencial, (b) secgao radial e (c) secgéo
transversal.

Fonte: Perelra 2007
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A cortica € comumente encontrada em rolhas de vinho para a vedagao, mas esta
disponivel em outros formatos como pd e comercialmente encontrada em formato de
folha para isolamento térmico e acustico, bem como para a fabricacédo de superficies
para afixar informacgdes (SILVA et al., 2005). A alta temperatura na fabricagdo degrada
(termo quimicamente) a parede celular da cortica e gera um adesivo natural para
formar os quadros de cortica, com a suberina como principal agente de ligacao.

A composic¢ao quimica de um sélido extrator tem influéncia nas interagdes com o
analito, a cortiga apresenta uma hidrofobicidade e varios anéis aromaticos na sua
composi¢ao quimica devido a sua estrutura celular majoritariamente de lignina e
suberina, sendo estas as principais fontes de sor¢ao para compostos organicos
permitindo maior interagéo fisica com os analitos (HINZ, 2021).

Neste trabalho, o p6 de cortica foi produzido em laboratério, utilizando rolhas de
vinho recicladas, e foi utilizado como fase extratora inserido na ponteira de DPX,

Mallek et al. (2018) cita que farmacos foram 100% removidos por sor¢ao com a cortica.
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3 OBJETIVOS

3.1. Objetivos gerais
Desenvolver uma metodologia para determinagcdo e quantificagcdo de

sulfonamidas em amostras de agua utilizando a Pa-DPX e cortica como fase extratora.

3.2. Objetivos especificos

1. Otimizar os principais parametros que afetam a eficiéncia da extragcdo das
sulfonamidas escolhidas utilizando a técnica DPX, seno eles o tipo e quantidade de
solvente de dessorcgao, quantidade de fase extratora, nimero de ciclos de extragao e
dessorgéao, adigdo de sal a amostra e ajuste de pH.

2. Construir a curva de calibracdo (para obtencdo de parametros: limite de
deteccao (LOD) e quantificagao (LOQ) e coeficientes de determinagao (R?);

3. Avaliar a precisao e exatiddo do meétodo por meio de estudos de precisao
intradia e interdia e recuperacgao relativa, respectivamente.

4. Aplicar o método desenvolvido a amostras reais

5. Comparar as principais caracteristicas do método com outros ja encontrados

na literatura.
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4 METODOLOGIA

4.1 Instrumentagao

Para a etapa de extragdo foi utilizado o aparato de Huelsmann et al., (2020) de
Pa-DPX, atualizado para um modelo mais ergométrico, onde o aparato de metal foi
trocado por um de plastico. A este aparato foram adicionadas as ponteiras adquiridas
da DPX Technologies (Columbia, EUA) preenchidas com cortica em pé. Para analise
dos dados e obtencao das superficies de respostas foi utilizado o Statistica®.

Para as analises foi utilizado um cromatografo liquido modelo LC 20AT
(Shimadzu, Kyoto, Japao) equipado com um detector de arranjo de diodos (DAD)
modelo SPD-M20A e injecdo manual modelo Rheodyne 7725i (Rohnert Park, CA,
EUA), com loop de 20 pL. A coluna utilizada foi uma de fase reversa C18, com
particulas de 5 ym, didmetro de 4,6 mm e comprimento de 250 mm (Agilent
Technologies). Para deteccao e quantificacdo dos analitos foi utilizado o comprimento
de onda de 270 nm.

Foi utilizada a elui¢gdo por gradiente (adaptado de VIEIRA, 2015) com vaz&o inicial
de 1,0 mL min™', com agua ultrapura acidificada em 80% (solvente A - 0,1% v/v com
acido formico) e metanol acidificado em 20% (solvente B - 0,1% v/v com acido férmico)
e se manteve por 3 minutos nessas condi¢cdes. De 3 até 5 minutos foi mantida a
proporcao de 50:50 do solvente A e B. Dos 5 minutos até 10 a eluicédo ficou em 70:30
de solvente B e A. Ao final da corrida, dos 10 até 20 minutos, a proporcéo voltou ao

valor de inicio (80:20 de solvente A e B), como mostra a tabela 5.

Tabela 5 - Eluicao por gradiente indicando a proporg¢ao e o tempo (minutos) na analise de
sulfonamidas no HPLC-DAD.

A B

Tempo (min) (agua ultrapura acidificada) (metanol acidificado)
0 80 20
0-3 80 20
3-5 50 50
5-7 30 70
7-10 30 70
10-12 80 20
12-20 80 20

Fonte: adaptado de VIEIRA, 2015.
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4.2 Reagentes

Neste trabalho foram usados padrbes sélidos de alto grau de pureza de
sulfadiazina (SDZ), sulfatiazol (STZ), sulfamerazina (SMR), sulfametoxazol (SMTX) e
sulfametoxipiridazina (SMP) que foram adquiridos da Sigma Aldrich.

Solugdes estoques individuais foram preparados a partir dos padrdes solidos com
concentragdes de 1 g L™, o solvente utilizado para diluigdo foi metanol. Apds o preparo
individual foi feito uma mistura das cinco sulfonamidas com uma concentracao de 50
mg L™'. Para as demais etapas do trabalho foram feitas as diluigbes necessarias para
a curva de calibragao, otimizagao e trabalho final.

Também foram usados metanol e acetonitrila grau HPLC (Sigma Aldrich, USA) e
agua ultrapura (18,2 MQ cm) que foi obtida com um sistema de purificagdo Mega Purity
(Billerica, MA, USA). Para acidificar as solugdes de fase mével foi usado acido formico
grau HPLC (Sigma Aldrich, USA). Também foram usados acido cloridrico e hidréxido
de sodio para ajuste de pH e cloreto de sédio (NaCl - Sigma Aldrich, USA) para
avaliacao do efeito salting-out.

Todos os volumes que foram utilizados de solventes, sorventes e amostra foram
pipetados com micropipetas calibradas previamente, garantindo assim o volume exato

utilizado.

4.3 Preparo da cortica em p6

Para o preparo do p6 de cortica da fase extratora, foi utilizado o procedimento
descrito por Morés (2016). Foram utilizadas rolhas descartaveis obtidas em
estabelecimentos comerciais de Floriandpolis-SC. As rolhas foram imersas em um
béquer com agua ultrapura por 2 horas e mantidas em banho ultrassénico, apds este
tempo foi observada a coloragdo da agua, caso a agua estivesse turva (analise visual),
o procedimento precisa ser repetido, até que a agua nao apresentasse mais coloragao
amarelada ou rosada. Em seguida, as rolhas foram deixadas para secar em uma
estufa a 110 °C por 12 horas. Apds este procedimento, foram utilizadas folhas de lixa
de madeira para raspagem da rolha e o p6 foi peneirado em uma peneira de
granulometria de 200 mesh, deixando-as com um tamanho padrao de p6, conforme o
esquema da figura 5.
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Figura 11 - Esquema de preparo do p6 de cortica apds a rolha da garrafa de vinho ter sido limpa.
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Fonte: autoria propria (2022).

4.4 Preparo das ponteiras

Cada ponteira de DPX de 5 mL foi previamente preparada com 26 mg de cortica
e um condicionamento para ativacdo dos sitios sorventes de cada nova ponteira é
realizado com dois solventes. O condicionamento consiste em 5 ciclos de 300 pL de
uma mistura de iguais propor¢des de volume de metanol (MeOH) e acetonitrila (ACN),
sendo descartada apds cada aspiragdo. Em seguida foram feitos mais 5 ciclos de 300
ML agua ultrapura, sendo também descartado cada aspiracdo. Apos este

procedimento, as ponteiras estavam aptas para o uso.

4.5 Limpeza das ponteiras

Apos a extragao dos analitos, para que as ponteiras pudessem ser reutilizadas,
foi realizado um teste de limpeza. O procedimento para limpeza das ponteiras usadas
consistiu em aspirar com a ponteira (usada) 300 uL de agua ultrapura descartando em
um frasco o liquido aspirado e logo apés, injetar diretamente no HPLC. O processo foi
repetido 7 vezes, até que ndo apresentasse mais resposta cromatografica do analito.
Todas as ponteiras foram reutilizadas 4 vezes, com a devida limpeza feita, sem que

ocorresse interferéncia no resultado.

4.6 Amostras de agua

O método foi aplicado para controle ambiental de amostras de agua superficial de
rios. Duas amostras foram coletadas em frascos esterilizados, fechados e mantidas
refrigeradas, até que os experimentos fossem realizados. Uma amostra foi a do Rio
Papaquara (-27.444056, -48.457835), Canasvieiras, Florianopolis-SC e a outra do Rio
Araujo (-27.600276, -48.605271), Campinas, Sao José - SC.
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4.7 Otimizagoes de dessorgao e extragao

Para otimizagdo de alguns paradmetros relativo a extracdo foram utilizados
planejamentos multivariados. Nos planejamentos, a resposta utilizada foi a média
geométrica da area dos picos cromatograficos dos analitos.

A primeira etapa foi a avaliagdo do melhor solvente de dessorgéo, utilizando o
modelo simplex lattice de superficie triangular para planejamento (tabela 6), onde foi
usado MeOH, ACN e agua UP com pH 10 (garantindo o analito em sua forma aniénica)
em diferentes propor¢des, encontrando a melhor mistura. Para o ajuste de pH da agua
UP foi utilizado acido cloridrico e hidroxido de sédio com concentragéo de 0,1 mol L

até o pH desejado, sendo monitorado com um phmetro de bancada.

Tabela 6 - Planejamento simplex lattice para definir o solvente de dessor¢cido. Parametros da
extragdo: 5 ciclos de 1,5 mL de agua UP fortificada com 300 ug L' da mistura de sulfonamidas,
amostra ajustada em pH 5, 10% de NaCl. Para dessorgéo foram utilizados 5 ciclos de 250 uL de
solvente. Massa de corti¢ca na ponteira: 20 mg.

H20 UP, pH 10 ACN MeOH
1 0,33 0,33 0,33
2 0 0,50 0,50
3 1 0 0
4 0,50 0 0,50
5 0,33 0,33 0,33
6 0 1 0
7 0 0 1
8 0,50 0,50 0
9 0,33 0,33 0,33

Fonte: autoria propria (2022).

A proxima etapa foi a analise de ciclos (1 a 9), juntamente com o volume (200-300
ML) de solvente de dessorcdo necessario, com estas duas variaveis a serem

analisadas simultaneamente, o planejamento escolhido foi o Doehlert (tabela 6).
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Tabela 7 - Planejamento Doehlert relacionando ciclos com volume do solvente de dessorgao.
Parametros da extragao: 5 ciclos de 1,5 mL de agua UP fortificada com 300 ug L-' da mistura de
sulfonamidas, amostra ajustada em pH 5, 10% de NaCl. Massa de cortica na ponteira: 20 mg.

Experimento Ciclos dessorgao Volume (pL)
1 1 250
2 7 300
3 5 250
4 3 300
5 7 200
6 9 250
7 5 250
8 3 200
9 5 250

Fonte: autoria propria (2022).

Um novo Doehlert foi planejado (tabela 8), relacionando pH (2-5) e porcentagem

de sal (0-20%) para determinar os dados mais adequados para uma melhor extracao.

Tabela 8 - Planejamento Doehlert relacionando pH (2-5) e porcentagem de sal (0-20%).
Parametros fixados para extragéo: 3 ciclos de 2 mL de agua UP fortificada com uma mistura de
sulfonamidas de 300 ug L-'. Para a dessorgéo: 7 ciclos de 200 uL de uma mistura de ACN e agua UP
ajustado em pH 10 (proporcéo de 1:1, v/v). Massa de cortica: 20 mg.

Experimento pH % sal
1 2 5
2 3,5 0
3 3,5 20
4 2 15
5 3,5 10
6 5 5
7 5 15
8 3,5 10
9 3,5 10

Fonte: autoria propria (2022).

E um ultimo Doehlert relacionando ciclos de extracdo com massa de cortiga, com
as informacdes da tabela 9, para que pudesse ser encontrada a quantidade de massa
de cortiga (18-26mg) com melhor resposta ao planejamento e a melhor quantidade de

ciclos de extracao (3-5).
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Tabela 9 - Relagao dos parametros analisados no Doehlert de ciclos de extragao e massa de
cortica. Parametros fixados para extragao: 3 ciclos de 2 mL de agua UP fortificada com uma mistura
de sulfonamidas em 300 ug L', ajustado em pH 5 com 20% de NaCl. Para a dessorgao: 7 ciclos de

200 yL de uma mistura de ACN e agua UP ajustado em pH 10 (proporgéo de 1:1, v/v).

Experimento Ciclos Massa cortica (mg)
1 3 18
2 1 24
3 3 22
4 5 20
5 3 26
6 1 20
7 3 22
8 3 22
9 5 24

Fonte: autoria propria (2022).

4.8 Parametros analiticos de mérito

Com o método otimizado, foram construidas curvas de calibragdo com adicéo de
padrao externo, para obtencdo de parametros analiticos de mérito como coeficiente
de determinacao (R?), limite de detecgao (LOD) e limite de quantificagao (LOQ).

Em seguida, ensaios de precisao foram realizados, intradia e interdia, sendo
avaliados com o desvio padrao relativo (RSD). As amostras usadas para ambos o0s
ensaios citados foram fortificadas com a mistura de sulfonamidas nas concentracoes
de 25, 150 e 300 ug L-'. O ensaio intradia foi realizado em triplicata, para cada uma
das trés concentragdes, no mesmo dia (n = 3). Ja o ensaio interdia as triplicatas de
cada concentragéo foram repetidas em trés dias diferentes (n = 9).

Também foi determinado o fator de enriquecimento (FE) utilizando os dados de
intensidade (mAu) na injecao direta (Ciq) e apds o preparo de amostras (Cpa), ambas
as amostras estavam fortificadas em uma concentragdo de 300 ug L' da mistura de
sulfonamidas, obtidos com o procedimento de preparo de amostra proposto. Com
isso, FE foi calculado como a razéo das areas cromatograficas obtidas em Cig € Cpa.
Ja a exatiddao foi avaliada com ensaios de recuperacdo relativa em amostras
fortificadas do Rio Papaquara, em trés niveis de concentragao da faixa linear (25, 150,

300 pg L"). Por fim, o método foi aplicado a outras amostras reais.
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5 RESULTADOS

5.1 Otimizago6es do preparo de amostra

5.1.1 Solvente de dessorgao

Os resultados do simplex lattice sdo apresentados na Figura 6 como uma
superficie de resposta que foi produzida utilizando a média geométrica das areas
cromatograficas dos analitos para cada experimento. A superficie foi construida com
um modelo cubico especial com R? de 0,9731, mostrando a boa correlagcéo entre os

dados experimentais e o modelo matematico utilizado.

Figura 12 - Superficie de respostas obtido para a escolha do melhor solvente de dessorcao
(MeOH, H20 UP pH 10 e ACN). Amostra: agua UP fortificada em 300 ug L' com a mistura de
sulfonamidas, pH ajustado em 5, 10% de sal (m/v), 5 ciclos de extragao de 1500 L. Para a
dessorgao foram utilizados 5 ciclos de 250 pL de cada solvente e 20 mg de p6 de cortica como fase
extratora.

Fitted Surface; Variable: média geométrica
DV: média geométrica; R-sqr=,9731; Adj:,8925
Model: Special Cubic

Acetonitrila
0,00,1.00

I > 90000
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Fonte: autoria propria (2022).

Para uma dessorgao mais efetiva é importante um estudo das caracteristicas de
interacdo do solvente com os analitos na intengcdo de romper essas interagdes
(CARASEK, MORES e HUESLMANN, 2022) permitindo a remocéo dos analitos da
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fase extratora. Assim, se faz necessaria uma triagem para a melhor escolha individual
ou uma mistura de solventes (CARASEK, MORES e HUESLMANN, 2022).

A baixa volatilidade, evitando perda da fase organica durante o preparo da
amostra; alto grau de pureza para ndo apresentar contaminantes que prejudiquem a
analise; compatibilidade com o analito e com a instrumentagao analitica empregada,
sao pontos que devem ser levados em consideragcdo na escolha dos solventes de
dessorgédo (OLIVEIRA et al., 2013). Além disso, procura-se sempre a utilizacado de
solventes de baixa toxicidade.

De acordo com a Figura 6, uma mistura (1:1, v/v) de ACN e agua ultrapura (pH
10) foi o melhor resultado na otimizagao, o ajuste de pH da agua, do solvente de
dessorgéo, garante a ionizagdo dos analitos em sua forma anidnica. Na literatura é
possivel encontrar dados do potencial zeta da cortica (CHUBAR, CARVALHO e
CORREIA, 2003), visto que em toda a faixa de pH entre 4 e 10, a cortica apresenta
em sua superficie cargas negativas, por isto, ao deixar os analitos em sua forma
anibnica, é favorecida a dessorcao (VIEIRA, 2015).

A acetonitrila, devido suas propriedades, € amplamente empregada como fase
movel em analises de HPLC (COX, NATARAJAN e WAGHORNE, 1979). Por
apresentar o comportamento polar como solvente (ACN), ela se dissolve em agua em
toda faixa de proporgdes, neste trabalho em iguais proporgdes (1:1), sendo usada
para a dessorgao de sulfonamidas, solvatando-as (MARTINEZ e GOMEZ, 2002).

5.1.2 Otimizacgao dos ciclos de dessorgao e volume do solvente

A etapa de dessorcao tem como finalidade remover os analitos da fase extratora
(CARASEK, MORES e HUELSMANN, 2022) e pode-se utilizar um ou mais ciclos de
dessorcao, dependendo da necessidade. O volume do solvente de dessorcdo nao
deve ultrapassar a capacidade da ponteira, garantindo que a mistura dindmica entre
fase extratora e solvente ocorram de forma efetiva com a aspiracdo da amostra e ar.

A superficie de resposta obtida para os experimentos de otimizacao de ciclos e
volume de solvente na parte de dessorcao € apresentada na Figura 7, obtida utilizando
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um modelo linear quadratico com coeficiente de determinagao de 0,8839, mostrando

boa correlagao entre os dados experimentais e 0 modelo proposto.

Figura 13 - Superficie de resposta do planejamento Doehlert de ciclos de dessorgéo e volume do
solvente de dessorgao. Condigcdes fixadas para extragao: 5 ciclos de 1,5 mL de amostra de H20 UP

fortificada em 300 ug L-1, com pH ajustado em 5 e 10% de NaCl, 20mg de cortica na ponteira.

Fitted Surface; Variable: média
2 factors, 1 Blocks, 11 Runs; MS Pure Error=5004974,
DV: média
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Fonte: autoria prépria (2022).

Como mostrado na figura, uma boa resposta é obtida usando 200 pL de solvente,
um bom resultado, economizando assim, solvente e minimizando o descarte (MORES
et al., 2018). O menor volume do solvente de dessorgao esta ligado a uma maior pré-
concentracao dos analitos, evitando diluicdo do extrato (MAZURKIEVICZ, 2018 e da
SILVA, 2016).

O uso de mais ciclos na dessorg¢ao significa uma maior quantidade de analito,
deixando o extrato mais concentrado, observado com o aumento da resposta analitica
(figura 7) conforme foi aumentado a quantidade de ciclos. Porém, a dessor¢ao dos
analitos no extrato acontece até que o equilibrio seja atingido (HUELSMANN, WILL e
CARASEK, 2021), sendo assim, mais de 7 ciclos ndo tem diferenga significativa para

ser adotado como melhor condic&o.
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Portanto, 7 ciclos de dessorgao utilizando a mesma aliquota de 200 uL do solvente
de dessorgao foram selecionados como a melhor condi¢ao e utilizados nas proximas

etapas de otimizagao.

5.1.3 Otimizagao do pH e da porcentagem de sal da amostra

As sulfonamidas sdo analitos altamente polares com caracteristicas anféteras, o
pH da amostra deve ser otimizado para que a interagdo com a fase extratora seja
adequada. Por possuirem um grupamento amida e outro amina, esses compostos tém
dois valores de pKa.

O controle da porcentagem de sal na amostra € outro fator de importancia na
extracao, o efeito salting-out que pode ocorrer afeta diretamente a eficiéncia, a adigéo
de sal reduz a solubilidade dos analitos na matriz. Segundo Bezerra (2016) o efeito
faz com que as cargas provenientes da dissociacdo desse sal passem a interagir com
as cargas da agua da amostra, deixando as moléculas dos analitos livres para que
estes possam ser extraidos pelo solvente e interajam com a fase extratora.

A adicdo de sal a amostra e o ajuste de pH foram otimizados utilizando um
planejamento Doehlert e os resultados sao apresentados como uma superficie de

resposta linear quadratica na Figura 8, obtido com R? de 0,7408.
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Figura 14 - Superficie de resposta do planejamento Doehlert de porcentagem de sal e pH da
amostra. Condigoes de extragdo: 3 ciclos de 2 mL de amostra fortificada em 300 ug L', com 7 ciclos
de dessorgao de 200 uL de uma mistura de H20 UP e ACN (1:1) com pH 10. Fase extratora: 20 mg

de cortica.

Fitted Surface; Variable: média
2 factors, 1 Blocks, 9 Runs; M5 Pure Error=7122465,
DV: média

Il = 50000
Il < 42500
[]<32500
[ < 22500
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Fonte: autoria propria (2022).

Como observado, os melhores resultados foram a porcentagem de 20% (m/v) de
sal e valores de pH superiores a 3,5 com o melhor valor em pH 5. Yang et al., (2020)
cita que quando as sulfonamidas estdo em sua forma molecular (pH entre 4 e 5), mais
grupos formam ligagdes de hidrogénio com a hidroxila do adsorvente, facilitando a
extracdo (HUELSMANN et al., 2020).

As sulfonamidas apresentam em pH acido sua forma catidnica, tornando-as mais
soluveis na fase aquosa, dificultando a interagdo com a fase extratora e
consequentemente minimizando a sua extragao (Liu et al., 2010). E quando o pH da
amostra é maior que o pKa dos compostos, entre 6-8, as moléculas estdo em sua
forma anibnica, que também dificultam sua extragédo (LUO et al., 2011). Por esta razdo
o ajuste de pH em 5 se torna a melhor condi¢do, com as sulfonamidas em sua forma

molecular.
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5.1.4 Otimizagdao da massa de cortica e ciclos de extragao

Para uma boa extragdo € importante encontrar o equilibrio de adsorgéo entre o
analito e a fase solida (TOMASIN et al., 2021). Desta maneira, um planejamento
Doehlert foi realizado, relacionando a quantidade de corti¢a (fase extratora) e os ciclos
de extragdo, uma superficie de resposta linear quadratica (figura 9) foi construida para
avaliar os resultados, com R2? de 0,7891.

Figura 15 - Superficie de resposta Doehlert da massa de cortiga e ciclos de extragdo. Condigbes
fixadas de extragdo: 2 mL de amostra fortificada em 300 ug L', pH ajustado em 5 e 20% NaCl (m/v).
Dessorcao: 7 ciclos de 200 uL de uma mistura de H20 UP com pH 10 e ACN (1:1).

Fitted Surface; Variable: média geométrica
2 factors, 1 Blocks, 9 Runs; MS Pure Error=4259652,
DV: média geométrica
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Fonte: autoria propria (2022).

Os valores maximos de ambas as variaveis, 26 mg de cortica e 5 ciclos de
extracdo, resultaram em melhores condicbes. Em cada ciclo de extracdo, novas
aliquotas s&o usadas a cada aspiragao, possibilitando uma maior concentragdo do
analito na fase extratora (CORAZZA et al., 2019), por esta razdo mais ciclos sao
encontrados como melhor resposta. Ja a massa de cortica em maior quantidade é
melhor, considerando que mais analitos podem ficar retidos para a extragdo com o
aumento da area de contato analito-fase extratora (SILVA et al., 2016).

Na figura apresentada € possivel ver um crescimento na massa de cortica,
indicando que mais massa poderia ser ainda mais efetivo, porém, por termos uma

ponteira pequena, um aumento na massa da cortica dificultaria a passagem dos
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solventes (dessorgao e extragao) diminuindo a eficiéncia, ja que a mistura entre fase

extratora-solvente n&o seria tdo dinamica quanto o esperado.

5.2 Obtengao dos parametros analiticos de mérito

Apos a otimizagao do preparo de amostras € feita a validagdo baseada em alguns
parametros de mérito, sendo uma etapa muito importante para evidenciar a
aplicabilidade do método analitico testado e sua confiabilidade. Com a construcéo da
curva de calibragdo do método otimizado, de adigao de padrao externo, com amostras
de agua UP fortificadas (25, 150 e 300 ug L"), obteve-se a preciséo (interdia e intradia)
e exatidao do método, linearidade, limite de deteccao e quantificacdo e a recuperagao
relativa. Para o limite de quantificacéo (LOQ), o primeiro ponto da curva analitica pode
ser utilizado, ja o limite de detecgao (LOD), 3,33 vezes inferior ao de quantificagcao.

As curvas de calibragdo foram construidas na faixa linear de 25, 50, 100, 150,
200, 250 e 300 ug L' para todos os analitos (mistura da amostra), sendo eles
extraidos e dessorvidos segundo as melhores condigbes de otimizagdo, sendo a
injecao realizada no HPLC para separagao e detecgdo no DAD. Com a curva obtida,
foram analisados os dados e avaliado se o método proposto neste trabalho € valido.

Foram calculados os limites de detecgdo (LOD em ug L") que é a concentragéo
minima que o método utilizado detecta, caso uma amostra chegue contaminada com
valores acima do LOD, o analito é detectado. E o limite de quantificagao (LOQ em ug
L") é expresso como a menor quantidade de analito de uma amostra, que se pode
determinar com exatiddo a sua quantidade (RAMBLA-ALEGRE, ESTEVE-ROMERO
e CARDA-BROCH, 2012).

O fator de enriquecimento (FE) é utilizado para calcular a eficiéncia dos métodos
de pré-concentragdo usando valores de inje¢do direta no equipamento e apos o
preparo de amostra (figura x) sendo possivel observar um aumento de quase seis
vezes (tabela 12). Na mesma tabela aparecem os valores de R? e a curva analitica
para cada um dos analitos.
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Tabela 10 - Coeficiente de correlagéo, limites de detecg¢ao e quantificacao, fator de enriquecimento e
curva de calibracao obtidos para o método proposto para determinar sulfonamidas em amostra
aquosa. Concentragdes da curva de calibragéo de 25, 50, 100, 150, 200, 250 e 300 ug L' repetidas
em triplicatas.

Analito LOD LOQ Curva de calibragao r? FE

(Mg L") (pglL?)
Sulfadiazina 7 25 y = 144x - 1366 0,9549 3,5
Sulfatiazol 7 25 y = 194x + 1248 0,9855 4,5
Sulfamerazina 7 25 y =200x - 1148 0,9808 4,0
Sulfametoxipiridazina 7 25 y = 297x +1097 0,9914 5,5
Sulfametoxazol 7 25 y = 225x + 1023 0,9738 4,0

Fonte: autoria propria (2022).

Figura 16 - Cromatogramas relacionando os picos de uma amostra (Rio Papaquara) fortificada
com a mistura de sulfonamidas com concentragdo de 300 ug L' injetadas diretamente no
equipamento (linhas azuis) e apds o preparo de amostras com a metodologia deste trabalho (linhas
vermelhas). Comprimento de onda de 270 nm. Tempo de reten¢éo das sulfonamidas: 5,31; 5,90;

7,72; 10,25 e 10,61 minutos.
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Fonte: autoria propria (2022).

A reprodutibilidade do método foi determinada pelas precisdes intradia e interdia
que sado apresentadas na Tabela 13. Os desvios padrdes relativos (RSD’s) foram
calculados com a amostra de H20 UP fortificada com a mistura de sulfonamidas em
trés niveis de concentragao diferentes (25, 150 e 300 ug L).
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Tabela 11 - Dados da precisao intradia realizados em triplicata ao longo do mesmo dia e interdia,
realizado em triplicata em trés dias seguidos, relacionados com as concentragdes que cada amostra
foi fortificada.

Precisao
Analito Concentragao Intradia Interdia
(Mg L) (n=3) (n=9)
25 1,6 10,9
Sulfadiazina 150 57 16,5
300 8,5 13,3
25 2,2 5,8
Sulfatiazol 150 13,1 9.1
300 12,3 9,9
25 1,1 17,7
Sulfamerazina 150 4.6 7,5
300 12,3 12,2
25 13,9 8,5
Sulfametoxipiridazina 150 2,6 11,8
300 6,5 15,2
25 4,6 19,6
Sulfametoxazol 150 5,5 171
300 12,0 20,0

Fonte: autoria propria (2022).

Para os parametros de precisdo (RSD) e ensaios de recuperacédo (REC) foram
realizadas a aplicagdo do método na amostra de agua do Rio Araujo, onde nao foi
detectada a presenga dos analitos no branco da amostra, podendo estar em
concentracdes abaixo dos limites de deteccéo obtidos pelo método. Os dados obtidos
encontram-se na Tabela 14, sendo possivel observar os resultados com as
concentracdes que foram utilizadas para a analise. Com os valores de RSD abaixo de
20, é possivel determinar um bom resultado no experimento, a literatura traz que em
métodos de analise com niveis em ug L™, sdo aceitos RSD de até 20%, definido como
uma boa precisao (SANCO, 2013 e RIBANI, et al., 2004).

Para a determinagcdo da exatiddo, realizou-se em ftriplicata ensaios de
recuperacao relativa dos analitos. Com base no trabalho de Rambla-Alegre, Esteve-
Romero e Carda-Broch (2012) as recuperagdes devem ser feitas com trés
concentragdes (neste trabalho 25, 150 e 300 ug L™"). Os valores obtidos ficaram na

faixa de 80,9 — 117,1 % e sao considerados compativeis com estudos (SANCO, 2013)
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Tabela 12 - Dados da recuperacgao relativa e RSD da amostra.

Analito Concentragao Recuperagao RSD
fortificada (ug L) (%)
25 115,0 3,5
Sulfadiazina 150 111,6 8,9
300 88,6 16,7
25 80,9 6,4
Sulfatiazol 150 81,5 4,8
300 115,4 3,1
25 1171 2,0
Sulfamerazina 150 89,9 10,3
300 96,3 11,4
25 90,6 12,3
Sulfametoxipiridazina 150 100,4 6,4
300 112,0 1,6
25 111,5 9,0
Sulfametoxazol 150 107,5 9,9
300 105,4 19,6

Fonte: autoria propria (2022).

5.3 Determinagao nas amostras

O método desenvolvido foi aplicado para determinagcao de sulfonamidas
amostras diferentes de rios. Ambas as amostras nao apresentaram picos
cromatograficos nas regides dos analitos estudados.

Nas figuras 11 e 12 sdo apresentados os graficos de uma amostra fortificada a
300 ug L' juntamente com uma amostra retirada diretamente do Rio Papaquara e Rio

Araujo respectivamente.
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Figura 17 - Cromatogramas com amostra Papaquara e amostra fortificada em 300 ug L', ambas
no comprimento de 270 nm.
Fonte: autoria propria (2022)
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Figura 18 - Cromatogramas com amostra do Rio Araujo e amostra fortificada em 300 ug L™,

ambas no comprimento de 270 nm.
Fonte: autoria propria (2022).
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5.4 Comparagao com outros trabalhos

Por ser uma metodologia de preparo de amostras relativamente nova, ainda nao
ha trabalhos para uma mesma comparag¢ao. Algumas caracteristicas do presente
método foram comparadas com outras metodologias da literatura (tabela 15) e os

dados analisados foram o preparo de amostras (metodologia), tempo de preparo
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(minutos), volume da amostra utilizada (mL) e faixa linear de trabalho, LOQ (ug L),

LOD (ug L") e fator de pré-concentragéo.



Tabela 13 - Comparativo com outros trabalhos encontrados na literatura.

54

Preparo de Tempo de Volume de  Faixa Linear LOD_1 o
amostra Instrumentacao preparo amostra (ug L) (bg L) LOC‘} Referéncia
(técnica) (minutos) (mL) (bg L)

Balakrishnan,
SPME HPLC-MS/MS 50 25 10-1000 - - Terry e Toito
(2006)
2-100 0,7 2 Carasek e Vieira
HF-LPME HPLC-DAD 60 15 > _ 50 (2017)
22,95 25,83 Soto-Chinchilla, et
SPE HPLC - 10 23 -300 al. (2006)
DSPE HPLC-DAD 10 30 0,05-100 0,02 - Lu et al. (2020)
p-Poly- .
(MMA-IL)- HPLC-DAD 5 3 0,5- 500 0,14-0,52 0,41—1,57 Shah(rgg;‘;‘)et al
TFME
Shaaban e Goérecki
SPE HPLC-UV - 100 5-30 10 33 (2011)
UA-DLLME HPLC 13 5 5-500 1.3-7.8 4,3-26,0 Wangetal. (2022)
MSPE HPLC-AD 10 o5 2 _ 200 0,21-0,33 0,6-1,0 TOlma}%?\g; et al.
Pa-DPX HPLC-DAD 5 7,5 25-300 7 25 Este trabalho

Fonte: autoria propria (2022).
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O tempo de preparo de amostras do método é mais rapido quando comparado a
outros (tabela acima), economizando também a quantidade de amostra utilizada para
a analise. Apresenta uma boa faixa linear e apesar de um LOD mais alto que os
demais, ainda € possivel utilizar para amostras reais.

Destaca-se pelo baixo consumo de amostra e solvente. Além disso, o presente
trabalho tem como vantagem o uso da cortica, um biossorvente que vem sendo
bastante utilizado em técnicas de microextragado devido as diversas caracteristicas,
entre elas a alta capacidade sortiva, a biodegradabilidade (DEMIRBAS, 2008), o facil
acesso e baixo custo, tornando o presente método uma alternativa mais verde.

Também vale destacar a possibilidade de um aumento na frequéncia analitica do
método, uma vez que é um dos métodos com menor tempo de preparo por amostra,
melhorando ainda mais pela possibilidade de extragcdes simultdneas com a Pa-DPX e
possibilidade de automacéo. A facilidade em realizar o preparo de forma simultanea,
também diminui a possibilidade de erros manuais, ja que todas elas sao feitas com a

mesma metodologia ao mesmo tempo.
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6 CONCLUSAO

O po6é de cortica se mostrou bastante eficiente como fase extratora para a
determinacdo das sulfonamidas, o baixo custo das rolhas recicladas e a
disponibilidade deste biossorvente torna o seu uso bastante promissor para extracao
de diversos analitos.

A metodologia, Pa-DPX, utilizada neste trabalho como preparo de amostras é
capaz de extrair os compostos de interesse de forma seletiva, exigindo uma
quantidade pequena de amostra e de solventes, tornando uma alternativa que vai ao
encontro dos principios da Quimica Verde. Tendo como outra vantagem a diminuigao
no tempo de extragdo, com as ponteiras simultdneas, diminuindo também o erro
manual envolvido.

Nas amostras coletadas para este trabalho, nao foi possivel detectar nenhum sinal
analitico dos analitos ou foram encontradas concentragdes muito baixas que nao
foram detectadas no método desenvolvido.

Combinando a extragéo via DPX com o instrumento (HPLC-DAD), os resultados
em termos de sensibilidade sdo excelentes em boas faixas lineares e limites de
deteccdo (ug L' e ug kg™'). O desvio padrao relativo (RSD) demonstrou valores de
acordo com a literatura o que confirma uma boa precisdo do método proposto. Além

disso, obteve-se boa resposta de recuperacao utilizando amostras de agua de rio.
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