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Resumo

Neste trabalho, foi desenvolvido um método de determinacdo de 26 farmacos e
estrogénios utilizando as técnicas de Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (UPLC)
acoplada a detecdo por espectrometria de massa (MS). Como 0s compostos estdo
presentes na agua em concentracdes muito baixas (na ordem dos ng.L™) foi necessario
utilizar a extracdo em fase solida (SPE) de forma a estes poderem ser detetados e
guantificados por MS. Para além da extracao por SPE, foi também otimizado o método de
determinacdo por on-line-SPE-UPLC-MS/MS, onde todo o processo de extracao,
separacao e detecdo € automatizado e acontece numa Unica etapa e em tempos mais

curtos. Estes métodos otimizados foram aplicados em amostras de agua do Rio Leca.

Na otimizacdo do método de determinacdo dos compostos por UPLC-MS/MS, foram
testadas as composicdes da fase movel e modo de preparacdo das solucdes de injecao.
A fase moével composta por agua e metanol e a preparacédo da solucdo com acidificacao
com &cido férmico (10mM) foram as condicdes testadas que permitiram melhores

resultados de modo a obter a separac¢éo, detecdo e quantificacdo dos analitos.

Na extracdo em fase sélida, a coluna escolhida e que providenciou a extracdo de todos

0s compostos foi a coluna com caracteristicas de equilibrio hidrofilico — lipofilico (HLB).

Na otimizacdo do método on-line-SPE-UPLC-MS/MS foram testados,no UPLC,
gradientes de fase mével de metanol e 4gua sendo a temperatura da coluna de 40°C. O
eluente usado no SPE-online foi metanol 5% em agua. Estas condi¢cdes foram as que

garantiram melhor separacéo dos 26 analitos estudados.

Pelo método de determinagédo por UPLC-MS/MS com prévia extragdo por SPE, foram
detetados e quantificados, em amostras de agua do Rio Lega, os farmacos ketoprofeno ;
bezafibrato; diclofenac; azitromicina; bisoprolol; ibuprofeno; gemfibrozil e alprazolam. Os
limites de detecdo e quantificacdo para estes compostos variaram entre 0,0006 - 0,57
ug.L™* e 0,002 — 0,8 ug.L™, respetivamente. A taxa média de recuperacdo para a extracio

destes compostos foi da ordem de 89,3%.
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Para o método de determinacdo por on-line-SPE-UPLC-MS/MS, obtiveram-se limites de
detecao e quantificacdo superiores, quando comparados com o anterior método — 0,01-
0,16 ug.L™ e 0,03 — 1,8 ug.L™", respetivamente. Os compostos detetados na mesma
amostra para este método foram ketoprofeno; bezafibrato; diclofenac; bisoprolol;
ibuprofeno; alprazolam; indapamida e a nimesulida. Comparativamente com o método de
extracdo off-line, o método baseado no processo online permitiu encontrar a indapamida
e nimesulida mas ndo possibilitou a identificacdo de azitromicina, paracetamol,
gemfibrozil e diazepam. A taxa média de recuperacdo para este método de extracéo

automatizada foi da ordem de 88,7%.
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Abstract

The aim of this project is to develop a method of determination of 26 drugs and estrogens,
using Ultra Performance Liquid Chromatography (UPLC) technics attached to a Mass
Spectrometer detection mechanism. Since the compounds in the water, have such low
concentrations (in the range of the ng.L™), it was necessary to use a Solid Phase

Extraction to be able to detect and quantify them through the MS.

Besides the SPE’s extraction, the on-line-SPE-UPLC-MS/MS was also optimized. On the
latest, the whole process of extraction, separation and detection is automated and occurs
in a single step and shorter periods of time. These optimized methods, were implemented

in water samples from the Lega’s River.

Throughout the optimization of the method using UPLC-MS/MS, the mobile phase
composition and separation methods of the injection solutions were tested. The mobile
phase which consists of methanol and water and the preparation of the acidified solution
with formic acid (10mM), were the ones that achieved the best results in the analytes’

separation, detection and quantification.

In the solid phase extraction, the cartridge which provided the extraction of all the

compounds was the one with hydrophilic and lipophilic retention characteristics (HLB).

During the method optimization of the on-line-SPE-UPLC-MS/MS were tested, in the
UPLC, different mobile phase gradients consisting of metanol and water. The cartridge
temperature was 40°C and the eluant used in the SPE-online was 5% methanol in water.

These conditions were the ones that conceded the best separation of the 26 analytes.

Using the determination method by UPLC-MS/MS with prior extraction by SPE, were
detected and quantified in Rio Lega’s water, the pharmaceuticals: ketoprofeno ;
bezafibrato; diclofenac; azitromicina; bisoprolol; ibuprofeno; gemfibrozil e alprazolam. The
detection and quantification limits for these compunds were within the interval of 0,0006 -
0,57 ug.L™* e 0,002 — 0,8 ug.L", respectively. The average recovery rate ranged between
89.3 %.

For the determination method by on-line-SPE-UPLC-MS/MS, higher detection and

guantification limits were obtained, when compared with the previous method - 0,01-0,16
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ug.L™* and 0,03 — 1,8 ug.L™, respectively. The compounds detected in this method using
the same sample were: ketoprofeno; bezafibrato; diclofenac; bisoprolol; ibuprofeno;
alprazolam; indapamide and nimesulide. Comparing with the off-line extraction method,
the one based in the online process, allowed us to find indapamide and nimesulide,
however, it didn’t identify the azitromicine, paracetamol, gemfibrozil and diazepam. The
average recovery rate for this automated extraction method was 88.7 %.
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INTRODUCAO

1.1. APRESENTAGAO ESTAGIO

O estagio descrito neste relatorio teve lugar no IAREN (Instituto da Agua da Regido
Norte) e realizou-se entre os meses de Setembro de 2013 a Junho de 2014 no ambito do
estagio curricular do 2° ciclo de estudos em Quimica da Faculdade de Ciéncias da

Universidade do Porto.

O IAREN é uma entidade de utilidade publica fundada em Marco de 1991.Trata-se de
uma associa¢do, sem fins lucrativos, que congrega a Universidade do Porto, Autarquias,
Servicos Municipalizados, Administracdes Regionais de Saude e Empresas Privadas. As
instalacBes atuais situam-se em Matosinhos desde 2003. Este instituto tem como objetivo
0 exercicio da atividade cientifica e tecnologica em Investigacdo e Desenvolvimento
Experimental (I&DE) e outras atividades cientificas e tecnolégicas no dominio da

gualidade da agua.

1.2.  OBJETIVO DO TRABALHO

O presente trabalho desenvolvido teve como principal objetivo o desenvolvimento de um
método de determinacdo de farmacos e estrogénios em &guas do rio Leca usando a
Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia com detegdo por espetrometria de massa e a
Extracdo em Fase Sdlida. Desenvolveu-se em paralelo um método de detegcdo e

determinagcdo dos mesmos farmacos e estrogénios utilizando uma técnica

16 Inés de Castro Ribeiro



CAPITULO 1. INTRODUGAO

automatizada de on-line-SPE-UPLC-MS/MS. Ap6s a otimizagdo dos métodos, o0s
mesmos foram testados em amostras de agua do Rio Leca.

1.3. ESTRUTURA RELATORIO

Neste relatorio de estagio, € apresentada inicialmente uma introducao sobre poluentes
emergentes (Capitulo 2), fazendo uma breve referéncia aos compostos mais utilizados,
via de chegada a populacdo e ecotoxicidade dos mesmos. No Capitulo 3 sdo abordadas

de forma mais tedrica as técnicas que foram utilizadas na execucao deste trabalho.

De seguida é apresentada a execucdo experimental subdividida pelos métodos utilizados
(Capitulo 4). Posteriormente é feita a apresentacédo dos resultados e respetiva discusséo
(Capitulo 5). Por altimo, no Capitulo 6, encontram-se resumidas as principais ilacdes

referentes a todo o projeto.

Inés de Castro Ribeiro 17



2 POLUENTES
EMERGENTES

O desenvolvimento de métodos analiticos mais sensiveis tém permitido a identificacao e
quantificacdo de compostos quimicos em concentra¢des cada vez menores." Nos Gltimos
20 anos tem havido uma maior preocupac¢ao quanto a presenca de certos compostos
guimicos denominados poluentes emergentes, devido ao aumento da presenca destes
em &guas residuais.? Estes poluentes sdo produtos quimicos sem estatuto regulamentar,
cujos efeitos sobre o meio ambiente e a satde humana sdo ainda desconhecidos.?
Destes compostos, denominados poluentes emergentes, fazem parte alguns farmacos de
diferentes classes terapéuticas como: analgésicos, anti-inflamatérios, antibioticos,
antidepressivos, diuréticos, contrastes de raio X, desreguladores enddécrinos, além de

componentes usados em filtros UV, surfatantes e produtos de higiene pessoal. *
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CAPITULO 2. POLUENTES EMERGENTES

Farmacos

Aguas residuais
rio watid

Figura 1 - Fluxograma representativo da via de chegada dos farmacos as aguas de consumo (adaptado) °

Depois de administrados, muitos farmacos sdo transformados em metabolitos e
excretado através de fezes e urina numa mistura que pode conter farmaco que nao foi

metabolizado pelo organismo e 0s seus metabolitos.

A maioria das ETAR’s convencionais usa diversos mecanismos de remocdo de
compostos organicos. No entanto, muitos dos desreguladores endécrinos e farmacos
apresentam caracteristicas fisico-quimicas que favorecem a sua permanéncia no efluente

final, sem remoc&o significativa destes poluentes.®

A contaminacdo com farmacos surge mais frequentemente em aguas residuais
municipais que potenciam a libertacdo destes compostos diretamente no meio ambiente.
Os efluentes domésticos e hospitalares representam uma parte significativa de
contaminagdo por produtos farmacéuticos.’. Estes farmacos quase sempre persistem e

possuem bioacumulacéio no ambiente, principalmente no meio aquatico® (Figura 1).

As classes terapéuticas que mais prendem, atualmente, a atencdo da comunidade
cientifica sdo anti-inflamatorios ndo esteroides (AINE), antibi6ticos e hormonas sexuais,’

como é apresentado na Figura 2.
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Produtos veterinirios Anti- dJ.ahetu:os orais

Antipsicéticos
sunpam:onumeucos 1" Anti-inflamatérios
3% ndo esteroides
Meios de coniraste Raio- X 16%
o Anti- acld.os
3% |
Antineoplasicos |
4% | Antihiéticos
Anti-hipertensivos ‘ 2
- 15%
Antidepressivos \
4%
Ansioliticos .
4 Agentes reguladores
lipidicos sanguineos
12%

|
Beh-bloq;iadons J % J

Antipiléticos Hormonas sexuais

8% 9%

Figura 2 - Classes terapeutlcas detetadas no meio ambiente. Dados recolhidos de 134 artigos
publicados entre 1997 e 2009.

Alguns dos efeitos agudos e crénicos causados por farmacos, pertencentes a diferentes

classes terapéuticas, individualmente ou em mistura, merecem ser analisados.

z

Dentro dos AINE, o diclofenac € o que apresenta toxicidade mais aguda no meio
ambiente fazendo sentir os seus efeitos em concentragfes abaixo dos 100 ng.L™.* Um
exemplo do seu efeito revela-se na truta arco-iris que apresentou alteracdes citoldgicas
no figado, rins e guelras depois de 28 dias de exposicéo a apenas 1pg.L™ de diclofenac.
Mais casos tém sido relatados noutros animais e plantas aquaticas. Diferentes estudos
revelaram a presenca deste farmaco em efluentes de ETAR’s em duas cidades da

europa de cercade 2,4 e 1,4 pg.L™2.*?

Os antibioticos sao classificados como extremamente toxicos em microrganismos e muito
toxicos em algas™. A maior preocupacdo prende-se com o desenvolvimento de
mecanismos de resisténcia a bactérias. Testes de toxicidade aguda efetuados em algas
mostraram uma inibicdo de crescimento das algas quando expostas a agentes
antibacterianos. Embora ndo se tenha verificado efeitos diretos nalguns peixes, deve ter-
se em conta que as algas constituem a base da cadeia alimentar e um decréscimo da
sua populacéo afeta diretamente o equilibrio do ecossistema aquatico. Como exemplo, a
ciprofloxacina foi encontrada em efluentes hospitalares com valores entre 2 e 11ug.L™,
em afluentes de estacdes de tratamento de aguas residuais entre 90 e 1000 ng.L™ e nos

efluentes de 6 a 310 ng.L™. **
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CAPITULO 2. POLUENTES EMERGENTES

As hormonas sexuais sdo compostos que apresentam grande atividade biolégica sendo
notorios os seus efeitos mesmo em doses muito baixas. A exposi¢do de peixes selvagens
a estes compostos em rios do Reino Unido que recebem efluentes de ETAR’s mostrou
efeitos adversos. A reproducdo por exemplo, os peixes masculinos mostraram ter

simultaneamente génadas femininas e masculinas. *°

O etinilestradiol (EE2) é um estrogénio sintético usado em contracetivos orais. Este
composto demonstrou em diferentes estudos ter efeitos em peixes, nhomeadamente na
reducédo da fertilidade, no aumento de producédo de ovos, diminuicdo das caracteristicas
sexuais masculinas e aumento da populacdo feminina a niveis abaixo de 1ng.L™. Note-se
que em concentragdes acima de 3,5 ng.L™ de EE2, observou-se a total feminizacio dos
peixes. *°. Como exemplo, o etinilestradiol foi detetado em &guas superficiais nos Estados

Unidos a niveis de 73 ng.L™" e em Italia (Rio Tibre) a 1 ng.L™. *°

Os inibidores seletivos de recaptacdo de serotonina (ISRS), fluoxetina e paroxetina,
usados em antidepressivos, possuem efeitos adversos nos organismos aquaticos. A
fluoxetina e a paroxetina mostraram efeitos na reproducédo em peixes zebra, induzindo a
desova e a maturacdo dos ovdcitos em grandes concentracdes bem como a deformacao

de células em algas verdes em niveis de 13,6 ug.L-1.®

A fluoxetina foi detetada em afluentes de ETAR’s a concentracdes entre 0,4 e 18,7 ng.L™

e em efluentes em niveis mais baixos (0,12 e 8,4 ng.L™).*°

Os farmacos estudados neste trabalho encontram-se descritos na Tabela 1 e séo

exemplos de poluentes emergentes.
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Tabela 1 - Farmacos e estrogénios estudados neste trabalho, grupo terapéutico, férmula

molecular, massa molar, pKa e num CAS.

Grupo terapéutico Farmaco Foérmula Molecular Massa Molar pKa Cas n°
Analgésico e
L Paracetamol CgHgNO, 151.2 -4.4-9.46 103-90-2
antipirético
Diclofenac C14H10CI,NNaO, 318.1 -21-4 15307-79-6
Ibuprofeno Ci3H1502 206.3 491 15687-27-1
Anti-inflamatérios ndo
» Ketoprofeno C16H1403 254.3 -7.5-3.88 22071-15-4
Esterodides
Naproxeno Ci14H1403 230.3 -4.8-4.19 22204-53-1
Nimesulida Ci13H12N205S 308.3 -8.9-6.86 51803-78-2
Bezafibrato C19H20CINO, 361.8 -0.84-3.83 41859-67-0
Reguladores Lipidicos Gemfibrozil C15H203 250.3 -4.8-4.42 25812-30-0
Simvastatina Co25H3505 418.6 -2.8-14.91 79902-63-9
Azitromicina C33H72N2012 749 9.57-12.43 83905-01-5
Antibioticos
Ciprofloxacina C17H18FN3O3 331.4 5.76-8.68 85721-33-1
Alprezolam C17H13CINg 308.8 2.39 28981-97-7
Bromazepam C14H10N3Bro 316.2 2.9-11 1812-30-2
Antidepressivos Diazepam C16H13N2CIO 284.7 4.9-5.7 439-14-5
Paroxetina C19H20FNO3 374.8 9.77 61869-08-7
Fluoxetina Ci7H15FsNO 309.3 8.7-9.5 54910-89-3
Furosemida 330.7 4-10 54-31-9
C12H11N2C|05$
Diuréticos Hidroclorotiazida C7HgN3ClO,4S; 297.7 -2.7-9.09 58-93-5
. C15H15C|N303S
Indapamida 365.8 0.1-8.85 26807-65-8
Cardiotoénicos Bisoprolol C18Hz1NO4 325.4 9.67-14.09 66722-44-9
Anti ulceroso Omeprazole C17H19N305S 345.4 4.77-9.29 73590-58-6
17-a-etinilestradiol C20H240; 296.4 10.3 57-63-6
B-estradiol CigH2402 272.4 10.4 50-28-2
Estrogénios Estrona C1sH20, 270.4 10.3 53-16-7
Progesterona C21H300, 3145 <0 57-83-0
Desogestrel Ca2H300 3105 -1.5-18 54024-22-5

Estima-se que a nivel global, o consumo de farmacos produzido e usado por seres

humanos seja de 100 000 toneladas por ano, correspondendo a um consumo médio de

aproximadamente 15 g.a™ per capita.'’
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CAPITULO 2. POLUENTES EMERGENTES

Em Portugal, a informacéo relativa a prevaléncia ambiental e a distribuicdo de compostos
farmacéuticos é escasso. No entanto, segundo o INFARMED, existe informacdo sobre a
tendéncia de consumo a nivel nacional. No ano de 2011, os farmacos azitromicina,
ciprofloxacina, alprazolam, diazepam, fluoxetina, paroxetina, paracetamol, bisoprolol,
simvastatina, omeprazole, iboprofeno, nimesulida e a hormona sexual etinilestradiol
foram dos mais consumidos dentro de cada grupo terapéutico®. E portanto, de extrema
importancia, a monitorizacdo destas substadncias em ambientes aquaticos,
nomeadamente em aguas de rio (que sdo utilizadas diariamente no quotidiano dos

consumidores).
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3 TECNICAS UTILIZADAS

No presente trabalho, desenvolveu-se um método que utiliza a técnica de cromatografia
liguida com detecdo com espectrometria de massa e a técnica de pré concentracdo por
extracdo em fase sélida — SPE. Para além deste método com estas técnicas associadas,
testou-se um método que utiliza a técnica de extracdo por SPE de forma automatizada
em linha com o UPLC-MS/MS. Neste capitulo apresentam-se alguns conceitos tedricos

associados a estas técnicas.

3.1. CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ULTRA EFICIENCIA ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASSA (UPLC-MS/MS)

A cromatografia liquida acoplada a detecdo por espetrometria de massa esta a tornar-se
cada vez mais comum devido ao progresso feito no desenvolvimento das interfaces do
LC-MS que permite converter eficazmente os analitos dissolvidos da fase mével do LC
em iBes em fase gasosa que posteriormente sdo analisados com o detetor de massa.
Estas duas técnicas acopladas providenciam boa sensibilidade e seletividade em
comparagdo com outras técnicas de detecdo. A capacidade de medir compostos a niveis
de ng.mL* e diferenciar moléculas com diferentes massas e padrdes de fragmentaco

faz desta uma técnica de grande valor analitico.®
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CAPITULO 3. TECNICAS UTILIZADAS

3.1.1. UPLC-CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ULTRA EFICIENCIA

A evolugdo da cromatografia liquida tem vindo a ser maior nos ultimos tempos, desde o
HPLC até, mais recentemente, ao UPLC. Esta técnica, em comparagdo com o HPLC,

permite uma melhor resolucdo cromatografica, velocidade e sensibilidade da analise.

O principio geral da cromatografia liquida € o mesmo do HPLC e do UPLC e assenta no
facto de uma determinada substéncia, ao passar através de uma coluna com

determinada fase estacionaria € arrastada por um fase moével (eluente) obtendo um

tempo de retencdo tipico, dependente do fluxo, comprimento e didametro da coluna.

A instrumentacdo de um LC é constituida geralmente por uma bomba, um injetor, uma
coluna, um detetor e um sistema de tratamento de dados (Figura 3). Na coluna analitica
ocorre a separacdo cromatografica. A coluna é constituida por particulas microporosas
com diametros na ordem dos um. O processo cromatografico inicia-se com a injecéo da
amostra no inicio da coluna e ocorre a separacao dos componentes quando os analitos e
a fase movel sdo bombeados, a alta pressao, pela coluna. O detetor responde através de
um sinal & chegada do analito, sendo o sinal ao longo do tempo representado como um
cromatograma. Essa resposta é posteriormente analisada e processada com ferramentas
informaticas especificas (workstation) também responsavel pelo controlo de todo o

sistema.
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; %, _ = Sample|
/ \ et = ) L < |

. .

— / . = = — =
o N njector
6 —~— Chromatographic /" inject)
= J =
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Figura 3 - Figura esquematica da composicéo geral de um sistema cromatografico adaptado [19]
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A principal diferenca no principio geral usado em UPLC é a fase estacionaria que usa
particulas no seu enchimento com didmetros inferiores a 2 um, enquanto nas colunas
usadas em HPLC convencional as particulas tém tipicamente tamanhos entre 0os 3 e 0s 5
um. O principio subjacente desta evolucdo é governado pela equacdo de Van Deemter
(equacdo 1). Esta equacéo é uma formula empirica que descreve a relagdo entre H e v -
a velocidade linear (fluxo da fase mével) e a altura de prato tedrico (eficiéncia da coluna).

B
H=A+;+C-v Equacao 1

Em que A, B e C sdo termos e v corresponde a velocidade linear do fluxo de gas de
arraste. O termo A é independente da velocidade e € menor quanto menores forem as
particulas de enchimento da coluna. O termo B diz respeito a tendéncia de difusdo axial
das moléculas. Este termo é dividido pela velocidade, v, devido ao facto do seu efeito ser
diminuido com o aumento do fluxo. C é a resisténcia cinética do processo de equilibrio da
separacao e traduz-se pelo intervalo de tempo envolvido no movimento do gas na fase

estacionaria e é proporcional a v.*

Como se pode verificar na Figura 4, particulas menores podem reduzir significativamente
a altura equivalente do prato tedrico resultando numa maior eficiéncia e achatamento da
curva de Van Deemter. Consequentemente, 0 aumento da taxa de fluxo da fase movel
nao tem consequéncias negativas na eficiéncia, ao contrario do que era verificado em

particulas maiores.?

Plate height (m)

Flow rate (mL/min)

Figura 4 - Relacdo entre a altura de fratos tedricos e a velocidade linear para diferentes
diametros das particulas de enchimento *

O aparecimento do UPLC exigiu o desenvolvimento de um novo sistema instrumental

para cromatografia liquida, para poder tirar partido do desempenho de separacdo. A
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pressédo utilizada nestes sistemas também é muito mais elevada (de 8000 a 15000 psi)
comparando com a presséo utilizada em HPLC (de 2500 a 5000 psi).*

As colunas e 0 seu empacotamento usado nesta técnica também possuem
caracteristicas diferentes. As colunas ACQUITY UPLC BEH C18 e C8 (Figura 5) tém
caracteristicas mais universais, por incorporarem ligacdes quimicas de ligandos
trifuncionais providenciando o uso de compostos com intervalos de pH maiores. As
colunas com o enchimento BEH Shields RP18 e BEH Phenyl sdo usadas como

complemento das anteriores de forma a providenciar maior seletividade e tempos de vida.

20
p 0.
g;' . T ACQUITY UPLC™ BEH C18
e N ACQUITY UPLC™ BEH C8
L }fo

~ ACQUITY UPLC™ BEH Shield RP18

\js PP ACQUITY UPLC™ BEH Phenyl

Figura 5 - Exemplos da estrutura do material de enchimento das colunas cromatogréaficas ACQUITY UPLC
BEH C18 e C8, BEH Shield RP18 e BEH Phenyl

As vantagens deste sistema sdo atribuidas a diminuicdo do tempo de andlise, e o
aumento da sensibilidade, ao aumento do alcance dos métodos multiresiduo, ao grande
poder de resolucéo, aos custos de operagdo mais reduzidos e a diminuicdo do consumo
de solventes. A principal desvantagem deve-se sobretudo ao uso de pressdes elevadas

gue exigem mais manutencdo do equipamento e reduzem o tempo de vida das colunas.

3.1.2. DETEGCAO POR ESPECTROMETRIA DE MASSA

A espectrometria de massa € uma das técnicas analiticas mais versateis e é usada nas

mais diversas areas da ciéncia devido a sua precisdo e sensibilidade.

A espectrometria de massa (MS) é uma técnica que mede com precisdo a massa

molecular de moléculas e &tomos convertendo-as em ides carregados, podendo também
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ser determinada a estrutura de uma molécula. Esta técnica é também capaz de fornecer

informac&o quantitativa de determinado analito a niveis muito baixos.

A medicdo por espectrometria de massa utiliza moléculas carregadas porque, ao
contrario das espécies neutras, € mais facil de manipular o seu movimento e direcao e,

assim, serem detetados.

Numa primeira fase existe a ionizagao, que converte as moléculas ou atomos do analito
em espécies idnicas em fase gasosa. Numa segunda fase, ha separacédo e andlise de
massa com base na razdo massa-carga (m/z) e, finalmente, a corrente de iGes resultante
desta separacdo de massas € medida, amplificada e convertida numa informacéo digital

que é traduzida em forma de espectro.

Existem diversos métodos de ionizacdo que sdo utilizados em LC-MS como ionizacao
guimica, ionizacao eletrénica, APCI (Atmospheric-Pressure Chemical lonization), MALDI

(Matrix-assisted laser desorption/ionization) e Electrospray (ESI) — usado neste estudo

Este tipo de ionizacédo (ESI), representado na Figura 6, é o processo de formacédo de
gotas altamente carregadas sob o efeito de um intenso campo elétrico a pressao
atmosférica. A evaporacao do solvente converte essas gotas carregadas em ides em fase
gasosa. A solucdo da amostra flui através de um capilar metalico que é mantido a
voltagens elevadas (3 — 4kV). A diferenca de potencial entre o capilar e o contra elétrodo
produz um campo electroestatico, formando uma névoa de ides carregados a medida que
a solucao passa pela fonte. A evaporacao das gotas carregadas é assistida pelo fluxo de
azoto quente. Os iBes do analito de interesse sao depois dirigidos, através de uma série

de lentes até ao espectrémetro de massa.

counter
electrode

I transport region

@ @ ot — - mass analysis
+

sample
(2-5 uL/min) 3kV. .

-

| atm low pressure

Figura 6 - Representacéo esquematica do funcionamento da ioniza¢é@o por Electrospray [20]

O analisador do tipo triplo-quadrupolo (Figura 7) é o mais usado em sistema MS/MS. E

constituido por trés quadrupolos em série em que cada quadrupolo € composto por

guatro barras de metal alinhadas paralelamente.
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Figura 7 - Representacéo esquematica do analisador de Triplo Quadrupolo [20]

No primeiro quadrupolo (Q1), os iBes sdo separados de acordo com a razdo massa
carga, m/z, e dirigidos para o segundo quadrupolo (Q2) onde estes sdo sujeitos a
dissociagdo induzida por colisdo (CID). No terceiro quadrupolo (Q3) sdo novamente

separados e encaminhados para o detetor.?®

3.2. SPE - SOLID-PHASE-EXTRACTION — EXTRAGAO EM FASE SOLIDA

A extracdo em fase sélida é uma técnica muito usada e popular na preparacdo de

amostras devido a sua rapidez e seletividade.

A versatilidade desta técnica permite usa-la para diversos fins tais como a purificacéo,
pré-concentracao, dessalinizacdo e derivacdo. Nos ultimos anos, tem havido um aumento
no uso de SPE como etapa de preparacao das amostras no estudo e desenvolvimento de
metodologias analiticas, muito devido ao facto do aumento da variedade de materiais

adsorventes usados na extracdo em fase sélida. 2

O principio da extracdo por SPE envolve a particdo do soluto por duas fases: a fase
sélida (adsorvente) e a fase liquida (matriz da amostra ou solvente com analito). O SPE
permite-nos limpar interferentes numa matriz e/ou concentrar o analito o suficiente para

ser detetado.?®

O processo tipico de extracdo em fase solida envolve quatro passos. No primeiro, a
coluna de SPE é acondicionada com um solvente de polaridade adequada. Num segundo
passo, é feita a lavagem com solvente semelhante ao da amostra. Posteriormente,
fazendo passar a amostra com o analito, este é retido no adsorvente enquanto 0s outros
compostos (sem interesse analitico) sdo eluidos. A dltima etapa, envolve a utilizagédo de
um solvente com mais afinidade com o analito, que o remove do adsorvente para ser

recolhido. (Figura 8)
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Figura 8 - Esquema representativo das diferentes fases da extracéo por SPE 5

A selecdo do adsorvente apropriado depende dos mecanismos de interacdo entre o
adsorvente (fase sélida) e o analito. Estas interacfes, por sua vez, dependem das
propriedades hidrofébicas, polares e idnicas tanto do analito como da fase sélida. Os
mecanismos de retengdo mais comuns em SPE sdo baseadas nas forgas de Van der

Waals, pontes de hidrogénio, dipolo-dipolo e electroestaticas.

Os diferentes adsorventes apresentam propriedades que podem ser aplicadas a uma

grande variedade de compostos. Existem trés tipos distintos de extracao:

Extracdo em fase normal — Envolve um analito polar, uma matriz moderada mente
apolar (ex: acetona, hexano) e uma fase estacionaria polar. A retencédo do analito nestas
condicbes deve-se as interacbes (pontes de hidrogénio e interacbes T—1T) entre 0 grupo
funcional polar do analito e aos grupos polares do adsorvente da fase estacionaria. O uso
de solventes mais polares do que a matriz da amostra permite a quebra destas ligacoes,
eluindo os compostos adsorvidos pela fase sélida. Os materiais adsorventes polares

usam como base gel de silica modificada com grupos hidroxilo.

Extracdo por permuta ionica - baseia-se nas atragdes electroestéticas entre o grupo
funcional com carga do analito e os grupos com carga que estéo ligados a superficie de
silica da fase estacionaria; 0s compostos aniénicos sdo isolados no grupo de uma amina
guaternaria ligada a superficie da silica do adsorvente. Os catidénicos por sua vez sao

isolados usando grupos de acido sulfénico ligados a superficie de silica.

Extracdo em fase reversa - envolve matriz (fase movel) com propriedades polares ou
moderadamente polares e uma fase solida (fase estacionaria) com propriedades

apolares. A retengdo de analitos organicos, existentes em solucdes polares (dgua), neste
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tipo de materiais adsorventes devem-se sobretudo as forgas de van der Waals. Solventes
nao tdo polares sdo usados para eluir o composto, pois sdo capazes de quebrar estas
forcas entre o composto e o adsorvente em materiais de fase reversa. Os materiais
usados em extracdo por SPE em fase reversa sdo baseados em carbono (grafite),
polimeros (estireno/divinilbenzeno), polimeros revestidos e ligacdes de silica (ambos
revestidos com polimeros hidrofébicos). %

Neste trabalho, a extracdo por SPE tem o objetivo de concentrar o analito, uma vez que
0s compostos em estudo se encontram de forma muito diluida nas matrizes naturais e €

necessaria a sua concentragéo para poder ser detetada.

3.3. ON-LINE-SPE-UPLC-MS/MS

No método de extracdo por SPE- on-line, consegue-se uma maior rapidez no processo
de extracdo, uma reducdo do volume utilizado da amostra, uma simplificacdo do
processo de preparacdo da amostra e uma diminuicdo do consumo de solventes. Além

disso, obtém-se maior reprodutibilidade dos resultados nos ensaios efetuados.?®
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Figura 9 - Esquema do funcionamento do sistema de extracdo por SPE on-line

No processo de SPE on-line convencional, existe um sistema de bombas quaternario que
permite, através de um software, programar todo o processo que ja foi referido
anteriormente em SPE off-line, de acondicionamento, lavagem e eluicdo. E possivel
utilizar gradientes de 4 diferentes solventes, usando colunas de extragdo apropriadas

para o SPE on-line, com grande durabilidade.

A amostra é injetada num loop de 5,00 mL e o sistema quaternario de solvente (QSM) vai
arrastar a amostra até a primeira coluna de extracdo onde € concentrado o analito. O

sistema de solvente binario (BSM) elui, através de um gradiente o analito dessa coluna,
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levando-o de seguida para a coluna cromatografica onde ocorre a separac¢do. Enquanto
este processo acontece, 0 QSM, reequilibra a segunda coluna de extracéo preparando-a
para a segunda amostra. Esta segunda amostra é injetada novamente no loop e
arrastada pelo QSM, efetuando o mesmo processo que foi feito na primeira coluna, em
gue é eluido pelo BSM até a coluna cromatografica enquanto o QSM reequilibra

novamente a coluna 1 e assim sucessivamente. (Figura 9)

O sistema on-line-SPE-UPLC-MS/MS usado neste trabalho trata-se de um sistema
adaptado pelo fabricante especificamente para o equipamento existente no laboratério e
€ usado num método de determinacao de pesticidas em aguas de consumo humano em
andlise de rotina. Neste sistema ndo existe a bomba quaternaria sendo utilizado um
sistema isocratico que permite o acondicionamento, lavagem e colocacao da amostra na

coluna.
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Zl EXECUCAO
EXPERIMENTAL

4.1. PREPARAGAO E ACONDICIONAMENTO DE SOLUGOES

Neste trabalho foram utilizados padrbes dos seguintes farmacos e estrogénios
apresentados na Tabela 1 (Pag. 22). Estes foram adquiridos a Fluka, Sigma e Riedel-de-

Haén.

As solugbes padréo stock individuais foram preparadas em metanol com uma
concentracdo de cerca de 1000 mg.L™*, armazenadas a temperatura de -18°C e abrigadas
da luz. A solugéo da mistura de todos os compostos foi também preparada em metanol
com cerca de 10,0 mg.L™", & excecdo do Bromazepam, Alprazolam e Diazepam que

foram usados numa mistura em separado com uma concentracgéo de 1,00 mg.L™.

Tanto os solventes usados na extracdo por SPE como as fases moveis usadas no LC
foram preparadas com A&gua ultrapura (ultrapure MilliQ water - Millipore, Molsheim,
France), acido férmico a cerca de 98% (Fluka, Germany), metanol e acetonitrilo (Carlo

Erba), ambos com purezas compativeis para uso em HPLC.
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4.2.  OTIMIZAGAO DAS CONDIGOES DE UPLC-MS/MS

Em UPLC-MS/MS, é necessario inicialmente ajustar as condi¢bes de detecdo. Depois
deste passo, passar-se-a4 a otimizacdo das condi¢cdes de separacdo por cromatografia
liquida com as condi¢Ges de detecdo otimizadas anteriormente e dadas ao sistema.

4.2.1. OTIMIZAGCAO DAS CONDICOES DE DETEGAO

O primeiro passo foi a otimizacao das condi¢cdes do método de espectrometria de massa.
Os 26 farmacos e estrogénios em estudo neste trabalho foram estudados no detetor de
massa triplo quadrupolo (UPLC-MS/MS, Waters), em modo positivo e negativo, com a
utilizacdo da opcéo Intellistart ® do software. (Figura 10)

Usaram-se solucBes padrédo preparadas em metanol, com concentracdo de cerca de 10
mg/L e injetaram-se, até 3 compostos em simultaneo, diretamente no detetor de massa.
A informacado adquirida para cada composto é dada através de um relatério gerado que
nos indica o ido precursor, os dois ides filhos, e respetiva energia de cone, a energia de
colisio e o modo de ionizacdo. As condicdbes usadas no detetor de massa sao
apresentadas na Tabela 2. Estes parametros sdo alterdveis mas usaram-se 0S mesmos
que foram utilizados no método ja desenvolvido e referido de determinacdo de

estrogénios.

aswale Local) - [10 Detector bntel¥Start]

Figura 10 - Programa Intellistart ® usado na determinagéo dos parametros de espectrometria de massa
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Tabela 2 - Condi¢des utilizadas no detetor de massa

Condicdes MS

Temperatura (fonte) 150°C
Temperatura desolvatagdo 350°C
Fluxo gas cone 1LH!

Fluxo desolvatac&o 845 L.H™
Gas de colisdo Argon

Na Tabela 3 encontram-se os parametros determinados para a criacao do método de LC-
MS. No primeiro passo é feito um Scan que encontra o ido principal e efetua um
varrimento de voltagens de cone de modo a apresentar a mais adequada para posterior
detecao. Num segundo passo, é feito o Daughter Scan com o propésito de encontrar 0s
principais fragmentos do ido principal e onde sdo encontradas as melhores energias para
esses fragmentos. Na tabela 3, encontram-se os parametros de espectrometria de massa

e iBes monitorizados obtidos para cada um dos compostos em estudo.

Tabela 3 - Parametros de espectrometria de massa e ides monitorizados

[ET) 180 Energia &0 Energia Ener_gizil de

Composto precursor Filho 1 cone (eV) Filho 2 cone (V) cczg\s/z);lo Modo ESI
Hidroclorotiazida 296,0 205,1 23 269,2 19 52 -
Paracetamol 152,0 92,9 21 110,0 18 38 +
Ciprofloxacina 232,2 245,3 2 231,3 38 42 +
Bisoprolol 326,3 74,0 26 116,1 18 46 +
Omeprazole 344,2 179,1 29 194,1 14 28 -
Furosamida 329,1 78,0 30 205,1 23 36 -
Azitromicina 749 83,0 48 158,2 40 58 +
Indapamida 366,2 117,2 35 132,1 16 43 +
Paroxetina 330,2 69,99 28 192,3 21 40 +
Nimesulida 307,1 198,3 26 2291 28 32 -
Ketoprofeno 255,2 105,1 24 177,2 18 38 +
Naproxeno 2291 141,1 48 170,2 17 15 -
Fluoxetina 310,2 43,98 13 148,1 8 22 +
Estrona 269,3 145,1 38 183,2 36 70 -
Etm”lgs'f;'adiol 295,3 145,1 36 159,1 40 40 -
Bezafibrato 360,2 85,0 16 2743 18 34 -
B-estradiol 271,2 145,2 42 183,2 38 68 -
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Diclofenac 2941 178,2 28 2142 21 22 -
Progesterona 315,3 97,0 22 109,1 24 42 +
Ibuprofeno 207,2 119,21 22 24 +
Gemfibrozil 249,2 121,0 15 127,1 11 26 -
Desogestrel 309,3 96,9 34 56 -
Simvastatina 419,4 199,2 12 185,4 10 30 +
Bromazepam 316,0 182,1 34 209,2 24 45 +

Diazepam 285,1 154,1 28 192,2 31 50 +
Alprezolam 309,2 281,2 25 205,2 42 55 +

4.2.2. OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE SEPARACAO POR UPLC-MS/MS

Para a otimizacdo da cromatografia, foi utilizado um sistema UPLC-MS/MS (Waters

(Figura 11). A separacdo cromatografica foi obtida com uma coluna ACQUITY® UPLC

BEH C18, 150 x 2,1 mm, 1,7 ym (Figura 12) que, por ser uma C18 possui caracteristicas

mais universais e considerando as caracteristicas muito distintas dos compostos

utilizados, esta é sem divida a escolha mais adequada para este estudo. *’
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Figura 11 - Fotografia do sistema UPLC-MS/MS, Waters Corp
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Figura 12 - Fotografia da coluna ACQUITY® UPLC BEH C18, 150 x 2,1 mm, 1,7 ym

Para as condic¢@es iniciais, partiu-se de um gradiente e composicédo de fases méveis de
um protocolo ja existente no laboratorio, o qual estd devidamente certificado para os

estrogénios.

O programa inicia com 20% da fase orgéanica, subindo até 60 % em 6 minutos, voltando a
subir até 100% de metanol aos 8 minutos, mantendo-se durante 6 segundos. O programa
retoma as condi¢ées iniciais em 4 minutos (Figura 13). O fluxo usado foi de 0,3 mL.min™

e a temperatura da coluna de 35°C.

E& Modify ACQUITY Binary Solvent Manager Instrument Method g]
ACQUiTy Binary Solvent Manager Fun Time: [12.00 min

General 1 Data | Analog Out | Events |

Sohvents Pressure Limits ?
82 x| [*Methanol <] || Lew 0 i
SealWash
B2 -

i ater - High: |15000  psi 50 min

Gracient

Time Flow
(min) (mLimin)
1 0.300 200 a0.0
2 |00 0.300 60.0 40.0
3 |e.oon 0.300 100.0 oo

4 810 0.300 200 80.0
5 (1200 0.200 200 20.0

g v
Camment: | J

Cancel

-~

Folk, %B

curve

[
[}
[}
[}

Figura 13 - Gradiente e fases méveis utilizadas

Realizaram-se alguns testes de fases méveis, em que se variou o solvente organico entre
acetonitrilo e metanol e o solvente aquoso em que se utilizava agua ultrapura ou agua
acidificada, fase movel que proporcionou a separacdo e identificacdo de todos os
compostos foi conseguida com um gradiente usando metanol e agua ultrapura. A
preparacdo de solugdo também foi testada e foi usada acidificagdo com &cido férmico 10

mM na preparacao das solucdes de injegéo.
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Depois do método ter proporcionado satisfatoria separacdo, tragou-se uma reta de
calibracdo dos compostos usando 7 padrées contendo uma mistura de todos os farmacos
e estrogénios com concentracédo de 5,00; 7,50; 10,0; 25,0; 50,0; 75,0 e 100 pg.L™.

4.3. OTIMIZAGAO DA EXTRAGAO POR SPE

Atendendo ao objetivo deste trabalho de estagio que € a detecdo e determinacdo de
farmacos e estrogénios em aguas de rio e ao facto destes compostos nestas matrizes
poderem encontrar-se a niveis na ordem dos ng.L™, é necesséaria uma etapa de pré-
concentracdo efetuada por extracdo em fase solida (SPE) para se conseguir estudar
estes compostos por UPLC-MS/MS,

2829303132 tagtaram-se as colunas HLB

Depois de alguma pesquisa bibliografica
(Hidrophilic-lipophilic-balanced) e MAX (Mixed-mode anion Exchange) da Oasis. A
primeira possui caracteristicas de retencgéo hidrofilicas e lipofilicas. E mais resistente a
pH’s extremos e tem boa retencao de compostos acidos, neutros ou basicos. A segunda,
também resistente a diferentes valores de pH, mas é recomendada para compostos mais

acidos. Ambos sdo usados em extracédo em fase reversa.®

Na Figura 14, encontra-se um esqguema da constituicdo das colunas de extracao

testadas.

Oasis® HLB Oasis® MAX
£
e H

Figura 14 — Esquema constituicao dos adsorventes usados neste estudo, HLB e MAX, respetivamente®

Estes dois tipos de colunas foram testados de modo a escolher a que tem uma maior
taxa de recuperacdo para todos os compostos. Para isso, foram usadas solu¢des da

mistura de todos os farmacos e estrogénios.

Na extracdo utilizou-se o equipamento ASPEC XL — solid phase extraction autosampler

(Gilson) na extracdo e eluicdo (Figura 15) e VacElut SPS 24 (Varian), Figura 16, na
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secagem das colunas. A evaporacdo foi feita em fluxo de azoto proveniente de um
gerador de azoto. O padrao da mistura de farmacos usado na extracao foi preparado em
agua ultrapura acidificada com 10mM de &cido férmico com uma concentracdo de
0,1ug.L™.

Para além do material de vidro corrente em laboratério, foram utilizados tubos de
centrifuga, com capacidade de 10 mL, micropipetas de volume variavel, balancas
analiticas e vials proprios para o sistema UPLC-MS/MS.

Acondicionaram-se as colunas de SPE (HLB e MAX), representadas na Figura 17, com
3mL de metanol seguida de 3mL de agua ultrapura. Posteriormente foi adicionada um
volume de 500 mL de solugcédo contendo todos os padrées e depois feita uma lavagem
com metanol 10 %, em agua ultrapura. Apés esta etapa, foi feita a secagem das colunas
sob vacuo e, de seguida eluicdo com 6 mL de metanol.** O volume eluido foi submetido a
evaporacao sob um fluxo de azoto, até secagem completa dos extratos. Estes foram
reconstituidos em 500 uL de Metanol e Agua (25:75) sendo esse volume injetado num
loop de 10 uL no sistema UPLC-MS/MS.

Figura 15 - Fotografia do ASPEC XL - soild phase extraction autosampler, Gilson
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Figura 16 - Fotografia do equipamento utilizado na secagem das colunas - VacElut SPS 24, Varian

Figura 17 - Fotografia das colunas Oasis HLB e Oasis MAX, respetivamente.

Depois de escolhido o tipo de coluna adequada, foi testado o volume de rotura. A
determinacgéo do volume de rotura é feita de forma experimental, fazendo passar volumes
diferentes (100, 250, 500, 750 mL) de uma solu¢do com 0,5 pg.L* dos farmacos a
estudar. O resultado dessas extragdes é depois analisado por UPLC-MS/MS e é tracado
um gréfico que relaciona a resposta de cada um dos compostos com o volume da

solucao.

Com o volume de rotura e coluna testada e escolhida, tragaram-se curvas de calibracéo.
Estas devem possuir pelo menos 5 pontos, devendo apresentar linearidade ao longo da
gama considerada como gama de trabalho. As gamas de trabalho escolhidas foram
separadas por trés grupos de compostos. A gama mais alta engloba nove padrées de
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0,075 ug.L™ a 7,5 ug.L™, a segunda de 0,01 a 1 ug.L™* e a terceira de 0,001 a 0,1 ug.L™.
Estes valores foram escolhidos de acordo com uma prévia determinacdo de limites de
guantificagéo.

Cada padrao foi sujeito a extracdo, secagem e reconstituicAo nas iguais condi¢cdes

referidas acima.

4.4. OTIMIZAGAO POR ON-LINE-SPE-UPLC-MS/MS

Como ja foi referido acima, a instrumentacdo usada neste trabalho para o método de on-
line-SPE-ULC-MS/MS ¢é um sistema adaptado ao equipamento existente no laboratério.
Este método adaptado é utilizado na determinacao de pesticidas em aguas de consumo

humano em analise de rotina, pelo laboratério, estando este método acreditado.

As colunas de extracdo usadas foram Oasis HLB direct connect HP 20um, 2.1x30 mm,
Waters® (Figura 18). Foram testados diversos gradientes de solventes da fase mével, até
ser encontrado um que fosse capaz, em todo o processo, de extrair e eluir de forma
eficaz os analitos. Para isso, usou-se, como ponto de partida, o gradiente usado no
método cromatogréfico por injecdo direta no UPLC-MS e a partir dele fizeram-se

variac@es de gradiente e percentagem de metanol no eluente e temperatura da coluna.

Figura 18 - Fotografia do Sistema de colunas de extracdo por SPE on-line - Oasis HLB direct
connect HP 20um, 2.1x30 mm, Waters®

Os testes foram efetuados com solug¢des da mistura de todos os compostos, preparada
em agua acidificada com acido féormico a 10 mM. O volume injetado num loop de 5mL e,
depois da extragdo, é eluido um volume de 5uL, ou seja, concentrado 1000 vezes, que é

dirigido para a coluna cromatogréfica e sujeito a separagéo e posterior detecao.
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As condicbes usadas que permitiram melhores resultados encontram-se descritas na
Tabela 4

Tabela 4 - Condig6es otimizadas para a extragao dos 26 compostos pelo método de on-line-SPE-

UPLC-MS/MS
T coluna (°C) 40
Eluente %5 MeOH em &agua
Gradiente da fase movel

% Metanol % Agua t/min
15 85
100 0 5,00
100 0 7,00
15 85 7,10
15 85 12,0

A calibracdo efetuada para este método deve possuir pelo menos 5 pontos, devendo
obter linearidade ao longo da gama de trabalho. As gamas de trabalho escolhidas foram
separadas em dois grupos de compostos com duas gamas de trabalho diferentes. A
gama mais alta engloba nove padrdes de 0,075 ug.L™* a 7,5 ug.L™ e a segunda de 0,01 a
1 ug.L™. Estes valores foram escolhidos de acordo com uma prévia determinacdo de

limites de quantificacao.

4.5. VALIDAGAO

Os parametros a estudar dependem das caracteristicas do método, do tipo e
complexidade da amostra e da experiéncia que o laboratério possa ter na utilizacdo do
método. Depende ainda do propdsito do método, podendo alguns dos parametros abaixo
apresentados ndo serem avaliados, se tal for adequado. Os parametros de validacao de
métodos analiticos incluem: especificidade, seletividade, capacidade de identificacao,
gama de trabalho, linearidade, sensibilidade, exatidao, precisédo (repetibilidade, precisao
intermédia e reprodutibilidade), limite de detecdo (LD), limite de quantificagdo (LQ) e
robustez. Deve salientar-se que o método pode ser considerado validado mesmo que
alguns parametros ndo se enquadrem nos limites estabelecidos na literatura, desde que

sejam conhecidos e também adequados aos objetivos do estudo a ser realizado.

Neste trabalho, ambos os métodos ndo possuem informacgéo suficiente para serem
validados uma vez que devido & escassez de tempo nao foi possivel testar diversos
parametros. Assim, os parametros que foram avaliados foram: a gama de trabalho, a
linearidade, os limites de detecdo e quantificagdo, repetibilidade e percentagem de

recuperacao para os dois métodos.
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45.1. LINEARIDADE/GAMA DE TRABALHO

A linearidade traduz a proporcionalidade entre a propriedade medida e a concentragéo do
analito dentro de um intervalo especifico. Este intervalo deve conter pelo menos 5
concentracdes (pontos) diferentes. O ajuste dos dados ao modelo selecionado foi feito

através de um coeficiente de correlacdo que devera ser o mais préximo de 1.

Para a determinacédo da linearidade foi preparada uma curva de calibragdo com nove
pontos, sendo que a gama de trabalho n&o foi a mesma para todos os compostos. Os 26
compostos foram divididos em 3 gamas de trabalho para a extracdo por SPE off-line e 2
para o0 método de SPE on-line. As concentracbes dos padrées usados nas curvas de

calibracéo para os dois métodos encontram-se nas Tabela 5 e Tabela 6.

Tabela 5 - Concentragdes usadas nas curvas de calibracédo para o método de SPE offline para os
compostos

SPE off-line

Concentracdo em pg.L™

P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9
Ciprofloxacina

0,075 0,1 0,25 0,5 0,75 1 2,5 5,0 7,5
Omeprazole
Simvastatina

0,01 | 0,025 | 0,05 | 0,075 0,1 0,25 0,5 0,75 1

Azitromicina

0,001 | 0,0025 | 0,005 |0,0075| 0,01 | 0,025 | 0,05 | 0,075 0,1

Restantes
compostos

Tabela 6 - Concentrag¢fes usadas nas curvas de calibra¢@o para o método de SPE online para os

compostos
SPE on-line
Concentracédo em pg.L-1
P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9
Grupo A 0,075 0,1 0,25 0,5 0,75 1 2,5 5,0 7,5
Grupo B 0,01 | 0,025 | 0,05 | 0,075 0,1 0,25 0,5 0,75 1
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Em que:

Grupo A: Hidroclorotiazida, Ketoprofeno, Bezafibrato, Naproxeno, Diclofenac, Estrona, (-
estradiol, 17a-Etinilestradiol, Fluoxetina, Azitromicina, Ciprofloxacina, Omeprazole,
Furosamida, Bisoprolol e Paroxetina

Grupo B: Nimesulida, Ibuprofeno, Desogestrel, Progesterona, Paracetamol, Indapamida,

Gemfibrozil, Simvastatina, Alprazolam, Diazepam, Bromazepam

Os padrdes foram injetados e procedeu-se a construcdo das curvas de calibracao.
Verificou-se uma relacédo linear em muitos compostos, no entanto noutros verificou-se
uma relagéo exponencial. Nesses casos reduziu-se a gama de trabalho para o minimo de

5 pontos a fim de obter linearidade.

45.2. LIMITE DE DETEGAO (LD) E LIMITE DE QUANTIFICAGAO (LQ)

O limite de detecdo é considerado como a menor concentracdo em analito presente na
amostra que pode ser detetado sob as condicBes experimentais estabelecidas para o

método analitico utlizado.

Para o caso de métodos cromatogréaficos a estimativa do limite de detecéo (LD) pode ser

feita tendo em conta a seguinte relacéo:

33%x/,
B m

LD equacgao 2

onde:
Sy/x é o desvio residual da curva de calibragéo
m € o declive da reta

O limite de quantificagdo (LQ) é a menor concentracdo em analito que pode ser
determinada numa amostra, com precisdo e exatiddo aceitaveis sob as condi¢des

experimentais estabelecidas, de acordo com a seguinte equagao:

_10x5Y/,

LQ —

equagao 3
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4.5.3. REPETIBILIDADE

A repetibilidade do método de SPE-off-line foi estudada através da injecdo de 3
replicados do padréo 5 - 0,75 pg-L-1 para a ciprofloxacina e omeprazole, 0,1 pg-L-1 para
a simvastatina e azitromicina e 0,01 pug-L-1 para os restantes compostos.

A repetibilidade do método de SPE-on-line foi estudada através da injecdo de 5
replicados independentes do padrdo 5 - 0,75 pg-L-1 para o grupo A, 0,1 pug-L-1 para o
grupo B.

Depois de aplicado o método foram obtidas as &reas em replicado, e calculou-se a média

e o coeficiente de variagéo.

O célculo do coeficiente de variacao (CV) foi feito de acordo com a equacéo 4.

DP x 100
V(%) =———— equacio 4
conc.média

4.5.4. RECUPERACAO

A percentagem de Recuperacéo foi feita segundo a equacédo abaixo:

% R conc (ensaio recuperacao) 50 &
e = equagio
° Amostra + conc (Padrao) quas

A percentagem de recuperacdo € calculada dividindo o valor experimental da
concentracdo da amostra fortificada com o padrdo 5 pelo seu valor esperado, ou seja,

pela soma da concentragcdo obtida na amostra e da concentracdo conhecida do padréo 5.

4.6. APLICAGAO DO METODO A UMA AMOSTRA DO RIO LECA

4.6.1. RECOLHA DA AMOSTRA

As amostras analisadas neste trabalho foram recolhidas no dia 2 de Julho de 2014 no Rio
Leca no local da Ponte do Carro entre a freguesia de Santa Cruz do Bispo e Guifées no

Concelho de Matosinhos (Figura 19).
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Figura 19 - Rio Leca — Ponte do Carro — local onde foi recolhida a amostra

Foram recolhidos 2,5 L de agua de Rio e o transporte foi feito em arcas refrigeradas
(Figura 20). No laboratério, a amostra foi acidificada com acido formico a 10 mM da
mesma forma que foram acidificadas as solucbes padrdo usadas no processo de
otimizacao do método. Na Figura 20, apresentam-se algumas fotografias representativas

do processo de recolha da amostra.

y

Figura 20 - Fotografias do procedimento de recolha da amostra no Rio Lega e transporte da mesma.

4.6.2. ANALISE DA AMOSTRA

Procedeu-se a analise da amostra pelos dois métodos otimizados e descritos
anteriormente — on-line e off-line-SPE-UPLC-MS/MS. Para cada um dos métodos, a
amostra e os padrfes de calibracdo foram sujeitos as mesmas condi¢fes. A analise de

cada amostra é feita posteriormente a uma calibracéo.
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5 RESULTADOS E
DISCUSSAO

5.1. OTimizAGAO Do METODO DE UPLC-MS/MS

Na otimizacdo do método cromatografico, foi inicialmente testada a composi¢do da fase
movel. Para as condi¢cBes iniciais, partiu-se de um gradiente e composicdo de fases
moveis de um protocolo ja existente no laboratério, o qual estd devidamente certificado
para os compostos (Estrona-3-sulfato, 17B-Estradiol, 17a-Estradiol, 17a-Etinilestradiol,

Estrona, Diclofenac e Ibuprofeno). **

Foram efetuados 5 testes (Tabela 7) de modo a conseguir a composicdo que

conseguisse separar de forma eficiente os diferentes compostos presentes na mistura.
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Tabela 7 - Composicao das fases moveis testadas para a otimizagéo do processo cromatografico

Teste C%r:lgpéonsiicgaéo Composigdo aquosa Preparagédo solucao
1 ACN H>O em 10 mM acido férmico H>O
2 ACN H.O em 10 mM &cido formico  H20 em 10 mM &cido férmico
3 ACN H.O H20
4 MeOH H20 H20
5 MeOH H.O H.O em 10 mM &cido férmico

Foi testada a fase movel de acetonitrilo e 4gua acidificada com &cido féormico (10 mM) e
usado o gradiente descrito no protocolo existente e uma solucdo de 1 mg.L™ de uma
mistura de todos os farmacos e estrogénios preparada em agua. (exceto o bromazepam,

diazepem e alprazolam, que foram adicionados ao estudo numa fase posterior)

Os resultados obtidos nédo foram satisfatérios, devido ao facto de ndo se conseguir obter,
no cromatograma, os picos da maior parte dos compostos. Apenas se conseguiram
separar e identificar a azitromicina e os estrogénios [-estradiol, 17-a-etinilestradiol,

estrona e desogestrel.

73535 testar a fase movel metanol e

Decidiu-se entdo, com base em alguma literatura
agua usando as mesmas condi¢cfes utilizadas anteriormente. O metanol, comparado com

0 acetonitrilo, é economicamente mais vantajoso e ambientalmente menos desfavoravel.

Foi finalmente testada a fase mdvel com metanol e agua acidificando a solucédo de
mistura com acido férmico 10 mM ¥ e os resultados foram satisfatérios uma vez que se
conseguiram separar e identificar todos os picos dos farmacos e estrogénios em estudo
num tempo de 12 min. No Anexo A, encontra-se o cromatograma representativo dos 26

compostos separados pelo método otimizado de UPLC-MS/MS.

Uma vez conseguidas e definidas as condi¢bes para a separacdo de todos 0s compostos
injetando diretamente no UPLC-MS/MS, com uma concentracdo de 0,1 mg.L™*, procedeu-
se a calibracdo dos compostos usando padrfes contendo uma mistura de todos os

farmacos e estrogénios com concentracédo de 5; 7,5; 10; 25; 50; 75 e 100 ng.Lh
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Tabela 8 - Parametros obtidos da curva de calibragdo dos 26 farmacos e estrogénios pelo método

de injecéo direta

Composto Declive Ord. Origem RSQ Tr/min
Hidroclorotiazida 112,75+ 0,03 511 0,9996 2.02
Paracetamol 1345,28 + 0,03 958 + 2 0,9995 2.17
Ciprofloxacina 835,48 + 0,04 -1769 £ 2 0,9993 4,76
Bisoprolol 24206 + 39 17383+ 2 0,9993 7,45
Omeprazole 11,6 £0,1 -61+6 0,9944 7,51
Furosamida 153,26 £ 0,05 -127 £ 3 0,9986 4,04
Azitromicina 22,3+0,6 81 +£32 0,9941 9,33
Indapamida 1327,72 £ 0,03 -491+£2 0,9996 6,53
Paroxetina 14993,86 + 0,05 336+3 0,9990 8,74
Nimesulida 691,05 + 0,06 1307+ 4 0,9979 7,90
Ketoprofeno 677,93 £ 0,08 -1744 +5 0,9968 6,27
Naproxeno 130,55 + 0,09 -334+5 0,9962 6,58
Fluoxetina 22719,50 + 0,03 -12182 + 2 0,9995 9,10
Estrona 115,40 + 0,03 -264 +2 0,9994 8,42
17-a-etinilestradiol 7,63+ 0,06 -23,297 4 0,9982 8,36
Bezafibrato 251,43 £ 0,06 -544+ 4 0,9979 6,48
B-estradiol 16,03 +£ 0,08 45+5 0,9971 8,36
Diclofenac 213,51+ 0,08 -410+5 0,9970 7,70
Progesterona 1933,94 £ 0,09 -4119+£6 0,9960 9,00
Ibuprofeno 200,9+0,1 -269+6 0,9948 8,19
Gemfibrozil 546,03 + 0,1 -532+6 0,9951 8,97
Desogestrel 189,84+ 0,5 32119+ 33 0,9391 8,67
Simvastatina 539,55 + 0,07 -1557 + 4 0,9975 9,45
Bromazepam 452,57 + 0,07 -1259+5 0,9972 7,10
Diazepam 2412,74 + 0,06 -639+3 0,9984 8,51
Alprazolam 3244,84 + 0,06 -2092 + 3 0,9984 8,01

Na Tabela 8, encontram-se descritos os valores obtidos de declive, ordenada na origem,
coeficiente de correlagdo das curvas de calibracdo e tempo de retengdo para todos 0s

compostos pelo método de injecéo direta.

5.2. OTIMIZAGAO DA EXTRAGAO POR SPE (SoLID PHASE EXTRACTION)

Apbés a aquisicdo das curvas de calibracdo pelo método de injecdo direta, avancou-se
para a extracdo por SPE off-line. Para isso, testaram-se dois tipos de colunas (HLB e

MAX) e volume de rotura da coluna escolhido.
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5.2.1. ESCOLHA DA COLUNA PARA EXTRACAO POR SPE

No teste das colunas, as condi¢cdes de extracdo usadas foram as mesmas do protocolo
interno de extragdo de farmacos ja existentes no laboratorio e devidamente validados.

Estas condicOes sdo apresentadas na Tabela 9.

Para cada coluna extrairam-se 0 mesmo volume de solu¢éo, 500mL, com concentragao
de 0,lugL™ O extrato foi reconstituido num volume de 500 pL para garantir uma
concentracao de 1000 vezes e posteriormente foi injetado diretamente no UPLC-MS/MS,

utilizando as condictes descritas anteriormente.

Tabela 9 - Método de extracéo por SPE offline utilizado neste estudo

Solugédo mistura de compostos O,lugL'1 +10mM HCOOH

Acondicionamento 3mL + 3mL meOH
Lavagem Agua ultrapura
Extragéo 500 mL Amostra/ Padrdes
Lavagem Agua ultrapura

Secagem em vacuo
Eluicéo 3mL + 3mL de MeOH
Evaporacao Até a secura em corrente de azoto
Reconstituicdo 500uL em 25:75 de MeOH:H20

Atendendo aos resultados da extracdo e sinal direto obtido pela andlise por UPLC-
MS/MS observa-se que em 13 compostos 0s colunas MAX providenciam valores maiores
do que com colunas HLB. No entanto, o sinal resultante da extracdo por estes Ultimos
existe em todos 0s compostos, 0 que ndo se verifica com as colunas MAX para o farmaco
furosemida e diclofenac em que se obtém um sinal residual. Os graficos que representam
os diferentes sinais obtidos para os dois tipos de colunas encontram-se na Figura 21.

Perante estes resultados, optou-se pela HLB.
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Figura 21 - Comparagdo dos sinais obtido apds extragdo com colunas HLB e MAX dos vinte e
seis farmacos e estrogénios usados na escolha da coluna

As colunas MAX sao utilizadas em extracdes de permuta ibnica e sdo baseadas em
ligacOes electroestéticas. Estas sdo também mais adequadas a extracdo compostos mais
acidos. Para que esta troca de ibes ocorra tanto a fase estacionaria como a amostra deve

estar a um pH em que ambos estejam carregados. *

O método de extracdo escolhido € o que mais se adequa a este tipo de colunas (HLB)
uma vez que o acondicionamento é feito com metanol (polar) que permite a penetracao
no material adsorvente. A lavagem é feita com agua ultrapura molhando a superficie de
silica. Faz-se passar a amostra onde os analitos sdo retidos no adsorvente. A segunda
lavagem com agua ultrapura permite a remocao de impurezas. A elui¢édo é feita com um

solvente polar (metanol), retirando os analitos adsorvidos no material da fase sélida.?

5.2.2. AVALIACAO DO VOLUME DE ROTURA

Entende-se por volume de rotura o volume mais elevado de amostra que é possivel
passar através da coluna de extracdo e que proporciona a recuperagdo maxima do
composto. A partir de determinado volume percolado de amostra, a retencdo no
adsorvente deixa de ser a maxima possivel, sendo este volume variavel de acordo com

cada composto e o adsorvente em causa. *®

Os quatro volumes testados (100, 250, 500 e 750 mL), contendo a mesma concentracao

de analito e submetidos a iguais condicdes de extracdo, foram analisados no UHPLC-
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MS/MS. Os graficos resultantes da obtenc¢do do sinal direto de cada composto em funcéo

do volume apresentam-se abaixo na Figura 22.
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Figura 22 - Gréfico sinal obtido para cada composto vs volume extraido, usado na determinagao
do volume de rotura.

Na maior parte dos compostos, observa-se um sinal maximo na extracdo de 500 mL, e

um decréscimo no sinal obtido na extracdo de 750 mL. Em grande parte dos compostos
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também se verifica maior sinal para a extracdo de 100 mL em rela¢do ao volume extraido
de 250 mL. Este comportamento podera dever-se a eluicdo pela prépria amostra de
compostos previamente retidos ou aplicacdo de uma quantidade de analito que excede a
capacidade de retencdo do adsorvente (menos provavel porque os adsorventes atuais
tém alta capacidade de retencéo).®

5.3.  OTIMIZAGAO DO METODO ON-LINE-SPE-UPLC-MS/MS

Neste método de extrac@o por on-line-SPE-UPLC-MS/MS, efetuaram-se apenas alguns
testes modificando algumas condi¢cbes. No entanto, os resultados obtidos para esta
otimizagdo que sdo referidos abaixo, ndo foram exaustivamente testados devido a falta

de tempo e a impossibilidade de obter uma melhor separagdo cromatografia.

5.3.1. EscoLHA DO GRADIENTES

O primeiro gradiente avaliado foi meramente indicativo. Testou-se o gradiente usado no
método referido anteriormente de determinacdo por injecdo direta no UPLC-MS

(Gradientel) usando uma solucdo com concentragéo de 0,5ug.L™.

Verificou-se que seria necessario ajustar o gradiente para que os compostos fossem
extraidos e eluidos e seguidamente encaminhados para a coluna cromatografica de
forma a serem devidamente separados e quantificados. Em baixo apresentam-se as
condicbes e gradientes testados até serem obtidos os resultados desejados. A cor estédo

os valores que foram variados relativamente ao anterior:
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Tabela 10 - Gradientes e condi¢cdes de composi¢do de eluente e temperatura da coluna testados
no método de extragdo por on-line-SPE-UPLC-MS/MS

Gradiente | % Metanol % Agua t (min) Curva Eluente coll-Jrn(ita(OC)
20 80
60 40 6.00 6
1 100 0 8.00 6 5% MeOH 35
20 80 8.10 6
20 80 12.0 6
25 75
60 40 4.00 6
2 100 0 7.00 6 5% MeOH 40
100 0 8.00 6
25 75 13.0 6
25 75
60 40 4.00 6
3 100 0 7.00 6 10% MeOH 40
100 0 8.00 6
25 75 13.0 6
25 75
50 50 3.00 6
50 50 4.50 6
4 5% MeOH 40
70 30 6.00 6
50 50 8.00 6
25 75 12.0 6
5 95
100 0 6.00 6
5 100 0 8.50 6 5% MeOH 40
5 95 9.00 6
5 95 12.0 6
10 90
100 0 5.00 6
6 100 0 8.00 6 5% MeOH 40
10 90 8.10 6
10 90 12.0 6
10 90
100 0 6.00 6
7 100 0 9.00 6 5% MeOH 40
10 90 9.10 6
10 90 12.0 6
10 90
100 0 5.00 6
8 100 0 7.00 6 5% MeOH 40
10 90 7.10 6
10 90 12.0 6
15 85
100 0 5.00 6
9 100 0 7.00 6 5% MeOH 40
15 85 7.10 6
15 85 12.0 6
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O gradiente 9 foi o que apresentou melhores resultados. No entanto, 0s compostos

diazepam, fluoxetina, paroxetina e azitromicina apresentaram picos pouco consistentes.

O cromatograma que representa a separacdo dos compostos obtido pelo método

otimizado de on-line-SPE-UPLC-MS/MS encontra-se no Anexo B.

5.4. VALIDAGAO

541. LINEARIDADE/GAMA DE TRABALHO

Nas tabelas Tabela 11 e Tabela 12 estao representados para os métodos de SPE off-line

e SPE-on-line, respetivamente, as gamas de trabalho utilizadas, os valores de declive e

ordenada na origem da reta de calibracdo e respetivo coeficiente de correlacdo para cada

um dos 26 compostos em estudo. Todos eles nos dois métodos apresentam valores

aceitaveis quanto a linearidade apresentada com um coeficiente de correlacéo superior a

0,990.

Tabela 11 - Gama de trabalho para os 26 farmacos e estrogénios, as equagdes da reta e coeficientes de

correlacéo para a gama de linearidade obtida no método de extragdo por SPE off-line

SPE off-line
Gama de . . Coeficiente de

Composto trigallhlo/ Declive Ord. na Origem Correlago
Hidroclorotiazida 0,001-0,1 78718,30 + 0,03 5,361 + 0,002 0,9995
Ketoprofeno 0,001 -0,05 149229,80 + 0,08 -90,524 + 0,002 0,9963
Bezafibrato 0,01-0,1 180899,6 + 0,2 -1448,59 + 0,01 0,9921
Naproxeno 0,005 - 0,075 30428,64 + 0,06 26,800 + 0,002 0,9990
Diclofenac 0,005-0,1 129103,71 £ 0,08 -368,783 + 0,004 0,9979
Estrona 0,01-0,1 24001,8+0,1 154,590 + 0,006 0,9968
B-estradiol 0,001 -0,01 83307,4+0,1 -85,927 + 0,001 0,9938
17a-Etinilestradiol | 0,001 - 0,01 54447,14 + 0,2 -53,002 £ 0,001 0,9909
Fluoxetina 0,0025-0,05 | 9467834,54 + 0,06 24989,296 + 0,001 0,9983
Azitromicina 0,025 -10,25 700702,52 + 0,06 -9841,420 £ 0,007 0,9989
Ciprofloxacina 01-25 403123,48 + 0,04 23255,08 + 0,05 0,9990
Omeprazole 05-75 84,62 + 0,08 -36,3+0,3 0,9970
Furosamida 0,001 -0,05 64243,80 + 0,03 -25,8688 + 0,0007 0,9997
Bisoprolol 0,005-0,05 | 10533797,60+ 0,03 | 17338,9864 + 0,0007 0,9998
Paroxetina 0,001 -0,05 | 5887855,458 + 0,04 14882,973 + 0,001 0,9988
Nimesulida 0,001 -0,01 494782,29 + 0,08 -142,683 + 0,001 0,9979
Ibuprofeno 0,005 - 0,075 73650,4 £ 0,1 -80,755 £ 0,006 0,9949
Desogestrel 0,001 -0,05 800705,01 + 0,09 21943,954 + 0,002 0,9977
Progesterona 0,01-0,1 116314,91 + 0,05 304,503 + 0,003 0,9993
Paracetamol 0,001-0,1 239082,86 + 0,04 294,783 + 0,002 0,9991
Indapamida 0,0075-0,1 18477,7+0,1 -180,229 + 0,007 0,9956
Gemfibrozil 0,0025-0,05 | 311719,25+ 0,05 -493,927 + 0,001 0,9993
Simvastatina 0,025 -10,25 3865,8 + 0,1 183,88 + 0,02 0,9971
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Alprazolam 0,005 -0,075 382796,14 + 0,04 503,579 + 0,002 0,9992
Diazepam 0,005 -0,05 383961,62 + 0,06 385,571 + 0,002 0,9989
Bromazepam 0,0025-0,1 724142,34 + 0,04 -1461,931 £ 0,002 0,9994

Tabela 12 - Gama de trabalho para os 26 farmacos e estrogénios, as equacfes da reta e respetivos

coeficientes de correlacédo para a gama de linearidade obtida no método de extragcdo por SPE on-line

SPE online
Gama de . . Coeficiente de

Composto trigall_hlo/ Declive Ord. na Origem Correlacdo
Hidroclorotiazida 0,075-1,0 3542,1+0,1 -28,05 + 0,07 0,9956
Ketoprofeno 0,075-1,0 61603,41 + 0,05 -2699,53 + 0,03 0,9992
Bezafibrato 0,075-1,0 34678,2 0,1 -3119,90 + 0,06 0,9970
Naproxeno 0,25-7,5 3808,2+0,1 -170,6 £ 0,3 0,9971
Diclofenac 0,075-1,0 4558,3+0,1 -281,08 £ 0,06 0,9968
Estrona 0,075-1,0 251,72 + 0,07 -13,87 + 0,05 0,9983
B-estradiol 0,075-1,0 85,1+ 0,1 73,43 £ 0,06 0,9986
17a-Etinilestradiol 0,075-1,0 82,8+0,1 5,01 + 0,07 0,9960
Fluoxetina 0,075-1,0 6043,2+ 0,1 217,54 + 0,09 0,9938
Azitromicina 0,075-1,0 2294,7 £+ 0,1 1588,55 + 0,07 0,9946
Ciprofloxacina 0,075-1,0 643,3+0,2 193,4+0,1 0,9916
Omeprazole 0,1-25 97,96 £ 0,08 14,2+0,1 0,9980
Furosamida 0,075-1,0 26656,3 £ 0,1 -1527,25 + 0,06 0,9971
Bisoprolol 0,075-1,0 210960,1+ 0,1 -11819,88 + 0,07 0,9964
Paroxetina 0,075-1,0 11127,2+0,1 -424,94 + 0,09 0,9936
Nimesulida 0,025-0,5 88353,20 + 0,05 -1674,89 + 0,01 0,9992
Ibuprofeno 0,025-0,5 26677,9+0,1 -142,37 £ 0,03 0,9968
Desogestrel 0,01-0,25 | 570376,25+ 0,06 | 3806,072 + 0,007 0,9989
Progesterona 0,01-0,1 67078,0£ 0,2 -508,86 + 0,01 0,9917
Paracetamol 0,025-0,5 61385,3+0,1 306,86 + 0,02 0,9972
Indapamida 0,01-0,1 246375,1+ 0,1 -772,671 + 0,007 0,9958
Gemfibrozil 0,05-1,0 34458,6 + 0,1 670,37 £ 0,05 0,9967
Simvastatina 0,01 -0,25 19351,82 + 0,07 -21,871 £ 0,008 0,9986
Alprazolam 0,01-0,25 | 658477,62+0,02 | -2633,665 +0,002 0,9996
Diazepam 0,01 -0,25 358391,9+0,1 1254,70 £ 0,01 0,9954
Bromazepam 0,01 -0,25 94544,38 + 0,07 | -707,689 £ 0,008 0,9986
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5.4.2. LimiTE DE DETEGAO (LD) E LIMITE DE QUANTIFICAGAO (LQ)

Para estabelecer os limites de detecdo e de quantificacdo das substancias em estudo, foi
preparada uma reta de calibragio com 5 pontos para cada composto, distribuidos
uniformemente e perto do limite de detecédo esperado. Estes limites foram calculados de
acordo com as equacdes 1 e 2, referidas anteriormente. Na Tabela 13, podemos verificar
os valores de LD e os valores de LQ obtidos para o método por off-line-SPE e por on-line-
SPE-UPLC-MS/MS.

Tabela 13 - Valores dos limites de detecéo e quantificagdo obtidos pelo método de SPE off-line e

on-line
LD/ pg.L™" LQ/ pg.L™"
Composto
off-line  on-line | off-line on-line
Paracetamol 0,005 0,04 0,015 0,12
Hidroclorotiazida 0,003 0,10 0,010 0,32
Furosamida 0,0014 0,08 0,0042 0,26
Indapamida 0,009 0,009 0,029 0,027
Ketoprofeno 0,002 0,042 0,006 0,13
Bezafibrato 0,012 0,086 0,038 0,26
Bromazepam 0,0033 0,014 0,01 0,041
Naproxeno 0,0036 0,61 0,011 1,8
Alprezolam 0,0030 0,010 0,009 0,032
Diclofenac 0,0012 0,090 0,036 0,27
Nimesulida 0,0006 0,021 0,002 0,06
Estrona 0,0078 0,065 0,024 0,20
bestradiol 0,27 0,086 0,81 0,26
Etinilestradiol 0,023 0,101 0,069 0,31
Diazepam 0,0053 0,025 0,016 0,076
Ibuprofeno 0,008 0,043 0,024 0,13
Paroxetina 0,002 0,13 0,007 0,39
Desogestrel 0,005 0,012 0,01 0,036
Fluoxetina 0,0028 0,12 0,008 0,38
Progesterona 0,0036 0,013 0,01 0,038
Bisoprolol 0,0011 0,095 0,003 0,30
Gemfibrozil 0,002 0,090 0,006 0,27
Simvastatina 0,02 0,013 0,06 0,04
Azitromicina 0,011 0,10 0,03 0,31
Ciprofloxacina 0,1 0,15 0,3 0,44
Omeprazole 0,57 0,16 1,7 0,50

Podemos observar que tanto os valores de LD e LQ obtidos para o método por on-line-
SPE sdo maiores que o0s obtidos por off-line-SPE. Estes valores devem se

essencialmente aos valores obtidos de sy/x para este Gltimo método serem mais baixos.
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54.3. REPETIBILIDADE

A repetibilidade do método de SPE off-line foi estudada através da injecdo de 3
replicados do padréo 5 - 0,75 ug-L™ para a ciprofloxacina e omeprazole, 0,1 ug-L™ para a

simvastatina e azitromicina e 0,01 pg-L™ para os restantes compostos.

A repetibilidade do método de SPE on-line foi estudada através da injecdo de 5
replicados independentes do padrdo 5 - 0,75 ug-L™* para o grupo A, 0,1 pug-L™* para o
grupo B.

Na Tabela 14 e Tabela 15, estdo os valores da média da concentracao obtida na analise
do padrédo 5, o desvio padrao e o coeficiente de variacdo calculado através da equacéo 4
para os métodos de extracao por SPE-online e SPE-on-line.

Tabela 14 - Resultados média concentracdo, desvio padréo e coeficiente de variagéo dos 26

compostos em estudo pelo método de extracéo por SPE off-line

SPE off-ine
Composto Média / ug.L'1 Desvio Padréo CV (%)
Hidroclorotiazida 0,010 0,00084 8,8
Ketoprofeno 0,009 0,0010 11,9
Bezafibrato 0,013 0,00029 2,2
Naproxeno 0,007 0,00093 13,4
Diclofenac 0,010 0,00022 2,2
Estrona 0,013 0,0012 9,6
B-estradiol 0,010 0,00095 9,4
17a-Etinilestradiol 0,010 0,00039 4,2
Fluoxetina 0,011 0,00068 6,1
Azitromicina 0,095 0,0026 2,7
Ciprofloxacina 0,711 0,055 7,9
Omeprazole 0,623 0,103 16,6
Furosamida 0,010 0,00023 2,4
Bisoprolol 0,010 0,00050 4.9
Paroxetina 0,010 0,00055 55
Nimesulida 0,010 0,00072 7,1
Ibuprofeno 0,009 0,00080 9,1
Desogestrel 0,009 0,00098 10,6
Progesterona 0,009 0,0014 15,0
Paracetamol 0,009 0,0012 13,2
Indapamida 0,011 0,00057 54
Gemfibrozil 0,010 0,00051 5,2
Simvastatina 0,091 0,017 18,8
Alprazolam 0,008 0,0014 17,7
Diazepam 0,009 0,00039 4.3
Bromazepam 0,010 0,00066 6,4
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Tabela 15 - Resultados média concentracdo, desvio padrdo e coeficiente de variacdo dos 26

compostos em estudo pelo método de extracéo por SPE on-line

SPE on-line

Composto Média / ug.L™ Desvio Padréo CV (%)
Hidroclorotiazida 0,80 0,04 5,23
Ketoprofeno 0,78 0,04 5,40
Bezafibrato 0,64 0,06 9,40
Naproxeno 0,87 0,14 15,8
Diclofenac 0,76 0,11 14,0
Estrona 0,67 0,16 241
B-estradiol 0,68 0,13 18,4
17a-Etinilestradiol 0,75 0,10 13,1
Fluoxetina 0,83 0,13 15,6
Azitromicina 0,71 0,12 16,4
Ciprofloxacina 0,64 0,05 8,06
Omeprazole 0,81 0,12 14,7
Furosamida 0,79 0,05 6,00
Bisoprolol 0,65 0,10 15,1
Paroxetina 0,73 0,04 5,09
Nimesulida 0,103 0,007 7,06
Ibuprofeno 0,097 0,010 9,85
Desogestrel 0,096 0,013 13,4
Progesterona 0,10 0,012 12,5
Paracetamol 0,10 0,01 7,77
Indapamida 0,096 0,005 5,22
Gemfibrozil 0,10 0,01 15,3
Simvastatina 0,10 0,02 19,1
Alprazolam 0,12 0,01 8,44
Diazepam 0,087 0,045 51,9
Bromazepam 0,125 0,004 3,64

Os valores obtidos pelo estudo de repetibilidade para o coeficiente de variacdo, em
percentagem, encontram-se todos abaixo de 20% para todos 0s compostos nos dois

diferentes métodos, com excec¢do da estrona no método de extragdo por SPE-on-line.

5.4.4. RECUPERACAO

A percentagem de recuperacao foi calculada de acordo com a equacéo 5. Nas tabelas 16
e 17 apresentam-se os valores de percentagem de recuperagdo do método para as

técnicas de SPE-off-line e SPE-on-line, respetivamente.
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Tabela 16 - Percentagem de recuperagéo dos compostos usando o método de SPE off-line e desvio padréo

relativo
SPE off-line
Composto Recug/eo)ragéo RSD Composto Recu([z)/eo)ragéo RSD
Hidroclorotiazida 88,1 15,78 Bisoprolol 92,6 7,10
Ketoprofeno 106,8 2,17 Paroxetina 108,3 6,7
Bezafibrato 82,4 8,53 Nimesulida 83,9 2,8
Naproxeno 97,3 7,07 Ibuprofeno 108,9 10,16
Diclofenac 75,7 10,10 Desogestrel 64,0 13,6
Estrona 97,8 24.9 Progesterona 90,8 17,0
B-estradiol 85,6 8,4 Paracetamol 105,6 2,6
17a-Etinilestradiol 97,2 7,9 Indapamida 51,2 2,0
Fluoxetina 94,2 6,4 Gemfibrozil 89,9 15,1
Azitromicina 103,2 2,01 Simvastatina 118,1 5,3
Ciprofloxacina 106,3 10,9 Alprazolam 88,6 7,8
Omeprazole 58,1 13,4 Diazepam 74,8 8,4
Furosamida 96,8 6,86 Bromazepam 54,7 6,9

Tabela 17 - Percentagem de recuperagdo dos compostos usando o método de SPE on-line e desvio padrao

relativo
SPE on-line

Composto Recug)/((a))ragéo RSD Composto Recu(p:)/eo)ra(;éo RSD
Hidroclorotiazida 109,3 10,8 Bisoprolol 77,7 12,1
Ketoprofeno 75,8 7,7 Paroxetina 76,3 21,9
Bezafibrato 82,7 10,6 Nimesulida 75,8 6,1
Naproxeno 71,39 11,3 Ibuprofeno 110,4 11,1
Diclofenac 81,4 7,6 Desogestrel 79,9 13,4
Estrona 94,8 8,3 Progesterona 85,8 14,4
B-estradiol 119,1 18,7 Paracetamol 102,1 5,9
17a-Etinilestradiol 79,4 18,9 Indapamida 62,7 7,1
Fluoxetina 101,4 11,6 Gemfibrozil 99,1 7,6
Azitromicina 85,3 17,7 Simvastatina 100,6 7,6
Ciprofloxacina 92,0 14,0 Alprazolam 76,1 13,5
Omeprazole 94,6 15,4 Diazepam 63,7 4.7
Furosamida 104,1 49 Bromazepam 103,8 52

Dos resultados apresentados nas Tabelas 16 e 17 verifica-se que as percentagens de
recuperacdo dos compostos estudados variam entre 51.2% e 118,1% para 0 método com
extracdo por off-line-SPE e entre 62,7% e 110,4% para o método com extragcdo por SPE-
on-line. Nos dois métodos a percentagem média de recuperacgéo € de 89,3 para o SPE-

offline e de 88,7 para o SPE-on-line.
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5.5. APLICAGAO DOS METODOS A AMOSTRAS DO RIO LECA

As amostras do Rio Leca foram analisadas pelo método de SPE-off-line-UPLC-MS/MS e
pelo método de SPE-online-UPLC-MS/MS sendo usado o método da curva de calibracéo.

No método de SPE-offline, o extrato obtido foi medido trés vezes pelo método de injecéo
direta no UPLC-MS/MS. Para a andlise da amostra pelo método de on-line-SPE-UPLC-
MS/MS, foram realizadas 5 medi¢Ges independentes.

Na Tabela 18, é apresentado a média da concentracdo obtida para cada composto,
desvio padrao e coeficiente de variagao.

Tabela 18 - Valores da média das concentragdes obtidas na amostra do rio Leca pelo método de
SPE-on-line-UPLC-MS/MS

SPE off-line SPE on-line
composto R'J’g'_‘l_ef?a RSD ng 162 | RsD
Hidroclorotiazida 0,15© - 0,17 ® 10,41
Ketoprofeno 0,049 9,1 0,053 ® 17,99
Bezafibrato 0,074 10,6 0,090 ® 0,64
Naproxeno 0,053 25,3 0,046 © 2,18
Diclofenac 0,058 14,5 0,071 @ 15,37
Estrona - - - -
B-estradiol - - - -
17a-Etinilestradiol - - - -
Fluoxetina - - - -
Azitromicina 0,027 12,3 - -
Ciprofloxacina - - - -
Omeprazole - - - -
Furosamida 0,051 © 9,8 0,059 @ 1,31
Bisoprolol 0,065 14,8 0,21 ® 11,18
Paroxetina - - - -
Nimesulida - - 0,020 @ 5,2
Ibuprofeno 0,019 15,7 0,016 @ 6,94
Desogestrel - - - -
Progesterona - - - -
Paracetamol 0,001@ 15,8 - -
Indapamida - - 0,01 ® 207,04
Gemfibrozil 0,008 54 - -
Simvastatina - - - -
Alprazolam 0,006 48 0,005 @ 12,4
Diazepam 0,001 © 70,3 - -
Bromazepam - - - -

@

- valores inferiores a LD; ® - valores inferiores ao LQ e superiores ao LD; © — valor esta

fora da gama de trabalho
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Os resultados obtidos para o método de andlise por UPLC-MS/MS com extragdo por
SPE-off-line encontram-se abaixo daqueles que foram conseguidos com o método
automatizado de on-line-SPE-UPLC-MS/MS. Isto podera dever-se a eventuais perdas no
processo de extracdo off-line-SPE, uma vez que este possui mais passos e, como tal,
introduz mais erros. No entanto esses valores, ao contrario do método automatizado,
estdo acima do LQ obtido para esse método, com a excec¢do da hidroclorotiazida e a
furosemida, que se encontram acima do limite mais alto da gama de trabalho e o

diazepam que se encontra abaixo do limite mais baixo.

Os compostos azitromicina, paracetamol, gemfibrozil e diazepam foram apenas
detetados pelo método de determinacdo usando a extracdo por off-line-SPE. Os
compostos nimesulida e indapamida apenas foram detetados pelo método de
determinacédo por on-line-SPE-UPLC-MS/MS.

Os resultados obtidos da andlise da amostra por on-line-SPE-UPLC-MS/MS para os
farmacos detetados estdo abaixo do limite de detecdo e quantificacdo calculados
teoricamente. Os farmacos hidroclorotiazida, ketoprofeno, bezafibrato, bisoprolol e
indapamida encontram se acima do limite de detecdo mas abaixo do limite de

guantificacdo. Os restantes compostos nédo foram detetados.
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No decorrer do desenvolvimento do trabalho foram otimizados alguns parametros e
condicbes experimentais no método de analise por UPLC-MS/MS. Esses parametros, tais
como, as condicdes de ionizacdo e fragmentacdo e a composicdo da fase mével, foram
efetuados no sentido de proporcionar a melhor separacdo cromatografica dos 26

compostos em estudo e a sua detecdo e quantificacao.

A detecdo por espectrometria de massa por triplo quadrupolo, no modo positivo e
negativo para aquisicdo de dados, revelou ser adequada em termos de sensibilidade e

especificidade, garantindo também uma boa avaliacdo quantitativa dos analitos.

As condi¢cbes cromatogréficas de separagéo pelo método direto demonstraram uma boa
separacao dos farmacos e estrogénios, com picos bem definidos e boa quantificacdo dos
padrdes e amostras, num intervalo de 12 minutos. Essas condi¢cdes sdo constituidas por
uma fase mével com gradiente de agua e metanol e a preparagédo da solucéo, acidificada

com acido férmico 10 mM.

Para a extracdo em fase solida, SPE, foi a coluna de extracdo HLB a que mostrou ser
mais adequado aos compostos em estudo e o volume de rotura de 500 mL o volume para

o qual a retencdo do adsorvente é maxima.
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Assim, na analise da agua do Rio Le¢a por UPLC-MS/MS com prévia extracdo por SPE
foram detetados e quantificados os farmacos ketoprofeno (0,049 pg.L-1); bezafibrato
(0,074 pg.L-1); naproxeno (0,053 pg.L-1); diclofenac (0,058 ug.L-1); azitromicina (0,027
Mg.L-1); bisoprolol (0,065 pg.L-1); ibuprofeno (0,019 pg.L-1); gemfibrozil (0,008 ug.L-1) e
alprazolam (0,006 pg.L-1).

Os limites de detecdo e quantificacdo também foram avaliados e encontram-se abaixo
dos valores de concentracdo obtidos para estes farmacos com exce¢ado do paracetamol.
Os farmacos hidroclorotiazida e furosemida e diazepam apresentam valores de

concentracao fora da gama de trabalho determinada para cada composto.

O método on-line-SPE-UPLC-MS/MS garantiu com as condi¢des escolhidas — gradiente
temperatura da coluna e composicdo do eluente - uma boa separacdo dos compostos
também em 12min. No entanto, este método necessita de alguns ajustes a fim de poder
apresentar uma melhor separacdo e definicAo dos picos dos compostos diazepam,

fluoxetina, paroxetina e azitromicina.

Para o método de determinacdo por on-line-SPE-UPLC-MS/MS, obtiveram-se limites de
detecdo altos, quando comparados com o anterior método. Os valores de concentracao
dos compostos detetados, presentes também na amostra sujeita ao processo de extracao
manual foram ketoprofeno (0,053 ug.L-1); bezafibrato (0,090 pg.L-1); naproxeno (0,046
Mg.L-1); diclofenac (0,071 pg.L-1); bisoprolol (0,21 pg.L-1); ibuprofeno (0,016 ug.L-1); e
alprazolam (0,005 pg.L-1) com excecdo da azitromicina, paracetamol, gemfibrozil e
diazepam, que este método ndo detetou e a indapamida (0,01 pg.L-1); e a nimesulida
(0,020 ug.L-1) que foi detetada por este método mas nao pelo anterior. Estes valores

encontram-se todos abaixo do LQ teoricamente calculado.

Este estudo é o inicio de um caminho que pode vir a ser feito no ambito de determinagéo

e quantificagédo de diversos poluentes emergentes.
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ANEXOS

Anexo A.

Cromatograma da separacao dos

UPLC-MS/MS

compostos

em estudo obtido pelo método otimizado de off-line-SPE-
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Anexo B.

Cromatograma da separacao dos compostos em estudo obtido pelo método otimizado de on-line-SPE-
UPLC-MS/MS
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20140703 01_40 Sm (Mn, 345)
1001

u
%

0

17 MRM of 2 Channels ES+
TIC {Progesterona)

&.00 600
20140703 _01_40 5m (Mn, 345
1007

%

0

1060 | 1080
24: MRM of 2 Channels ES-
TIC (Etinilestradiol

&.00 600
20140703 _01_40 5m (M, 345
1007

=

1060 | 1080
22: MRM of 2 Channels ES-
TIC (bestrasiol]

0

&.00 600
20140703 _01_40 5m (Mn, 345}
1001

0

1060 | 1080
16: MRM of 2 Channels ES-
TIC (Mimesuiida)

&.00 600
20140703 _01_40 5m (M, 345
1007

=

0

1060 | 1080
15: MRM of 2 Channels ES-
TIC (Gemfiarozil
97584
Area

&.00 600
20140703 _01_40 5m (M, 345
1001

%

1060 | 1080
11: MRM of 1 Channel ES-
TIC (Desngestrel]

Inés de Castro Ribeiro

T T Time
10.60 1080

75



ANEXOS
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20145903 _01_40 Sm (Mn, 8x7)

2 MRM 0f 2 Channels ES+

1004 8.43 TIC (Azitromicina;
=
6.66
36677
o T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1.50 2.00 2.40 3.00 3.40 400 4.50 5.00 §.80 6.00 6.40 700 7.80 8.00 8.40 9.00 g.40 10.00 10.50 11.00 11.50
20140813_11 Sm (Mn, 5x7) 4 MRM Of 2 Channels ES+
100 B.32 TIC (Fluoxeting)
=
o T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 250 300 350 4.00 4.80 500 5480 6.00 650 7.00 750 8.00 850 9.00 950 10.00 1050 11.00 1150
20140813_11 Sm (Mn, 5x7) 11: MRM of 2 Channels ES+
1001 6,22 TIC (Paroxeting)
=
o T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
150 200 250 300 350 4.00 4.80 500 5480 6.00 650 7.00 750 8.00 850 9.00 950 10.00 1050 11.00 1150

Inés de Castro Ribeiro



78

Inés de Castro Ribeiro



