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RESUMO

Neste trabalho estudou-se o0 desenvolvimento deodwoleigia analitica para a
determinacdo e quantificacdo de sete anti-inflarm6ndo esteroides, amplamente
consumidos para tratamento humano, além da cafelagerminada como marcador

antropogénico, em amostras aquosas ambientais.

Os analitos estudados foram acetaminofeno (A@p&alicilico (AS), cafeina (CA),
cetoprofeno (CE), diclofenaco (DC), dipirona (DBuprofeno (IB) e naproxeno (NA) .
Como padrao internos, foi utilizado o lindano (LI).

A determinacdo destes analitos foi realizada zatnido-se cromatografia a gas
acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) uatlizaMSTFA/Imidazol como
derivatizante. As condi¢gOes para a reacdo de dieag¢do foram otimizadas utilizando o
planejament@®oehlert.

O procedimento de pré-concentragcdo utilizado fexaacdo em fase sélida (SPE),
tendo como sorvente um sistema de fase poliméeicarsa. O procedimento de SPE foi
baseado em trabalhos publicados na literatura,moetanol e agua (ajustada a pH 3,0) para o

condicionamento e eluicdo com acetonitrila.

Os parametros de desempenho do método, como racépe linearidade, limite de
deteccao, limite de quantificacdo, repetitividadaegprodutibilidade foram avaliados de
acordo com as normas estabelecidas pela ANVISAMERRO. Os limites de deteccao
ficaram entre 1,09 e 1079,14 ng & os de quantificacd entre 3,63 e 3597,12hg L

Apéds as definicbes em relacdo ao método, amodeaggua do Arroio Dildvio (em
Porto Alegre — RS) e de uma Estacao Piloto demreri¢o de efluente pertencente ao Instituto
de Pesquisas Hidraulicas (IPH/UFRGS) , foram amddis para avaliar a presenca destes
analitos. As amostras da ETE-piloto do IPH, foraie@adas nos meses de janeiro e fevereiro
e as amostras do Arroio Dilavio também foram calasano mesmo periodo. Considerando as
amostras reais analisadas em algumas foram detecégaém outras quantificados os anti-
inflamatorios estudados. Nas amostras que esteposbos foram quantificados, a faixa de

concentracao variou entre 0,09 e 23,16 'ﬁg L

Palavras-Chave: Anti-inflamatorios; derivatizacdo; SPE, GC-MS e omtnas aquosas

ambientais.
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ABSTRACT

In this work the development of an analytic metHodg was studied to determine
and quantify seven non-steroidal anti-inflammatdrygs, widely used in human treatment,
and caffeine considered an anthropogenic marker.

The compounds studied were acetaminophen (AC)cydaliacid (AS), caffeine
(CA), ketoprofen (CE), diclofenac (DC), dipyroneR} ibuprofen (IB), naproxen (NA) and
lindane (LI) as internal standard.

The determination of these compounds was perforassly gas chromatography
coupled to mass spectrometry (GC-MS) with deridion of the target analytes using
MSTFA/Imidazole. The derivatization conditions wegimized withDoehlertdesign.

Solid phase extraction (SPE) with a polymeric regdrsolid phase was used as a
pre-concentration system. The SPE procedure conditivere based previously established
data in the literature, using methanol and watdjuéed to pH 3.0) for the conditioning step
and acetonitrile for the elution step

The performance parameters, such recovery, ligedetection limit, quantification
limit, repeatability and reproducibility were evated according to ANVISA and INMETRO
determinations. The detection limits was in thegemof 1,09 and 1079,14 ngt and the
quantification limits 3,63 and 3597,12 git.L

After method establishment, samples from a pilewage treatment plant and river
water, both in Porto Alegre-RS, were analysed. 3@m@ples were collected in January and
February 2012, both in the pilot plant and in ther water. In some real samples the
antiinflammatories were detected and in others passible quantify. In the samples were

the analytes were quantified, the concentratiogeamas 0,09 to 23,16 pg'L

Keywords: Antiinflammatories, derivatization, SPE, GC-MS aadvironmental aqueous
samples.
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1. INTRODUCAO

O estudo do impacto da poluicdo quimica, durantéltamas décadas, tem focado
guase que exclusivamente em poluentes convencigo@ismostram persisténcia no meio
ambienté. Este espectro de produtos, entretanto, consiitiente uma parte do potencial
poluente ao qual o meio ambiente esta exposto.

Os farmacos pertencem a um grupo de substanciapgueuito tempo, foi lancado
no meio ambiente com muito pouca atencdo. Porgrarta da década de 90, observa-se um
maior interesse de pesquisadores ambientais enzareastudos referentes a ocorréncia,
destino, quantificacdo, monitoramento e remocadadmacos em ambiente aquatico, por
serem frequentemente encontrados em amostras daibie@m concentracdo na faixa de
ng L* e ng L}, sendo, inclusive, persistentes aos tratamentasicps aplicados nas estacdes
de tratamento de esgoto (ETE)

Estima-se que a maior fonte de poluicdo das agorafpnacos seja pela excrecao
de humanos e animais, tanto na sua forma inaltecadato metabolizada, ou, até mesmo,
conjugada com outras moléculas polares, como, yemglo, na forma de glicuronidéos
Sugere-se, ainda, que outras fontes como emissteenentes de sitios de producéo,
derramamentos acidentais em industrias, descarteediicamentos excedentes ou fora do
prazo de validade em domicilios e vazamentos pientes de redes de esgoto, contribuem
significativamente para a contaminacéo ambiérital

Sabe-se que uma significante por¢ao dos farmasesudados em esgoto é composta
por analgésicos e anti-inflamatorios, classificadoso anti-inflamatdrios nédo esteroides
(AINEs), os quais sao utilizados respectivamente @diviar sintomas de dor e combater
processos inflamatériGsEssa classe de farmacos esta entre as mais ddasuno mundo,
sendo estimada sua utilizacdo por 30 milhdes deopsgliariamenteNo Brasil, geralmente,
nao sao publicados dados referentes a venda dedasnpor classe terapéutica. Contudo,
observa-se que os AINEs sdo amplamente utilizads gue sua compra, na maioria dos
casos, ndo requer prescricdo mética

O monitoramento desses compostos € relevante, entres, pelo fato de que,
segundo a Agéncia Nacional de Aguas (ANA), menosietade do esgoto gerado é coletado
e apenas cerca de um terco desse volume é encamiphea tratamenfoPortanto, grande
parte desses compostos, e respectivos metabosifas, diariamente lancados ao meio,

podendo interagir livremente com a fauna e flocar@tando em possiveis danos ambientais.



Pesquisas dos ultimos cinco anos demonstram untecrt&s monitoramento de
AINEs por cromatografia a liquido acoplada a espewttro de massas etandem(LC-
MS/MS), tendo como técnica de preparo de amostvdracdo em fase solida (SPE). Porém,
a analise de AINEs por cromatografia a gas acopaédspectrometria de massas (GC-MS),
tendo como técnica de preparo de amostra a SPEdagueio processo de derivatizat#o
amplamente difundida'® ** 2 Com isso, este trabalho propde o desenvolvimdatom
meétodo analitico mais acessivel, economicamentsedenplementado, baseado em GC-MS
para que a analise de AINEs possa se tornar unma rein laboratorios ambientais. Além
disso, tendo esse panorama em vista, este trapadtende realizar levantamento pioneiro na
regido metropolitana de Porto Alegre — RS, relaiona presenca de anti-inflamatérios em

aguas residuarias e aguas superficiais.



2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a presenca de anti-inflamatorios ndo egles (AINES) em &guas
superficiais, afluente e efluente urbano de umacéstpiloto de Porto Alegre — RS.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Implementar e validar uma metodologia analiticaapdeterminacdo de anti-
inflamatorios ndo esteroides em aguas superficelisente e efluentes urbanos,
utilizando cromatografia a gas acoplados a espeetria de massas;

b) Otimizar as condicdes da reacdo de derivatizacd® aldi-inflamatérios néo
esteroides para analise por cromatografia a gas;

c) Avaliar as etapas do processo de preparacdo ddrampsr extracdo em fase solida
para a andlise de anti-inflamatorios néo esterpides

d) Monitorar a ocorréncia/remocéao dos farmacos nasaasreais;



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 CONTAMINANTES EMERGENTES

Durante muitos anos, a analise de contaminantegeatals determinou a presenca
de agrotéxicos, gases poluentes, derivados do Ipetr@ntre tantos outros, que sao
designados como poluentes convencionais. Atualmemte ndmero muito grande de
compostos organicos sintéticos é produzido parawna domeéstico e industrial, sem ter
conhecimento acerca das consequéncias destes pauziente e para 0s seres Vvivos.

Compostos que apresentam potencial poluente, cemgeen uma nova classe de
contaminantes. Estes novos compostos chamados atomrantes emergentéd” que
correspondem aos contaminantes que recentemerdaen fafentificados com potencial
poluente. Sua principal caracteristica € ndo pmeg@srsistir no meio ambiente para causar
efeitos negativos, visto que suas altas taxasatsformacdo e remogdo sao compensadas
pela continua introducdo ao meio, podendo levétaa eoncentracées em longo prézo

Esse grupo de compostos, que tem como exemplosadas e produtos de higiene
pessoal (PPCPs, do ingl®harmaceuticals and Personal Care Prodjictdesreguladores
endadcrinos, percloratos e retardantes de chamaall@sntem chamado atencéo por serem
liberados em quantidades pequenas, mas continugm@pesar de serem designados como
contaminantes emergentes, estes vem sendo utséizagla populacdo ha décadas, portanto,
sua presenca no ambiente ndo é recente.

O constante lancamento desses compostos no ambientewuard ocorrendo
indiscriminadamente enquanto as tecnologias deantextto convencionais forem
consideradas satisfatorias para os padrdoes regotatdara melhorar essa situacédo, a
legislacdo € a principal forca na quimica analitingiental. Pesquisadores avaliam o efeito
de substancias no ambiente e, quando estes a@msepbtenciais negativos sao
regulamentados através de listas de poluentesit@rios sendo incluidos em diferentes
legislacoe¥.

Os contaminantes emergentes ainda ndo se encoetrartistas regulatérias de
poluentes ambientais, pois os efeitos que os mesaaosam ao ambiente (riscos e dados
ecotoxicoldgicos) ainda ndo sdo totalmente conbedmas dependendo dos resultados

obtidos em pesquisas, poderao vir a ser regufados



3.2 OS FARMACOS

Os farmacos compreendem uma classe de contamiremtagentes, que pode ser
considerada a mais importante, pois seu consunigeh mundial estd cada vez maior, tanto
pela qualidade de vida das pessoas, como tambéamgelia de idade da populacédo estar
aumentando nas ultimas décadas. Além disso, s& detum grupo muito numeroso e
heterogéneo de compostos, 0s quais séo sintetizado® propoésito de curar enfermidades,
prevenir infeccdes e reduzir sintorhfa®©s farmacos s&o langados no meio ambiente h& muit
tempo, contudo, apenas recentemente, com o avas¢techicas instrumentais de analise e
preparo de amostras, se tornou possivel a detelgsEas substancias e assim, possibilitou
estudar o problema que estes podem acarretar asigtema.

Embora sejam lancados ao meio ambiente ha muitpdaeaté recentemente, pouca
atencdo foi dada a esses compostos no que se asefEnes efeitos no meio ambiente. Nos
anos 70 surgiu pela primeira vez o interesse daunmade cientifica por farmacos no meio
ambiente, mais especificamente pelo efeito dos twiws. Durante a década de 80, porém, as
atencdes se voltaram para os efeitos dos contategnannvencionais, deixando de lado os
compostos farmacéuticos. Nos anos 90, novament&raosacos chamam a atencdo de
pesquisadores e a partir de entdo, comecam a teeladgs mais profundamente sobre os
efeitos destes para os organismos Vitos

O primeiro estudo sobre a presenca de hormoniadgesas foi publicado em 1965, e
demostrou que os esteroides ndo eram completarekmi@ados durante o tratamento de
aguas residudis Outros trabalhos, demonstrando a presenca dedh@snhumanos em
aguas foram publicados nos anos 70 € 8) Porém, mesmo a relacéo destes contaminantes
com efeitos toxicolégicos em peixes, ndo fez com sgi fosse dada a devida ateAtaOs
primeiros trabalhos demonstrando a presenca ddupsside farmacos no meio ambiente
aquatico foram publicados nos Estados Unidos e, l&stando centrados principalmente no
acido clofibrico, o metabdlito de trés reguladdiefslicos bem conhecidds Na Europa, 0s
primeiros estudos sobre a presenca de farmacoseimambiente foram descritos no Reino
Unido e revelaram que os farmacos estavam presemesiguas em concentracdes de
aproximadamente 1 pgi®

Atualmente, se percebe na literatura um numeroangiande de estudos que
evidenciam farmacos de diferentes classes terap8utho ambiente aquatico. Estes
compostos causam efeitos para os seres vivos eogi&titerrestres devido suas propriedades
biologicas e também, pela possibilidade de bioatagho, contudo, esses efeitos ainda ndo

sao totalmente conhecidos. Além disso, os sistemagencionais de tratamento de efluentes
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ndo foram projetados para eliminar residuos de déos) isso nos leva a uma situacdo de
continuo despejo destes compostos no ambientei@guatoblematica a qual faz com que
seja necessario o estudo de novos sistemas deérsmde efluentés

As principais categorias de farmacos de consumoahaone 0s seus principais
representantes utilizados que sdo mais comumeteeta@gos no ambiente sdo mostrados na
tabela 1.

Tabela 1. Principais classes terapéuticas de farmacos e aiogpfarmacéuticos mais comumente

encontrados em efluentes e no meio ambiente.

CLASSE TERAPEUTICA FARMACOS MAIS DETECTADOS NO MEIO

AMBIENTE

Antibioticos Amoxicilina, sulfametoxazol,

AINEs Acido  salicilico, acetaminofeno, Ibuprofeno,
fenoprofeno, cetoprofeno, naproxeno, diclofenaco,
dipirona.

B-bloqueadores Metoprolol, propranolol, nadolol, atenolol, sotalol
betaxolol.

Reguladores lipidicos Bezafibrato, genfibrozil, &cido clofibrico, fenaféte,
pravastatin, mevastatin

Farmacos de psiquiatria Carbamazepina, fluoxetiaagepam.

Esteroides e hormdnios 17B-estradiol, estrona, tietinilestradiol, gestodeno,
drospirenona.

Outros Cafeina

Além desses compostos, a cafeina € muito moniteadastudos, pois € utilizada
como marcador de contaminagdo antropogénica (aekulia atividade humana) por aguas
residuais domésticas em aguas superfféiallém disso, a cafeina também é amplamente
utilizada concomitantemente com outros principidga para incrementar a efetividade dos
mesmos.

Em relagcdo ao uso humano, a principal via de eatdadfarmacos no meio aquatico
€ a excregdo. ApOs a administracdo, os principtogsa podem ser excretados como
substéancia ativa inalterada ou na forma de metabolDutras vias de exposicdo ambiental
aos farmacos sédo os efluentes hospitalares, apdisaga terra (solidos bioldgicos, por
exemplo) e disposicdo direta no ambiente (elimioadg produtos vencidds) Com isso, o
controle da emissao de farmacos no meio ambientersa complexo, pois suas fontes de

contaminacao estdo muito dispersas (efluentes dmmgshospitalares, industriais, etc.)



Uma provavel rota dos farmacos no ambiente é muzstra figura 1.
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Figura 1. Rota dos farmacos no meio ambiénte

Muitas toneladas de medicamentos séo produzidadraente e utilizadas tanto na
medicina humana quanto veterinaria. Geralmenterodugdo exata ndo é publicada na
literatur&, mas o que se sabe é que o Brasil pertence ao gag maiores consumidores
mundiais de fArmacos, juntamente com paises conamldss Unidos, Franca e Alemafhha
Por apresentarem concentracdo ambientes aquatixdssimas, em nivel de traco e ultra
traco (Ug e ng 1), sua identificacdo somente se torna possivebgras técnicas de deteccéo
sensiveis, como a espectrometria de massas.

Dentre as varias classes de farmacos existentesaiasabordadas em publicacbes
cientificas em diferentes matrizes aquosas saatesflamatoérios, analgésicos, antibioticos,
reguladores de lipidios, esteroides e horménicaci@biados, betabloqueadores e remédios
empregados em terapias contra c&icé? Dentro dessas classes, um grande nimero de
farmacos tem sido detectado em efluentes aquatieostsos naturais, sedimentos e sdlos
Estudos demonstram que varias dessas substanciasaadompletamente removidas nas
Estacbes de Tratamento de Efluentes (ETES) tabela 2 nos mostra os niveis de
concentracdo de farmacos mais representativos gadoa no meio ambiente aquatico de

diferentes paises.



Tabela 2. Concentragdo dos farmacos mais detectados no mbiierete aquéatico em diferentes

paises do munda

CONCENTRACAO  LOCALIZACAO REFERENCIAS
FARMACOS MEDIA (MIN-MAX)
(ng/L)
(<L.D.-80) 2 rios, Suica 30
(7-12) Lago, Suica %
200 95 correntes, EE.UU st
70 Rios, Alemanha 3
(<L.D.-674) Canais, N. Orleans %
Ibuprofeno (<L.D.-34) Rio, N. Orleans 4
(<L.D.-928) Estuérios, R. Unido %
(<L.D.-200) Pocos, Berlin %
60 (L.D.-150) Rio, Espana -
_ agos, rios, Coreia do su
ig E<1|_1 I:D%?)l?) Rio, Italia 3
110 95 correntes, EE.UU 3
(25-65) Rio, N. Orleans 3

Acetaminofeno

20 <L.D.-110)
42 <L.D.-250)

Rio, Japéao
Rio, Espanha

40
37
38

33 (4-73) Lagos, riosCoreia do Sul
13 KL.D.-66) Rios, Alemanha o
(<L.D.-50) Rio, Brasil €
(<L.D.-380) 2 rios, Suica 30
(4-10) Lago, Suica 0
70 Rios, Alemanha %
Naproxeno (<L.D.-145) Canais, N. Orleans %
(<L.D.-135) Rio, N. Orleans 34
33 (L.D.-50) Rio, Espanha ¥
11 (2-18) Lagos, riosCoreia do Sul %8
5 (L.D.-32) Rios, Alemanha 4
(<L.D.-195) Estuérios, R. Unido %
2.2 €L.D.-3.3) Rio, Japédo 40
(<L.D.-380) Pocos, Alemanha 3
: 29 <L.D.-60 Rio, Espanha 37
Diclofenaco 3 (5_7) ) Lagos, riosCoreia do Sul 8
27 (L.D.-69) Rios, Alemanha o
(<L.D.-590) Subterranea, Alemanha “
Indometaci 11 <L.D.-16) Rio, Japao a0
ndometacina (<L.D.-10) Rio, Espanha 37
. (17-123) Lago, EE.UU 4
Codeina 40 (L.D.-54) Rios, Roménia 4
. (6-13) Lago, EE.UU =
Hidrocodona 2 (1-2) Lagos, riosCoreia do Sul 38
26 <L.D.-170) Rio, Japao a0
Bezafibrato 8 (<L.D.-10) Rio, Espanha ¥
2 (<L.D.-3) Rio, Italia 39
(<L.D.-340) Pocos, Alemanha 3
i : 46 (<L.D.-60) Rio, Espanha 87
Genfibrozi 7 (2-9) Lagos, riosCoreia do Sul %

Rios, Alemanha

41




8 (<L.D.-27)

35

Propranolol (<L.D.-56) Estuarios, R. Unido
8 (<L.D.-46) Rio, Japdo A0
Atenolol 72 (<L.D.-250) Rio, Espanha ¥
17 L.D.-41) Rio, Italia 3
(10-320) 2 rios, Suica %
(30-55) Lago, Suica 30
250 Rios, Alemanha %
(43-114) Rio, N. Orleans 3
Carbamazepina (<L.D.-570) Subterranea, Alemanha 5
(14-35) Lago, EE.UU 43
30 <L.D.-110) Rio, Espanha 87
25 (5-61) Lagos, riosCoreia do Sul %
(<L.D.-900) Subterranea, Alemanha 42
Diazepam (3-62) Lago, EE.UU j:
31 <L.D.-34) Rios, Roménia
27 95 correntes, EE.UU 2‘11
<L.D.-5 Rio, N. Orleans
Estrona (24 : Aquifero, Austrélia a6
4 (2-5) Lagos, riosCoreia do Sul 8
. 9 95 correntes, EE.UU i
17B-estradiol (<L.D.-5) Rio, N. Orleans 3
17a-etinilestradiol 73 95 correntes, EE.UU 3
(<L.D.-569) Estuérios, R. Unido ®
Trimetoprima 11 KL.D.-20) Rio, Espanha ¥
4 (3-5) Lagos, riosCoreia do Sul %8
38(<L.D.-160) Rio, Japdo ;“;
<L.D.-110 Subterranea, Alemanha
Sulfametoxazol (20 (2-36) : Lagos, riosCoreia do Sul %8
(<L.D.-410) Subterranea, Alemanha 42
17 <L.D.-30) Rio, Espanha 37
Eritromicina 3 (2-5) Lagos, riosCoreia do Sul 8
3 (<L.D.-16) Rio, Iltalia 39
Azitromicina 7 (<L.D.-70) Rio, Japdo ‘3‘3
8 (<L.D.-20) Rio, Espanha
Tamoxifen (<L.D.-71) Estuarios, R. Unido *
Diatrizoato (1600-9600) Subterranea, Alemanha i
. 134 (20-361) Lagos, riosCoreia do Sul %
lopromida
lopamidol (<L.D.-300) Subterranea, Alemanha i
Ciclofosfamida 55 (<L.D.-65) Rios, Roménia a4
Furosemida 15 <L.D.-21) Rio, Jap&o ‘3“;
4 (<L.D.-67) Rio, ltalia
Ranitidina 1.3 KL.D.-4) Rio, Itdlia %
(5-50) Lago, EE.UU 3
Pentoxifilina 1.6 Lagos, riosCoreia do Sul 3
239 KL.D.-299) Rios, Roménia a4
(<L.D.-30) Rio, Brasil 2
(<L.D.-19) Mar do Norte a7
Acido clofibrico (<L.D.-30) 2 rios, Suica %0
(6-8) Lago, Suica %0

66

Rios, Alemanha
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(3-27)

Rio, N. Orleans

34
35

(<L.D.-111) Estuarios, R. Unido

(<L.D.-7300) Pogos, Alemanha %

(<L.D.-170) Agua bebida, Alemanha %

11 (10-20) Rio, Espanha 37
Acido salicilico (<L.D.-1225) Pogos, Alemanha %

4-Formilaminoantipirina

272 (103-510)

Rios, Roménia

44
41

(4-FAA) 227 kL.D.-707) Rios, Alemanha
4-Acetilaminoantipirina 992 (312-1560) Rios, Roménia s
(4-AAA) 234 (64-698) Rios, Alemanha i

(2-16) Mar do norte &

81 95 correntes, EE.UU 3t

(<L.D.-38) Rio, N. Orleans 3

Cafeina 342 €L.D.-2100)  Rio, Jap&o *
(10-47) Lago, EE.UU 43

105 (3-194) Lagos, riosCoreia do Sul 3

44

3480 (428-9700) Rios, Roménia

Conforme nos mostra a tabela 2, muitos farmacoses&ontrados em aguas de
diferentes paises, nos mais diversos niveis de eotracdo. Porém, mesmo tendo
conhecimento da presenca desses compostos e,caied® saiba que estes causam danos ao
meio ambiente, a amplitude de seus efeitos aind@nétalmente conhecida e, portanto, ndo

existem limites maximos ambientais estabelecidos.

3.3 OS FARMACOS: RISCOS AO MEIO AMBIENTE E A LEGISLACA O

Para que seja estabelecida uma legislacédo quastondtes ambientais maximos de
farmacos permitidos no ambiente, sdo necessarioBeconentos muito especificos sobre
seus efeitos e sua toxicidade. Essa area vem sshuttada no mundo todo por pesquisadores
da area da quimica ambiental. Sabe-se que os fasn@massuem comportamento fisico-
quimico muito semelhante a outros xenobidticosgpensd’, que se acumulam e induzem
efeitos negativos nos organismos aquaticos e terses

Mesmo a literatura demonstrando concentrac¢desithdiis de farmacos na faixa de
ng/L - ug/L, essas concentracdes ja sdo suficientes parafgiios adversos sejam causados
ao ecossistema aquatico. Porém, é reconhecido guemainacdo de concentracdes de
farmacos que possuem um efeito comum pode indiedio® sinérgicoS. Considerando esse
fato, surge a crescente demanda de informac¢des adbxicidade dos residuos de farmacos,
dados estes ainda escassos atualmente.

A tabela 3 demonstra o risco ecoldgico (RE) de redgtarmacos de diferentes

propésitos terapéuticos em aguas residuais. Ossdfmdam determinados em um estudo
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realizado por Hernando e col., (2086Esses sdo dados de farmacos em aguas residaais na
considerando a diluicdo do efluente. Porém, esadgsdainda séo insuficientes visto que héa
necessidade de estudos sobre os efeitos cronitasexyxeosicdo em longo prazo, ou seja,
avaliar a concentracdo ambiental esperada (CAIE)éga concentracdo da porcao ativa ou o

composto de interesse na qual 0s organismos sen@ostos N0 meio ambiente depois de

consideragfes de, por exemplo, concentracdo tempaorafatores tais como diluicéo,

degradacéo, sor¢do e/ou bioacumulagéo.

Tabela 3. Estudo do risco ecoldgico (RE) de alguns farmaeodif@rentes propdsitos terapéuticos

em &guas residuals

CLASSE COMPOSTO RE EM AGUAS
RESIDUAIS
Antibidticos Eritromicina Alto (alga)
Ibuprofeno Alto (bactéria)
Anticinflamatérios Diclofenaco Alto (bacterl.a)
Naproxeno Alto (bactéria)
Cetoprofeno Alto (bactéria)
Regulador de Gemfibrozil Alto (bactéria)
colesterol Acido Clofibrico Alto (bactéria)
Propanolol Alto (invertebrado)
B-bloqueadores .
Metoprolol Alto (invertebrado)

Antiepiléptico

Carbamazepina

Alto (alga)

Se tratando de legislacdo, o Brasil ndo contempienas especificas relativas aos
limites maximos permitidos de farmacos no ambiaagegatico. Devendo ser consideradas as
normas que tratam da classificacdo dos corpos a'agResolucdo CONAMA n° 357/2085
e de padrdes de qualidade da Agua para consumabunfortaria MS n° 518/2004

Na relacdo de varidveis de qualidade contempladasesolucdo CONAMA é
encontrada uma grande variedade de substanciasmeostins quimicos, organicos e
inorganicos, algas e microrganismos, aléem de prdpdes fisicas da agua. Dentre as
substancias organicas as quais apresentam limifesmms permitidos encontram-se 0s
agroquimicos e solventes organicos, contudo, otagonantes emergentes de forma geral,
nao possuem legislacdo quanto aos limites ambsemi@ximos permitidos.

No entanto, a Resolucio CONAMA abre precedentea penluir na relacdo de

variaveis de qualidade de agua qualquer subst@jugapossa comprometer o uso da agua
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para os fins previstos, dependendo das condicGescifisas locais ou, entdo, mediante
fundamentacéo técnica.

Considerando a Portaria 518, estdo estabelecidpadi$es de qualidade da agua
para abastecimento publico (padrées de qualidadeapagua potavel), onde sdo considerados
0S riscos associados a presenca de microrganissudssgncias quimicas. Nesta portaria séo
consideradas substancias inorganicas e agrotoxgmyjo que os limites de qualidade
baseados nas diretrizes definidas pela Organiziigawlial da Saude (OMS). De maneira
similar ao que ocorre na Resolucdo CONAMA, tambémo sdo definidos limites de
guantidades para as substancias enquadradas atteabbnmo contaminantes emergentes.

No que se refere ao langamento de efluentes noeatsbia Resolucdo CONAMA
estabelece alguns padrdes de lancamento de eBu@texo 1), porém, assim como para
aguas doce, nao ha legislacdo quanto aos limitédrehecos permitidos no ambiente, o que
se tem sdo precedentes para que seja criada gs$ack®o. Isso pode ser percebido no artigo
34 paragrafos 1 e 2 da Resolugdo CONAMA n° 357088 2onde tem-se que:

§ 1° O efluente ndo devera causar ou possuir pakpara causar
efeitos téxicos aos organismos aquaticos no corpoeptor, de
acordo com os critérios de toxicidade estabelecig@do 6rgéo

ambiental competente.

8 2° Os critérios de toxicidade previstos no § d9ein se basear em
resultados de ensaios ecotoxicoldgicos padronizaddsizando

organismos aquaticos, e realizados no efluente.

(Resolugdo CONAMA n° 357 de 2005 °80

Se tratando de mundo, Earopean Medicines Agen¢gMA)>*, em junho de 2006,
foi elaborado peldCommittee for Medicinal Products for Human U$HMP), um gruia:
Guideline on the Environmental Risk Assessmentealiddl Producs for Human Useo qual
€ descrita uma avaliacdo do potencial dos riscdseartais de produtos medicinais de uso
humano, especificando a abrangéncia e as bases pega a avaliacdo. O escopo e as bases
legais desse guia estdo de acordo com o Artigo) &43Diretiva 2001/83/ECHuropean
Commissioh A diretiva 2001/83/EC, como emenda, relata gueiscos ambientais crescem
a partir do uso, estocagem e disposicdo de meditame 0s riscos nao crescem a partir da

sintese ou fabricacdo de medicamentos.
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Conforme o guia, a avaliacdo dos riscos potenaaisneio ambiente constitui de
duas fases: a primeira fase (fase I) estima a @gmwsdo medicamento no meio ambiente. Na
segunda fase (fase Il) informacdes sobre o destiefeitos no meio ambiente sdo obtidas e
avaliadas.

Com base nas premissas existentes nas duas pisncipanas que tratam da
qualidade da agua no territério nacional e a pdgiestudos desenvolvidos em varios paises
sobre os efeitos de farmacos em organismos ags&iedeitos potenciais nha saude humana,
além do monitoramento destas substancias nos cbigisos em algumas regiées do pais, €
possivel prever que, no futuro, tais substanciden@m vir a ser contempladas nas legislacfes

existentes ou, entdo, em normas especificas

3.4ANTI-INFLAMATORIOS NAO ESTEROIDES (AINES)
3.4.1 Anti-Inflamatérios Nao Esteroides (AINES)
Quando um farmaco entra no corpo, 0 organismo canme€diatamente a processéa-
lo: absorcéo, distribuicdo, metabolismo e elimimacBsse processo € conhecido como

farmacocinética, mostrado na figura 2.

RESERVATORIOS
TISSULARES LOCAL DE ACAO ’

LOCAL DE AGAO
TERAPEUTICA
Ligado 4= Livre

Ligado g Livre INESPERADA
Ligado 4= Livre

COMPARTIMENTO
CENTRAL

DOSE DO s ABSORCAO

FARMACO FARMACO LIVRE ———

LIBERACAO / /

Farmaco ligado Metabdlitos
as proteinas

BIOTRANSFORMAGAO

Figura 2. Farmacocinética dos farmacds

Todos os farmacos séo eliminados pelo processralegéio sem qualquer alteracéo,
convertidos em metabdlitos ou ainda, na forma gaga, como na forma de glicuronid®os
Os efeitos terapéuticos da maioria dos farmacosasdlouidos a sua interacdo com 0s

componentes macromoleculares do organismo. Esdasagfies alteram a funcéo do
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componente envolvido e, desta forma, produzemtasagbes bioquimicas e fisioldgicas que
caracterizam a resposta do farntaco

O processo inflamatorio é a resposta a um estimobdvo. Pode ser evocado por
uma ampla variedade de agentes nocivos (p exgcidds, anticorpos ou lesdes fisicas). A
capacidade de montar uma resposta inflamatériaaheisl para a sobrevivéncia ante lesbes e
patbgenos do ambiente. Nao importa qual tenha sidestimulo inicial, a resposta
inflamatéria classica inclui calor, dor, rubor enor>.

A denominacéo AINEs é dada a um grupo de compossoguais, do ponto de vista
quimico, sdo, na sua maioria, acidos organicodjzadbs na medicina como anti-
inflamatorios, analgésicos e antipiréticos. A dfass;d0 quimica desses farmacos é

apresenta na tabela 4.

Tabela 4. Classificacdo quimica dos anti-inflamatorios n&eréédes inibidores ndo seletivos da
ciclo-oxigenase (adaptado de Hardman, J. G. e @ilineE., 2005)°.

CLASSE REPRESENTANTE

Derivados do acido salicilico Acido salicilico, acido acetilsalicilico, salicitat
de sddio, trissalicilato de magnésio e colina,
salsalato, diflunisal, sulfassalazina, olsalazina

Derivados do para-aminofenol Acetaminofeno

Derivados da pirazolona Fenilbutazona, oxifembutazona, antipirina,
aminopirina, dipirona

Acidos indolacético e indenacético Indometacina, sulindaco

Acidos heteroaril acéticos Tolmetina, diclofenaco, cetorolaco, aceclofenaco

Acidos arilpropidnicos Ibuprofeno, naproxeno, flurbiprofeno,
cetoprofeno, fenoprofeno, oxaprozina

Acidos antranilicos (fenamatos)  Acido mefenamico, acido meclofenamico

Acidos endlicos Oxicams (piroxicam, meloxicam)

Alcanonas Nabumetona

Os AINEs estao entre os agentes terapéuticos mmgikumente utilizados no mundo
inteiro. A tabela 5 apresenta informacdes farmagoés sobre alguns dos AINEs mais

consumidos e quantificados em matrizes aquosasatals.

14



Tabela 5. Caracteristicas farmacoldgicas dos AIRFEY: 56137

COMPOSTO ACAO DOSE PRINCIPAIS EXCRECAO
TERAPEUTICA HABITUAL METABOLITOS NA FORMA
INALTERAD A
Acetaminofeno  Analgésico; 350-1000 mg N-acetil- 90-100%
(Paracetamol) antipirético. 1-3 x/dia benzoquinoneimina
(<10%'
Acido Analgeésico; 500-1000 mg Acido saliciltrico 30% (urina
acetilsalicilico antipirético; anti-  4-6 x/dia (75%); acido alcalina); 2%
inflamatario; salicilico (10%). (urina &cida).
antiagregante
plagquetario.
Acido salicilico  Ceratolitico Uso topico - -
Cetoprofeno Anti-inflamatorio  50-75 mg 3-4  3-hidroxi- 10%
x/dia cetoprofeno
Diclofenaco Anti-inflamatério  50-100 mg 2-4 4-hidroxi- >50%
x/dia diclofenaco
Dipirona Analgeésico; 500-1000 mg 4-acetil-amino- <10%
antipirético. 1-4 x/dia antipirina (45%)
Ibuprofeno Anti-inflamatorio  400-800 mg 3- 2-hidroxi-ibuprofeno 15%
4 x/dia
Naproxeno Anti-inflamatério  250-500 mg 2 Naproxeno acil <1%
x/dia glicuronideo (>50%)

A tabela 5 evidencia as elevadas doses diarias IN&ESA(100 - 4000 mg) e o

percentual de excrecdo na forma inalterada e metaba de cada farmaco. Considerando

esses numeros, aliados ao fato destes serem calzadbds sem receituario médico, a

existéncia de poucas estacdes de tratamento déoesgosegundo o Censo de 2F1&

populacdo do Rio Grande do Sul ultrapassar os 180es, e, a populagdo brasileira

tangenciar os 191 milhGes de habitantes, a quaetidNEs e respectivos metabolitos

enviadas diretamente para o meio ambiente aquatadarmante. Isso tudo justifica estudos

como este para essa classe de farmacos e alestguymise prossiga a avaliacdo do impacto

dessas substancias em biota.

15



3.4.2 Efeitos Terapéuticos dos AINEs

Todos os AINEs séo anti-inflamatorios, analgéseasitipiréticos e representam um
grupo de compostos quimicamente heterogéneos, mppiehtemente ndo tem relacao
quimica entre si, mas compartilham certas acoapéaticas e determinados efeitos adversos.
Os principais efeitos terapéuticos dos AINEs denivia sua capacidade de inibir a sintese de
prostaglandinas através da interagdo do &cido ia@too com o local ativo das enzimas
ciclooxigenase (COX).

A COX-1 é uma enzima construtiva expressa na naadws tecidos desempenha um
papel de manutencdo no corpo e esta envolvidamadsiasia tecidual. A COX-2 é induzida
nas ceélulas inflamatorias quando estas sdo ativddassta bem definido que a agéo anti-
inflamatoria dos AINEs esta principalmente relaeita a inibicio da COX-2 e que, quando
utilizados como agentes anti-inflamatérios, sewstad indesejaveis decorrem, em grande

parte, da inibicdo da COX O efeito dos AINEs pode ser melhor visualizaddignara 3.

NN
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C " Prostaglandinas “\,7... i ~ Rim ) *—'ff-mluil"‘d““ :
Y \\\ o K ¥ N
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Figura 3. Mecanismo de acao dos AINEs

Conforme ja mencionado, os AINEs exercem efeittipiaéticos devido, em grande

parte, a inibicdo da producéo de prostaglandindsipmialamo, responsavel pelo controle da

temperatura corporal. Efeitos analgésiomsstrando-se principalmente eficazes contra a dor

associada a inflamacao ou a leséo tecidual, vistodiminuem a producédo e prostaglandinas
gue sensibilizam os nociceptores, sua capacidadsdivdar cefaleia pode estar relacionada
também, a abolicdo do efeito vasodilatador dastggtendinas sobre a vasculatura cerebral.
Além disso, desempenha efeitos anti-inflamatériela peducdo de componentes da resposta
inflamat6ria em que os produtos da acdo COX-2 dpeelram uma funcgdo significativa
como vasodilatadores e na tor
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3.4.3 Efeitos Colaterais
Os efeitos indesejaveis, devido, em grande partdnildicdo da enzima de
manutencdo construtiva, a COX-1, sdo comuns, salwetm individuos idosos, pois a idade
geralmente se correlaciona a uma probabilidadermaialesenvolver reacdes adversas sérias

aos AINEs. Os efeitos adversos mais comumentacaatds sdo apresentados na tabela 6.

Tabela 6. Efeitos colaterais comuns causados por AREs

SISTEMA MANIFESTACOES

Dor abdominal;

Nauseas

Anorexia
Gastrointestinal Erosao/llceras gastricas

Anemia

Hemorragia

Perfuragéo

Diarreia

Retencédo de sal e 4gua

Edema, piora da funcdo renal em pacientes
renais/cardiacos ou cirroticos

Menor eficacia dos medicamentos anti-hipertensivos
Menor eficacia dos diuréticos

Hiperpotassemia

Renal

Cefaleia
Vertigem
Tonturas
SNC Confuséao
Depressao
Reducao do limiar convulsivo
Hiperventilacdo

Inibicdo da atividade plaquetéaria
Plaquetas Propensao a equimoses
Maior risco de hemorragias

Utero Prolongamento da gestacao

Rinite vasomotora

Edema angioneurético

Asma
Hipersensibilidade Urticéria

Rubor

Hipotensé&o

Choque

Vascular Fechamento do canal arterial
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3.4.4 Caracteristicas dos Compostos em Estudo
3.4.4.1 Acetaminofeno

O acetaminofeno (N-acetil-p-aminofenol, 4-acetarf@dol, paracetamol, ou outros
nomes comerciais) € um composto p-aminofendlico apresenta atividades analgésica e
antipirética. Este farmaco ndo possui atividadei-infitamatéria, mesmo assim é
provavelmente o antipirético-analgésico de seg@sdalha, principalmente para os pacientes
alérgicos ao acido acetilsalicilico ou que soframilteras pépticas. E uma molécula organica
de tamanho moderado, estavel e ndo reativo com iarimmalos produtos quimicos nao
corrosivo, ndo € inflamavel, e ndo se degrada fgigtivamente, se for armazenado por

longos periodos de tempo, sob condi¢cdes acida® digieira degradacdo, € estavel a

| /©/OH
ch)LNH

Figura 4. Formula estrutural do acetaminofeno

temperatura, luz e umidade.

A férmula molecular do acetaminofeno &HGNO,, sua férmula estrutural é
apresentada na figura 4. Apresenta molecular dg. 2Z%Lmof* e densidade de 1,293 g ®m
! O pKa do acetaminofeno é 9,51, a 25 ° C. De acooth a Folha de Dados de Seguranca, é
um solido branco cristalino & temperatura ambiecoen um ponto de fuséo de 170 °C. E

razoavelmente soluvel em agua.

3.4.4.2 Acido Salicilico

O &cido salicilico é um acido organico fraco qudegser obtido na natureza, a partir
da casca da arvore salgueiro branco (Salix Albsadd desde a antiguidade para tratar dores,
0 acido salicilico € o ponto de partida para a gqranmoderna farmacéutica (aspirina). O
acido salicilico, que tem formula moleculaiHgO3 e formula estrutural apresentada na figura
5, é um sdlido cristalino de incolor a branco,nédoro e solivel em acetona, etanol e
metanol, além de ser levemente solivel em aguau pBato de fusdo € 159 ° C e sua
densidade 1,443 g (Gt e seu pKa é 2,98.
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OH

Figura 5. Formula estrutural do acido salicilico

O acido salicilico é tao irritante que pode selizatilo apenas externamente; varios
derivados desse acido foram sintetizados para igs&nsco. O acido acetilsalicilico, por
exemplo, € um éster do acido acético. Os saliaildtierivados do acido salicilico) séo,
geralmente, utilizados para aliviar dores de cab®galgias e artralgias. Os salicilatos sado os
mais amplamente utilizados para o alivio da dor quedquer outra classe de farmacos. Eles
aliviam a dor em virtude de uma acéo periféricas mi@itos diretos sobre 0 SNC também

podem estar envolvidos.

3.4.4.3 Cetoprofeno
O cetoprofeno € um pé um granulado branco, senostdgpicidade, é inodoro,
insipido e irritante. Quimicamente é denominada@@-(3-benzoilfenil) propiénico. Sua
férmula molecular é GH140s, correspondendo a uma massa molecular de 254289 ¢, a
férmula estrutural do cetoprofeno € apresentadagoea 6. O cetoprofeno € um acido fraco,
com uma constante de dissocia¢cdo (pKa) compreesedida 4,23 e 5,02. Pouco soltuvel em
agua e soluvel em grande parte dos solventes cagafacetona, acetato de etila, benzeno,

cloroférmio, éter, etanol).

HaC
OH

@)

Figura 6. Formula estrutural do cetoprofeno

As propriedades farmacolégicas do cetoprofeno gfimais as propriedades

farmacoldgicas dos outros derivados do acido progdd(ibuprofeno e naproxeno). Estes
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compostos sdo aprovados para uso no tratamentomsitito da artrite reumatoide,
osteoastrite, espondilite ancilosante e artriteogwtaguda, sendo usados também como

analgésicos na tendinite aguda e na bursite.

3.4.4.4 Diclofenaco
O 2-[(2,6-diclofenil)lamino]benzenoacetato de sédiajs conhecido por diclofenaco

soédico € um potente inibidor competitivo reversidgal atividade da ciclooxigenase que se
apresenta como po cristalino branco a levementeedada, pouco higroscéopico, com peso
molecular de 318,13 g mbl Sua férmula molecular é constituida poiHGoCl.NNaO,

possui pka 4, levemente acido, e ponto de fusay. @83-285, sua férmula estrutural é
apresentada na figura 7. O diclofenaco sédico éntewmte solivel em agua, facilmente
solivel em metanol, solavel em etanol, ligeiramesai@vel em acido acético glacial, pouco

sollvel em acetona, praticamente insolGvel em éi@pférmio e tolueno.

OH
~
Cl o
@fNH
Cl

Figura 7. Formula estrutural do diclofenaco
O dicofenaco é um AINE amplamente utilizado, posatividade analgésica,
antipirética e anti-inflamatoria. Sua poténcia carst COX-2 € substancialmente maior que a
do naproxeno e de varios outros. O tratamento codowm diclofenaco pode levar a riscos
cardiovalsculares. Possui rpida absorcao e teno &feitos colaterais a longo prazo artite
reumatoide, além de efeitos sobre 0 SNC, reac@egi@s, entre outros.

3.4.4.5 Dipirona

A dipirona ou metamizol €, conhecido quimicamem@a acido 1-fenil-2,3-dimetil-
5-pirazolona-4-metilaminometanossufénico, € usadorma de sal soédico ou de magnésio.

A dipirona apresenta-se como um po cristalino, eimanco e inodoro. Solldvel em agua e
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ligeiramente em alcool, e é insoluvel em éter ectmoférmio. Sua formula molecular é

CaeH34NeOsS:Na e, sua formula estrutural € apresentada naaf@ur

fo) 37 \\S/O
N \o
O
HC/ o

Figura 8. Formula estrutural da dipirona

A dipirona € um derivado da pirazolona, juntamerte fenilbutazona, fenazona e
aminopirina. Por muito tempo esses compostos fauiizados por muitos anos, porém
foram abandonados pela sua propensdo a causawlagitose irreversivel, atualmente a
dipirona j& foi reintroduzida e € muito utilizadelg populacdo, pois estudos epidemiologicos
sugeriram que o risco de efeitos adversos eraasimd do acetaminofeno e menor do que o

do acido acetilsalicilico.

3.4.4.6 Ibuprofeno

O ibuprofeno, também denominado de acido p-isdbdtétropico é o nome do
acido iso-butil-propano-fendlico. E classificado mm anti-inflamatério n#o esteroidal
(AINE), sendo esse o primeiro AINE derivado do acidnilpropiénico a ser utilizado para
uso geral. Possui acdo anti-inflamatéria, antirré@ica, antipirética e analgésica. E um po
branco, com um leve odor caracteristico, sendacpraente insolivel em agua, mas solavel
em solucbes aquosas diluidas de hidroxidos alsaknde carbonatos, e também em alguns
solventes organicos como a acetona, o alcoola@tihicter, o diclorometano e o cloroférmio.

Sua formula molecular é;6H,50, e sua férmula estrutural é apresentada na figura 9.

CHs

0]

CHj
OH

H;C
Figura 9. Formula estrutural do ibuprofeno
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O ibuprofeno é considerado bem mais tolerado quEcido acetilsalicilico e a
indometacina e ja foi utilizado em pacientes costdnia de intolerancia gastrintestinal aos
outros AINEs. Seus efeitos adversos incluem cefatenturas, visdo borrada e, em poucos

casos, retencao de liquido e edema.

3.4.4.7 Naproxeno
O naproxeno € um po cristalino branco ou quasecbratom sabor amargo e cheiro
pouco ativo. Sua formula molecular ¢8,4,03 0 que corresponde a uma massa molecular de
230,3 g mof, sua férmula estrutural é apresentada na figuraEL@oltvel em alcool,
cloroférmio e metanol, praticamente insoltvel emagad-unde entre 154 e 158 °C e apresenta
um pKa de 4,2 a 25 °C.

H4C OH
3 \O

Figura 10.Férmula estrutural do naproxeno

O naproxeno € absorvido quando administrado vid. odg concentracdes
plasmaticas de pico ocorrem em 2 a 4 h e sdo adasgum pouco mais rapidamente apos
administracdo de naproxeno sodico. Sua meia-vidplagma € variavel: cerca de 14 h no
jovem, mas podendo aumentar aproximadamente 2 wez@kso, por causa do declinio da
funcdo renal relacionado com a idade. Os metalsotito naproxeno sao excretados quase
inteiramente na urina. Seus efeitos sobre o SN@madesde sonoléncia, dor de cabeca,
tonturas e suores até fadiga, depresséao e otatasiei

3.4.4.8 Cafeina
A cafeina pertence a familia quimica dos alcalgidmsn férmula molecular
CsH10N4O, e peso molecular de 194,19 g thadua férmula estrutural é apresentada na figura
11. A cafeina apresenta um ponto de fusdo de 238°3Da densidade é de 1,23 g {he
apresenta uma volatilidade de 0,5%. Caracterizaeseser um pé branco, cristalino, com

sabor muito amargo, sem cheiro e com aspecto btéhRode-se dizer que a cafeina é estavel
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em condi¢cbes normais de temperatura e pressdocdmpativel com &cidos fortes, bases
fortes, dgua com cloro e, com oxidantes forteqdnijo de exploséo e fogo.

0 /CH3
HSC\N)tN>
)\ %
o) IT N

CHj3
Figura 11.Férmula estrutural da cafeina

A cafeina € um estimulante suave e a droga psweoaiais consumida no mundo
todo. Estad presente em refrigerantes, café, chdgucachocolate e em varios farmacos
vendidos com e sem prescricdo médica. A cafeinaemtamligeiramente a liberacdo de
norepinefrina e dopamina e exacerba a atividadeon&h em vérias areas do cérebro. A
cafeina € absorvida pelo trato digestivo e € rapatde distribuida para todos os tecidos e
pode atravessar a barreira placentaria faciimevitetos dos efeitos da cafeina podem ser
atribuidos ao antagonismo competitivo nos receptdeeadenosina. Embora a sindrome de
abstinéncia possa ser demonstrada, poucos usudléricafeina relatam perda do controle de
ingestdo dessa substéancia, logo, a cafeina naanesi&da no grupo dos estimulantes que

causam vicio.

3.5PREPARO DE AMOSTRA NA ANALISE DE AINES EM AMOSTRAS
AQUOSAS AMBIENTAIS

Com a crescente tecnologia empregada nos equipasnartitlizados para a
identificacdo e quantificagdo de analitos, que cazapossuem menores limites de deteccao e
sdo capazes de serem especificos e sensiveis agmstos de interesse em misturas
complexas, o foco tem se voltado as metodologies p@reparacdo de amostras. Esta etapa
do procedimento analitico € o que pode demandas teaipo e ser mais suscetivel a erros.
Um tratamento pobre de uma amostra ou um extratopreparado pode invalidar todo o
ensaio, e mesmo 0 mais poderoso método instrumeétalpoderd fornecer um resultado
valido™.

O conceito basico de um método de preparacéo dst@s@ converter uma matriz

real em uma amostra adequada para a analise portaéonga analitica. Isso pode ser
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alcancado através da remocdo de potenciais irdatéesr da amostra, pelo aumento da
concentracdo do analito, pela conversdao do mesrmoma forma mais adequada para a
deteccdo ou separacdo, com o objetivo de alcamgamétodo robusto e reprodutivel, que
seja independente das variagdes da matriz

Em relacdo as amostras ambientais aquosas, osppitnaesafios residem na
complexidade da matriz e na baixa concentracdocdogostos alvos. Devido a isso, um
procedimento de tratamento de amostras normalmiectai varias etapas tais como,
extracdo, pré-concentracéo e remocao de interéeretat matriZ. De um modo geral, um dos
procedimentos mais utilizados para a preparaca@mibstras aquosas ambientais é a extracédo

em fase solida (SPE do ingl8slid Phase Extractigff: ®3 64 6 68

principalmente devido ao
baixo consumo de solvente organico, altos fatoeescahcentracdo e disponibilidade de
diversos tipos de adsorventes, o que possibilitapléicacdo para uma ampla gama de

compostos.

3.5.1 Extracdo em Fase Sdlida - SPE

Sabe-se que a SPE é uma técnica de preparo derasropse vem em substituicdo a
tradicional extracdo liquido-liquido (LLE). A SPEmais seletiva, reprodutivel e sua principal
vantagem frente & LLE é o baixo consumo de solvemjanicd®. A SPE permite a extracéo,
purificacdo, concentracdo dos analitos na mattemale permitir a troca de solvente. Tem
como principio a retencdo seletiva dos analitosgmes em uma amostra agquosa, em um
adsorvente denominado de “fase sélida” {£S)

Em funcéo da constituicdo quimica da FS, variosamiemos de retencdo podem
ocorrer. Quanto mais especifico for o mecanismoetiencdo, tanto maior a seletividade e,
portanto, maiores as chances de eliminar os iméties. Portanto a SPE, além de ser o
sistema de pré-concentracado também podera faaezzas a eliminacao de interferentes da
matriz.

Porém, antes de passar pelo processo de SPE, aadms ser filtrada para serem
eliminados a matéria organica suspensa, a qual\ypodeanterferir na eficiéncia da extracao.
Geralmente para evitar a perda de eficiéncia, sdizados filtros de membranas com
porosidade de 0,2 a 0,7 um. Dependendo dos conspdstimteresse ocorre também o ajuste
prévio do pH para que o equilibrio esteja deslocadopara a forma protonada ou
desprotonada do analito de interesse.

O processo de SPE pode ocorrer de duas formas: figrma “online”, quando o

sistema de SPE esté ligado diretamente ao sistemeatografico de analise ou, ii) na forma
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“off-line”, quando o processo de SPE é realizadmsslamente do processo de analise. O
processo de SPE off-line é realizado em um cartdeh8PE onde a FS é colocada dentro de

um cartucho que pode ser de teflon ou vidro, edtis frits que tem como funcéo reter

P

ente as particulas da'£® que pode ser melhor visualizado na figura 12.

— Frit
Fase
Sélida
~ Frit

Figura 12.Esquema de um cartucho de SPE

Genericamente, as principais etapas de um procatbrde SPE séo:
I. Condicionamento da FS
Il. Percolagdo da amostra
ll. Eliminag&o de interferentes
IV. Secagem da FS, normalmente com fluxo de nitrogg@m eliminar a agua
presente no sistema.
V. Eluicdo dos analitos de interesse por um solvemf@nico.

A Figura 13 apresenta um esquema geral destassetap

cartucho de teflon

metanol : fase
frit———pp -
ot solida solvente
solugéo aquosa
.
-
l' '
L L] L L
o Percolagao v '
Condicionamento daamostra Remocgao de Eluigao

impurezas
Figura 13.Esquema geral das etapas do procedimento de exgatése sdlida.
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A etapa de condicionamenttem como objetivo solvatar os sitios que irdo
efetivamente interagir com os analitos de interesggle estdo na superficie da FS. Para o
condicionamento, diversos solventes e/ou misturaafieentes bem como solucdes tampao,
basicas ou &cidas, podem ser utilizadas, dependdadocaracteristicas do analito de
interesse. A escolha do melhor condicionante irpedder do mecanismo de retencdo
envolvido. A etapa de percolacdo € quando se pasmaostra pela FS de modo que os
analitos de interesse fiqguem retidos enquanto guaterferentes passem direto. A etapa de
remocédo de interferentes poderd existir ou ndcergrd da matriz e dos analitos. Por ultimo
tem a etapa de eluicdo dos analitos de interesaemBsma forma que na etapa de
condicionamento, varias op¢des podem ser utilizatigsendendo do mecanismo de retencéo
e consequentemente do mecanismo de dessorcaaddiligara a pré-concentracdo dos
analito$®.

Atualmente, existe um grande numero de FS disp@nb@mercialmente, as quais
sdo cada vez mais especificas e seletivas pan@mniis classes de compo§fod grande
diversidade vai desde FS com silicas quimicamemdifroadas (figura 14) com grupos n-
alquil (C-8, C-18), até sorventes mais seletivosi@ms de troca idnica e os polimeros de
impress&o molecular (MIP$) O mecanismo de retencéo dos analitos na fastasddria de

acordo com as caracteristicas de cada compostengocgestar baseado em diferentes tipos de
interacoes.

0
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Lk Vi O ; W /
¢ - i e Tl L T
Figura 14.FS com silicas quimicamente modificadas

Atualmente, as FS poliméricas sdo as mais utilzgmaa extracdo de farmacos e
outros contaminantes organicos em amostras aquomaserem capazes de reter analitos de

uma faixa muito grande de polaridade e, também,spoipossivel trabalhar em uma faixa
consideravel de pH.
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Sabe-se que a FS Oasis H(MBaters)é uma das mais utilizadas para extrair residuos
de farmacos polares e apolares simultaneamenteatlizes aquosas, pois se trata de um
adsorvente de balanco hidrofilico-lipofilico e, iagspermitir o desenvolvimento de métodos
multirresiduos trabalhando com um pH nefffroaracteristica esta que simplifica o processo
de preparo da amostra.

Outra FS utilizada na andlise de farmacos em aasosiquosas € a FS Strata X
(Phenomenex) de fase polimérica reversa, a qualtfitada em alguns trabalif3s’ os
quais obtiveram bons resultados, sendo que o sernoeisto e a maior area superficial
(>700 m2/g) sejam uma alternativa adequada a F& ®Ga8’". A estrutura da FS Oasis

HLB, bem como a Strata X sdo mostradas na Figura 15

H3C n

a) O@ b) HsC

Figura 15.Estrutura da FS Oasis HLB (a) e Strata X (b)

O delineamento de um procedimento de SPE tem pgetivab definir as melhores
condicdes no que diz respeito ao que podera dadt em cada etapa em termo de solvente
e/ou mistura de solventes, bem como a FS mais adaquara um determinado conjunto de
analitos de interesse sem deixar de lada a m#&tde.sua vez, a matriz desempenha um
importante papel na SPE, pois a definicdo dos petrasy mencionados podera mudar de
forma significativa dependendo da complexidade @sma. Por exemplo, se o objetivo é
determinar anti-inflamatérios em efluente urbanégp rbasta apenas definir as melhores
condicbes para a pré-concentracdo deste analitofigera, mas a avaliacdo devera ser
estendida também para os analitos na matriz qu® sfetivamente analisados. Um dos
parametros que pode ser mais afetado € o volungeelma (VQ). O VQ é definido como o
volume maximo de amostra que pode ser processad@auelhor recuperacao possivel. Ao
utilizarmos volumes superiores ao volume de quelra dado sistema de SPE a perda da
recuperacdo ocorre quando mesmo o fraco eluentesagefetivamente comeca a eluir a
amostra ou quando ocorre a sobrecarga do cartuehmupros componentes da amo%tra

Resumindo, a sistematizacdo de um procedimentd’&e &ve avaliar os seguintes
parametros: (1) fase sdlida; (2) solvente e volulmesolvente para o condicionamento; (3)
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volume de quebra; (4) necessidade ou ndo da etapantb¢éo de interferentes e solvente e
volume do sistema utilizado para a eluicdo. No ahs®istema utilizado para a eluigao, a
técnica instrumental que sera posteriormente atiizpara analisar os analitos também devera
ser considerada.

Os sistemas de SPE que tem sido descritos nduiterpara a pré-concentracdo de
anti-inflamatérios em amostras aquosas, sao apeEkeEnno Anexo 2.

3.5.2 A Reacao de Derivatizacéo

Idealmente, em uma analise quimica, se busca awaianalitos em sua estrutura
original, porém, muitas vezes estes ndo se encorgna uma forma adequada para a técnica
analitica a ser utilizada. A derivatizacdo € uncesso quimico que modifica a estrutura do
analito gerando novos produtos com a finalidademd¢horar o perfil cromatografi¢d
Compostos com baixa volatilidade, elevada polagdadbaixa estabilidade térmica sdo
dificeis de serem analisados por cromatografia @ (@&C), logo, precisam passar pelo
processo de derivatizacdo, ou seja, a transformdgamalito de interesse em um derivado
possivel de ser analisddo

Compostos que contém grupos funcionais tais commxgsa (-COOH), hidroxila (-
OH), tiol (-SH), amino (-NH) e imino (=NH) sdo de dificil andlise por GC, pai&o
apresentam volatilidade suficiente além da posd#ue de interacbes com 0s grupos silanois
remanescentes da fase estacionarias ou até mesmo aso impurezas do sistema
cromatogréfico, resultando em pior resolucdo bemaconenor deteccdd Essa interacéo
irreversivel faz com que haja dispersao da amaostreoluna, gerando picos ndo gaussianos
(com cauda), de tal forma que concentracfes mait@b dos analitos na amostra ocasionam
a perda do mesmb

A derivatizacdo € a substituicdo dos hidrogénia®di ativos das funcbes quimicas
citadas (funcbes polares) por grupamentos maisiggsotjue ndo apresentem a caracteristica
de formacéo de ligacOes de hidrogénio. Essa suigéint resulta em modificagdes da estrutura
quimica do analito e também do perfil de fragmeidago mesmo, possibilitando assim a
analise por GC e GC-MS (cromatografia a gas acamaagim espectrometro de massas). Com
isso, a introdugcdo de alguns elementos ou grupeséat de derivatizacdo quimica pode
aumentar a resposta do detector ou gerar espeigrosassa Uteis para a elucidacdo das
caracteristicas estruturais dos analitos e tambéeihorar a deteccdo dos analitos em

matrizes complexa3
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Embora propicie excelentes vantagens para analisésicas, as reacdes de
derivatizacdo possuem alguns aspectos a seremdemdds, como por exemplo, a
possibilidade de gerar mudultiplos derivados, que &fmados a partir de reacbes de
derivatizacdo incompletas de compostos multifurai®n adicdo de custos a andlise,
possibilidade de introduzir impurezas, incertezédresoa integridade da conversdo dos
analitos®, além de aumentar a possibilidade de erros dewidizdo de etapas no
procedimento analitico. Porém, mesmo tendo algumplécacdes, essas reacdes melhoram a
especificidade, a precisdo, a sensibilidade, aodepibilidade e a linearidade do météyo
fazendo com que tal técnica seja largamente wdizzm analises de compostos por GC e
GC-MS.

Para que a reacdo de derivatizacdo tenha sucesa eficiente, deve-se obter um
anico derivado para cada composto a ser analisatggcao deve ser rapida e simples dentro
de condicbes estabelecidas; deve apresentar altiinrento, ter boa reprodutibilidade; ser
estavel no meio reacional e a curva de calibragdie der linedr. Além disso, a eficiéncia do
processo depende do tipo de amostra, da estrutumaica dos analitos, do tempo e da
temperatura de reacdo, da natureza dos reagerselsyemtes, das caracteristicas do meio
reacional e do sistema de deteccdo utiliZad®utro fator determinante é a escolha do
reagente de derivatizacdo a ser utilizado, estallescleve ser baseada na estrutura (grupos
funcionais) do analito e em suas propriedades gaBsni

Os AINEs, geralmente, apresentam em sua estruidrag@nios ativos os quais
prejudicam as propriedades desses compostos paliseapor GC-MS. Dentre os diferentes
processos de derivatizacdo utilizados para a anals AINEsS em amostras aquosas

ambientais, a sililacdo é um dos processos maizagids.

3.5.2.1 Reacdao de Sililacao

A sililacdo é o método mais comumente utilizadodesivatizacdo de compostos
organicos que possuem hidrogénio ativo, sendo gungpastos de trimetilsilil (TrMSi) s&o os
mais utilizado&. Essas reacdes caracterizam-se por serem simpagsareprodutiveis, em
Unica etapa e por apresentarem alto rendimentee sabrdicdes brandas. Ao realizar uma
sililacdo, bloqueia-se sitios préticos, havendo ue@ucdo de interagbes do tipo dipolo-
dipolo, elevando a volatilidade dos compostos,lm@sdo em picos estreitos e simétrftds
Os produtos tém sua polaridade reduzida (o quefisgrum decréscimo nas interacdes

dipolo-dipolo), h4 um acréscimo na volatilidade aomposto, na estabilidade térmica do
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mesmo, além de aumentar a sensibilidade e sekfi@idem anadlises tracos por
monitoramento de ions (SIN)"®

O mecanismo de reacao € via substituicdo nuclemfile segunda ordemy@, onde
o par de elétrons do heteroatomo mais eletronegagtior exemplo, oxigénio, nitrogénio ou
enxofre, ataca o atomo de silicio do grupo sillapegido de menor impedimento estérico,
produzindo um estado de transicdo bimolecular. @pg@rde saida (X) deve possuir baixa
basicidade - habilidade de estabilizar uma cargathe& no estado de transi¢éo - e pouca ou
nenhuma tendéncia para retro-ligagfjo-d) com o atomo de silicio. Além disso, o grugo d
saida ideal deve ser tal que rapidamente saiatddcede transicdo durante a reacado, além de
possuir estabilidade quimica suficiente para pérmitarmazenamento do derivatizante em
longo prazo para o uso quando necessario. Comanaa¢do do estado de transicdo é
reversivel, a substituicdo somente ird ocorrer basicidade do grupo de saida X for maior
que a do grupamento da amo$tréA reacdo genérica desse processo pode ser melhor
visualizada na figura 16.

CHa HaC, CHa M
Sample—O 4 ch—?i—x — Sample—(lji—sii'—x ——= Sample—0—Si—CH; + H—X

H CHs H  CH, CH,

Figura 16.Mecanismo genérico da reacao de sililacdo, ondard de acordo com os diferentes
reagentes derivatizantés

A facilidade de derivatizacdo de diferentes gruposionais com um agente sililante
segue a ordem: alcodis > fendis > acidos carbasile aminas > amidas. Dentro dessa
sequéncia de reatividade, também pode haver imiaéde impedimentos estéricos da
estrutura do analito; portanto, grupos primarioageen mais rapidamente que grupos
secundarios, os quais reagem mais rapido que gteymgrio§’ ®

Quanto as condi¢des praticas, deve-se ter aterdat@ de que todos reagentes
sililantes e seus respectivos derivados sédo sessiwesfeito hidrolitico. Consequentemente,
as reacOes devem ser realizadas em frascos seladas derivatizante em excesso. A escolha
do solvente da reacdo também é um fator importaser estudado. Como a sililagdo ocorre
em hidrogénios ativos, deve-se evitar solventeigm® Em alguns casos, o préprio agente
sililante pode ser empregado como solvente. Endresalventes comumente empregados,

destacam-se: piridina, hexano, isoctano, dimetittonida, dimetilsulfoxido, tetrahidrofurano
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e acetonitrila. Geralmente emprega-se aquecimemtosidtema para favorecer uma
derivatizacéo efetivi

Para aplicacédo da sililacdo em diversos compogitzsgs de diferente reatividade,
varios agentes sililantes foram desenvolvidos,ava® o poder silil-doador de cada reativo.
Geralmente, para andlises via GC, adiciona-se, anpastos polares, grupos trimetilsilila
(TrMSi) ou tert-butil(dimetil)silila (TBDMS). Quaral se deseja obter derivados-TrMSi, os
agentes sililantes rotineiramente empregados sé&uetiiclorosilano (TMCS), N,O-
bis(trimetilsilillacetamida (BSA), N,O-bis(trimegilil)trifluoroacetamida (BSTFA), N-
trimetilsililimidazol (TMSIM), hexametilsillazano (HMDS) e N-metil-N-
(trimetilsilil)trifluoroacetamida (MSTFA), além dmisturas entre eles, com o intuito de, ou
catalisar as reacdes, ou derivatizar moléculas lBxap. E, quando se almeja derivados-
TBDMS como produto, aplica-se, em geral, os reativert-butil(dimetil)clorosilano
(TBDMCS), N-tert-butil(dimetil)sililimidazol (TBDM$M) e N-tert-butil(dimetilsilil)-N-
(metil)-trifluoroacetamida (MTBSTFA), ou a mistudkeles para reacdo com moléculas de
maior complexidade

Entre os agentes sililantes aplicados quando sgjadebter derivativos-TrMSi, o
MSTFA se destaca por ser mais volatil que o BSARBSGFA, apesar de possuir similar
poder silil-doador que ambos. Para aumentar o poeleililacdo do MSTFA, pode-se usar
catalisadores, como o TMCS e o imid&z@ derivatizante MSTFA e o catalisador imidazol

estdo apresentados na figura 17.

@) Cl:HS N
_Si—CH [/ \
I:SC/U\ITl \ 3 )

CH N
CHy —° H
(a) MSTFA (b) Imidazol

Figura 17.F6rmula estrutural do derivatizante MSTFA (a) ecdtalisador imidazol (b).
Além da aplicacdo em quimica analitica, as reagéeterivatizacdo sdo amplamente

empregadas em métodos de sintese com o objetipootkger grupos funcionais, conforme

descrito na literatuf4
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3.5.2.2 Derivatizagéo de AINEs
A analise de anti-inflamatérios por GC-MS somentepd@ssivel através da
derivatizacao prévia dos mesmos. Isso ocorre pasqUBINES sdo, em sua grande maioria,
compostos que possuem em sua estrutura hidrog@tivss, apresentam uma elevada
polaridade e pouca volatilidade. Diferentes agedéivatizantes sao utilizados na analise de

anti-inflamatorios em aguas residuais, o que é beis visualizado no Anexo 3.

3.5.3 Analise de AINEs por GC-MS
3.5.3.1 Métodos Cromatograficos

Métodos cromatograficos sdo essencialmente métfidas de separacdo de
misturas no qual os componentes a serem separsidosdistribuidos entre duas fases, uma
estacionaria e outra € um fluido, chamada de fa®sesinque se desloca através ou sobre a
fase estacionaria em uma direcdo defitlida separacdo dos componentes da amostra é o
resultado de repetidos eventos de sorcdo/dessaccBimgo da fase estaciondria. Separacdes
eficientes requerem uma adequada diferenca de ftagsainteracfes intermoleculares dos
componentes da amostra nas duas fases, combinadama contribuicdo favoravel das
propriedades do sistema de transporte que contra@amovimento da amostra tanto
intimamente com as fases quanto entre as¥fases

Os vérios processos cromatograficos sdo nomeadasodgo com o estado fisico da
fase movel. Dessa forma, por exemplo, quando §eautim gas como fase movel (também
conhecido como gas de arraste), chama-se o prodessmmatografia a gas, assim como
quando a fase moével é liquida, designa-se comoatagrefia a liquido (LC}. Para escolher
entre a GC ou LC como método de separacédo, devéenageem conta alguns aspectos como
volatilidade e estabilidade térmica dos analitegr@m analisados. A técnica mais apropriada

para as diferentes amostras pode ser melhor \@adalina figura 18.
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Hidrofilico CromatografiaLiquida

POLARIDADE

Lipofilico | Cromatografia a Gas

Volatil < VOLATILIDADE > Nao Volatil

Figura 18.Grafico da polaridade-volatilidade e os ramos dieagfio de GC e LE.

No que diz respeito ao tipo de analitos estudadestentrabalho (farmacos), a
separacdo por GC ou LC é definida de acordo corpragriedades fisico-quimicas dos
analitos de interesse. Na figura 19 é mostrado sgueana com as técnicas analiticas que
podem ser utilizadas para analise de farmacos ersteam aquosas ambientais.
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Figura 19.Métodos analiticos aplicados na determinacéo aeaf@s mais comuns em aguas

ambientais e residuarfdsem 1,tem-se farmacos analisados por GC/MS ou GGYN$ sem

derivatizacdo, em 2, farmacos analisados por GGWMGSC/MS-MS apoés derivatizacao e,
em 3, farmacos analisados por LC/MS e LC/ MS-MS

3.5.3.2 Cromatografia a Gas

Os AINEs sao compostos que podem ser analisadmsgan GC como por LC. Na

maioria dos casos, para ser possivel a analiseG@rfaz-se necessaria uma etapa de

derivatizacdo descrito anteriormente na sessad. Nesse sistema de analise, a injecdo da

7

amostra € realizada majoritariamente em colunaslace® o0 injetor mais comumente

utilizado € do tipesplit/splitless,onde no modaplit, ocorre uma diluicdo da amostra pelo gas
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de arraste, sendo esse modo de injecdo interegpzemeo oS compostos de interesse estao
em alta concentragdo. J& no malitless ndo ocorre esta diluicdo, o que é desejado para a
analise em nivel de tracos, visto que, nesse casimres quantidades de amostra precisam

entrar na coluna cromatografica

Quanto a fase estaciondria, os parametros a seralados na sua selegcdo séo:
diametro interno; comprimento da coluna; espesdiwa filme; composicdo da fase
estacionaria; e o fluxo do gas de arraste. Em ,gelbakrva-se que as colunas capilares com
fase liquida sdo as mais utilizadas. Entre as faggiglas, destaca-se o uso de policiloxanos e
misturas desse polimero com grupos metil, fenitjamo, as quais séo utilizadas a fim de
mudar a polaridade da fase estacionaria, fato quere deve ser avaliado em funcdo do
analito de interesse.

Um artificio geralmente empregado para otimizag®abndicdes experimentais é o
controle de temperatura da coluna, sendo essasghtitha das mais importantes na GC. Em
poucas palavras, 0 aumento da temperatura da codgolia em diminuicdo dos tempos de
retencdo, porém pode causar perda de resolucatudoowlesde que corretamente utilizada, a
separacao entre compostos pode ser significativi@nmeelhorada usando a programacao de
temperatura, também conhecida por rampa de aquaintesse método tem como uma das
principais vantagens a diminuicdo do tempo de smatle amostras complexas, mas €
necessario cuidado no sentido de que pode ocangria da coluna a altas temperaturas, é
necessarrio avaliar a estabilidade térmica dostasglara que ndo ocorra degradacao dos
mesmos, além de que se deve considerar o tempesftemento da coluna para préxima
andlise.

Todavia, quando se deseja identificar e quantifamanpostos, apenas a separacéo
deles pela coluna cromatogréafica e comparacdoednpds de retencdo néo é suficiente. E
necessario o emprego de um detector. Ao longodérta, sabe-se que aproximadamente 60
detectores ja foram utilizados, sendo que 15 destesromatdgrafos comerciais. Porém,
apenas quatro deles, correspondem a maior part@pfi@acoes, que sao: o Detector por
Condutividade Térmica (DCT), o Detector por longag@em Chama (DIC), o Detector por
Captura de Elétrons (DCE) e o Espectrometro de 449$4S).

Os difirentes detectores, apresentam diferentexcteaifsticas, tem-se os detectores
universais, que sao aqueles que geram sinais palguer substancia eluida (DCT e DIC); os
seletivos, que detectam substancias com deternsircadacteristicas fisico-quimicas (DCE) e
0s detectores especificos que detectam substapagapossuam determinado elemento ou

grupo funcional em suas estruturas.
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Em geral, para a identificacdo e quantificacdo denpostos, utiliza-se a
cromatografia acoplada ao espectrometro de magsas, este permitir uma maior
confiabilidade dos resultados visto que se podactenizar 0 composto pelo seu espectro de

fragmentacao, além do tempo de retenf&8"

3.5.3.3Cromatografia a Gas acoplada a Espectrometria de Mssas (CG-MS)

A Cromatografia a Gas acoplada a Espectrometriagsas (GC-MS) combina alta
resolucdo com alta seletividade e sensibilidadéetieccdo na separacdo de componentes. Seu
uso em todas as areas da ciéncia tem se estenmtlidpaimente para analises de rotina.

E uma técnica instrumental muito utilizada parail@nxna elucidacio estrutural de
moléculas, bem como instrumento analitico paraism@e contaminantes ambientais em
nivel de tragds.

A figura 20, apresenta um equipamento de CromdgraGas acoplado a um

Espectrometro de Massas (GC-MS).
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Lentes

Littha de

Transferéncia
Figura 20.Representacdo de um Cromatégrafo a Gas acopladdespectrometro de Massas.

3.5.3.3.1 Funcionamento
Os analitos separados na coluna cromatograficagpapela interface entre o GC e

0 espectrometro de massas (MS). Os analitos vaplmszsao entdo ionizados, produzindo
fragmentos moleculares e/ou ions, 0s quais saoasBEem fungdo de sua razdo carga/massa
(m/2 e analisados. Como resultado, cada compostosugerspectro de massas disposto em
um grafico de intensidade relativa dos iv@ssussua razao carga/massa/d). Como a
maioria dos ions produzidos possui carga +1, axresldem/z correspondem as massas dos
fragmentos. As intensidade dos ions de todos aweslde m/z, para cada varredura, sao
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entdo somados para gerar um pico cromatograficmatia de cromatograma do ion total. A
figura 21, ilustra os dados tridimensionais gerguwsum CG-MS.
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Figura 21.Representacao tridimensional dos dados geraddSrparatografo a Gas acoplado a

um Espectrometro de Massas (GC-MS).

Os espectrdometros de massas operam em baixas gwessdfaixa de 10a 10’
Torr. A baixa pressao se faz necesséria para naamablisdes ion-molécula sendo que neste
ponto o interfaciamento do sistema € muito impaetaA cromatografia a gas capilar oferece
vantagens adicionais para facilitar este interfaeisto devido ao menor fluxo de gas se

comparada com o fluxo das colunas empacotadas.

3.5.3.3.2 Técnicas de Varredura

O espectrémetro de massas € usado para realiz@srarnefas, incluindo analises de
compostos desconhecidos, analises de tracos,emdiscompostos alvo e medidas de massas
precisas, entre outras. Cada uma dessas analisasrtenimero de requisitos instrumentais,
incluindo o modo de varredura.

O mais conveniente método de varredura de massas@edura em uma faixa de
massas completa. Nesse madan o espectrometro realiza uma varredura sobre ama f
de massas cobrindo todos os ions moleculares mdrggdos produzidos para uma amostra
complexa de multiplos componentes. Massas menbfe®4) sdo excluidas porque podem
fazer parte dabackgrounddo ar e do gase de arraste. O limite superior @aos na
volatilidade dos analitos. Muitos compostos acireasd massa molecular (600 Da), com a
excecado de derivados volateis especificamente @aps, tém pressédo de vapor insuficiente

para as analises. Por isso, para muitos espectasrisso representa o0 maximo da faixa de
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massas ao usar uma coluna capilar, porque o ugela@dades de varredura de 8dg/scan
tornam-se mais dificeis acima dessa faixa.

Outro modo de varredura muito utilizado é o momihoento seletivo de ion (SIM).
Nesse método o analisador de massas pode serpemyrgpara amostrar um unico valor de
m/z no decorrer da separacdo cromatografica. No nraniento de apenas um/z a
sensibilidade é aumentada em trés ordens de mdgnitiependendo da faixa de massas,
assim o aparelho ndo gasta tempo no registro diesam/z que ndo correspondem aos
compostos de interesse. Essa técnica é util patsamuantitativa de compostos alvos, onde
0 pico base do analito € normalmente escolhido pam@nitoramento de/z.Ele é também
uatil para analitos que sdo parcialmente resolvidesim um Unico ion pode ser escolhido, o
qual ndo é produzido pelas espécies co-eluidasan@ate computadorizado possibilita, em
espectrdmetros modernos, que a selecdo das masgassdseja mudada durante o curso da
separacao, facilitando a otimizacdo das analises foados os componentes individuais na

mistura. A andlise por SIM sintetiza a seletividadeensibilidade do GC-MS.

3.5.4 Determinacdo de AINEs em Matrizes Aquosas Ambientai
A determinacdo de AINES por cromatografia a gasplamente difundida na
literatura, faz uso de uma etapa de derivatizagao @ objetivo de melhorar a desempenho
cromatografico destes compostos, com isso, a miemidonormalmente utilizada para
determinacdo de AINEs em matriz aquosa ambientalGio-MS, contempla os seguintes

aspectos experimentais:

* coleta da amostrautilizacdo de frasco de vidro ambar, e armazen&nda

amostra coletada em baixas temperaturas (-20°CC)-@@#ra evitar degradacao
dos analitos;

» filtracda com filtro de fibra de vidro de 0,7 um, ou, pilédcao primeiramente
com camada de celite e com um filtro de maior pdeake, por exemplo, 1,2 um,
para retirar particulas suspensas e, em sequécmia, um filtro de menor

porosidade, como 0,45 pm,;

» acidificacdo da amostra pH 2 — 3 com &cido cloridrico ou sulfarico ptoear
predominante na amostra os AINEs em sua forma madey o que melhora a
captura desses compostos na fase solida e, tarsbétribui para a realizacdo da

reacao de derivatizacao;
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* extracdo/pré-concentracapara preparacdo da amostra, sendo a SPE a mais

utilizada. Para isso, em geral, sdo empregados) tase solida, cartuchos Odsis
HLB e Stratd X. Essa técnica tem como objetivos principaisnaéza e pré-
concentracdo da amostra;

» derivatizacdomais comumente empregada é do tipo sililacdo eEogrreagentes
sililantes utilizados, destaca-se a utilizacaoedgentes BSTFA, BSTFA com 1%
TMCS, MSTFA, MTBSTFA, MTBSTFA com 1 % TBDMCS. Esseacédo tem
como variaveis de reacao o volume de derivatizanselvente empregado, 0 uso
de catalisador, o tempo e a temperatura da re&gioneio do controle dessas
variaveis, pode-se determinar uma condicdo expatahgiavel para analise por
GC-MS, que é o préoximo passo.

Na etapa da analise por GC-MS propriamente ditastata-se que a maioria dos
trabalhos publicados utiliza fase estacionaria%ed&enil dimetilsiloxan8® 8 #: # prépria
para o sistema GC-MS por apresentar baixa ocoaéleisangria. O hélio é utilizado como
gas de arraste, com fluxo constante, que varia, puddicacdes, de 0,6 & 1 mL.ifin
Praticamente todos os trabalhos usam injegdiless com excecdo de SEBOKt. al®® **
que utilizaram injecédo por meio de vaporizacao tamperatura programada. Com relacao ao
volume de injec&o, geralmente os trabalhos usaina2 pL de amostra, exceto GOMEZ,
al.? que utilizaram 10pL. Além disso, observa-se o ds@rogramacdo de aquecimento da
coluna para otimizacdo da analise. O analisadguddrupolo € o mais usado, mas o do tipo
captura de ions também € encontrado nas publicap@iesipalmente quando utiliza-se a
técnica de MS/MS. Como se trata de uma amostravéoias substancias, utiliza-se o modo
de analise por SIM e se observa que, normalmeéte escolhidos de 2 a 4 ions na sua
programacao.

A concentracdo encontrada nas aguas de entradidaedss ETES varia de caso para
caso. Contudo, é evidente que, na grande maio@eeacdo realizada para tratamento do
esgoto néo foi suficientemente eficaz para remosdarmacos abaixo do limite de deteccao

do método, que, em grande parte dos estudos,ditzixa de ng L.

3.5.4.1 Andlise de Residuos de Farmacos na Literatura: Puich¢bes
O desenvolvimento de técnicas analiticas capazetetetar substancia organicas
em niveis de concentracdo cada vez mais baixosrdome interesse na determinacédo de
farmacos, de uma maneira geral, em amostras agaogasntais. Este crescimento tem sido

significativo e pode ser observado em funcdo doamnarde publica¢cdes cada vez maior com
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relacdo a esse assunto. A figura 22 apresentautiads de publicacdes na base de dados
Scopuspara os ultimos dez anos cruzando as palavrag@t@armaceutical x water x GC-
MS.
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Figura 22.Publicagfes referentes as palavras-cipdnagmaceutical x water x GC-M#s ultimos

onze anos, pela base de daSospus

*A busca por artigos que resultou no grafico acioiaealizada no sitesww.scopus.copmo dia 26 de setembro de 2011.

Dentro do grupo dos farmacos, o numero de artigees mgtratam o estudo de
residuos de anti-inflamatérios também é grandegeesa mesma linha do gréafico anterior, o
que é possivel visualizar na figura 23, que aptasem grafico das publica¢cdes dos ultimos
dez anos, obtido através do cruzamento das paleleagantiinflamatoryx waterx GC-MS

utilizando a mesma base de dados.
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Figura 23.Publicactes referentes as palavras-claanenflamatoryx waterx GC-MSdos ultimos

onze anos, pela base de dafospus

*A busca por artigos que resultou no grafico acioiaealizada no siteww.scopus.conmo dia 26 de setembro de 2011.

Ainda, buscou-se pelas publica¢gbes referentessamtasprincipal do trabalho, que é
a ocorréncia de AINEs em aguas. O Anexo |V trazapanhado de trabalhos publicados que
trazem a analise de AINEs em amostras aquosas mtaibiaitilizando como método de

preparo de amostras a SPE e analise por GC-MS.

3.6AVALIACAO DO DESEMPENHO DO METODO DESENVOLVIDO

Em analises quimicas, a obtencdo de resultado$mtotee livres de erros e
incertezas € muito dificil. Cada operacdo ou cdojude operacdes deve ser realizado de
modo adequado e correto para que os resultadodogetenham validade. Isso permite que,
ao final de uma analise quimica, os resultadosgposdender, por exemplo, as exigéncias de
orgaos reguladores nacionais e internacionais. ggaeantir, informacdes seguras e confiaveis
realiza-se uma avaliacdo denominada validacdo ssaquimicd®.

Por validagdo, entendemos a comprovacgdo, atravdsrdecimento de evidéncia
objetiva, de que os requisitos para uma aplicagfidtems especificos foram atendidos. E
fundamental que os laboratérios disponham de neiostérios objetivos para demonstrar,
através da validacdo, que os métodos de ensaioexgeutam conduzem a resultados
confiaveis e adequados & qualidade pretefitiida

A validacéo de todo e qualquer método de andlissist® em realizar uma série de

testes analiticos e estudos estatisticos, comparaedultados com critérios pré-
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estabeleciddé. Segundo o documento INMETRO DOQ-CGCRE-008, ded2@lvalidacédo
de um método analitico deve incluir especificidadseletividade, faixa de trabalho e faixa
linear de trabalho, linearidade, sensibilidade,iténde deteccao, limite de quantificacao,

exatiddo e tendéncia, preciséo, robustez e ineed@medicad.

3.6.1 Parametros de Validacdo de Metodologia Analitica
3.6.1.1 Especificidade e Seletividade

Além do analito que se pretende identificar e/oangficar em uma amostra, a
matriz a ser analisada possui outros componentegpgdem ter algum efeito na medicéo,
mas que nao se deseja quantificar. Um método dspeproduz resposta apenas para o
analito, enquanto um método que € capaz de distiagasposta de um analito da de outros é
chamado seletivo. Entretanto, os termos espedfigide seletividade sédo frequentemente
utilizados indistintamente ou com diferentes intet@pcoey’.

O conhecimento e a definicdo das interferénciascinam as etapas seguintes do
meétodo analitico. Normalmente, é o primeiro passser dado no desenvolvimento da
metodologia, cuja avaliacdo pode ser realizadar@ér pke amostras em branco com e sem
adicdo de analitos sendo medidas para o testeteiéenentes. O resultado dessas medigdes

deve ser tratado e avaliado em bases matentiticas

3.6.1.2 Faixa de Trabalho e Faixa de Trabalho Linear

Para qualquer método quantitativo, existe uma fd&xaoncentra¢cdes do analito ou
valores da propriedade no qual o método pode dieradp. A faixa de trabalho para um
método é limitada inferiormente pelos limites ddededo e quantificacdo do método, e
superiormente pela resposta do equipamento de &uétlic

A faixa de trabalho linear de uma metodologia gtervalo entre os niveis inferior e
superior de concentracdo do analito onde se demaamsieterminagcdo com preciséo, exatidao
e linearidade exigidas. E a faixa de concentracideoa sensibilidade (resposta do
equipamento) pode ser considerada consfante

A faixa de aplicacéo para a qual o ensaio vai skzado deve estar dentro da faixa
de trabalho. A concentragcdo mais provavel da amaidve situar-se preferencialmente no
centro da faixa de trabalho. O limite inferior détodo deve ser, obrigatoriamente, maior que
o limite de deteccdo, e maior ou igual ao limiteqientificacdo. Etapas como diluicdo e
concentracdo devem ser cuidadosamente executalil@sde evitar a introducdo de erros
sistematico¥.
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3.6.1.3 Linearidade

Se uma metodologia de andlise € capaz de prodespostas diretamente
proporcionais a concentracdo do analito em amostiase que ele possui linearidate

A correlacéo linear entre o sinal medido e a comaeéio da espécie é expressa
graficamente por meio da chamada curva analititde @ abscissa representa a concentragao
do analito e a ordenada apresenta o sinal do detdeara a construcdo de uma curva
analitica, sugere-se a utilizagéo de, no minims,\&dores de concentra¢ao

A relacdo matematica utilizada para o célculo decentragdo dos analitos pode ser
obtida usando o modelo conhecido como regress&arlirdeterminada pelo método dos
minimos quadrados, representada na equacao debeexa:

y=ax+bh Q)

onde:

y = resposta medida (absorbancia, altura ou argécdoetc.);

X = concentracgao;

a = inclinacdo da curva de calibracdo — sensiliéga

b = interse¢cé&o com o eixo y, quando x = 0.

A linearidade pode ser observada pelo gréaficoiddtse normalmente o coeficiente
de correlacao linear (r) para indicar se a retaaljor ser considerada adequada. Um valor
maior que 0,90 é, usualmente, requefido

Pode-se obter a linearidade por padronizacdo etemexterna e formulada como
expressdo matematica usada para o calculo da ¢oag@m do analito a ser determinado na

amostra redf.

3.6.1.4 Padronizacao Interna

A padronizacdo interna consiste no preparo de 8etugpadrdao com diferentes
concentracdes conhecidas dos analitos (pontosrda analitica), nas quais é adicionado uma
quantidade conhecida de um composto chamado patk€mo (Pl). A analise da curva
analitica com a presenca do Pl permite a contrdedom grafico relacionando a razdo das
areas (area do analito / area PI) com a conceptrdgdsubstancia. A amostra também é
analisada apés a adicdo da mesma quantidade cdaltecpadrao interid

Idealmente, a substancia usada como padréo intieneser similar ao analito a ser

quantificado, possuirgt proximo ao do analito, ndo reagir com 0s analibos outros
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componentes da matriz, ndo fazer parte da amosté® €o-eluir com nenhuma substancias
presente na amostra. A padronizacao interna énextnente Util, especialmente pelo fato de

que independe de pequenas variacdes do sistemiénesmil e reduz o efeito de maffiz

3.6.1.5 Sensibilidade
A sensibilidade demonstra a variacdo da respostduegéio da concentracdo do
analito. E determinada simultaneamente aos testdmehridade. Depende da natureza do

analito e da técnica de deteccéo utiliZAda

3.6.1.6 Limite de Deteccéo

Em determinacdes de nivel traco, € importante salpeenor valor de concentragdo
do analito detectavel no equipamento. Segundo &AQJRimite de deteccédo (LD) é o
resultado Unico e simples que, associado a umalpitmade, pode ser distinguido do valor
de um branco adequado. J& para o INMETR®a concentracdo minima de uma substancia
medida e declarada com 95% ou 99% de confiancaiel@ goncentracdo do analito é maior
que zero. E determinado através de uma andliselemmpe uma dada matriz contendo o
analito. Em cromatografia, normalmente se utilizalido da linha de base para obter o LD,

considerando-se que a razéo sinal/ruido deve E&r 3:

3.6.1.7 Limite de Quantificacao
O limite de quantificacdo € a menor concentracdo adalito capaz de ser
determinada com um nivel aceitavel de precisdoraciadé®. Pode ser determinado da
mesma maneira que o LD, entretanto com uma raz&a/rsido de 10%. Na pratica,
corresponde normalmente ao padrédo de calibracameter concentragdo (excluindo o

brancoj*.

3.6.1.8 Exatidao e Tendéncia
A exatiddo é a concordancia entre o resultado eramim e o valor de referéncia
aceito como verdadeiro. Quando aplicada a uma dérresultados de ensaio, implica numa
combinacdo de componentes de erros aleatérioteensiticos (tendénci)
Existem véarias maneiras de se avaliar a exatiddommdenétodo analitico; através da
utilizacdo de material de referéncia certificadag,qquando disponiveis, sdo preferidos por

exibirem relacéo direta com os padrdes interna@preamparacdo entre métodos analiticos,
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para avaliar o grau de proximidade dos resultatdtisias entre dois métodos, e a avaliacao
pode ser intra e interlaboratoriais

3.6.1.9 Preciséo

Precisdo € um termo geral para avaliar a dispedsdoesultados entre ensaios
independentes, repetidos de uma mesma amostratrasmm@gmelhantes ou padrbes, em
condicbes definidas. As duas formas mais comunsexjgessa-la sdo por meio da
repetitividade e a reprodutibilidade, sendo usuatmexpressa pelo desvio padfao

A repetitividade é a concordancia entre os resofiatt medicdes sucessivas de um
mesmo analito, efetuadas sob as mesmas condici®edpnento, analista, equipamento,
local, em um curto espaco de tenifo)

Ja a reprodutibilidade € o grau de concordanciandemensurando sob diferentes
condi¢cBes de andlise. Pode-se variar laboratoperanlores, equipamento. E interessante a

verificacéo da reprodutibilidade de um método atsade comparacao interlaboratdfial

3.6.1.10 Robustez
A robustez é a capacidade de um método se maraierado frente a pequenas
variacdes. O teste douderé o mais utilizado para determinar se uma metodokgglitica

é robustd’.

3.6.1.11 Incerteza da Medicéo
Estudos de validagdo geram dados que devem comprodesempenho adequado
do método, além dos fatores que individualmenteientiam as possiveis variacoes a que o
meétodo € suscetivel. Esses dados podem ser traladosma a gerarem uma estimativa da

incerteza associada ao método, quando esse seraneonroting’.

3.7TRATAMENTO DE EFLUENTES URBANOS NO BRASIL
De um modo geral, no Brasil, em torno de 20% deesie doméstico passa por uma
ETE”. Em Porto Alegre este mesmo valor é o que se teaineente, sendo que a meta para
2015 é de que 70% do efluente urbano esteja totéénuanalizado e boa parte seja tratado
Estes dados mostram a grande importancia destatasguincipalmente se compararmos
com o cenario mundial, em que no caso da maiosgdases desenvolvidos, o tratamento de

aguas residuarias chega a 100%.
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Em termos de processos utilizados para tratamemtagdas residuarias estes séo
bastante conhecidos e amplamente descritos natlitar Na tabela 7, estes processos sao
apresentados de forma resumida, pois o0 escopotdesaho ndo esta centrado na abordagem

dos mesmos, mas apenas na utilizacdo das amosteakag por eles.
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Tabela 7. Niveis de tratamento, descricdo e exemplos de gsosautilizados para o tratamento de aguas remdudr
Exemplos de Processd$ *°

Descricad®
Remocao de soélidos grosseiros, constituintes demté como trapos,
pedacos de madeira, graxa e outros materiais fltesaque podem causar
problemas operacionais e de manutencao. Realizaddiktros resistentes
colocados na entrada da ETE.
Remocao através de operagao fisica, geralment@eetdicao, de uma  Filtracso, flotacdo, separacio de

por¢cdo dos solidos em suspensao e matéria organica. particulas discretas, precipitacio
quimica, clarificacao de

Nivel do Tratamento
Gradeamento, sedimentacéo,
peneiramento, separacdo agua-

Oleo.

Tratamento preliminar

Tratamento primario

Tratamento primario  Remocéao aprimorada de sélidos suspensos e matgéiaica do efluente.
avancado Tipicamente, compostos quimicos sédo adicionad@srealizada filtracéo. efluentes.
Lodos ativados convencionais e
suas variantes: aeracao

Remocao de matéria organica biodegradavel (suspesmsasolucao) e
¢ 9 9 ( ¢ao) prolongada, lagoas aeradas
facultativas; processos

Tratamento secundario sélidos suspensos, através de processos biolGgigosnicos. Desinfeccéo
também esta incluida na definicdo de tratamentansiéeio convencional. L
anaerobios, como lagoas e
biodigestores anaeroébios.

Remocéo de sdlidos suspensos residuais (que restiegzois do tratamento
Radiacéo ultravioleta, cloracéo,

L secundario), usualmente por filtracdo granular emédmicroscreens
Tratamento terciario ) A : ~ L
(filtros mecanicos com tamanho de poro de 10 4@ Desinfeccao e 0zonizacao,
remocao de nutrientes restantes também fazemdesta etapa.
Remocéo de materiais solidos e dissolvidos remangss depois do
Osmose reversa

Tratamento avancado tratamento bioldgico normal quando necessario yetias aplicacoes de
reutilizacdo da agua.




O processo secundario mais utilizado é o de lod@dd, que com frequéncia é
empregado no tratamento biolégico de aguas residuatomésticas e industridis A
primeira referéncia que se tem do estudo desseeggoaemonta ao inicio dos anos 1880,
quando a investigacdo de efluentes em tanquesreseeate oxidacdo da matéria organica
nessa condicao foi investigada por Angus Stith

Este processo de tratamento por lodo ativado dengier definicdo, dos seguintes
componentes: um reator no qual os microrganismsporsaveis pelo tratamento sao
mantidos suspensos e aerados; separacao solidieligeralmente por sedimentacdo, em um
tanque, e reciclagem do sistema pelo retorno dbdoséremovidos na sedimentagdo ao
reator®. Existem numerosas configuracées possiveis paes é€s componentes.

Geralmente, lodos ativados sédo usados conjuntarnentdratamentos preliminares
e primarios, tanto fisicos quanto quimicos, e pasnento, como desinfeccao.
Historicamente, a maioria das plantas de lodosa@bs possui um tanque de sedimentacéo
anterior ao tanque de aeratao que ndo é observado no caso da ETE em estodtndais
que possuem periodos de clima quente, podem ogmwbtemas com odores no caso da

utilizacéo deste pré-tanqiieo que possivelmente justifica a supressado despa.e
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4. MATERIAIS E METODOS
4. 1MATERIAIS E SOLVENTES

Os seguintes reagentes, solventes e padrdes foiterados neste trabalho:

- ReagentesN-Metil-N-(trimetilsilil)trifluoroacetamida (MSTR, Sigma-Aldrich),
em ampolas de 1 mL; MSTFA ativado Il (~5% imidgZdigma-Aldrich) em frasco ambar de
5 mL; acido sulfurico (Merck);

- Padrbes de AINEs: acetoaminofeno, acido salgilimetoprofeno, diclofenaco,
dipirona, ibuprofeno, e naproxeno foram doados peipresaMultilab Industria e Comércio
de Produtos Farmacéuticos Ltd&alabash Farmacia de Manipulacde Laboratorio
Industrial e Farmacéutico Lifar LTDA,

- Solventes acetonitrila Tedia Company isoctano Kallinckrodt Chemicalg
metanol Tedia Companytodos grau cromatografico e acetona comerciatoaa grau p.a.
(ALZ Laboratério$; agua destilada; hexano grau pMallinckrodt Chemicalg e agua ultra
pura, com resistividade controlada em 182 bhi* (Milli-Q Plus, Millipore);

- Cartuchos de SPEtrata X Phenomengxde fase polimérica (33 um, 200 mg, 6

mL); Oasis HLB(Waters)com caracteristicas hidrofilicas e lipofilicas @2m, 200 mg, 6
mL).

4.2SOLUCOES

As solucdes padréo individuais de cada analitet¢aminofeno, acido salicilico,
cetoprofeno, diclofenaco, dipirona, ibuprofeno, neagno e cafeina) foram preparadas
pesando-se aproximadamente 5 mg de cada padrazeftmcio em torno de 1000 mg L
em acetonitrila (ACN)). Contudo, para solubilizas padrbes de diclofenaco, dipirona,
naproxeno e cafeina nesse solvente, foi necessdidmnar gotas de metanol. Essas solucdes
foram estocadas a 4 °C ao abrigo da luz.

As solugcbes padrdo mistas de trabalho foram pmdpara partir da diluicdo das
solugdes padrdo individuais. Para isso, foi traiddeuma aliquota de cada solugdo padrao
individual para um baldo de 10 mL. O solvente feaporado com o uso de nitrogénio
(99,999% de pureza) e a solucéo reconstituida Iverse desejado (ACN ou isoctano). A
total evaporacdo dos solventes nesse processoomgsiruma etapa determinante por dois
motivos: i) na troca do solvente, acetonitrila ectano ndo s&o misciveis e ii) o metanol

adicionado em algumas soluc¢des padréo individsaisido evaporado completamente, pode
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reagir com o agente derivatizante competindo coranalito de interesse, na etapa de

derivatizacéo.

4.3METODOS
4.3.1 Extracdo em Fase Sdlida — SPE

O método de SPE utilizando cartuchos contendo $&dida polimérica reversa
(Strata X, Phenomenex), passou pelo seguinte proeatb. Para o condicionamento
utilizou-se 5 mL de metanol seguido de 5 mL de agtra pura acidificada em pH 3 com
solucdo de &cido sulfarico 1 mof'L A amostra, previamente acidificada (pH 3, tamioém
acido sulfarico 1 mol 1) , foi percolada pela fase sélida com um flux@daL min'. A fase
sélida foi seca sob vacuo por 5 minutos e os asadiluidos com 5 mL de acetonitrila. Apos a
eluicdo, as amostras foram evaporadas com nitrogétransferidas para frascos,
reconstituidas em solvente adequado e derivatizages a derivatizacdo as amostras foram
analisadas por GC-MS.

O meétodo de SPE utilizando cartuchos contendo $asida lipofilica-hidrofilica
(Oasis HLB, Waters), passou pelo procedimento delicmnamento com 5 mL de acetato de
etila, seguidos de 5 mL de metanol e 5 mL de adfjuapura. Foram percolados 100 mL de
amostra pela fase sélida com um fluxo de 3 mL mi fase sélida foi seca sob vacuo por 5
minutos e os analitos eluidos com 2 X 4 mL de &ceta etila.

4.3.2 Derivatizacao

Primeiramente, utilizou-se solucdes individuais auncentracdo de 10 mg’L
solvente isoctano, 100 pL do derivatizante MSTFx&aalk 111 e ndo ativado, 60 minutos de
reacdo e 70°C de temperatura de reacdo. As refm@es realizadas em um sistema de
aquecimento (Reacti-Therm* Heating and Stirring Mled — Thermo Science), mantendo a
temperatura constante em 70°C. As solugcbes remdtdoram analisadas por GC-MS,
conforme condi¢des de operacao que serdao aborgdast&siormente.

Com a finalidade de estabelecer as melhores coegligiara a reacdo de
derivatizacdo dos compostos em estudo neste trgbakh seguintes parametros foram
avaliados: tempos de reacdo (60 e 120 minutosyemsids (ACN e isoctano), reagentes
(MSTFA e MSTFA ativado IlI) e volumes de reagerit (1L, 50 pL, 100 pL, 200 puL e 300

pL).
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4.3.3 Cromatografia a Gas Acoplada a Espectrometria de Mssas (GC-MS)
Para a andlise cromatografica foi utilizado um Gatfrgrafo a Gas Agilent 6890
Séries GC System acoplado a um espectrometro dsama@gyilent 5973 Network Mass
Selective Detector, equipado com coluna DB 1 (1@@8#etilpolisiloxanno - 60 nx 0,25 pm
x 0,25 pum), com rampa de aquecimento de 100 °C (% mILO°C/min — 290 °C (10 min),

temperatura do injetor e da linha de transferéagi®290°C .

4.3.4 Desempenho do Método Proposto
O desempenho do método proposto foi avaliado segand@OQ-CGCRE-008 do
INMETRO™, considerando o0s seguintes parametros: linearidaspecificidade e
seletividade, sensibilidade, precisédo (repetibileda reprodutibilidade dos dados), limites de
deteccdo e quantificagdo instrumental e do métomlmystez. Na SPE, foi determinado o

volume de quebra e a recuperacgédo, estes ultimofrome sera discutido posteriormente.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.10TIMIZACAO DAS CONDICOES DO GC-MS A PARTIR DAS SOLU COES
PADRAO DERIVATIZADAS
A partir dos dados da literatdtfafoi estabelecida a condicdo cromatografica para a
analise dos AINEs ja derivatizados.
Paralelamente, solucéo destes compostos nao deatkas também foram analisados
nas mesmas condi¢des. O cromatograma no modo S@ANlacédo mista contendo todos os

analitos de interesse ndo derivatizados € aprekentafigura 24.
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Figura 24.Cromatograma da solucéo mista de AINEs nao dezagtis. Concentracdo 10 mg L
em solvente isoctano, coluna DB 1 (6,25 pmx 0,25 um), com rampa de aquecimento
de 100 °C (5 min) — 10°C/min — 290 °C (10 min). penatura do injetor e da linha de

transferéncia em 290°C .

Observa-se que sem a derivatizacéo, apenas tréndbios de interesse aparecem
no cromatograma quando analisados no solventearsmctSegundo dados da literatura,
anélises de AINEs ja foram realizadas por GC-M®) seprocesso de derivatizalde se
obtiveram resultados satisfatorios simultaneamgratiea os analitos ibuprofeno, cafeina,
acetoaminofeno e diclofenaco, com limites de déee;quantificacdo instrumentais de 20 a
1600 pg ' e 70 a 5500 pgtrespectivamente. Porém, os outros analitos deesge foram

analisados, segundo a literatura, somente apésrpaselo processo de derivatizdCao
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Como o objetivo € analisar os sete AINEs propogtagsse contexto quatro deles necessitam
do processo de derivatizacdo para analise por G@&Mabendo que a literatura demonstra
que alguns dos AINEs nao precisam ser derivatizagoando submetidos a esta reacao
possuem melhores respostas comparados aos naatidade&®, optou-se por desenvolver
um método que utiliza a reacao de derivatizacadAdldEs para andlise por GC-MS.

Apés verificar a efetividade da reacdo de cada ostop através de reacdes
individuais de derivatizacdo, associadas aos sespectivos tempos de retencdo, nas
condicbes cromatograficas estabelecidas, analsauys solu¢cdo mista contendo todos os
compostos de interesse, também derivatizada, penificar a resolucdo entre os picos
cromatograficos. Todos os picos se mostraram cewiugdo maior que 1,5 como pode ser

evidenciado nas figuras 25 e 26.
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23.42
22000,

20000/ 18.4a2 tr (min) composto
16,94 ac. Salicilico
18000, 18,42  ibuprofeno
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1466061 23,42 naproxeno
21.19 o5 4o 24,56 cetoprofeno
120001 25,49  diclofenaco
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Figura 25.Cromatograma da solucéo de AINEs derivatizados odonSIM. Concentracao de 1
mg L, em solvente isoctano, coluna DB 1 (66 ®,25 umx 0,25 pm), com rampa de
aquecimento de 100 °C (5 min) — 10°C/min — 29018ngin). Temperatura do injetor e da
linha de transferéncia em 290°C.

Na figura 25, seis dos compostos de interesse ef@atddos no solvente isoctano,
com boa separacdo entre 0s picos, indicando queoradicOes de operacdo do sistema

proposto podem ser consideradas satisfatOriasapaiese dessas substancias.

51



Para avaliar os outros dois analitos de interefserealizada uma analise nas

mesmas condi¢des, porém, o solvente foi substitp@oACN. O resultado é mostrado na

figura 26.
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Figura 26.Cromatograma da solucéo de AINEs derivatizadoshodo SIM. Concentracdo de 1
mg L, em solvente ACN, em coluna do GC-MS DB 1 (68 ;25 umx 0,25 pm), com
rampa de aquecimento 100 °C (5 min) — 10°C/minG-29(10 min). Temperatura do injetor

e da linha de transferéncia em 290 °C.

Na figura 26, observa-se que os analitos estaoseparados, assim como observado
na solucdo em isoctano, portanto sendo a condigimpracdo do sistema também

considerada satisfatoria para analisar esses coospds interesse em ACN.

5.2CONDICOES DO GC-MS
Com base nos dois cromatogramas apresentados oamemie, as melhores
condicOes para a analise por GC-MS para os congp@sto estudo estdo apresentadas na
tabela 8:
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Tabela 8. Condicdo para analise dos AINEs por GC-MS no mdibeSSCAN

Temperatura do injetor 290 °C
E Volume de inje¢cdo 1puL
2 o Modo de injegéao Splitless
Coluna DB-1 (60 m x 0,25 mm x 0,25 pm)
O Gas de arraste Helio
o Fluxo do géas de arraste 1 mL minuto®
Rampa de aquecimento 100 °C (5 min) — 10°C/min — 290 °C (10 min)
Temperatura linha de 290°C
transferéncia
n Analisador de massas Quadrupolo
= lonizacao por impacto 70 eV
eletrdnico

Modo de registro dos ions  SCAN e SIM

Primeiramente, as analises das solu¢cdes mistascoadicOes citadas foram
realizadas considerando a aquisicdo no modo SCAdIm ©s resultados das analises
individuais e também das solu¢des mistas, foraificatas as duas razdes massa/carga (
mais intensas de cada analito. O ion (rax#® de maior intensidade foi utilizado como
quantificador e o segundo mais intenso como quoatifir. A partir desses dados, foi
estabelecido 0 método para o monitoramento de(&liv). O método SIM € mais sensivel e,
consequentemente, podem ser atingidos limites egho e quantificagdo na ordem de ultra-
traco (ng ') grandeza mais apropriada a anélise de AINEs easias aquosas ambientais.
As razbesm/z mais intensas de cada analito poderdo ser viadaliz na tabela 9. Os
cromatogramas e 0s espectros de massas de todompsstos derivatizados encontram-se

no Anexo 5.

5.3DETERMINACAO DO METODO DE ANALISE POR MONITORAMENTO
DE IONS
As duas razbem/z mais intensas de cada composto de interesse gEsolbomo

ions quantificador e qualificador para a analisenoalo SIM séo dadas na Tabela 9.
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Tabela 9. Tempo de retengdo e ions a serem monitorados adasanalito (0s ions sublinhados

foram os escolhidos como quantificador por apre@sent maior abundancia).

Analito tp fons Monitorados
Acetoaminofeno 1TrMSi / 2TrMSi 19,91/18,29 181, 166 /20€, 280

Acido Salicilico 16,79 267, 193
Cafeina 21,06 194, 109
Cetoprofeno 24,43 282, 311
Diclofenaco 25,34 214, 242
Dipirona 25,56 125, 215
Ibuprofeno 18,29 16C, 263
Naproxeno 23,30 18%, 302

*As razbesn/zdestacadas sdo as utilizadas para quantificag@uta como qualificadora

Determinado o modo SIM para os compostos de irgerésdas as analises passaram

a ser feitas nestas condicoes.

5.40TIMIZACAO DAS CONDICOES DA REACAO DE DERIVATIZACAO

Segundo dados da literatura, a derivatizacdo deEdIpara a analise por GC-MS,
com o MSTFA tem se mostrado mais adequada do queodd,O-Bis(trimetilsilil)acetamida
(BSA) e o N,O-Bis(trimetilsilil)trifluoroacetamidéBSTFA). Além disso, 0 MSTFA pode ser
utilizado também com o catalisador imidazol, seeske reativo chamado de MSTFA ativado
[ll, segundo catalogo da Sigma-Aldrich. Portantavaliacdo da reacdo de derivatizacéo foi
realizada com o MSTFA com e sem o catalisador.

Em um primeiro momento, realizou-se a reacdo dklcggsib com cada um dos
farmacos em estudo, a fim de verificar a efetivedaié reacdo, o tempo de retengdo dos
compostos derivatizados e seus respectivos espaenmassas.

Inicialmente foi realizado planejamento fatoriakgaealizar estudos exploratorios
das condicOes da reacdo. Posteriormente, utiliecm{slanejament®oehlertcomo sistema
de otimizacdo de experimentos de segunda ordem.

5.4.1 Avaliacao Preliminar das Condi¢cOes para a Reacao dgerivatizacao
A otimizagédo da reagdo de derivatizagdo dos AIN&® 8/STFA foi realizada a
partir da andlise pelo modo SIM estabelecido ammeente. A efetividade da reacdo de
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sililacdo é comprovada experimentalmente pela@xisa do fragmentm/z 73 nos espectros
de massas, sendo este fragmento referente ao gropetilsilii (TrMSi). A reacdo de

sililacdo, que ocorre com 0 MSTFA, é apresentadagnea 27.

o} CH
Sample—0 F I (I:H3.\\CH3 — HQ ST F - o I F
. PR = —_0O)—SQj—
ample | + \(lkN/Sl\CH Sample—(ljJr—Slsi—l?l ., Sample (.? T| CHz + HN /
N 3 F | //F
Y Y (I:Ha H CH; CHgF H ' CH, CH,F

Figura 27.Reacgédo do MSTFA com um hidrogénio ativo de um catgpqualquer.

Inicialmente, para analise individual de cada costgocom a finalidade de verificar
a efetividade da reacéo de sililagcdo com o MSTRi#izaram-se solucdes padrao individuais
na concentracdo de 10 mg L em solvente isoctano, 100 uL do derivatizanteTF¥S
ativado Ill (que apresenta em sua composicao apamamente 5% de imidazol), 60 minutos
de reacdo e 70°C de temperatura de reacdo. Conf@grno#gado anteriormente alguns
compostos foram detectados quando a reacdo fozadal em solvente isoctano e outros
guando em solvente ACN.

Como o objetivo em uma anélise é sempre obter eamdig¢do Unica, nos deparamos
com uma problematica: analisar os compostos p& sistemas com as mesmas condi¢des
exceto trocando o solvente (um em isoctano e @mr@CN) ou ndo seria realizada a analise
dos compostos acetoaminofeno e dipirona. Sabe-seegses dois compostos sao muito
populares, sendo que seria muito provavel encéodraas amostras reais a serem analisadas.
Com isso, foi realizada a andlise pelos dois si$enonde os analitos dipirona e
acetoaminofeno foram analisados em solvente ACBIanalitos acido salicilico, ibuprofeno,
cafeina, naproxeno, cetoprofeno e diclofenacomsesi@alisados em solvente isoctano.

Partindo destes resultados iniciais, realizou-sa awaliagdo exploratdria com o0s
seguintes parametros: i) tempo de reacao (60 enlra@os); ii) solvente utilizado (isoctano e
ACN); iii) uso de catalizador (MSTFA e MSTFA ativadll); iv)volume de derivatizante (10,
50, 100, 200 e 300 uL). Como a literatura desceetemperatura do sistema de derivatizacao
das reacées de sililacdo geralmente em 78'%€ e especificamente para o MSTFA 65°C
foi estabelecida a temperatura de reacao em 70@e<Dltados das avaliagcbes realizadas sao

mostrados a seguir, nas sec¢des 5.4.1.1 a 5.4.1.4.
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5.4.1.1 Tempo de Reacao

Nesta etapa do trabalho, o objetivo foi avaliaosempo de reacéo influenciaria na
resposta obtida na analise por GC-MS, isto &, tsenpo de reacdo de 60 minutos, que foi o
utilizado nas reacdes individuais, seria suficiggaea derivatizacado dos analitos nas solucdes
mistas. Para tanto, a reag&o foi feita nos temmo$@ e 120 minutos, com as demais
condi¢cbes experimentais mantidas constantes. Cariavel de respostas utilizaram-se as
areas dos picos cromatograficos dos analitos. Aslicdes reacionais foram: concentracao
dos analitos aproximada em 1 mg 110 pL MSTFA, 70 °C, nos solventes e tempos enser

avaliados. A descricao experimental € apresentadabela 10.

Tabela 10 Experimentos realizados para avaliar a influénoitedhpo de reacao na sililacao.

Experimento  Solucdes Analitos Solvente  Tempo de Condi¢Bes experimentais
mistas reacao mantidas constantes
1 Solucéo Acido salicilico; Isoctano 1h Temperatura 70°C
Mista cafeina; cetoprofeno;
ISOC diclofenaco;
2 ibuprofeno; 2h Concentracdo 1 mg L*
naproxeno individual
3 Solucgéo Acetoaminofeno;  Acetonitrila 1lh Derivatizante ~ MSTFA
Mista dipirona
4  ACN 2h Volume 10 pL
derivatizante

Os resultados desses experimentos sao apresenasltabelas 11 e 12 e figuras 28
e 29.

Tabela 11 Avaliagéo da variacao do tempo de reacao de demddio na solucdo padrdo mista em

isoctano através da area dos picos cromatograficos.

Tempo de Analitos (Area do pico)
reacéo )
Acido .
salicilico- Ibuprofepo Cafeina Naproxe_no— Cetoprof_eno- D|clofen§co—
. - TrMSi TrMSi TrMSi TrMSi
TrMSi
1h 201929 2836481 630330 1459571 456368 1236688
217052 2843328 658954 1428446 408551 1252421
Média 209490 2839904 644642 1444008 432459 1244554
2h 202183 2943877 685133 1422352 476241 1241079
205056 2915435 689132 1442185 497786 1292593
Média 203619 2929656 687132 1432268 487013 1266836
Va(r;’;)gao 2,80 3,16 6,59 0,81 12,61 1,79
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Figura 28.Area dos cromatogramas em fungéio dos tempos daoreagsililagio com o reagente
MSTFA em isoctano.

Pela andlise dos dados do grupo de farmacos ca@@oede sililacdo ocorre em
isoctano (tabela 11 e figura 28), observa-se gaeneento na area foi muito pequeno (~12%
para o cetoprofeno e ibuprofeno) com a duplicagdidethpo de reacdo. Para os demais
analitos, a diferenca de &rea observada nao éfisgiva. Pode-se afirmar que essas
variagcbes nao justificam realizar um procediment@ glemoraria o dobro do tempo e,
portanto, o melhor tempo de reacdo para esse d¢onjignanalitos nessas condi¢cdes é de 60

minutos.

Tabela 12 Variacdo da &rea dos picos cromatogréaficos em éudgdempo de reacao de sililacdo
da solugéo padréao mista em ACN

Tempo de reacao Analitos (Area do pico)
Acetoaminofeno- TrMSi Dipirona
1lh 23494 1002559
28883 919852
27640 902674
Média 26672 941695
2h 27293 879856
25943 878944
25601 849605
Média 26279 869468
Variacéo (%) -1,47 -7,67
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Figura 29.Areas dos picos cromatograficos em funcéo do testapeacio de sililagdo com o
reagente MSTFA em ACN.

A analise dos resultados dos experimentos subnsetideacao de sililagdo em ACN
(tabela 12 e figura 29) evidencia que, ao elevaenopo de reacdo, ocorreu um pequeno
decréscimo nas respostas dos analitos. Portantonaicdo de reacdo de 120 minutos no
solvente ACN nao é interessante do ponto de visiatgativo.

Em resumo, avaliando os resultados dos experimeobserva-se que tanto para o
grupo de compostos cuja reagao ocorreu no solvemteano quanto para os que a reacao foi
desenvolvida em ACN, ndo ocorreu diferenca sigaifi@ nas respostas quando duplicado o
tempo de analise. Logo, conclui-se que, as reag@eslilacdo podem ser realizadas com o

tempo de duracdo de 60 minutos.

5.4.1.2 Solvente e Uso de Catalisador no Reagente Derivatite
Nessa etapa, realizaram-se quatro experimentosicanao dois solventes (isoctano
e acetonitrila) com os reagentes derivatizantes fMS(Eem a presenca do catalisador) e com
o MSTFA ativado Il (que apresenta 5% de catalisaobidasol). A descricdo dos
experimentos, assim como o0s resultados obtidgmesentada na tabela 13 e na figura 30.
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Tabela 13 Areas dos picos cromatograficos dos experiment@vakacio de diferentes condi¢des de realizaciieatdio de sililagdo em uma

solucdo com concentracdo 0,5 my He cada analito. CondicBes mantidas constanté8°Q: volume de derivatizante 10 pL; t de reagiahd

Solucgéo mista 0,5 mg I (Area do pico)

Experimento Derivatizante Solvente  Acetoaminofeno- S;\Alif:lﬁic():o- Cafeing Cetoprofeno- Diclofenaco- . . Ibuprofeno- Naproxeno-
TrMSi TS TrMSi TrMSi P TrMSi TrMSi
833890 ND 825351 450408 ND ND 57623 ND
MSTFA ACN
929994 ND 857979 274581 ND ND 107328 ND
1 Média 881942 - 841665 362495 - - 82476 -
DP 67955 - 23071 124328 - - 35146 -
CV (%) 7,71 - 2,74 34,30 - - 42,61 -
. 4836814 ND 1008035 502254 ND ND ND ND
MSTFA ativado Il ACN
5920238 ND 1109401 389126 ND ND ND ND
2 Média 5378526 - 1058718 445690 - - - -
DP 766096 - 71676 79993 - - - -
CV (%) 14,24 - 6,77 17,95 - - - -
ND 127903 48667 91626 117749 ND 251861 186023
MSTFA ISOC
ND 89740 58541 59322 61420 ND 199723 107093
3 Média - 108822 53604 75474 89585 - 225792 146558
DP - 26985 6981 22842 39830 - 36867 55811
CV (%) - 24,80 13,03 30,27 44,46 - 16,33 38,08
. ND 131220 49749 93531 117756 ND 252909 181413
MSTFA ativado Il ISOC
ND 130731 51378 74498 102738 ND 256539 172843
4 Média - 130976 50564 84015 110247 - 254724 177128
DP - 345,78 1151 13458 10619 - 2566 6059
CV (%) - 0,26 2,28 16,02 9,63 - 1,01 3,42

T=temperatura; t=tempo
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Figura 30.Média dos resultados dos experimentos da tab&@artcentracdo de 0,5 mg‘Lde
cada analito (60 minutos a 70°C com 10 pL do raayen

Através da avaliacdo desses experimentos, podersgua que, de forma geral,
quando se utilizou o derivatizante MSTFA ativadb (8% de imidazol), obtiveram-se as
melhores respostas em moédulo e com menores vattoesrespectivos coeficientes de
variacdo (CV), ou seja, sdo respostas com maiaiodapbilidade em comparacdo aos
sistemas que utilizaram o MSTFA sem imidazol comavatizante. Isso possivelmente deve-
se ao fato de que ao catalisar a reacao, o imigaapicia uma rota preferencial para a reagédo
de sililagao, facilitando a captura do hidrogénigcado sitio de reacdo. Isso contribui para
gue a reacdo seja completa e que necessite manpo teara formacdo dos produtos de
interesse.
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Em nenhum dos sistemas avaliados a dipirona facteda. Contudo, tanto na
solucdo individual em 10 mg™L quanto na solucdo mista em 1 m§ lela foi detectada,
sendo ambas preparadas em ACN. Como os experinteaicsados para avaliar a influéncia
do solvente e do derivatizante na sililacdo forealizados com solucées 0,5 mg tle cada
farmaco, sugere-se que a ndo deteccdo da dipiobrnkevido ao seu baixo fator de resposta
em compara¢ao com os demais farmacos.

Verifica-se também que o solvente empregado foi fator importante a ser
considerado, pois em ACN apenas trés farmacosog@o@tofeno, cafeina, cetoprofeno),
além da dipirona, sdo detectados quando submeéidesacdo com MSTFA ativado lll,
enquanto seis farmacos (acido salicilico, cafewetpprofeno, diclofenaco, ibuprofeno,

naproxeno) sédo detectados em isoctano com o mesfivattzante.

5.4.1.3 Volume do Reagente Derivatizante

Ao estudar os resultados das reacdes tratadasgia aaterior constatou-se que a
reacdo, quando contém o catalisador no meio reacipmidazol), apresenta melhores
respostas. Portanto, verificou-se a necessidadeval@r a influéncia do volume do reativo
MSTFA ativado Ill na reacdo de sililagcdo dos conmp®sem estudo. Para isso, foram
realizados cinco experimentos com adi¢éo de difesevolumes de derivatizante (10 pL; 50
pL; 100 pL; 200 pL; 300 pL) em solucdes com comesddo de 0,5 mgtde cada farmaco,
a 70 °C durante 60 minutos, em isoctano. A destregderimental e as areas dos picos

obtidas nos cromatogramas estao expressos na iabelgraficamente na figura 31.

Tabela 14 .Valores de &rea obtidos no modo SIM (ou SCAN) pareespectivos compostos

derivatizados (Compostarmsi) em funcao de diferentes volumes de derivatizante.

MSTFA Solugao mista 0,5 mg I* (Area do pico) *

Exp ﬁlltizljl?)o Ac.Salicilico Cafeina Cetoprofeno  Diclofenaco Ifeno  Naproxeno
1 10 83599 64273 24025 41165 57842 64363
2 50 173856 80154 38702 45831 70040 104818
3 100 128544 79460 33090 37346 72771 92487
4 200 88709 83846 30062 29213 79834 85776
5 300 147419 76476 28117 28068 73565 97770

* acetoaminofen- TrMSi e dipirona ndo detectado
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Figura 31.Avaliacdo do volume de derivatizante na resposseadeas dos compostos. Solvente

isoctano

Pela figura 31, observa-se que, as melhores resps&b obtidas quando a reacao de
sililacdo é realizada com 50 uL de MSTFA ativadoRlra o ibuprofencrrmsi e a cafeina,

observa-se que os melhores resultados sdo com ROBopuderivatizante. Contudo, o

acréscimo de area do pico em relacédo a reacédo idaraes0 L ndo compensa 0 uso de um

volume quatro vezes maior, somado ao fato de isatate um método multirresiduo. Caso

fosse escolhido o0 uso de 200 pL de derivatizanes;sd-ia um decréscimo de

aproximadamente 50% na resposta do acido salictlintsi.

5.4.1.4 Conclusdes da Avaliacao Preliminar da Reacao de Deatizac&o
Considerando estes primeiros experimentos, a caéodigperimental mais adequada
para reacao de sililacdo dos compostos em estageéentada na tabela 15.

Tabela 15.Condi¢des experimentais definidas para reacadigso.

Volume de Tempo
Sistema Analitos Solvente Reagente o de T
derivatizante ~
reacao
SOLUCAO aC|pIo saI|C|I|c'o;
diclofenaco; MSTFA o
MISTA - . Isoctano . 50 pL 1h 70°C
ISOCTANO ibuprofeno; ativado IlI
naproxeno
~ acetoaminofeno;
SOLUCAO L . L MSTFA o
MISTA ACN dipirona; cafeina; ACN ativado Il 50 pL 1h 70°C

cetoprofeno
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A partir destes dados iniciais, passou-se a trabalom o planejamentDoehlert

com o objetivo de buscar alternativas para reaizaéacado em uma Unica etapa.

5.4.2 Utilizacao do PlanejamentoDoehlert

O estudo de planejamentos experimentais, permitetim&zacao simultanea de mais
de uma variavel de forma mais répida, econémicdetva®. Entre os planejamentos
disponiveis, destacou-se a metodologia de superieiresposta utilizando o planejamento
Doehlert Esta metodologia necessita de poucos experimgyams encontrar a condigcéo
Otima e, principalmente, possibilita a expansadawinio do planejamento adicionando uma
nova variavel e aproveita dados anteritfes™

Verificou-se, também, a possibilidade de uso dmgjamento fatorial completo.
Esse modelo, contudo, ndo permite indicar valoteso§ das varidveis independentes para
uma determinada resposta analitica, por estas sesamdadas preferencialmente em dois
niveis, e esses planejamentos descrevem somehgs,lia ndo curvas. Quando as medidas
sdo realizadas em trés ou mais niveis, € possitet curvas e, portanto, calcular o ponto
6timo. Contudo, nesse caso, 0 numero de experiméntevado, tornando-o desvantajoso
em comparacdo com o planejamebdtehlert®.

O planejamentdoehlerté um sistema de otimizacdo de experimentos dendagu
ordem que possui seus pontos distribuidos uniforenéenpor todo o espaco experimental. Os
pontos da matriDoehlertcorrespondem aos vértices de um hexagono gerpddiade um
simplex regular, onde cada vértice correspondeaondicdo a ser analisada e, cada eixo uma
variavel analisada, uma representacéo pode seomefiualizada na figura 32, sendo que o
movimento do hexagono no espaco corresponde a vondg;des analisadas. O numero total
de pontos experimentais no planejamento é igiatia-pc, ondek é o nimero de fatorespe
€ 0 numero de experimentos no ponto central, os d® geralmente feitos em triplicata
para estimar o erro experimenal A obtencdo da superficie de resposta pelos erpatds
de uma matriDoehlertpermitem visualizar o sistema em forma 3D, realilaa analise da

interacdo entre as variaveis.
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Figura 32.Vértices de um hexagono representando as condigesimentais de uma matriz
Doehlert.

Neste trabalho, pela avaliacdo dos experimentosraf® realizados, verifica-se que
as variaveis tempo de reacédo e volume de deriviizsAo os fatores mais importantes na
variacao das respostas e, portanto, serdo as e@rdy planejamento de otimizacao.

Segundo a literatut¥, com a premissa de serem utilizadas duas varjaeeis
planejamento deve ser realizado com 9 experimg@fos 2 +3 = 9). Apds, é necessario
determinar o valor de maximo e de minimo para agaweis selecionadas. Esses dados
aliados aos valores codificados da maiiaehlert para um sistema com duas variaveis,
constituem o planejamento experimental para otigdiaala reacao de sililagao.

Apds definir que as variaveis que possuem efeitis significativo no rendimento
da reacdo de derivatizagdo, foram delimitados sesmmaximos e minimos destas para que
fosse construida a matrizoehlertcom os valores codificados e experimentais. Ogsresl

estabelecidos sdo apresentados na tabela 16 e 17.

Tabela 16.Valores experimentais de maximos e minimos pavaedveis V1 e V2.

Variavel U max. Unmin. Ui AU
V. — Volume de derivatizante (uL) 100 10 55 45
V, — Tempo de reacdo (min.) 120 30 75 45

Umax.: Valor maximo; Up,.: valor minimo; U,; valor médio
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Tabela 17 Matriz Doehlertcom os valores codificados e experimentais

Ensaio Matriz Doehl,ert para duas Condicdes experimentais
variaveis
vV, V, Vi Va
1 1 0 100,0 75
2 0,5 0,866 77,5 114
3 -1 0 10,0 75
4 -0,5 -0,866 32,5 36
5 0,5 -0,866 77,5 36
6 -0,5 -0,866 32,5 114
7 0 0 55,0 75
8 0 0 55,0 75
9 0 0 55,0 75

Neste planejamento experimental, duas solu¢cbesososolventes (isoctano e ACN)
foram utilizados, a uma concentracdo de 0,5 MgTlodos os experimentos foram realizados
com o MSTFA ativado Il na temperatura de 70 °Chatametro da avaliacdo dos dados foi a
area de cada pico cromatografico dos compostastelesse.

A partir dos dados obtidos nos experimento foraiogegraficos para determinar a
superficie de resposta de cada analito nos diEsesistemas testados (Anexo 5). Com isso
verificou-se se a condicdo estabelecida pelos empetos realizados, seria mesmo a
condicao 6tima para a reacao de derivatizacao.

A avaliacdo dos gréficos de superficie de respussanostra que, dentro do sistema
testado, todos os analitos foram detectados nes@\ACN, sendo possivel a realizacdo da
analise em um unico solvente. A partir deste mometddos os experimentos foram
realizados apenas em ACN.

Além disso, a analise dos dados nos mostra quell'omeondicdo de analise foi
quando utilizados 10 pL de derivatizante e 120 toswcomo tempo de reacdo. Contudo,
mesmo essa condicdo apresentando respostas razpavai o sistema, uma analise mais
criteriosa permite dizer que os graficos de sugierfle resposta ndo levam a uma condi¢édo
Otima para todos os analitos. O que ocorre € unteteia da condicdo 6tima ser evidenciada
em maiores tempo de reacéo e volume de derivagiz@uando testada a condicdo de 10 pL
de MSTFA e 120 min com uma solucdo padrdo de AINt&® se obtiveram respostas
satisfatorias, pois ndo foram detectados analiosteéresse, conforme pode ser verificado na
Figura 33.
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Figura 33.Cromatograma da solucéo de AINEs derivatizados tomL de MSTFA e 114 min de

reacdo. Concentracdo de 0,5 mf &ém solvente ACN.

Uma das hipoteses do sistema ter falhado é quee apuns analitos (acido salicilico,
diclofenaco, cetoprofeno e acetoaminofentr\2si), em determinados experimentos, nao se
obtiveram respostas (Anexo 6) e isso pode terrdigim a superficie de resposta, afetando o
sistema de forma a nos mostrar um resultado eqaipdirecionando a condi¢cdo 6tima da
superficie de resposta para um menor volume deali@nte e maior tempo de reacao,
quando, para que a reacao seja efetiva para tedmsatitos, precisamos de um volume maior
de derivatizante e também um maior tempo de reacgéao.

Tendo em vista este contexto e, sabendo da termd@aaondicdo Otima ocorrer em
maiores tempo de reagdo e maiores volume de deamé&, um novo planejamento
experimental foi avaliado. A matr2oehlertcom os dados dos novos experimentos a serem

desenvolvidos € apresentada na tabela 18.
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Tabela 18 .Matriz Doehlertcom os valores codificados e experimentais

) Matriz Doehlert para duas variaveis Condicdes experimentais
Ensaio v, v, V. v,
1 1 0 122,5 114
2 0,5 0,866 100 153
3 -1 0 32,5 114
4 -0,5 -0,866 55 75
5 0,5 -0,866 100 75
6 -0,5 -0,866 55 153
7 0 0 77,5 114
8 0 0 77,5 114
9 0 0 77,5 114

A analise das areas obtidas com esse experimenax(6), nos mostra que para 0s
analitos: acido salicilico, acetoaminofeno Tr®Si, cetoprofeno e diclofenaco alguns dos
ensaios ndo deram resposta no nivel de deteccamétiodo estabelecido, o que nao é
desejavel. Os dados nos mostram que 0s experimap®sgjuais todos os analitos foram
detectados sdo aqueles onde o volume de derivitizamaior ou igual a 100 uL. Com isso,
concluiu-se que para esse sistema € necessariolumevde derivatizante igual ou superior a
100 pL.

Apos, foi realizado um terceiro planejameioehlert onde o menor volume de
derivatizante é 100 pL. Os valores codificados pegmentais da matriboehlert sdo
apresentados na tabela 19.

Tabela 19.Matriz Doehlertcom os valores codificados e experimentais

Matriz Doehlert para duas

Ensaio Variaveis Condicdes experimentais
\41 \Z \4! \Z

1 1 0 190,0 75
2 0,5 0,866 167,5 114
3 -1 0 100,0 75
4 -0,5 -0,866 122,5 36
5 0,5 -0,866 167,5 36
6 -0,5 0,866 122,5 114
7 0 0 145,0 75
8 0 0 145,0 75
9 0 0 145,0 75
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Os graficos da superficie de resposta para os ngatises do planejamento
experimental avaliado sdo apresentados no AnexXoanalise dos graficos nos mostra que,
para os analitos acido salicilico e acetoaminof2mamsi, pode ser determinada a melhor
condicdo experimental no maximo volume e no tem@ximo de reacdo. A cafeina se
mostrou estavel, sem maiores variagfes na respmstigrme era esperado, uma vez que a
mesma nao sofre o processo de derivatizacdo eanportas condicdes desta reacdo nao
afetam a mesma. Mesmo tendo a melhor condicdo émuil%® 114 min, podemos perceber
gue o aumento da resposta destes compostos nestgadcocomparados as respostas quando
utilizados 100 pL e 114 min € muito baixo, logor poestdes econdbmicas é mais favoravel o
uso de 100 pL de MSTFA.

Para os demais analitos (dipirona, diclofenacoramamo, ibuprofeno e cetoprofeno)
nao foi possivel determinar a condicdo 6tima parm@agdo de derivatizacdo dos mesmos. A
analise, dos graficos permite verificar a tendédeista estar em maiores volumes de MSTFA
e menores tempos de reacdo. Uma explicacdo paotdaido, conforme mencionado na
revisao bibliografica, € a preferéncia da sililagaduncao fenol quando comparada a funcéo
acido carboxilico, logo, o MSTFA reagiria preferehmente com o acido salicilico e o
acetoaminofeno e, assim, para determinar as cagligiimas para a reacdo de derivatizacao
dos demais compostos, haveria a necessidade deareah novo planejamento experimental
com maiores volumes de reagente derivatizante.

Uma analise mais criteriosa, permite perceber que @ menor volume testado (100
pHL) e maiores tempos de reacdo (114 min), a rempmsheca a crescer para todos estes
analitos, sendo que para alguns o ganho com 190&pljustifica o dobro do consumo de
reagente, como no caso do naproxeno, porém, ewsaas0s, como o diclofenaco a perda na
resposta chega a 67% para 100 pL, logo, ha neadssitk se verificar se 0 ganho em termos
de sensibilidade € valido e se compensa 0 uso d& M@Elume de reagente derivatizante,
levando em conta, também, questdes econdmicas.

Foram estudadas trés matriz&oelhert diferentes, sendo que uma melhor

visualizacao das variacdes entre elas pode sezrevatia na figura 34.
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Figura 34.Variacdes das condicOes experimentais das maiaefhertao longo do estudo

Analisando todos o0s experimentos realizados confamefamento Doelhert para o
sistema de derivatizacao dos AINES, ndo se obtiveesultados satisfatorios para a definicdo
das condicdes de reacédo. No ultimo experimentodauv ganho na resposta para os analitos
guando aumentado o volume de derivatizante, possm ¢ uma tendéncia. Futuramente
poderdo vir a ser testadas novas condi¢cdes conresaimlumes de MSTFA, porém, uma
analise da quantidade de reagente deve ser esidbelpois este pode levar a um aumento
muito significativo no custo de analise, deixandométodo fora de padrbes para ser

implementado como rotina em laboratérios.

5.5EXTRACAO EM FASE SOLIDA
5.5.1 Escolha da Fase Solida e do Procedimento de pré-centracao
Os resultados da extracao nos cartuchos de fakgassOASIS HLB(Waters)
e a Strata X(Phenomenex$ado apresentados na figura 35 e na tabela 20.veafigar o
desempenho das fases solidas foi realizado o groeatb de SPE indicado na literatura para

cada cartucho (condicionamento e elui€46j
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Figura 35.Comparacéo das areas dos picos cromatograficasddepara as duas fases solidas

empregadas.

Tabela 20.Valores de areas dos picos cromatograficos deamalédo, nas duas fases sélidas

avaliadas
Cartucho Analitos
Acetoaminofeno Acido Cafeina Cetoprofeno Diclofenaco Ibuprofeno Naproxeno
Salicilico

Strata X 9515 341431 60921 165798 123302 164543 291868
9289 347735 60538 186855 163026 170844 307556
Média 9402 344583 60730 176327 143164 167694 299712
Oasis 9668 409190 74825 150436 104650 167783 247110
HLB 8890 395271 76758 161302 164720 171315 251024
Média 9279 402231 75792 155869 134685 169549 249067

Os resultados apresentados na tabela 20 e na Budemonstram que ndo houve
variagdes significativos com o uso da fase solidai®©HLB. Visto que a fase sdlida Strata X
proporcionou resultados mais satisfatorios parainslganalitos, esta foi escolhida para
realizacdo do processo de SPE na metodologia pgeofgeeara este processo, o cartucho Strata
X foi condicionado com 5 mL de MeOH seguidos del5da 4gua ultra-pura acidificada. A
amostra foi percolada e a eluigéo ocorreu com ImACN. Como o objetivo deste trabalho
ndo é otimizar uma nova condicéo de SPE, testammsecondicdo modificada da literattita
Devido ao sucesso dessa condicdo, a mesma foidadotemo a condicdo experimental de
SPE.
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5.5.2 Determinagéo do Volume de Quebra
O volume de quebra foi primeiramente determinadmap em solugdes dos analitos
em agua ultra-pura, para os volumes de 50, 1000en@5. Os dados de recuperacéo
apresentados na figura 36, correspondem as recdgsraelativas que foram obtidas pela
normalizagdo com as areas da curva no solventey d¢ visualizar melhor os resultados,

pois para alguns compostos, os valores de recujmefaam muito baixos.
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Figura 36.Determinacao do volume de quebra em agua ultra pura

Houve pouca variagdo na recuperacao nos voluméagudeutilizados, com excessao
do acetaminofeno que apresentou maior variagdool@me de 100 mL foi escolhido por
apresentar um bom fator de concentracdo e naotdstaulneravel ao efeito causado pela

matriz.

5.6PARAMETROS DE DESEMPENHO DO METODO DE QUANTIFICACAO :
LINEARIDADE, LIMITE DE DETECCAO E QUANTIFICACAO E
PRECISAO DOS DADOS
Os parametros de desempenho avaliados neste tvdbadtm: linearidade, precisao

apenas como repetitividade, limites de detecca@audntificacédo e recuperacao.
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5.6.1 Linearidade

Para avaliar a linearidade do método, foram arddsaas regressdes lineares
quadradas das retas )Rdas curvas analiticas em solvente. Todos ostaefms foram
considerados satisfatorios conforme pode ser ewvidén na Tabela 21, pois estdo de acordo
com aRESOLUCAO-RE N° 899, DE 29 DE MAIO DE 2003” que estabelece o minimo
para o r como sendo 0,99 que corresponde &=098. Além disso, as inclinacdes das retas
das curvas analiticas foram comparadas quandosadat apenas as areas dos analitos e
quando foram utilizadas as razdes area do anaéto/do Pl (padrdo interno). Observa-se
através da tabela 21 e das figuras 37 e 38 gue, dadirea quanto a razao area do analito/area
Pl ndo apresentaram diferencas significativasneatidade do método.

Tabela 21 Estudo da linearidade dos compostos em solucaé@aadr solvente.

Considerando area do pico | Considerando razdo argal/

Composto Equacéo da reta R Equacdo dareta R

Ac. Salicilico y =7131,9x + 330520 0,998 y =0,0047x + 0,2479 98,9
Ibuprofeno y =3428,1x + 59914 0,999 y =0,0023x + 0,0459 99,9
Cafeina y = 3814x + 94843 0,996 y =0,0025x + 0,0685 0,997
Naproxeno y = 3601,3x + 48568 0,999 y =0,0024x + 0,0395 8,99
Cetoprofeno y =1935,1x - 113553 0,989 y =0,0013x - 0,0896 79,9
Diclofenaco y =297,94x + 5007,5 0,995 y = 0,0002x + 0,0028 98,9

Acetaminofeno-2 TrMSi y =4636,9x - 12049 0,997 y =0,0028x - 0,0213 6,99
Acetaminofeno- TrMSi  y=1212,6x + 19316 0,975 y = 0,0007x + 0,0056 9,98
Dipirona y = 90,065x - 1663 0,992 y = 8B - 0,0011 0,999
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Figura 37.Comparacéao entre as retas das curvas analiticda®bpara 6 analitos estudados

considerando a &rea do analito (A); e consideran@azao area do analito/area Pl (B).
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Figura 38.Comparacéo entre as retas das curvas analitidds®piira 6 analitos estudados

considerando a area do analito (A); e consideran@daao area do analito/area Pl (B).
Os valores das areas obtidas para os diferentéespda curva analitica para cada

composto, bem como a repetitividade expressa emotede coeficiente de variacdo, sao

expressos na tabela 22.
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Tabela 22 Valores de &rea dos picos cromatograficos pard@®dtes pontos da curva analitica e seus respsatbeficientes de variacédo

percentual (CV%). Todas as concentracdes sdo sgsresn ug L.

Conc. AS Conc. B Conc. CA Conc. NA Conc. CE Conc DC Conc. | AC-2TrMSi | Conc. | AC- TrMSi Conc. DP
9291440 4072576 3882117, 3708538 1912457 353712 4692260 1173065, 91909
1300 9810091 1180 4087881 1020 3905881| 1000 3677733 1020 2011125| 1140 356426| 980 4674890 980 1124432 1000 85095
9844851 4042028 3880415 3564784 1832348 290214 4622562 1114918 85230
Média | 9648794 (3,2) Média | 4067495 (0,6] Média | 3889471 (0,4] Média | 3650352 (2,1] Média | 1918643 (4,7] Média | 333451 (11,2] Média | 4663237 (0,8] Média | 1137472 (2,7] Média 87411 (4,5
6416689 2871085 2836866 2600204 1250533 280313 3029717 911547 63200
910 6799064| 826 2889446| 714 2815761] 700 2558646| 714 1278706| 798 257744| 686 3035733 686 849317 700 60716
6926862 2898019 2843670 2541870, 1238477 220783 3035415 841409 59141
Média | 6714205 (4,0) Média | 2886183 (0,5] Média | 2832099 (0,5] Média | 2566907 (1,2) Média | 1255905 (1,6] Média | 252947 (11,9] Média | 3033622 (0,1] Média | 867424 (4,4) Média 61019 (3,6
4719674 2157577 2173128 1876887 752552 203323 2130038 787940 46876
650 4912817 590 2149900 510 2181578 500 1830937| 510 756052 570 183963| 490 2172913 490 709286 500 50635
5052783 2196186 2182585 1868317 751431 167374 2219391 727574 47724
Média | 4895091 (3,4) Média | 2167888 (1,1] Média | 2179097 (0,2] Média | 1858714 (1,3) Média | 753345 (0,32)] Média | 184887 (9,7) Média | 2174114 (2,1) Média | 741600 (5,6)] Média 48412 (4,1)
3364805 1300953 1354922 1179820 511427 90652 1755500, 194079 22050
390 3333677| 354 1289165 306 1345535| 300 1124927| 306 478824 342 66867 294 1822886| 294 142568 300 22266
3371867 1268118 1312198 1121507 487807 73995 1847525 139162 19178
Média | 3356783 (0,6) Média | 1286079 (1,3] Média | 1337552 (1,7) Média | 1142085 (2,9] Média 492686 (3,4] Média | 77171 (15,8] Média | 1808637 (2,6] Média | 158603 (19,4) Média 21165 (8,2
1147680, 416215 426047 336530 141591 31457 500400 105971 7505
130 1159346| 118 413974] 102 431740| 100 325075 102 143585 114 28943| 98 501997| 98 79335| 100 7369
1160749, 411837 424909 327368 145702 28136 512778 77658 6382
Média | 1155925 (0,6) Média | 414009 (0,5] Média | 427565 (0,9) Média | 329658 (1,8] Média 143626 (1,4] Média 29512 (5,9) Média | 505058 (1,3) Média | 87655 (18,1)] Média 7085 (8,7)
421546 138533 57152 160137 134044 9824 56167 10638 0
13 397616 11,8 76075| 10,2 56719 10 137086| 10,2 179002| 11,4 7891| 9,8 62682 9,8 5879 10 0
413109 72806 56994 132254 204946 8814 63518 5866 0
Média | 410757 (3,0) Média | 95805 (38,7 Media 56955 (0,4)] Média | 143159 (10,4) Meédia | 172664 (20,8] Média 8843 (10,9)] Média 60789 (6,6)] Media 7461 (36,9)] Média 0
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5.6.2 Precisao (repetitividade)

Os resultados de precisdo foram determinados cteqgéce a repetitividade para
solucbes padrdo em solvente analisadas em trigplicat mesmo dia. A reprodutibilidade
foram determinados pela analise de solu¢cbes pammasolvente, em dias diferentes. Todos
estes dados encontram-se no Anexo X. Na tabelee2Bse o CV% para a repe do primeiro

dia e a repro entre cinco dias consecutivos.

Tabela 23 Avaliacédo da Precisdo

Composto Repé Repro
Acido Salicilico 17,5 6,69
Ibuprofeno 3,5 2,15
Cafeina 1,1 0,38
Naproxeno 3,2 1,94
Cetoprofeno 14,5 7,04
Diclofenaco 2,8 5,71
Acetaminofeno-TrMsSi 31,3 4,18
Dipirona - -

Todos estes valores sdo aceitos a um nivel deaogaf de 95%, segundo Leite,
2002* demostrando que para as solucées padrdo no sgheEncompostos de mostraram
estaveis apos cinco dias de armazenamento.

A repetitividade dos dados para as amostras dergé da estacéo piloto, em termos

de média e CV%, séo apresentadas na tabela 24.

Tabela 24 Repetitividade dos dados em amostras de efluergstdado piloto.

Analito CV%
Acido Salicilico 36,8
Ibuprofeno 34,9
Cafeina 5,2
Naproxeno 33,4
Cetoprofeno 33,5
Diclofenaco 20,9
Acetaminofeno-2TrMSi 18,7
Acetaminofeno-TrMsSi 20,4
Dipirona 2,2

76



5.6.3 Recuperacao
As recuperacOes de cada composto foram determimgddsds diferentes matrizes:
agua HPLC; agua de Rio e efluente. A comparacacsss obtidas para os analitos nestas

matrizes, foi realizada com a solucao padrao dabtas no solvente, a partir da equacao 2.

f i Ai(aq) E

Recuperacao Absoluta (%) x100 2)
[ Ai(s) :

Onde:
Ai(aq) — area do composto na matriz aquosa, apgsap@elo procedimento analitico;
Ai(s) — area do composto na solucédo padrao emrseh\apos a derivatizacao.

As recuperacg0Oes obtidas para cada analito saceapaesas na Tabela 24.

Tabela 25 Recuperacdes dos analitos em diferentes matrizes

, Recuperagao Absoluta Recupe'ra(;ao

Analito Relativa

Agua HPLC Aguade Rio Efluente Efluente
Acido Salicilico 0,72 0,92 0,34 47
Ibuprofeno 7,76 4,77 4,54 58
Cafeina 132,06 177,81 133,97 101
Naproxeno 2,08 0,84 0,67 32
Cetoprofeno 180,85 179,81 137,56 76
Diclofenaco 5,63 12,05 6,10 108
AC-2 TrMSi 1,93 2,36 1,63 84
AC- TrMSi 4,76 3,54 8,69 182
Dipirona 24,50 79,83 26,84 109

AC - Acetaminofeno

Observa-se a baixissima recuperacdo do acido Igali¢pKa=3,5), que pode ser
atribuida a elevada solubilidade deste compost@gua. Apesar das solu¢des aquosas terem
o pH ajustado em 3,0 para deslocar o equilibricdedésido para a forma protonada, a
retencdo na fase solida € muito baixa. De um medal ¢pdas as recuperacdes absolutas sao
muito baixas podendo indicar que o procedimentditen@aproposto ndo seja adequado.

Entretando, comparando-se os dados de recuperdbsiduta nas trés matrizes,

observa-se que a variacao € pequena evidenciamda egta fica dentro de valores aceitaveis
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(32 a 108 %) e que a quantificacdo deve ser rel@izam a curva na matriz para que 0s
resultados possam ser considerados satisfatorios.

As recuperacoes designadas como “recuperacfesutssahdo levam em conta o
efeito da matriz, ou seja, a comparacao foi redéizzom a solucéo padréo no solvente. Para
que se tenha a recuperacao relativa, que € umesegpacdo mais adequada do que ocorre

com o sistema, é necessario a curva analitica trazma

5.7AMOSTRAGEM E ANALISE DE AMOSTRAS AQUOSAS AMBIENTAIS
5.7.1 Amostragem

As amostras ambientais coletadas para andlise pseledivididas em trés grupos:

- Amostras de uma Planta Piloto de Tratamento tesie que utiliza processos de
tratamento anaerdbio;

- Amostras do Arroio Dilavio que corta a cidadeRteto Alegre.

As amostras de efluente e afluente da Planta Pilotam coletadas nos meses de
janeiro e fevereiro de 2012.

As amostras do Arroio Dilivio foram coletadas enatqu pontos desde a sua
nascente até sua foz, assim distribuidas: i) Nésam Arroio Diluvio localizada no Parque
Natural Saint’Hilaire (Viamao, RS); ii) Arroio DMib na Avenida Ipiranga (Porto Alegre,
RS), cruzamento com a Avenida Antonio de Carvaliip;Arroio Dilivio na Avenida
Ipiranga, cruzamento com a Rua Bardo do Amazonas) éirroio Dilivio na Avenida
Ipiranga, cruzamento com a Avenida Praia de Béaspontos de Coleta no Arroio Dilivio

podem ser visualizados na figura 39.
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Figura 39. Localizagéo geogréfica dos pontos de coleta doidDduvio

5.7.2 Quantificacdo das amostras aquosas ambientais

A quantificagdo das amostras ambientais foi reddizatravés da equacdo da reta
para a curva analitica de cada analito. Os resdtafio mostrados nas tabelas 26 e 27.

Na estacdo piloto, foram realizadas duas coletaBserva-se grande variacdo nos
resultados obtidos. Diversos fatores podem secioglados a estes dados, dentre eles o fato
de que a estacédo reiniciou seu funcionamento agepasicos meses e VAarios ajustes ainda
estdo sendo realizados.

As amostras do Arroio Dilavio também mostraramndevariacdo nos dados, mas
resalta-se o fato de que todos os AINEs analistefesn sido quatificados nas amostras. E
importante enfatizar que o Arroio DilGvio, além Eeber efluente hospitalar e doméstico,

também recebe agua da chuva e muitos outros despeoonhecidos.
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Tabela 26 Linearidade, Limites de Deteccao e de Quantificggita as Curvas na Matriz

Instrumental (ug L™) | Do método - Efluente (ng [*) | Do método — Afluente/DilGvio (ng L)
Composto Equacéao da reta R2 LD LQ LD LQ LD LQ
Ibuprofeno  y=26,342x + 3261,5 0,993711,68 38,94 194,70 649,01 58,41 194,70
Cafeina y =2987,9x + 184053 0,9991 0,22 0,73 3,63 12,09 1,09 3,63
Naproxeno y=9,2004x + 997,79 0,991864,75 215,83 1079,14 3597,12 323,74 1079,14
Cetoprofeno y=1251,1x + 39585 0,9998 7,04 23,47 117,37 391,24 35,21 117,37
AC-2 TrMSi y =43,799x - 4312,1 0,993812,30 40,98 204,92 683,06 61,48 204,92
AC- TrMSi y =69,664x + 41236  0,9889 5,62 18,73 93,63 312,11 28,09 93,63
Dipirona y =31,53x - 6659,7 0,99%650,28 167,60 837,99 2793,30 251,40 837,99

AC- Acetaminofeno
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Tabela 27 Concentracées dos analitos nas amostras da Eftdgéime do Arroio Dilvio em ug't, valores entre parénteses correspondem ao CV%.

Amostra Ibuprofeno Cafeina  Naproxeno Cetoprofeno AC-2 TrMSi AC- TrMSi Dipirona
Efluente 10,48 (12,0) 0,66 (52,4) nd <LOQ nd <LOQ nd
Estacao Piloto 01/12
Afluente 4,08 (40,2) 6,59 (5,4) 1,87 (51,8) <LOQ 4,42 (20,7) <LOQ 7,14 (1,9)
Efluente <LOQ 0,21 (55,00 <LOQ nd nd <LOQ nd
Estacao Piloto 02/12
Afluente 3,49 (1,2) 1,32 (17,0) 1,66 (49,0) <LOQ 2,02 (19,4) <LOQ 1,64 (6,8)
Dilavio Nascente <LOQ <LOQ nd nd nd nd nd
Dilavio 1 01/12 20,62 (18,5) 0,09 (52,9) 6,04 (45,6) 0,25 (120) nd <LOQ nd
Dilavio 2 01/12 23,16 (50,6) 1,24 (21,1)12,60 (67,1) <LOQ nd <LOQ 1,38 (8,5)
Diltvio 3 01/12 <LOQ 0,44 (18,9) nd nd nd <LOQ 1,16 (5,9)
Dilavio 1 02/12 nd <LOQ nd nd nd nd nd
Diltvio 2 02/12 <LOQ 0,21 (17,9 nd nd nd nd nd
Diltvio 3 02/12 <LOQ 0,47 (6,4) nd nd nd nd nd

AC- Acetaminofeno
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A analise dos dados obtidos das amostras reaisnassa que em pelo menos duas
delas todos os AINEs estudados foram detectadosrefagdo as amostras de efluente e
afluente da Estacéo Piloto, houve um aumento neecwracédo dos AINES, isso se deve ao
fato de que, nas duas coletas realizadas choveoiteaanterior a coleta e, como se trata de
uma estacdo piloto em fase de implementagcdo, ndmofutava todo o tempo e assim, as
amostras coletadas no efluente estavam diluidas ywaume de chuva resultando em
concentracbes menores do que aquelas encontradafluente. Serdo necessarias mais
coletas ao longo de um periodo maior de tempo gpagsse possa ter condicoes de andlise da
taxa de remocéo destes compostos pelo processatalmeénto utilizado na estacéo.

Em relacdo as amostras do Arroio Dilavio, ndo forquantificados AINEsS na
nascente, o que era de se esperar e demonstr&stmendo sujeita a interferéncias
antropogénicas. Nos diferentes pontos de coletayara concentragcdes muito variadas, iSso

se deve ao fato da grande diversidade de eflugnie® Arroio Diluvio recebe ao longo de
Seu percurso.

Tabela 28.Comparacéo entre as concentracdes de AINEs endastemn diferentes paises e as
concentracfes encontradas neste trabalho paratefle@fluente e aguas superficiais,

concentracdes em pg'L

AINE Efluente*  Encontrado | Afluente*  Encontrado Aguas Encontrado
Superficiais*

Acetaminofeno | ND - 246 <LOQ ND - 20 <LOQ 4,42 ND -72,3 ND - <LOQ
Diclofenaco ND- 4,11 N&o Quant. ND - 6,36 N&o Quart. ND - 0,19 N&o Quant.
Ibuprofeno ND - 168 <LOQ- ND - 28 3,49 - 4,08 ND - 2,2 ND - 23,11

10,48
Naproxeno N-11,61 ND-<LOQ| ND-7,62 1,66 —1,8f ND -0,551 ND-12,6
Cetoprofeno <LOQ- ND - <LOQ ND - 1,39 <LOQ ND -0,142 ND - 0,25
5,70
Acido 0,11 -874 N&o Quant. <LOQ- Na&o Quant. ND - 9,60 N&o Quant.
Salicilico 59,60
Dipirona 4,7 - 24 ND 24-175 1,67 -7,14 ND - 1,38

(*) — Concentracdes de anti-inflamatorios encordsadm diversas publicacdes do ano de

2001 ate 2011.
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Os valores encontrados nas andlises de amostiaslacBstacado Piloto e também do
Arroio Dilavio estdo dentro da faixa de concentcagn que estes compostos ja foram
encontrados em difenrentes paises, sendo a gramidearmté mesmo abaixo desta faixa de

cocentracdo encontrada no mundo.

5.7.3 Analise de AINEs em amostras aquosas no Brasil

Uma pesquisa realizada na base de dagdsof science também no banco de teses
e dissertacoes da Capes, revelou que existem p@esaglisas que analisam AINEs em
amostras aquosas aqui no Brasil. O que encontroafeeente aos AINEs foi um estudo
Sodré et al. (200%F, com amostras de agua superficial no estado dePSédm, em 2006,
por SPE e HPLC com detectores DAD e fluorescéranae foi detectada a presenca de
acetaminofeno, cafeina e acido acetilsalicilicgmalde outros farmacos como rdi-
butilftalato, bisfenol A, 1p-estradiol e ld-etinilestradiol nas faixas de concentragao entre
0,005 até 41,7ig L™ % A comparacdo entre as concentracdes encontradi@saptor no
estudo e os valores de concentracdo encontradoesente trabalho sdo mostradas na tabela
29.

Tabela 29.Comparacéo entre as concentracdes de AINEs endastpar Sodré et al. (206Pe
as concentracdes encontradas neste trabalho em superficiais em pgt

AINE Sodré et al, 2007 Amostras analisadas
neste trabalho

Paracetamol ND - 0,84 ND - <LOQ
Cafeina <LQ-32,4 <LOQ -1,24

Diclofenaco ND N&o foi quantificado

Ibuprofeno ND ND — 23,16

As concentracbes encontradas mostram-se semelhagtedas encontradas no
trabalho realizado em 2007 em S&o Paulo. Além gdestetermos de AINEs no Brasil, foi
encontrado outro estudo realizado por Stumpf €18P9¥° no qual foi detectada a presenca
de 13 residuos de drogas como diclofenaco, acaftbito e naproxeno em amostras de rio

do Rio de Janeiro e também em amostras de efleeriéuente do Rio de Janeiro. Uma
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comparacao entre os dados obtidos pelos autoreg&dos que se obtiveram neste estudo sao

apresentados na tabela 30 e 31.

Tabela 30.Comparacéao entre concentracdes encontradas emtefriafluente por Stumpf et al

(1999) no Rio de Janeiro e concentracbes encostraakie trabalho em pg L

Stumpf et al (1999) Neste trabalho

AINE Efluente* Afluente Efluente Afluente
Diclofenaco 0,85 0,18 N&o Quant. Nao Quant.
Ibuprofeno 0,35 0,10 <LOQ -10,48 3,49-4,08
Naproxeno 0,55 0,10 ND - <LOQ 1,66 - 1,87
Cetoprofeno 0,50 0,15 ND -<LOQ <LOQ

Tabela 31.Comparac&o entre concentracées encontradas em Sgpadiciais por Stumpf et al

(1999) no Rio de Janeiro e concentracbes encostrazkie trabalho em pg L

Neste
Stumpf et al (1999) Trabalho
. LOD Vargem  Barra do Trés Além Itaoca . Arroio
Analito (Mg LY Resende -Alegre Pirai Rios Paraiba ra Cambuci Campos Diltvio
Ibuprofeno 0,01 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD ND - 23,16
. Nao
Diclofenaco 0,01 0,02 0,06 0,06 0,05 0,04 0,03 0,02 <LOD o
quantificado
Naproxeno 0,01 0,03 0,05 <LOD <LOD 0,03 0,02 <LOD 0,02 ND - 12,60

A comparacdo entre as concentracfes encontradtes tresalho e as encontradas
por Stumpf et al (1999) tanto em aguas superficdammo em afluente e efluente, mostra que
h& uma variacdo maior nas concentracdes. Issoveeadgrande heterogenidade de fontes de
contaminagao proximo aos locais de coleta das aasost

Além destes dois trabalhos, outros trabalhos foeaoontrados, porém, analisavam
farmacos de outras classes, principalmente estww8gdbstudo realizado por Sodré et al
(2010)*° com amostras de &gua superficial da de S&o P&rtode efluente da cidade de

Campinas utilizando HPLC com deteccéo por MS eime gfrcontrou valores de estrogénios e
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xenoestrogénios, estrona,pi&stradiol, estriol, la-etinilestradiol, bisfenol A, 4-n-octilfenol
e 4-n-nonilfenol, nas faixas de 2,2 até 39 fdgdendo os maiores valores foram encontrados
para bisfenol A, que apresentou concentracdes ayigram entre 25 até 84 ng L

Outro estudo com farmacos no Brasil, desenvolvioloKuster et al (2009}” com
agua de rio da cidade do Rio de Janeiro, determittbunterferentes enddcrinos como
estrogeno, progesterona, estrona, estradiol,attayés de SPE e HPLC acoplada ao detector
de MS em série. Os resultados revelaram niveis el@iados para os fitoestrogénios com
valores de até 366 ng'lprogesterona com 47 ng'le de estrogénios com até 7 ng Um
tltimo com farmacos no Brasil encontrado, foi dizealo por Ternes et al. (199%) no qual
detectaram estrogénios naturais e contraceptivogétisos na estacdo de tratamento de
efluentes (ETE) da Penha, Rio de Janeiro.

Ha poucos estudos referentes aos niveis de coac@&atde AINEs em amostras
agquosas ambientais aqui no Brasil, 0 que comprovacassidade desses compostos serem
estudados em diferentes matrizes para que se tetddms mais sélidos quanto aos niveis de

concentracdo dos mesmos no ambiente aquaticogmasil
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6. CONCLUSOES

Neste trabalho foi realizada a otimizacdo da read@&o derivatizacdo para
determinacao simultanea de 7 AINEs, utilizandoamejamento Doehlert. Este planejamento
mostrou-se mais adequado que o tradicional plamsgjsnTfatorial devido ao menor nimero
de experimentos necessarios, bem como pelo fatgudeos dados séo dispostos em uma
superficie de resposta que facilita a interpretalg@omesmos.

O processo de sililacdo se mostrou efetivo comagaso de derivatizacdo dos
compostos que apresentam em sua estrutura hidosgétivos, permitindo que os mesmos
fossem analisados por cromatografia a gas acopladpectrometria de massas (GC/MS).

O procedimento de SPE, mostrou-se adequado parai@iandos compostos no
entanto apresentou recuperacdes muito baixas painuénte para o éacido salicilico,
acetaminofeno e naproxeno.

Os parametros de validacdo avaliados atenderarorags seguidas neste trabalho
para estudos em nivel de tracos.

A andlise das amostras reais mostrou que o sistEmaatamento de efluentes
utilizado na estacgéo piloto remove parcialmentoaacos. Deve-se salientar que o processo
utilizado é anaerdbio e a estacdo ainda esta eendfadinalizacdo. Com relacdo ao Arroio
Dilivio, observa-se que todos o0s compostos analssagstdo presentes nas amostras

coletadas.
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7. TRABALHOS FUTUROS

A partir dos dados obtidos durante a realizacatedesbalho, os seguintes trabalhos
futuros podem ser sugeridos:

- otimizacdo das etapas de extracdo em fase gudidamelhorar a recuperagédo de
alguns analitos;

- analisar maior numero de amostras do Arroio Dilmonitoramento);

- realizar monitoramento na estacao piloto a fimadaliar os processos que estéo
sendo desenvolvidos na mesma,

- avaliar a taxa de degradacéo dos compostos emogdiem como os produtos de
degradacéo dos mesmos;

- verificar a toxicicidade dos compostos e, de geadutos de degradacéo.
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9. ANEXOS

ANEXO |

Tabela de padrdes de langcamento de efluente seguridesolucdo CONAMA

: DD
PADROES
Parametros inorganicos Valor mdximo

Arsénio total 0,5 mg/L As
Bdrio total 50 mg/LBa
Boro total 5,0mg/L B
Cddmio total 0,2 mg/L Cd
Chumbo total 0,5mg/L Pb
Cianeto total 6;2mgrEEN
(novo valor dado pela Resolugdo ne 397/08) 1,0 mg/L CN
Cianeto livre (destildvel por dcidos fracos

(nova redagﬁcg e valor dagos pela Resolupcgo n° 397/08) 0,2 mg/LCN
Cobre dissolvido 1,0 mg/L Cu
Cromo total hexavalente &,5mgr-€r
(nova redagao e valor dados pela Resolugdo ne 397/08) 0,1 mg/L Cr*

Cromo trivalente
(nova redagao e valor dados pela Resolugdo n® 397/08)

1,0 mg/L Cr*

Estanho total 4,0 mg/L Sn
Ferro dissolvido 15,0 mg/L Fe™
Fluoreto total 10,0 mg/LF
Manganés dissolvido 1,0 mg/L Mn
Merctirio total 0,01 mg/L Hg
Niquel total 2,0 mg/L Ni
Nitrogénio amoniacal total 20,0 mg/L N
Prata total 0,1 mg/LAg
Selénio total 0,30 mg/L Se
Sulfeto 1,0 mg/L S
Zinco total 5,0 mg/LZn
Parametros organicos Valor maximo
Cloroférmio 1,0 mg/L
Dicloroetenf.h (somatoério de 1,1 +~1,2 cis + 1,2 trans) 1,0 mg/L
(nova redag¢ao dada pela Resolugdo n° 397/08) ’

Fendis totz.lis (sul:.:st_é'ncias que reagem 0,5 mg/L C_H.OH
com 4-aminoantipirina) 65
Tetracloreto de Carbono 1,0 mg/L
Tricloroeteno 1,0 mg/L
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ANEXO I

Revisao da literatura quando a diferentes metodolags de SPE para AINESs.

Analito Filtrac&o/pH Fase Sélida Condicionamento Eluicdo Ref
1,2um/pH3 Oasis MAX (150 mg, 6 mL) 4 mL MeoH8 mL H20 pH 3 10 mL MeOH 2% ac férmico 9
0,7 uL/ acida 3M Empore SDB - RPS disk 5 mL MeOB mL sol MeOH 20% 3 mL acetona + 5 mL AcOEt 109
filtrado pH 4 Oasis HLB (200 mg, 6 mL) 5 mL hexah® mL AcOEt + 10 mL MeOH + 10 mL H20 5 mL hexan® L AcOEt + 14 mL MeOH 90
86
Strata X (100 mg) 10 mL hexano / AcOEt (50/50) "
0,7 um/pH 2 Oasis MCX 3 mL acet et + 3 mL H20DH 3 mtL Acﬁfééfagﬁoﬁi?ﬁﬁié‘ﬁ"aag %)//25)0) +3mb 64
0,7 pm Oasis HLB (200 mg, 6 mL) 5 mL acet et + 5MeOH + 5 mL H20 2 X 4 mL AcOEt 63
5um/pH2-25 Oasis HLB (60 mg) 3 mL acet & mL MeOH + 3 mL H20 pH 2,5 2 mL AcOEt 66
0,45 um/ pH 2 Oasis (60 mg) 6 mL DCM + 6 mL ACN L H20 2,5 mL ACN/DCM (50/50) + 3,2 mL DCM 44
Ibuprofeno pH2-3 Oasis HLB (60 mg, 3 mL) 3 mL MeOH + 3 mR®l 2 mL MeOH 87
1,2pum/pH7 Oasis HLB (500 mg) 5 mL hexano + 5ankt et + 10 mL MeOH + 10 mL H20 5 mL hexano +I5AcOEt + 14 mL MeOH 89
pH 4 Oasis HLB e Strata X (200 mg) 5 mL hexanoml5acet et + 10 mL MeOH + 10 mL H20 5 mL hexand mL AcOEt + 14 mL MeOH 91
0,45 um/pH 2 Supelco LC 18 (500 mg, 6 mL] 6 mikam + 3 mL acetona + 6 mL DCM + 2 mL H20 pH 2 3 XL MeOH 1
0,48 um/ pH 2-3 Oasis HLB (60 mg) 3 mL MTBE + 3 iMieOH + 3 mL H20 5 mL 10% MeOH em MTBE 12
pH 2 Oasis HB (200 mg, 6 mL) 5 mL MeOH + 5 mL H2B p 10 mL AcOEt ns
0,7 um Oasis HLB (200 mg, 6 mL) 5 mL acet et + 5MeOH + 5 mL H20 2 X 4 mL AcOEt 92
0,45 um/pH7 Oasis HLB (60 mg) 1 mL acet et +11H20 400 pL AcOEt 10
pH 3 RP 18 (3 g, 6 mL) AcOEt 14
1,2 um/pH 2 Qasis HLB (200 mg) 2 x 5 mL acetoramL H20 5 mL acetona / 0,10 M carbonato hidrogende Na (40:60) 15




Analito Filtrac&o/pH Fase Sélida Condicionamento Eluicdo Ref
0,45 um/pH<2 c18 10 mL acetona + 10 mL MeOH+rL H20 pH 2 2,5 mL MeOH 116
1,2 pm/ acida Oasis HLB (200 mg, 6 mL) 5 mL MeOHO-mL H20 pH 2 2 X 2,5mL MeOH 65
0,45 pm/ pH 2 Oasis (60 mg) 6 mL DCM + 6 mL ACM L H20 2,5 mL ACN/DCM (50/50) + 3,2 mL DCM 44
0,45 um/pH 3 Oasis HLB (60 mg, 3 mL) 2 mL soheeeluigdo + 2 mL MeOH + 3 mL H20 6 mL AcOEt / Aceto(50/50) nu
0,7 um/pH?2 Qasis HLB Eluido com MeOH 18
pH3 RP C18 4 mL acetona 42
<lpm/pH?2 RP C18 3X1mL MeOH 19
1,2pum/pH7 Oasis HLB (500 mg) 5 mL hexano + 5AdOEt + 10 mL MeOH + 10 mL H20 5 mL hexano + 5 AtOEt + 14 mL MeOH 89
LLE Oasis HLB (200 mg) 2 X 5 mL de acetona + 5 noidé acético/ H20 (10/90) 5,5 mL acetona / hidragebonato de s6dio 0,10M (40/60) 120
1,2um/pH<3 RP-C18 (1 g, 6 ml) 10 mL acetona 121
1,0-0,2 ;21m I'pH < SDB-XC Empore disk 50 mL de MeOH + 50 mL DCM + 5Q MeOH + 10 mL H20 50 mL de MeOH + 50 mL DCM + 6. MeOH 88
0,45 um Oasis HLB (60 mg, 3 mL) 3 mL AcOEt + 3 ndetona + 3 mL H20 pH 2 6 mL AcOEt/acetona (50/50) 122
500 mg de LiChrolut ENV+ 3 mL MeOH 123
0,7 um/pH3 6 mL AcOEt + 6 mL MeOH + 6 mL H2@l g 2 mL X 5 mL AcOEt 124
1,2 pm/ acida Oasis HLB (200 mg, 6 mL) 5 mL MeOHOrmL H20 pH 2 2 X 2,5mL MeOH 65
1,0 um/pH?2 500 mg de LiChrolut 100 RP-18 6 mkdro + 3 mL acetona + 6 mL MeOH + 2 mL H20 pH 6mexano + 3 mL acetona + 6 mL MeOH + 2 mL H20 pH 2 125
1,0 um/pH 2 500 mg de LiChrolut 100 RP-18 3 X 3 mL MeOH 126
pH 2,5 €18 (500 mg, 6 mL) 3X2mLACOEL+3X ﬁ;‘é [')V'Heg'; *3X2mL H20 +4lm 3 x 2 mL AcOEt 127
pH 2 Oasis HLB (60 mg) 3 mL AcOEt /acetona (50/5@® mL MeOH + 3 mL H20 pH 2 9 mL AcOEt/acetona &1y 11
pH 3 C18 (500 mg, 6 mL) AcOEt 12
0,7 um Oasis HLB (500 mg, 6 mL) 10 mL MeOH + 10 k2O 7 mL MeOH + 5 mL DCM 128
1,2um/pH3 Oasis MAX (150 mg, 6 mL) 4 mL MeoH8 mL H20 pH 3 10 mL MeOH 2% ac férmico 9
Acido Salicilico pH 4 Oasis HLB e Strata X (200 mg) 5 mL hexanoml5acet et + 10 mL MeOH + 10 mL H20 5 mL hexand mL AcOEt + 14 mL MeOH 91
0,45 um/pH 2 Supelco LC 18 (500 mg, 6 mL, 6 mika + 3 mL acetona + 6 mL DCM + 2 mL H20 pH 3 XL MeOH 1L
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Analito Filtrac&o/pH Fase Sélida Condicionamento Eluicdo Ref
0,48 um/ pH 2-3 Oasis HLB (60 mg) 3 mL MTBE + 3 MleOH + 3 mL H20 5 mL 10% MeOH em MTBE 12
pH 2 Oasis HB (200 mg, 6 mL) 5 mL MeOH + 5 mL H28 p 10 mL AcOEt 13
1,2 um/pH 2 Oasis HLB (200 mg) 2 x 5 mL acetor@mL H20 5 mL acetona / 0,10 M carbonato hidrogenge Na (40:60) 15
1,2 pm/ acida Oasis HLB (200 mg, 6 mL) 5 mL MeOHO-mL H20 pH 2 2 X 2,5mL MeOH 65
<lum/pH2 RP C18 3X1mL MeOH 19
0,45 um Qasis HLB (60 mg, 3 mL) 3 mL AcOEt + 3 mdetona + 3 mL H20 pH 2 6 mL AcOEt/acetona (50/50) 122
1,2 um/pH 2 Qasis HLB (200 mg) 2 X 5 mL de acaters mL de H20 5 mL de acetona/0,10M hidrogenamaatn de sédio (40/60) pH 1 15
0,7 um/pH3 6 mL AcOEt + 6 mL MeOH + 6 mL H2@l g 2 mL X 5 mL AcOEt 124
1,2 pm/ acida Oasis HLB (200 mg, 6 mL) 5 mL MeOHOrmL H20 pH 2 2 X 2,5 mL MeOH 65
1,0 um/pH2 500 mg de LiChrolut 100 RP-18 6 mkam + 3 mL acetona + 6 mL MeOH + 2 mL H20 pH|2 6mxano + 3 mL acetona + 6 mL MeOH + 2 mL H20 pH 2 125
pH 2 Oasis HLB (60 mg) 3 mL AcOEt /acetona (50/5@® mL MeOH + 3 mL H20 pH 2 9 mL AcOEt/acetona &1y 11
0,7 um/pH 2 Oasis MCX 3 mL acet et + 3 mL H20DH 3 mtL Acﬁfééfagﬁoﬁi?ﬁﬁié‘ﬁ"aag %)//25)0) +3mb 64
Strata X (100 mg) 10 mL hexano / AcOEt (50/50) 110
0,45 um/ pH 2 Oasis (60 mg) 6 mL DCM + 6 mL ACN L H20 2,5 mL ACN/DCM (50/50) + 3,2 mL DCM 44
1,2um/pH3 Oasis MAX (150 mg, 6 mL) 4 mL MeoH8 mL H20 pH 3 10 mL MeOH 2% ac férmico 9
0,7 um/pH 2 Oasis MCX 3'mL acet et + 3 mL H20H 3 mtL Acgfégjagﬁoﬁ;?ﬁgjgﬁ%’fs /%)/25)0) +3mb 64
0,45 um/pH 2 Supelco LC 18 (500 mg, 6 mL] 6 mikam + 3 mL acetona + 6 mL DCM + 2 mL H20 pH 2 3 XL MeOH 1
0,48 um/ pH 2-3 Oasis HLB (60 mg) 3 mL MTBE + 3 MieOH + 3 mL H20 5 mL 10% MeOH em MTBE 12
pH 2 Oasis HB (200 mg, 6 mL) 5 mL MeOH + 5 mL H2B p 10 mL AcOEt 1s
Gemfibrozil
1,2 um/pH 2 Qasis HLB (200 mg) 2 x 5 mL acetoramL H20 5 mL acetona / 0,10 M carbonato hidrogende Na (40:60) 15
1,2 pm/ acida Oasis HLB (200 mg, 6 mL) 5 mL MeOHOrmL H20 pH 2 2 X 2,5mL MeOH 65
pH3 RP C18 4 mL acetona 42
<1lum/pH2 RP C18 3X1mL MeOH 19
LLE Oasis HLB (200 mg) 2 X 5 mL de acetona + 5 noidé acético/ H20 (10/90) 5,5 mL acetona / hidragebonato de s6dio 0,10M (40/60) 120
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Analito Filtrac&o/pH Fase Sélida Condicionamento Eluicdo Ref
1,2um/pH<3 RP-C18 (1 g, 6 ml) 10 mL acetona 121
0,45 um Oasis HLB (60 mg, 3 mL) 3 mL AcOEt + 3 mdetona + 3 mL H20 pH 2 6 mL AcOEt/acetona (50/50) 122
1,2 um/pH 2 Oasis HLB (200 mg) 2 X 5 mL de acaters mL de H20 5 mL de acetona/0,10M hidrogenamaatn de sddio (40/60) pH 1 15
0,7 um/pH 3 6 mL ACOEt + 6 mL MeOH + 6 mL H2@ B 2 mL X 5 mL AcOEt 124
1,0 um/pH2 500 mg de LiChrolut 100 RP-18 6 mkam® + 3 mL acetona + 6 mL MeOH + 2 mL H20 pH|2 6mexano + 3 mL acetona + 6 mL MeOH + 2 mL H20 pH 2 125
pH 2 Oasis HLB (60 mg) 3 mL AcOEt /acetona (50/5@® mL MeOH + 3 mL H20 pH 2 9 mL AcOEt/acetona &1y 11
0,7 um Oasis HLB (500 mg, 6 mL) 10 mL MeOH + 10 k2O 7 mL MeOH + 5 mL DCM 128
1,2pum/pH3 Oasis MAX (150 mg, 6 mL) 4 mL MeoH @ mL H20 pH 3 10 mL MeOH 2% ac férmico 9
0,7 uL/ acidificado 3M Empore SDB - RPS disk 5 MEOH + 5 mL sol MeOH 20% 3 mL acetona + 5 mL AcOEt 109
filtrado pH 4 Oasis HLB (200 mg, 6 mL) 5 mL hexah® mL AcOEt + 10 mL MeOH + 10 mL H20 5 mL hexan® L AcOEt + 14 mL MeOH 90
Strata X (100 mg) 10 mL hexano / AcOEt (50/50) 86
Strata X (100 mg) 10 mL hexano / AcOEt (50/50) 110
0,45 um/pH 2,6 Strata X (60 mg, 3 mL) 1,5 mL Me®H,5 mL matriz/solvente pH 2,6 3 X 0,5 mL MeOH 69
0,7 um/pH 2 Oasis MCX 3 mL AcOEt + 3 mL H20 pH 2 3 mtL Acgfégjagﬁoﬁ;?ﬁgjgﬁ%’fs /%)/25)0) +3mL 64
Naproxeno 5um/pH2-25 Oasis HLB (60 mg) 3 mL acet & mL MeOH + 3 mL H20 pH 2,5 2 mL AcOEt 66
pH2-3 Oasis HLB (60 mg, 3 mL) 3 mL MeOH + 3 mR®l 2 mL MeOH 87
pH 4 Oasis HLB e Strata X (200 mg) 5 mL hexanoml5acet et + 10 mL MeOH + 10 mL H20 5 mL hexand mL AcOEt + 14 mL MeOH 91
0,45 um/pH 2 Supelco LC 18 (500 mg, 6 mL] 6 mikam + 3 mL acetona + 6 mL DCM + 2 mL H20 pH 2 1
0,48 um/ pH 2-3 Oasis HLB (60 mg) 3 mL MTBE + 3 iMieOH + 3 mL H20 5 mL 10% MeOH em MTBE 12
pH 2 Oasis HB (200 mg, 6 mL) 5 mL MeOH + 5 mL H2B p 10 mL AcOEt ns
0,45 um/pH7 Oasis HLB (60 mg) 1 mL AcOEt + 1 RO 400 pL AcOEt 10
1,2 um/pH 2 Oasis HLB (200 mg) 2 x 5 mL acetor@mL H20 5 mL acetona / 0,10 M carbonato hidrogende Na (40:60) 15
1,2 um/ acida Oasis HLB (200 mg, 6 mL) 5 mL MeOHOrmL H20 pH 2 2 X 2,5mL MeOH 65
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Analito Filtrac&o/pH Fase Sélida Condicionamento Eluicdo Ref
0,45 um/pH 3 Oasis HLB (60 mg, 3 mL) 2 mL soheeeluigdo + 2 mL MeOH + 3 mL H20 6 mL AcOEt / Aceto(50/50) nu
pH3 RP C18 4 mL acetona 42
<1lum/pH2 RP C18 3X1mL MeOH 19
LLE Oasis HLB (200 mg) 2 X 5 mL de acetona + 5 noidé acético/ H20 (10/90) 5,5 mL acetona / hidragebonato de s6dio 0,10M (40/60) 120
1,2um/pH<3 RP-C18 (1 g, 6 ml) 10 mL acetona 121
1,0-0,2 pum/ pH 4 .
2 SDB-XC Empore disk 50 mL de MeOH + 50 mL DCM + 5Q MeOH + 10 mL H20 50 mL de MeOH + 50 mL DCM + BQ. MeOH 88
0,45 um Oasis HLB (60 mg, 3 mL) 3 mL AcOEt + 3 ndetona + 3 mL H20 pH 2 6 mL AcOEt/acetona (50/50) 122
1,2 um/pH 2 Oasis HLB (200 mg) 2 X 5 mL de acaters mL de H20 5 mL de acetona/0,10M hidrogenamaatn de sddio (40/60) pH 1 15
0,7pum/pH3 6 mL AcOEt + 6 mL MeOH + 6 mL H26I 8 2 mL X 5 mL AcOEt 124
1,0 um/pH2 500 mg de LiChrolut 100 RP-18 6 mkam® + 3 mL acetona + 6 mL MeOH + 2 mL H20 pH|2 6 mxano + 3 mL acetona + 6 mL MeOH + 2 mL H20 pH 2 125
1,0 um/pH 2 500 mg de LiChrolut 100 RP-18 3 X 3 mL MeOH 126
pH 2,5 C18 (500 mg, 6 mL) 3 X2 mL AcOEt + 3 X2 mL MeOH + 3 X2 mL H20 + 4lm 3 x 2 mL AcOEt 127
H20 pH 2,5
pH 2 Oasis HLB (60 mg) 3 mL AcOEt /acetona (50/5@® mL MeOH + 3 mL H20 pH 2 9 mL AcOEt/acetona &1y 11
pH 3 C18 (500 mg, 6 mL) AcOEt 12
0,7 um Oasis HLB (500 mg, 6 mL) 10 mL MeOH + 10 k2O 7 mL MeOH + 5 mL DCM 128
1,2um/pH3 Oasis MAX (150 mg, 6 mL) 4 mL MeoH8 mL H20 pH 3 10 mL MeOH 2% ac férmico 9
filtrado pH 4 Oasis HLB (200 mg, 6 mL) 5 mL hexah® mL AcOEt + 10 mL MeOH + 10 mL H20 5 mL hexan® L AcOEt + 14 mL MeOH 90
0,7 ul/pH 2,5 C-18 sep-park (500 mg, 6 mL) 3 x[2AcOEt + 3 x 2mL MeOH + 3 x 2 mL H20 3 x2mL AcOE 127
86
Strata X (100 mg) 10 mL hexano / AcOEt (50/50)
Cetoprofeno 110
0,45 um/pH 2,6 Strata X (60 mg, 3 mL) 1,5 mL Me®H,5 mL matriz/solvente pH 2,6 3 X 0,5 mL MeOH 69
. 3 mL AcOEt + 3 mL AcOEt/acetona (50/50) + 3 mL
0,7 um/pH 2 Oasis MCX 3 mL AcOEt + 3 mL H20 pH 2 ACOEt/acetona/NHAOH (48/48/2) 64
pH2-3 Oasis HLB (60 mg, 3 mL) 3 mL MeOH + 3 mR®l 2 mL MeOH 87
pH 4 Oasis HLB e Strata X (200 mg) 5 mL hexanoml5acet et + 10 mL MeOH + 10 mL H20 5 mL hexand mL AcOEt + 14 mL MeOH 91
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Analito Filtrac&o/pH Fase Sélida Condicionamento Eluicdo Ref
0,45 um/pH 2 Supelco LC 18 (500 mg, 6 mL, 6 mika + 3 mL acetona + 6 mL DCM + 2 mL H20 pH 3 XL MeOH 1L
0,48 um/ pH 2-3 Oasis HLB (60 mg) 3 mL MTBE + 3 MleOH + 3 mL H20 5 mL 10% MeOH em MTBE 12
pH 2 Oasis HB (200 mg, 6 mL) 5 mL MeOH + 5 mL H28 p 10 mL AcOEt 13
0,45 um/pH7 Oasis HLB (60 mg) 1 mL AcOEt + 1 RO 400 pL AcOEt 10
1,2 um/pH 2 Qasis HLB (200 mg) 2 x 5 mL acetor@amL H20 5 mL acetona / 0,10 M carbonato hidrogende Na (40:60) 15
1,2 pm/ acida Oasis HLB (200 mg, 6 mL) 5 mL MeOHO-mL H20 pH 2 2 X 2,5mL MeOH 65
0,45 um/pH 3 Oasis HLB (60 mg, 3 mL) 2 mL soheeeluigdo + 2 mL MeOH + 3 mL H20 6 mL AcOEt / Aceto(50/50) nu
pH3 RP C18 4 mL acetona 42
<1lum/pH2 RP C18 3X1mL MeOH 19
LLE Oasis HLB (200 mg) 2 X 5 mL de acetona + 5 noidé acético/ H20 (10/90) 5,5 mL acetona / hidragebonato de s6dio 0,10M (40/60) 120
1,2um/pH<3 RP-C18 (1 g, 6 ml) 10 mL acetona 121
1,2 um/pH 2 Qasis HLB (200 mg) 2 X 5 mL de acaters mL de H20 5 mL de acetona/0,10M hidrogenamaatn de sédio (40/60) pH 1 15
1,0 um/pH?2 500 mg de LiChrolut 100 RP-1 6 mkaro + 3 mL acetona + 6 mL MeOH + 2 mL H20 pH 6mexano + 3 mL acetona + 6 mL MeOH + 2 mL H20 pH 2 125
1,0 um/ pH 2 500 mg de LiChrolut 100 RP-1 3 X 3 mL MeOH 126
PH 25 C18 (500 mg, 6 mL) 3 X2 mlACOEL+3 X2 Il [')V'Heg'; *3X2ml H20 +4m 3 x 2 mL AcOEt w27
pH 2 Oasis HLB (60 mg) 3 mL AcOEt /acetona (50/5@® mL MeOH + 3 mL H20 pH 2 9 mL AcOEt/acetona &1y 11
pH 3 C18 (500 mg, 6 mL) AcOEt 12
1,2pum/pH3 Oasis MAX (150 mg, 6 mL) 4 mL MeoH @ mL H20 pH 3 10 mL MeOH 2% ac férmico 9
Semfilracio | 'Msolute ”°”'§]’I‘_‘)’°apped c-18 (8 3 X 4 mL MeOH/DCM (50/50) com 2% trietilamina 129
filtrado pH 4 Oasis HLB (200 mg, 6 mL) 5 mL hexan® mL AcOEt + 10 mL MeOH + 10 mL H20 5 mL hexan® L AcOEt + 14 mL MeOH 90
Diclofenaco
0,7 ul/pH 2,5 C-18 sep-park (500 mg, 6 mL) 3 xI2ATOEt + 3 x 2mL MeOH + 3 x 2 mL H20 3 x2mL AcOE 127
86

Strata X (100 mg)

10 mL hexano / AcOEt (50/50)
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Analito

Filtrac&o/pH

Fase Solida

Condicionamento

Eluicdo

Ref

0,45 um/pH 2,6
0,7 um/pH 2
0,7 um
pH2-3
1,2um/pH7
pH 4
0,45 um/pH 2
0,48 um/ pH 2-3
pH 2
0,7 um
0,45 um/pH7
pH3
1,2pum/pH2
0,45 um/pH<2
1,2 pm/ acida
0,45 um/pH 3
pH 3
<lpum/pH2
1,2pum/pH7
LLE
1,2pm/pH<3
0,45 um
1,2pum/pH?2

0,7um/pH?7

Strata X (60 mg, 3 mL)
Oasis MCX
Oasis HLB (200 mg, 6 mL)
Oasis HLB (60 mg, 3 mL)
Oasis HLB (500 mg)
Oasis HLB e Strata X (200 mg)
Supelco LC 18 (500 mg, 6 mL
Oasis HLB (60 mg)
Oasis HB (200 mg, 6 mL)
Oasis HLB (200 mg, 6 mL)
Oasis HLB (60 mg)
RP 18 (3 g, 6 mL)
Oasis HLB (200 mg)
C18

Oasis HLB (200 mg, 6 mL)

Oasis HLB (60 mg, 3 mL)
RP C18
RP C18
Oasis HLB (500 mg)
Oasis HLB (200 mg)
RP-C18 (1 g, 6 ml)
Oasis HLB (60 mg, 3 mL)
Oasis HLB (200 mg)

Oasis HLB (200 mg, 6mL)

1,5 mL Me®H,5 mL matriz/solvente pH 2,6
3 mL acet et + 3 mL H20DH

5 mL acet et + 5MeOH + 5 mL H20

3 mL MeOH + 3 mR&I
5 mL hexano + 5aukt et + 10 mL MeOH + 10 mL H20
5 mL hexanoml5AcOEt + 10 mL MeOH + 10 mL H20
6 mkam + 3 mL acetona + 6 mL DCM + 2 mL H20 pH
3 mL MTBE + 3 MleOH + 3 mL H20

5 mL MeOH + 5 mL H2B
5 mL acet et + 5M@OH + 5 mL H20

1 mL acet et +L11H20

2 x5 mL acetoramL H20

10 mL acetona + 10 mL MeOHD+#L H20 pH 2
5 mL MeOHOrmL H20 pH 2

2 mL soleealui¢édo + 2 mL MeOH + 3 mL H20

5 mL hexano + 5AdOEt + 10 mL MeOH + 10 mL H20

2 X 5 mL de acetona + 5 noidé acético/ H20 (10/90)

3 mL AcOEt + 3 mietona + 3 mL H20 pH 2

2 X 5 mL de acaterb mL de H20

5 mL de AcGE mL MeOH e 5 mL H20

3 X 0,5mL MeOH

AcOEt/acetona/NH4OH (48/48/2)
2 X 4 mL AcOEt

2 mL MeOH
5 mL hexano + 5AdOEt + 14 mL MeOH
5 mL hexano #1h AcOEt + 14 mL MeOH
P 3 XL MeOH
5 mL 10% MeOH em MTBE
10 mL AcOEt
2 X 4 mL AcOEt

400 pL AcOEt

AcOEt

2,5 mL MeOH
2 X 2,5 mL MeOH
6 mL ACOEt / Acein(50/50)
4 mL acetona
3X 1 mL MeOH

5 mL hexano + 5 tOEt + 14 mL MeOH

10 mL acetona

6 mL AcOEt/acetona (50/50)

2 X4 mL AcOEt

3 mL AcOEt + 3 mL AcOEt/acetona (50/50) + 3 mL

5 mL acetona / 0,10 M carbonato hidrogende Na (40:60)

5,5 mL acetona / hidragebonato de s6dio 0,10M (40/60)

5 mL de acetona/0,10M hidrogenanaato de sédio (40/60) pH 1

69

64

63

87

89

91

111

112

113

92

10

114

115

65

117

42

119

89

120

121

122

115

63
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Analito Filtrac&o/pH Fase Sélida Condicionamento Eluicdo Ref
0,7um/pH3 6 mL AcOEt + 6 mL MeOH + 6 mL H2@I 8 2 mL X 5 mL AcOEt 124
1,2 um/ Oasis HLB (200 mg, 6 mL) 5 mL MeOH + 10 mL H20 pH 2 2 X 2,5 mL MeOH 65
acidificada
1,0 um/pH2 500 mg de LiChrolut 100 RP-18 6 mkdrm + 3 mL acetona + 6 mL MeOH + 2 mL H20 pH|2 6 mxano + 3 mL acetona + 6 mL MeOH + 2 mL H20 pH 2 125
1,0 um/pH 2 500 mg de LiChrolut 100 RP-18 3 X 3 mL MeOH 126
pH 2,5 C18 (500 mg, 6 mL) 3 X2 mLAcOEt +3 X2 mL MeOH + 3 X2 mL H20 + 4lm 3 x 2 mL AcOEt 127
H20 pH 2,5
pH 2 Oasis HLB (60 mg) 3 mL AcOEt /acetona (50/5@® mL MeOH + 3 mL H20 pH 2 9 mL AcOEt/acetona &1y 11
pH3 C18 (500 mg, 6 mL) AcOEt 12
0,7 um Oasis HLB (500 mg, 6 mL) 10 mL MeOH + 10 k2O 7 mL MeOH + 5 mL DCM 128
1,2um/pH3 Oasis MAX (150 mg, 6 mL) 4 mL MeoH8 mL H20 pH 3 10 mL MeOH 2% ac férmico 9
pH 2 Oasis HB (200 mg, 6 mL) 5 mL MeOH + 5 mL H28 p 10 mL AcOEt 13
. 1,2 pm/ acida Oasis HLB (200 mg, 6 mL) 5 mL MeOHIG-mL H20 pH 2 2 X 2,5mL MeOH 65
Indometacin
pH3 RP C18 4 mL acetona 42
<1lum/pH2 RP C18 3X1mL MeOH 19
64
o . 3 mL AcOEt + 3 mL AcOEt/acetona (50/50) + 3 mL
Amitriptilina 0,7 um/pH 2 Oasis MCX 3 mL acet et + 3 mL H20DH ACOEt/acetona/NHAOH (48/48/2)
SDB-1 (2 g) 50 mL MeOH 47
. 3 mL AcOEt + 3 mL AcOEt/acetona (50/50) + 3 mL
0,7 um/pH 2 Oasis MCX 3 mL acet et + 3 mL H20DH ACOEt/acetona/NHAOH (48/48/2) 64
0,7 pm Oasis HLB (200 mg, 6 mL) 5 mL acet et + 5MeOH + 5 mL H20 2 X 4 mL AcOEt 63
0,45 um/pH 2 Oasis (60 mg) 6 mL DCM + 6 mL ACN L H20 2,5 mL ACN/DCM (50/50) + 3,2 mL DCM 44
Cafeina 1,2um/pH7 Oasis HLB (500 mg) 5 mL hexano + 5awckt et + 10 mL MeOH + 10 mL H20 5 mL hexano + 5AdOEt + 14 mL MeOH 89
pH 4 Oasis HLB e Strata X (200 mg) 5 mL hexanoml5AcOEt + 10 mL MeOH + 10 mL H20 5 mL hexano #& AcOEt + 14 mL MeOH 91
0,45 um/pH 2 Oasis HLB (200 mg, 6 mL) 3 mL MTBB L MeOH + 3 mL H20 1 mL MeOH + 6 mL de MeOH/MTRIEO:90) 1
pH 2 Oasis HB (200 mg, 6 mL) 5 mL MeOH + 5 mL H2B p 10 mL AcOEt 1s
0,7 pm Oasis HLB (200 mg, 6 mL) 5 mL acet et + 5MeOH + 5 mL H20 2 X 4 mL AcOEt 92
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Analito Filtrac&o/pH Fase Sélida Condicionamento Eluicdo Ref
1,2pum Oasis HLB (200 mg) 10 mL MeOH + 10 mL H20 pi 7 mL MeOH 62
0,7 um/pH?2 Qasis HLB Eluido com MeOH 18
1,2um/pH7 Oasis HLB (500 mg) 5 mL hexano + 5AUOEt + 10 mL MeOH + 10 mL H20 5 mL hexano + 5 #tOEt + 14 mL MeOH 89
1,2um/pH<3 RP-C18 (1 g, 6 ml) 10 mL acetona 121
1.0~ 0'22“"‘ I'pH o SDB-XC Empore disk 50 mL de MeOH + 50 mL DCM + 50 MeOH + 10 mL H20 50 mL de MeOH + 50 mL DCM + 60 MeOH 88
0,7 um/pH3 6 mL AcOEt + 6 mL MeOH + 6 mL H2@l g 2 mL X 5 mL AcOEt 124
pH 2 Oasis HLB (60 mg) 3 mL AcOEt /acetona (50/5@ mL MeOH + 3 mL H20 pH 2 9 mL AcOEt/acetona &y 11
0,7 um/pH 2 Oasis MCX 3'mL acet et + 3 mL H20H 3mL Acgfégfa?e'; Oﬁ;?ﬁgjgio(%ﬁgo) +3ml 64
Semfitragao | MSOe nomendeapped C-18 ¢ 3 X 4 mL MeOH/DCM (50/50) com 2% trietilamina 129
Strata X (100 mg) 10 mL hexano / AcOEt (50/50) 86
0,7 pm Oasis HLB (200 mg, 6 mL) 5 mL acet et + 5MeOH + 5 mL H20 2 X 4 mL AcOEt 63
0,45 um/ pH 2 Oasis (60 mg) 6 mL DCM + 6 mL ACN L H20 2,5 mL ACN/DCM (50/50) + 3,2 mL DCM 44
pH2-3 Oasis HLB (60 mg, 3 mL) 3 mL MeOH + 3 mk® 2 mL MeOH 87
0,48 um/ pH 2-3 Oasis HLB (60 mg) 3 mL MTBE + 3 MleOH + 3 mL H20 5 mL 10% MeOH em MTBE 12
0,7 pm Oasis HLB (200 mg, 6 mL) 5 mL AcOEt + 5 mle®H + 5 mL H20 2 X 4 mL AcOEt 92
Carbamazepina | 1o \im/pH 7 Oasis HLB (60 mg) 1 mL acet et +1H20 400 pL AcOEt 10
1,2pum Oasis HLB (200 mg) 10 mL MeOH + 10 mL H20 pi 7 mL MeOH 62
pH 3 RP 18 (3 g, 6 mL) AcOEt 14
0,45 um/pH 3 Oasis HLB (60 mg, 3 mL) 2 mL soheeeluigdo + 2 mL MeOH + 3 mL H20 6 mL AcOEt / Aceto(50/50) 1w
pH3 RP C18 4 mL acetona 42
LLE Oasis HLB (200 mg) 2 X 5 mL de acetona + 5 neidé acético/ H20 (10/90) 5,5 mL acetona / hidragebonato de sédio 0,10M (40/60) 120
1,2um/pH<3 RP-C18 (1 g, 6 ml) 10 mL acetona 12
0,45 um Qasis HLB (60 mg, 3 mL) 3 mL AcOEt + 3 mdetona + 3 mL H20 pH 2 6 mL AcOEt/acetona (50/50) 122
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Analito Filtrac&o/pH Fase Sélida Condicionamento Eluicdo Ref
0,7 um/pH 3 6 mL ACOEt + 6 mL MeOH + 6 mL H2@ B 2 mL X 5 mL AcOEt 124
pH 2 Oasis HLB (60 mg) 3 mL AcOEt /acetona (50/5@ mL MeOH + 3 mL H20 pH 2 9 mL AcOEt/acetona &y 11
Clenbuterol 0,7 um/pH 2 Oasis MCX 3'mL acet et + 3 mL H20H 3 mtL Acgfégfagﬁoﬁ;?ﬁgjgﬁ%’fs /(fé)//zs)m +3mb 64
0,7 um/pH 2 Oasis MCX 3'mL acet et + 3 mL H20H 3 mtL Acgfégfagﬁoﬁ;?ﬁgjgﬁ%’fs /(fé)//zs)m +3mb 64
0,45 um/ pH 2 Oasis (60 mg) 6 mL DCM + 6 mL ACN L H20 2,5 mL ACN/DCM (50/50) + 3,2 mL DCM 44
Diazepan 1,2pm Oasis HLB (200 mg) 10 mL MeOH + 10 mL H20 pH 7 mL MeOH 62
pH 3 RP 18 (3 g, 6 mL) AcOEt 114
pH3 RP C18 4 mL acetona 42
Doxepine 0,7 um/pH 2 Oasis MCX 3 mL acet et + 3 mL H20DH 3 mtL AcchéEfagﬁoﬁz?ﬁ%ioaas/ggm +3mb 64
Imipramine 0,7 um/pH 2 Oasis MCX 3 mL acet et + 3 mL H20H 3 mtL Acgfé)Et?acr;&oﬁc;?ﬁgzgﬁoazlf;gm +3mb 64
Nordiazepam 0,7 um/pH 2 Oasis MCX 3 mL acet et + 3 mL H20H smL ACE\)ECI)Eiacl&oﬁ;?ﬁgzgio(zzlfggm +3mL 64
0,7 pm/pH 2 Oasis MCX 3 mL acet et + 3 mL H20DH 3 mL Acgfégjagﬁoﬁ;?ﬁgjgioaag /%)//25)0) +3ml 64
0,7 um Oasis HLB (200 mg, 6 mL) 5 mL acet et + 5MeOH + 5 mL H20 2 X 4 mL AcOEt 63
pH 4 Oasis HLB e Strata X (200 mg) 5 mL hexanoml5acet et + 10 mL MeOH + 10 mL H20 5 mL hexand mL AcOEt + 14 mL MeOH 91
0,48 pm/ pH 2-3 Oasis HLB (60 mg) 3 mL MTBE + 3 iMieOH + 3 mL H20 5 mL 10% MeOH em MTBE 12
0,7 um Oasis HLB (200 mg, 6 mL) 5 mL acet et + 5MeOH + 5 mL H20 2 X 4 mL AcOEt 92
Acetoaminofeno 1,2um Oasis HLB (200 mg) 10 mL MeOH + 10 mL H20 ™ 7 mL MeOH 62
1,2 um/ acida Oasis HLB (200 mg, 6 mL) 5 mL MeOHOrmL H20 pH 2 2 X 2,5mL MeOH 65
1.0~ 0'22“’" I'pH SDB-XC Empore disk 50 mL de MeOH + 50 mL DCM + 50 MeOH + 10 mL H20 50 mL de MeOH + 50 mL DCM + 60 MeOH 88
500 mg de LiChrolut ENV+ 3 mL MeOH 123
0,7 um/pH3 6 mL AcOEt + 6 mL MeOH + 6 mL H2@l B 2 mL X 5 mL AcOEt 124
1,2 pm/ acida Oasis HLB (200 mg, 6 mL) 5 mL MeOHO-mL H20 pH 2 2 X 2,5mL MeOH 65
0,7 um/pH 2 Oasis MCX 3'mL acet et + 3 mL H20H 3 mL ACOE + 3 mL AcOEVacetona (50/50) + 3 mL 64

Salbutamol

500 mg de LiChrolut ENV+

AcOEt/acetona/NH4OH (48/48/2)

3 mL MeOH

123
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Analito Filtrac&o/pH Fase Sélida Condicionamento Eluicdo Ref
} . 3 mL AcOEt + 3 mL AcOEt/acetona (50/50) + 3 mL
Terbutaline 0,7 um/pH 2 Oasis MCX 3 mL acet et + 3 mL H20DH ACOEt/acetona/NHAOH (48/48/2) 64
0,7 pm Oasis HLB (200 mg, 6 mL) 5 mL acet et + 5MeOH + 5 mL H20 2 X 4 mL AcOEt 63
0,45 um/pH 2 Oasis (60 mg) 6 mL DCM + 6 mL ACN L H20 2,5 mL ACN/DCM (50/50) + 3,2 mL DCM 44
1,2um/pH7 Oasis HLB (500 mg) 5 mL hexano + 5ankt et + 10 mL MeOH + 10 mL H20 5 mL hexano + 5 AdOEt + 14 mL MeOH 89
0,7 pm Oasis HLB (200 mg, 6 mL) 5 mL acet et + 5MeOH + 5 mL H20 2 X 4 mL AcOEt 92
0,45 um/pH7 Oasis HLB (60 mg) 1 mL acet et +11H20 400 pL AcOEt 10
1,2pum/ .
e Oasis HLB (200 mg, 6 mL) 5 mL MeOH + 10 mL H20 pH 2 2 X 2,5mL MeOH 65
acidificada
Triclosan 0,7 um/pH?2 Qasis HLB Eluido com MeOH 18
12um/pH7 Oasis HLB (500 mg) 5 mL hexano + 5AdOEt + 10 mL MeOH + 10 mL H20 5 mL hexano + 5 wtOEt + 14 mL MeOH 89
1,0-0,2pum/ pH 4 .
2 SDB-XC Empore disk 50 mL de MeOH + 50 mL DCM + 5Q MeOH + 10 mL H20 50 mL de MeOH + 50 mL DCM + 6. MeOH 88
0,45 um Oasis HLB (60 mg, 3 mL) 3 mL AcOEt + 3 ndetona + 3 mL H20 pH 2 6 mL AcOEt/acetona (50/50) 122
0,7pum/pH3 6 mL AcOEt + 6 mL MeOH + 6 mL H26I 8 2 mL X 5 mL AcOEt 124
pH 2,5 C18 (500 mg, 6 mL) 3 X2 mL AcOEt + 3 X2 mL MeOH + 3 X2 mL H20 + 4lm 3 x 2 mL ACOEt 127
H20 pH 2,5
pH 3 C18 (500 mg, 6 mL) AcOEt 12
0,7 um Oasis HLB (200 mg, 6 mL) 5 mL acet et + 5MeOH + 5 mL H20 2 X 4 mL AcOEt 63
0,7 um Oasis HLB (200 mg, 6 mL) 5 mL acet et + 5MeOH + 5 mL H20 2 X 4 mL AcOEt 92
0,7 um/pH?2 Oasis HLB Eluido com MeOH 18
Bisfenol A 1.0-0,2 hm I'pH < SDB-XC Empore disk 50 mL de MeOH + 50 mL DCM + 50 MeOH + 10 mL H20 50 mL de MeOH + 50 mL DCM + 60 MeOH 88
pH 2,5 C18 (500 mg, 6 mL) 3 X2 mLAcOEt + 3 X2 mL MeOH + 3 X2 mL H20 + 4lm 3 x 2 mL ACOEt 127
H20 pH 2,5
pH 3 C18 (500 mg, 6 mL) AcOEt 12
Codeina 0,7 pm Oasis HLB (200 mg, 6 mL) 5 mL AcOEt + 5 mle®H + 5 mL H20 2 X 4 mL AcOEt 92
0,45 um/ pH 2 Oasis (60 mg) 6 mL DCM + 6 mL ACM L H20 2,5 mL ACN/DCM (50/50) + 3,2 mL DCM 44
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Analito Filtrac&o/pH Fase Sélida Condicionamento Eluicdo Ref
SDB-1 (2 g) 50 mL MeOH 47
Sem filtraggo | 'Msolute ”0”';’1;’%""&" C-18 (4 3 X 4 mL MeOH/DCM (50/50) com 2% trietilamina 129
Strata X (100 mg) 10 mL hexano / AcOEt (50/50) 86
pH2-3 Oasis HLB (60 mg, 3 mL) 3 mL MeOH + 3 mR®l 2 mL MeOH 87
1,2pum/pH7 Oasis HLB (500 mg) 5 mL hexano + 5aunkt et + 10 mL MeOH + 10 mL H20 5 mL hexano +I5AcOEt + 14 mL MeOH 89
0,48 um/ pH 2-3 Oasis HLB (60 mg) 3 mL MTBE + 3 MleOH + 3 mL H20 5 mL 10% MeOH em MTBE 12
pH?2 Oasis HB (200 mg, 6 mL) 5 mL MeOH + 5 mL H28 p 10 mL AcOEt 13
0,45 um/pH7 Oasis HLB (60 mg) 1 mL AcOEt + 1 RO 400 pL AcOEt 10
1,2 um/pH 2 Oasis HLB (200 mg) 2 x 5 mL acetor@mL H20 5 mL acetona / 0,10 M carbonato hidrogenge Na (40:60) 15
0,45 um/pH<2 c18 10 mL acetona + 10 mL MeOH+rL H20 pH 2 2,5 mL MeOH 116
1,2 pm/ acida Oasis HLB (200 mg, 6 mL) 5 mL MeOHO-mL H20 pH 2 2 X 2,5mL MeOH 65
Acido Clofibrico 0,45 um/pH 3 Oasis HLB (60 mg, 3 mL) 2 mL soheseluigdo + 2 mL MeOH + 3 mL H20 6 mL AcOEt / Aceto(50/50) nu
pH3 RP C18 4 mL acetona 42
<1lum/pH2 RP C18 3X1mL MeOH 19
12um/pH7 Oasis HLB (500 mg) 5 mL hexano + 5AdOEt + 10 mL MeOH + 10 mL H20 5 mL hexano + 5 wtOEt + 14 mL MeOH 89
LLE Oasis HLB (200 mg) 2 X 5 mL de acetona + 5 neidé acético/ H20 (10/90) 5,5 mL acetona / hidragebonato de sédio 0,10M (40/60) 120
1.0-0,2 ;21m I'pH < SDB-XC Empore disk 50 mL de MeOH + 50 mL DCM + 5Q MeOH + 10 mL H20 50 mL de MeOH + 50 mL DCM + 6. MeOH 88
1,2 um/pH 2 Qasis HLB (200 mg) 2 X 5 mL de acaters mL de H20 5 mL de acetona/0,10M hidrogenamaatn de sédio (40/60) pH 1 15
1,0 um/pH2 500 mg de LiChrolut 100 RP-18 6 mkaro + 3 mL acetona + 6 mL MeOH + 2 mL H20 pH 6mexano + 3 mL acetona + 6 mL MeOH + 2 mL H20 pH 2 125
1,0 um/pH 2 500 mg de LiChrolut 100 RP-18 3 X 3 mL MeOH 126
pH3 C18 (500 mg, 6 mL) AcOEt 12
0,7 um Oasis HLB (500 mg, 6 mL) 10 mL MeOH + 10 k2O 7 mL MeOH + 5 mL DCM 128
Fenoprofeno 0,45 um/pH 2 Supelco LC 18 (500 mg, 6 mL, 6 mika + 3 mL acetona + 6 mL DCM + 2 mL H20 pH 3 XL MeOH 1L
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Analito

Fase Solida

Filtrac&o/pH Condicionamento Eluicdo Ref
pH 2 Oasis HB (200 mg, 6 mL) 5 mL MeOH + 5 mL H28 p 10 mL AcOEt 13
pH3 RP C18 4 mL acetona 42
1,2 pm/ acida Oasis HLB (200 mg, 6 mL) 5 mL MeOHO-mL H20 pH 2 2 X 2,5mL MeOH 65
1,0 um/pH2 500 mg de LiChrolut 100 RP-18 6 mkdrm + 3 mL acetona + 6 mL MeOH + 2 mL H20 pH|2 6 mxano + 3 mL acetona + 6 mL MeOH + 2 mL H20 pH 2 125
1,0 um/pH 2 500 mg de LiChrolut 100 RP-18 3 X 3 mL MeOH 126
Meclé?eji(;mico 0,45 um/pH 2 Supelco LC 18 (500 mg, 6 mL, 6 mika + 3 mL acetona + 6 mL DCM + 2 mL H20 pH 2 3 XL MeOH 1L
Dipirona 0,7 pm Oasis HLB (200 mg, 6 mL) 5 mL AcOEt + 5 mle®H + 5 mL H20 2 X 4 mL AcOEt 92
Permetrin 0,7 pm Oasis HLB (200 mg, 6 mL) 5 mL AcOEt + 5 mle®H + 5 mL H20 2 X 4 mL AcOEt 92
Chlorfenvinfos 0,7 um Oasis HLB (200 mg, 6 mL) 5 mL AcOEt + 5 mle®H + 5 mL H20 2 X4 mL AcOEt 92
1,2pum Oasis HLB (200 mg) 10 mL MeOH + 10 mL H20 pi 7 mL MeOH 62
1,2 pm/ acida Oasis HLB (200 mg, 6 mL) 5 mL MeOHOrmL H20 pH 2 2 X 2,5mL MeOH 65
Fenofibrato pH3 RP C18 4 mL acetona 42
0,7 um/pH3 6 mL AcOEt + 6 mL MeOH + 6 mL H2@l g 2 mL X 5 mL AcOEt 124
pH 3 RP 18 (3 g, 6 mL) AcOEt e
pH3 RP C18 4 mL acetona 42
<1lum/pH2 RP C18 3X1mL MeOH 19
Benzafibrato
1,0 um/pH?2 500 mg de LiChrolut 100 RP-18 6 mkdar + 3 mL acetona + 6 mL MeOH + 2 mL H20 pH|2 6mexano + 3 mL acetona + 6 mL MeOH + 2 mL H20 pH 2 125
1,0 um/pH 2 500 mg de LiChrolut 100 RP-18 3 X 3 mL MeOH 126
pH 2 Oasis HB (200 mg, 6 mL) 5 mL MeOH + 5 mL H2B p 10 mL AcOEt ns
lopromide pH3 RP 18 (3 g, 6 mL) AcOEt 114
Phenazon 0,45 um/pH<2 ci18 10 mL acetona + 10 mL MeOH)+mL H20 pH 2 2,5 mL MeOH 116
Ac Acetilsalicilico 0,45 um/pH 2 Oasis (60 mg) 6 mL DCM + 6 mL ACMN mL H20 2,5 mL ACN/DCM (50/50) + 3,2 mL DCM 44
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Analito Filtrac&o/pH Fase Sélida Condicionamento Eluicdo Ref
Etofibrato pH3 RP C18 4 mL acetona 42
pH 3 RP C18 4 mL acetona 42
Acido Fenofibrico
<1pum/pH?2 RP C18 3X 1mL MeOH 19
A 123
Acido 500 mg de LiChrolut ENV+ 3 mL MeOH
Mefenami
efenamico 0,7 um Oasis HLB (500 mg, 6 mL) 10 mL MeOH + 10 hi2O 7 mL MeOH + 5 mL DCM 128
Fenazona 0,7 um/pH3 6 mL AcOEt + 6 mL MeOH + 6 mL H2@l 8 2 mL X 5 mL AcOEt 124
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ANEXO IlI

Diferentes metodologias de reacéo de derivatizac@le AINEs descritas na literatura

Analito Derivatizante Processo de Derivatizacdo Coha Rampa de temperatura Ref.
30 min & 75°C, extrai com 3/3/2 mL de . . . o o EO
’ - RTX - 5 Sil MS (30 m X 0,25 mm X 70°C (1 min); 30°C/min - 190°C; 5°C/min -
75 uL MTBSTFA com 1% TBDMSCI DCM/Hexano (:I.i;)(/)gc(t);,n:)econstltw em 1ml 0,25 pm) 260°C: 15°C/min - 300°C (5 min) 9
o RTX - MS5 (30 m X 0,25 mm X 0,25  40°C (2 min); 10°C/min - 250°C (14 min);
Sem derivatizagdo um) 25°Clmin - 290°C (2 min) 109
Piridina / HMDS + TFA 30mina70°C SGE forte dégiy 100°C (1 min); 20°C/min - 300°C (5,5 min) 90
65°C (2 min): 15°C/min - 120°C; 4°C/min - 86
10 puL TMSH Deriatizag&o online no injetor aquecido| DB-5MS (30 m X 0,32 mm X 0,25 unf) 160°C; 7°C/min - 220°C; 5°C/min - 290°C;
15°C/min - 320°C (5 min);
110
30 L MSTFA 35 min 4 65°C HP-5MS (30 m X 0,25 mn@,25 pim) 70°C (2 min); 10°C/min - 250°C (5 min) 64
e x : 70°C (2 min); 30°C/min - 200°C; 2°C/min -
Ibuprofeno Sem derivatizagdo VF-5MS 220°C (6 min): 10°C/min - 300°C (5 min) 63
50°C (1 min); 10°C/min - 180°C (7 min);
200 uL MTBSTFA 60 min a 60°C BP-5 (30 m X 0,25 rHr9,25 pm) 10°C/min - 230°C (25 min); 20°C/min - 250°( 66
(5 min)
TBA-HSO4 Derivatizag&o online DB-5MS (30 m X 0,28n X 0,25 pm) 70°C (4 min); 10°C/min - 300°C (4 inin 87
. Adiciona 500 pL hexano, evapora a 100 HL, o S\ e o .
Metil clorometanoato lava com H20 e reduz extrato a 100 pL HP-5MS (30 m X 0,25 mm X 0,25 pn)) 80°C (2 min); /fith - 260°C (10 min) 89
- Piridina 30 min & 70°C seguido por HMD|S o N e o .
125 pL piridina, 225 L HMDS, 25 puL TFA + TFA 90 min 4 70°C SGE (30 m X 0,25 mm X 0,25 um) 100°C (1 min); 1GA&Y - 300°C (10 min) 91
10 pL de MCF (I1S) em MeOH (2.64 g/mL,
BF3 reduz a 0,2 mL, adiciona 2 mL de 14% | CP SIL 8CB-MS (30 m X 0,25 mm X| 50°C (0,75 min); 20°C/min - 120°C; 2°C/min } 111

BF3/MeOH, 120 min & 85°C. Extrai com PE
e evapora a 0,1 mL

0,25 um)

200°C; 9°C/min - 290°C (10 min)
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Analito

Derivatizante

Processo de Derivatizacdo Coha Rampa de temperatura Ref.
100 pL N,O- 100°C; 30°C/min - 150°C (4 min); 3°C/min -
bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida / 60 mina 70°C ZB-5 195°C; 1°C/min - 205°C (5 min); 30°C/min 112
trimetilclorosilano (99/1) 250°C (3 min)
: Derivatizagéo utilizando gerador de g 70°C (1 min); 30°C/min - 150°C; 10°C/min -
Diazometano diazometano e recostitui em 1 mL de tolug ngp 5MS (30 m X0,25 mm X 0,25 pn) 285°C (6 min) 113
105°C (1 min); 17°C/min - 200°C (1 min);
Sem derivatizagdo ZB-5 (30 m X 0,25 mm X 0,25 unp) 2°C/min - 220°C (2 min); 5°C/min - 290°C (| 92
min)
70 uL BSTFA + 1% TMCS 20 min 4 70°C DB-5 (30 m ®®mm X 0,25 pm) | (0 C (1 min); 14 gglg"g - 150°C; 6°C/min - 10
Diazometano 114
50 puL MSBSTFA 30 min 4 60°C dilui a 1 mL AcOEt HSIRIS (30 m X 0,25 mm X 0,25 pum 100°C (1 min); 207@1 - 280°C (10 min) 115
200 pL PFBBr (2% em Tolueno) + 5 uL| 60 min a 110°C reconstitui em 100 pL dg g 100°C (1 min); 30°C/min - 150°C (1 min);
trietilamina tolueno HP-5MS (30 m X 0,25 mm X 0,25 pm) 3°C/min - 205°C; 10°C/min - 260°C (23 min 116
20 min & 60°C, adiciona 3mL H20, extra| o L ome . o a0 .
100 pL BSTFA com 1% TMCS com 2 mL EP + 3 X 2mL DCM/EP (10/90] HP-5MS (30 m X 0,25 mm X 0,25 unf) /0 C (1 min); ggsgém(g‘r;]ﬁo C; 10°C/min - 65
reconstitui em 1 mL isoctano
] 90°C (1 min); 10°C/min - 120°C; 3,5°C/min
HP-5MS (30 m X 0,25 mm X 0,25 punj) 200°C; 5°C/min - 315°C (11 rmin) 44
. 90°C (1 min); 15°C/min - 150°C (15 min);
800 pL diazometano 30 min, reduz volume a 150 g0 | R1XSMS (30 rl‘j n>1<)0,25 MM X 0,25 | 5oc/min - 200°C (5 min); 15°C/min - 290°C (6 117
min)
. } 100°C (1 min); 5°C/min - 170°C; 10°C/min -
50 uL BSTFA Over night DB-5 (30 m X 0,25 mm X 0,28) 310°C (10 min) 118
200 uL de 2%pentafluorobenzilbromide em . . 65°C (2 min); 30°C/min - 180°C; 5°C/min -
ciclohexano + 2 pL de trietilamina 120 min 2 100°C DB-5 (30 m X 0,25 mm X 0,25 pm 300°C (12 min) 42
Diazometano 15°C negativos TERNER 1998 119
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Analito Derivatizante Processo de Derivatizacdo Coha Rampa de temperatura Ref.
: Adiciona 500 pL hexano, evapora a 100 HL, o S\ e o .
7 pL clorometanoato de metila lava com H20 e reduz extrato a 100 pL HP-5MS (30 m X 0,25 mm X 0,25 pn)) 80°C (2 min); /it - 260°C (10 min) 89
50 uL MTBSTFA 30 mina 60°C, dglrj\;ozt?arsm ACOBY, fortifica o 5yz1s (30 m X 0,25 mm X 0,25 punf)  100°C (1 min)@Gnin - 280°C (10 min) 120
90°C (11,5 min); 4°C/min - 180°C; 3°C/min -
methyl chloroformate RP-C18 (30 m X 0,25 mm X50,8n) 240°C; 4°C/min - 300°C (5 min) 121
Reduz volume adiciona o0 BSTFA a 80 °( 90°C (11,5 min); 4°C/min - 180°C; 3°C/min -
1 mL de BSTFA por 20 min DB-5MS (25 m X 0,25 mm X 0,25 pn) 240°C; 4°C/min - 300°C (5 min) 88
45°C (3 min); 20°C/min - 200°C (5 min);
200 uL MTBSTFA+ 1% TBDMSC 90 min 2 60°C DB 1701 (30X 0,25 mm X 0,25 um) 10°C/min - 250°C (5 min); 5°C/min - 300°C (% 122
min)
50°C (7,5 min); 30°C/min - 270°C (10 min);
MSTFA Dissolvido em 1 mL de Hexano 10°C/min - 250°C (5 min); 5°C/min - 300°C (’ 123
min)
50 pL MSBSTFA 30 min & 60°C, dilui a 1 mL AcOEt RIS (30 m X 0,25 mm X 0,25 pm 100°C (1 min); 20%@1 - 280°C (10 min) 115
) 70°C (2 min); 10°C/min - 250°C (5 min);
DB-5MS (30 m X 0,25 mm X 0,25 pnj) 6Clmin - 280°C (10 min) 124
20 min a 60°C, 3 mL de H20, extrai com P . oo . 6. 40 .
100 L de BSTFA com 1% TMCS mL de EP + 3 X 2 mL DCM/EP (10/90), | HP5-MS (30 m X 0,25 mm X 0,25 unj) /0 C (1 min); gg;é’?g‘milns)o C; 10°C/min 65
reconstitui em 1 mL de isoctano
120 min & 80°C, evapora a 500 - 750 pL i+ o R . 0. Ho .
2 mL de 14% BF3 em MeOH 3mL KCO3 + 2mL EP, vortex 1 min, remoye DB-5MS (30 m) s0¢ %B?Cr‘_“g‘)é/zngiff rggo“éz(gocr}nzn;:/ min 125
fase organica (repete 2 X), evapora a 0,1 mL !
s ane - 50°C (0,75 min); 20°C/min - 120°C; 2°C/min
2 mL de 14% BF3 em MeOH 120 min & 80°C, reconséitmiisoctano DB-5MS (30 m) 200°C; 9°C/min - 290°C (10 min) 126
50 L de BSTFA + 1% TMCS 20 min & 70 °C DB-5MS (60m 8&mm X 0,25 pm)| 20 C ¢ m'r‘s)iéijﬁ/[“'zg(')?gs C (1 min); 127
30l de MSTFA 35 min & 65°C HP-5MS (30 m X 0,25 mm 2Bpum) 70°C (2 min); 10°C/min - 250°C (5 min) 11
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Analito

Derivatizante

Processo de Derivatizagéo

Coha

Rampa de temperatura

Ref.

100 pL de MTBSTFA

40 pL de tolueno + 40 pL de 10% TEA en
tolueno + 20 pL de 10% PFBBr em toluer

n

o

Ajusta 1 mL AcOEt, 60 min a 70°C

100 pL do eluido, evapora e adiciona o
derivatizantes, reage 60 min a 100°C,
reconstitui em 100 pL de tolueno

HP-5MS (30 m X 0,25 mm X 0,25 pm

DB-35MS (30 m X 0,25 mm X 0,25
pm)

)

50°C (1 min); 20°C/min - 120°C; 10°C/min -
280°C (11 min)

100°C (1 min); 20°C/min - 150°C (2 min);
3°C/min - 205°C (1 min); 10°C/min - 260°C (
min); 10°C/min - 280°C (3 min); 15°C/min -
310°C (10 min)

12

128

Acido Salicilico

75 uL MTBSTFA com 1% TBDMSCI

125 pL piridina, 225 pul. HMDS, 25 pL TFA

BF3

100 pL N,O-
bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida /
trimetilclorosilano (99/1)

Diazometano

50 uL MSBSTFA

100 pL BSTFA com 1% TMCS

Diazometano

200 pL MTBSTFA+ 1% TBDMSC

50 uL MSBSTFA

30 min & 75°C, extrai com 3/3/2 mL de

DCM/Hexano (10/90), reconstitui em 1ml.

isoctano
Piridina 30 min & 70°C seguido por HMD|
+ TFA 90 min 4 70°C

10 pL de MCF (I1S) em MeOH (2.64 g/mL.
reduz a 0,2 mL, adiciona 2 mL de 14%
BF3/MeOH, 120 min & 85°C. Extrai com P
e evapora a 0,1 mL

60 min & 70°C

Derivatizagdo utilizando gerador de
diazometano e recostitui em 1 mL de tolug

30 min a4 60°C dilui a 1 mL AcOEt

20 min & 60°C, adiciona 3mL H20, extra
com 2 mL EP + 3 X 2mL DCM/EP (10/90
reconstitui em 1 mL isoctano

15°C negativos

90 min 2 60°C

30 min & 60°C, dilui a 1 mL AcOEt

RTX -5 Sil MS (30 m X 0,25 mm X
0,25 um)

S SGE (30 m X 0,25 mm X 0,25 pm)

CP SIL 8CB-MS (30 m X 0,25 mm X|
E 0,25 pm)

ZB-5

nQP—5MS (30 m X 0,25 mm X 0,25 pum

I3RAS (30 m X 0,25 mm X 0,25 um

HP-5MS (30 m X 0,25 mm X 0,25 pn

TERNER 1998

DB 1701 (®0X 0,25 mm X 0,25 pm

I3RAS (30 m X 0,25 mm X 0,25 um

)

)

70°C (1 min); 30°C/min - 190°C; 5°C/min -
260°C; 15°C/min - 300°C (5 min)

100°C (1 min); 167G - 300°C (10 min)

50°C (0,75 min); 20°C/min - 120°C; 2°C/min
200°C; 9°C/min - 290°C (10 min)

100°C; 30°C/min - 150°C (4 min); 3°C/min -
195°C; 1°C/min - 205°C (5 min); 30°C/min
250°C (3 min)

70°C (1 min); 30°C/min - 150°C; 10°C/min -
285°C (6 min)

100°C (1 min); 20%@1 - 280°C (10 min)
70°C (1 min); 30°C/min - 150°C; 10°C/min -

285°C (6 min)

45°C (3 min); 20°C/min - 200°C (5 min);

10°C/min - 250°C (5 min); 5°C/min - 300°C (b

min)

100°C (1 min); 20%@1 - 280°C (10 min)

91

111

112

113

115

65

119

122

115
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Analito

Derivatizante

Processo de Derivatizagéo

Coha

Rampa de temperatura

Ref.

100 pL de BSTFA com 1% TMCS

2 mL de 14% BF3 em MeOH

30pL de MSTFA

30 uL MSTFA

10 uL TMSH

mL de EP + 3 X 2 mL DCM/EP (10/90),
reconstitui em 1 mL de isoctano

120 min & 80°C, evapora a 500 - 750 pL

35 min &4 65°C

35 min a65°C

Deriatizagdo online no injetor aquecido

20 min a 60°C, 3 mL de H20, extrai com P

F

3mL KCOS3 + 2mL EP, vortex 1 min, remoye
fase organica (repete 2 X), evapora a 0,1 mL

DB-5MS (30 m)

HP-5MS (30 m X 0,25 mm 2Dpm

HP-5MS (30 m X 0,25 mn®,25 pm

DB-5MS (30 m X 0,25 mm X 0,25 pun))

HP5-MS (30 m X 0,25 mm X 0,25 )

)

)

DB-5MS (30 m X 0,32 mm X 0,25 pm

) 160°C; 7°C/min - 220°C; 5°C/min - 290°C;

70°C (2 min); 10°C/min - 250°C (5 min);
6°C/min - 280°C (10 min)

70°C (1 min); 30°C/min - 150°C; 10°C/min -
285°C (6 min)

50°C (0,75 min); 20°C/min - 120°C; 2°C/min
200°C; 9°C/min - 290°C (10 min)

70°C (2 min); 10°C/min - 250°C (5 min)
70°C (2 min); 10°C/min - 250°C (5 min)

65°C (2 min); 15°C/min - 120°C; 4°C/min -

15°C/min - 320°C (5 min);

124

65

125

11

64

110

Gemfibrozil

75 pL MTBSTFA com 1% TBDMSCI

30 pL MSTFA

BF3

100 pL N,O-
bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida /
trimetilclorosilano (99/1)

Diazometano

50 pL MSBSTFA

30 min & 75°C, extrai com 3/3/2 mL de
DCM/Hexano (10/90), reconstitui em 1ml
isoctano

35 min a 65°C

10 pL de MCF (IS) em MeOH (2.64 g/mL,

reduz a 0,2 mL, adiciona 2 mL de 14%
BF3/MeOH, 120 min & 85°C. Extrai com PE
e evapora a 0,1 mL

60 min a 70°C

Derivatizagdo utilizando gerador de

30 min a 60°C dilui a 1 mL AcOEt

diazometano e recostitui em 1 mL de tolug ngP_5MS (80 m X 0,25 mm X 0,25 um

RTX -5 Sil MS (30 m X 0,25 mm X
0,25 um)

HP-5MS (30 m X 0,25 mn®;25 pim)

0,25 pm)

ZB-5

I3RS (30 m X 0,25 mm X 0,25 pm

CP SIL 8CB-MS (30 m X 0,25 mm X|

)

70°C (1 min); 30°C/min - 190°C; 5°C/min -
260°C; 15°C/min - 300°C (5 min)

70°C (2 min); 10°C/min - 250°C (5 min)

50°C (0,75 min); 20°C/min - 120°C; 2°C/min -
200°C; 9°C/min - 290°C (10 min)

100°C; 30°C/min - 150°C (4 min); 3°C/min -
195°C; 1°C/min - 205°C (5 min); 30°C/min -
250°C (3 min)

70°C (1 min); 30°C/min - 150°C; 10°C/min -
285°C (6 min)

100°C (1 min); 207@1 - 280°C (10 min)

64

111

112

113

115

114



Analito Derivatizante Processo de Derivatizacdo Coha Rampa de temperatura Ref.
20 min & 60°C, adiciona 3mL H20, extra| o oo ) P )
100 pL BSTFA com 1% TMCS com 2 mL EP + 3 X 2mL DCM/EP (10/90] HP-5MS (30 m X 0,25 mm X 0,25 unj) 0 C (- min); 2259(’:“"('62‘[;“1[15)0 C; 10°C/min - 65
reconstitui em 1 mL isoctano
200 pL de 2%pentafluorobenzilbromide em . o : 65°C (2 min); 30°C/min - 180°C; 5°C/min -
ciclohexano + 2 pL de trietilamina 120 min 2 100°C DB-5 (30 m X 0,25 mm X 0,25 pum 300°C (12 min) 42
Diazometano 15°C negativos TERNER 1998 119
50 pL MTBSTFA 30 mina 60°C, d!‘r’r'mast}a?" ACOBL, fortifica o 51 (30 m X 0,25 mm X 0,25 punf)  100°C (1 min)’@Bnin - 280°C (10 min) 120
90°C (11,5 min); 4°C/min - 180°C; 3°C/min
methyl chloroformate RP-C18 (30 m X 0,25 mm X0,an) 240°C; 4°C/min - 300°C (5 min) 121
45°C (3 min); 20°C/min - 200°C (5 min);
200 pL MTBSTFA+ 1% TBDMSC 90 min & 60°C DB 1701 (30X 0,25 mm X 0,25 um) 10°C/min - 250°C (5 min); 5°C/min - 300°C ( 122
min)
50 pL MSBSTFA 30 min a 60°C, dilui a 1 mL AcOEt I3RAS (30 m X 0,25 mm X 0,25 pm 100°C (1 min); 2G%@1 - 280°C (10 min) 125
) 70°C (2 min); 10°C/min - 250°C (5 min);
DB-5MS (30 m X 0,25 mm X 0,25 pnj) 6Clmin - 280°C (10 min) 124
20 min a 60°C, 3 mL de H20, extrai com P . oo . 6. 40 .
100 L de BSTFA com 1% TMCS mL de EP + 3 X 2 mL DCM/EP (10/90), | HP5-MS (30 m X 0,25 mm X 0,25 unj) /0 C (1 min); gg;é’?g‘milns)o C; 10°C/min 65
reconstitui em 1 mL de isoctano
120 min & 80°C, evapora a 500 - 750 pL i+ o R . 0. Ho .
2 mL de 14% BF3 em MeOH 3mL KCO3 + 2mL EP, vortex 1 min, remoye DB-5MS (30 m) 50°C (0,75 min); 20°C/min - 120°C; 2"C/min 125
e 200°C; 9°C/min - 290°C (10 min)
fase organica (repete 2 X), evapora a 0,1 mL
30uL de MSTFA 35 min & 65°C HP-5MS (30 m X 0,25 mm 2Dym) 70°C (2 min); 10°C/min - 250°C (5 min) 11
100 pL do eluido, evapora e adiciona o 100°C (1 min); 20°C/min - 150°C (2 min);
40 pL de tolueno + 40 pL de 10% TEA em derivatizantes, reage 60 min a 100°C, DB-35MS (30 m X 0,25 mm X 0,25 | 3°C/min - 205°C (1 min); 10°C/min - 260°C ( 128

tolueno + 20 pL de 10% PFBBr em toluer

o

reconstitui em 100 pL de tolueno

pm)

min); 10°C/min - 280°C (3 min); 15°C/min -
310°C (10 min)
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Analito Derivatizante Processo de Derivatizacdo Coha Rampa de temperatura Ref.
30 min & 75°C, extrai com 3/3/2 mL de ' o ) o o EO o
’ S RTX - 5 Sil MS (30 m X 0,25 mm X 70°C (1 min); 30°C/min - 190°C; 5°C/min -
75 uL MTBSTFA com 1% TBDMSCI DCM/Hexano (1_0/90), reconstitui em 1ml 0,25 um) 260°C; 15°C/min - 300°C (5 min) 9
isoctano

o RTX - MS5 (30 m X 0,25 mm X 0,25  40°C (2 min); 10°C/min - 250°C (14 min);
Sem derivatizagdo um) 25°Clmin - 290°C (2 min) 109
Piridina / HMDS + TFA 30mina70°C SGE forte dégiy 100°C (1 min); 20°C/min - 300°C (5,5 min) 90

65°C (2 min); 15°C/min - 120°C; 4°C/min -
10 uL TMSH Deriatizag&o online no injetor aquecido| DB-5MS (30 m X 0,32 mm X 0,25 unf) 160°C; 7°C/min - 220°C; 5°C/min - 290°C; 86

15°C/min - 320°C (5 min);

65°C (2 min); 15°C/min - 120°C; 4°C/min -

10 puL TMSH Deriatizac&o online no injetor aquecido| DB-5MS (30 m X 0,32 mm X 0,25 un|) 160°C; 7°C/min - 220°C; 5°C/min - 290°C; 110
15°C/min - 320°C (5 min);

_— 100°C (2 min); 4°C/min - 180°C; 10°C/min -

30 pL MSTFA 12 hr no shaker na auséncia de luz MB-£30 m X 0,25 mm X 0,25 pm| 230°C (20 min); 20°C/min - 270°C (7 min) 69
Naproxeno
30 L MSTFA 35 min 4 65°C HP-5MS (30 m X 0,25 mn@,25 pm) 70°C (2 min); 10°C/min - 250°C (5 min) 64
50°C (1 min); 10°C/min - 180°C (7 min);
200 uL MTBSTFA 60 min a 60°C BP-5 (30 m X 0,25 rHr9,25 pm) 10°C/min - 230°C (25 min); 20°C/min - 250°( 66
(5 min)
TBA-HSO4 Derivatizagdo online DB-5MS (30 m X 0,2fn X 0,25 um) 70°C (4 min); 10°C/min - 300°C (4 jnin 87
- Piridina 30 min a 70°C seguido por HMD|S o SN e o .
125 pL piridina, 225 pL HMDS, 25 pL TFA + TFA 90 min 4 70°C SGE (30 m X 0,25 mm X 0,25 um) 100°C (1 min); 1@GA&Y - 300°C (10 min) 91
10 pL de MCF (I1S) em MeOH (2.64 g/mL,
BF3 reduz a 0,2 mL, adiciona 2 mL de 14% | CP SIL 8CB-MS (30 m X 0,25 mm X| 50°C (0,75 min); 20°C/min - 120°C; 2°C/min } 111
BF3/MeOH, 120 min & 85°C. Extrai com PE 0,25 um) 200°C; 9°C/min - 290°C (10 min)
e evapora a 0,1 mL

100 pL N,0- 100°C; 30°C/min - 150°C (4 min); 3°C/min -

bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida / 60 min a 70°C ZB-5 195°C; 1°C/min - 205°C (5 min); 30°C/min 112

trimetilclorosilano (99/1)

250°C (3 min)
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Analito Derivatizante Processo de Derivatizacdo Coha Rampa de temperatura Ref.

) Derivatizagdo utilizando gerador de 70°C (1 min); 30°C/min - 150°C; 10°C/min -
Diazometano diazometano e recostitui em 1 mL de tolug nHP'5MS (30 m X'0,25 mm X 0,25 pm) 285°C (6 min) 113
70 uL BSTFA + 1% TMCS 20 min a 70°C DB-5 (30 m ®mm X 0,25 pm) | /0 C (1 min); 14°C/min - 150°C; 6°C/min - 10
50 uL MSBSTFA 30 min 4 60°C dilui a 1 mL AcOEt RIS (30 m X 0,25 mm X 0,25 pum 100°C (1 min); 207@1 - 280°C (10 min) 115

20 min & 60°C, adiciona 3mL H20, extra| o C L ope . o a0 .
100 pL BSTFA com 1% TMCS com 2 mL EP + 3 X 2mL DCM/EP (10/90] HP-5MS (30 m X 0,25 mm X 0,25 pnf) /0 C (1 min); ggsgém(g‘r;]ﬁo C; 10°C/min - 65
reconstitui em 1 mL isoctano
: 90°C (1 min); 15°C/min - 150°C (15 min);
800 UL diazometano 30 min, reduz volume a 150 -|200 RTX-5MS (30 :1[;()0,25 mm X 0,25 5°C/min - 200°C (5 min); 15°C/min - 290°C (§ 117
min)

200 pL de 2%pentafluorobenzilbromide em . o : 65°C (2 min); 30°C/min - 180°C; 5°C/min -
ciclohexano + 2 pL de trietilamina 120 min 2 100°C DB-5 (30 m X 0,25 mm X 0,25 um 300°C (12 min) 42
Diazometano 15°C negativos TERNER 1998 119
50 L MTBSTFA 30 mina 60°C, dg‘r‘r'mzt}a’;"‘ ACOEL, fortifica o 1S (30 m X 0,25 mm X 0,25 punf)  100°C (2 min)’@Bnin - 280°C (10 min) 120

90°C (11,5 min); 4°C/min - 180°C; 3°C/min
methyl chloroformate RP-C18 (30 m X 0,25 mm X0,an) 240°C; 4°C/min - 300°C (5 min) 121

Reduz volume adiciona 0 BSTFAa80°C 90°C (11,5 min); 4°C/min - 180°C; 3°C/min
1 mL de BSTFA por 20 min DB-5MS (25 m X 0,25 mm X 0,25 pn) 240°C; 4°C/min - 300°C (5 min) 88

45°C (3 min); 20°C/min - 200°C (5 min);
200 pL MTBSTFA+ 1% TBDMSC 90 min a 60°C DB 1701 (30X 0,25 mm X 0,25 pm) 10°C/min - 250°C (5 min); 5°C/min - 300°C (b 122
min)

50 pL MSBSTFA 30 min a 60°C, dilui a 1 mL AcOEt I3RAS (30 m X 0,25 mm X 0,25 pm| 100°C (1 min); 2G%@1 - 280°C (10 min) 115
DB-5MS (30 m X 0,25 mm X 0,25 unf) 70°C (2 min); 10°C/min - 250°C (5 min); 124

6°C/min - 280°C (10 min)
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Analito

Derivatizante

Processo de Derivatizagéo

Coha

Rampa de temperatura

Ref.

100 pL de BSTFA com 1% TMCS

2 mL de 14% BF3 em MeOH

2 mL de 14% BF3 em MeOH

50 uL de BSTFA + 1% TMCS

30l de MSTFA

100 pL de MTBSTFA

40 pL de tolueno + 40 pL de 10% TEA en
tolueno + 20 pL de 10% PFBBr em toluen

20 min a 60°C, 3 mL de H20, extrai com
mL de EP + 3 X 2 mL DCM/EP (10/90),
reconstitui em 1 mL de isoctano

120 min & 80°C, evapora a 500 - 750 pL
3mL KCO3 + 2mL EP, vortex 1 min, remo
fase organica (repete 2 X), evapora a 0,1

120 min & 80°C, reconséituiisoctano

20 mina 70 °C

35 min a4 65°C

Ajusta 1 mL AcOEt, 60 min a 70°C

n

o derivatizantes, reage 60 min & 100°C,

reconstitui em 100 pL de tolueno

100 pL do eluido, evapora e adiciona 0

R

D T

HP5-MS (30 m X 0,25 mm X 0,25 )

DB-5MS (30 m)

DB-5MS (30 m)

DB-5MS (60m 8®mm X 0,25 um)

HP-5MS (30 m X 0,25 mm 2Dpum)

HP-5MS (30 m X 0,25 mm X 0,25 pny

DB-35MS (30 m X 0,25 mm X 0,25
um)

)

70°C (1 min); 30°C/min - 150°C; 10°C/min -
285°C (6 min)

50°C (0,75 min); 20°C/min - 120°C; 2°C/min
200°C; 9°C/min - 290°C (10 min)

50°C (0,75 min); 20°C/min - 120°C; 2°C/min
200°C; 9°C/min - 290°C (10 min)

80°C (1 min); 15°C/min - 248°C (1 min);
3°C/min - 280°C

70°C (2 min); 10°C/min - 250°C (5 min)

50°C (1 min); 20°C/min - 120°C; 10°C/min -
280°C (11 min)

100°C (1 min); 20°C/min - 150°C (2 min);

3°C/min - 205°C (1 min); 10°C/min - 260°C (b

min); 10°C/min - 280°C (3 min); 15°C/min -
310°C (10 min)

65

125

126

127

11

12

128

Cetoprofeno

75 pL MTBSTFA com 1% TBDMSCI

Piridina / HMDS + TFA

10 uL TMSH

30 pL MSTFA

30 uL MSTFA

30 min & 75°C, extrai com 3/3/2 mL de

isoctano

30 mina 70 °C

Deriatizagdo online no injetor aquecido

12 hr no shaker na auséncia de luz

35 min a65°C

DCM/Hexano (10/90), reconstitui em 1ml

D

RTX - 5 Sil MS (30 m X 0,25 mm X
0,25 pm)

SGE forte d&py

B-5MS (30 m X 0,32 mm X 0,25 pnj

ME-§30 m X 0,25 mm X 0,25 pm|

HP-5MS (30 m X 0,25 mn®,25 pum)

i

70°C (1 min); 30°C/min - 190°C; 5°C/min -
260°C; 15°C/min - 300°C (5 min)

100°C (1 min); 20°C/min - 300°C (5,5 min)

65°C (2 min); 15°C/min - 120°C; 4°C/min -
160°C; 7°C/min - 220°C; 5°C/min - 290°C;
15°C/min - 320°C (5 min);

100°C (2 min); 4°C/min - 180°C; 10°C/min -
230°C (20 min); 20°C/min - 270°C (7 min)

70°C (2 min); 10°C/min - 250°C (5 min)

90

86

110

69

64

118



Analito Derivatizante Processo de Derivatizacdo Coha Rampa de temperatura Ref.
TBA-HSO4 Derivatizag&o online DB-5MS (30 m X 0,28n X 0,25 pm) 70°C (4 min); 10°C/min - 300°C (4 inin 87
- Piridina 30 min & 70°C seguido por HMD|S o e o .
125 pL piridina, 225 puL HMDS, 25 puL TFA + TFA 90 min & 70°C SGE (30 m X 0,25 mm X 0,25 um) 100°C (1 min); 1@GA&Y - 300°C (10 min) 91
10 pL de MCF (IS) em MeOH (2.64 g/mL,
BF3 reduz a 0,2 mL, adiciona 2 mL de 14% | CP SIL 8CB-MS (30 m X 0,25 mm X| 50°C (0,75 min); 20°C/min - 120°C; 2°C/min 111
BF3/MeOH, 120 min & 85°C. Extrai com PE 0,25 um) 200°C; 9°C/min - 290°C (10 min)
e evapora a 0,1 mL

100 pL N,O- 100°C; 30°C/min - 150°C (4 min); 3°C/min -

bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida / 60 mina 70°C ZB-5 195°C; 1°C/min - 205°C (5 min); 30°C/min 112
trimetilclorosilano (99/1) 250°C (3 min)

) Derivatizagdo utilizando gerador de g 70°C (1 min); 30°C/min - 150°C; 10°C/min -
Diazometano diazometano e recostitui em 1 mL de tolug ngp 5MS (30 m X0,25 mm X 0,25 p) 285°C (6 min) 113
70 uL BSTFA + 1% TMCS 20 min 4 70°C DB-5 (30 m 2®mm X 0,25 um) | /0 C (1 min); 14 gglg"g -150°C; 6°C/min - 10
50 pL MSBSTFA 30 min 4 60°C dilui a 1 mL AcOEt RIS (30 m X 0,25 mm X 0,25 pm 100°C (1 min); 20%@1 - 280°C (10 min) 115

20 min & 60°C, adiciona 3mL H20, extra o oo o A o
100 pL BSTFA com 1% TMCS com 2 mL EP + 3 X 2mL DCM/EP (10/90] HP-5MS (30 m X 0,25 mm X 0,25 pnf) 0 C (1 min); gg;é’?g‘r;ﬂlns)o C; 10°C/min - 65
reconstitui em 1 mL isoctano
90°C (1 min); 15°C/min - 150°C (15 min);
800 pL diazometano 30 min, reduz volume a 150 g0 | R1X-SMS (30 :“;1()0'25 mm X 0,25 | 5oC/min - 200°C (5 min); 15°C/min - 290°C (6 117
min)

200 pL de 2%pentafluorobenzilbromide em . o : 65°C (2 min); 30°C/min - 180°C; 5°C/min -
ciclohexano + 2 pL de trietilamina 120 min 2 100°C DB-5 (30 m X 0,25 mm X 0,25 um 300°C (12 min) 42
Diazometano 15°C negativos TERNER 1998 119
50 pL MTBSTFA 30 mina 60°C, dglrj\;oast%arsm_ ACOBL, fortifica o 501s (30 m X 0,25 mm X 0,25 punf)  100°C (1 min)’@Bnin - 280°C (10 min) 120
methyl chloroformate RP-C18 (30 m X 0,25 mm X50,an) 90°C (11,5 min); 4°C/min - 180°C; 3"C/min 1 121

240°C; 4°C/min - 300°C (5 min)
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Analito

Derivatizante

Processo de Derivatizagéo

Coha

Rampa de temperatura

Ref.

50 pL MSBSTFA

100 pL de BSTFA com 1% TMCS

2 mL de 14% BF3 em MeOH

2 mL de 14% BF3 em MeOH

50 uL de BSTFA + 1% TMCS

30l de MSTFA

100 pL de MTBSTFA

30 min & 60°C, dilui a 1 mL AcOEt

20 min a 60°C, 3 mL de H20, extrai com P
mL de EP + 3 X 2 mL DCM/EP (10/90),
reconstitui em 1 mL de isoctano

120 min & 80°C, evapora a 500 - 750 pL
3mL KCOS3 + 2mL EP, vortex 1 min, remoye
fase organica (repete 2 X), evapora a 0,1 m!

F

120 min & 80°C, reconséituiisoctano

20 mina 70 °C

35 min a4 65°C

Ajusta 1 mL AcOEt, 60 min a 70°C

I3RS (30 m X 0,25 mm X 0,25 pm

HP5-MS (30 m X 0,25 mm X 0,25 pnf) 70°C (1 min); 30°C/min - 150°C; 10°C/min -

DB-5MS (30 m)

DB-5MS (30 m)

DB-5MS (60m 8®mm X 0,25 um)

HP-5MS (30 m X 0,25 mm 2Dpum)

HP-5MS (30 m X 0,25 mm X 0,25 pnf) 50°C (1 min); 20°C/min - 120°C; 10°C/min -

100°C (1 min); 207@1 - 280°C (10 min)

285°C (6 min)

50°C (0,75 min); 20°C/min - 120°C; 2°C/min
200°C; 9°C/min - 290°C (10 min)

50°C (0,75 min); 20°C/min - 120°C; 2°C/min
200°C; 9°C/min - 290°C (10 min)

80°C (1 min); 15°C/min - 248°C (1 min);
3°C/min - 280°C

70°C (2 min); 10°C/min - 250°C (5 min)

280°C (11 min)

115

65

125

126

127

11

12

Diclofenaco

75 uL MTBSTFA com 1% TBDMSCI

Diazometano em excesso

Piridina / HMDS + TFA

10 uL TMSH

30 uL MSTFA

30 uL MSTFA

30 min & 75°C, extrai com 3/3/2 mL de
DCM/Hexano (10/90), reconstitui em 1ml.
isoctano

30 mina 70 °C

Deriatizag&o online no injetor aquecido| DB-5MS (30 m X 0,32 mm X 0,25 pm

12 hr no shaker na auséncia de luz

35 min a65°C

RTX - 5 Sil MS (30 m X 0,25 mm X
0,25 um)

HP-5MS (60 m X 0,25 mi28 Am)

SGE forte d&py

MB-830 m X 0,25 mm X 0,25 pm)|

HP-5MS (30 m X 0,25 mn®,25 pum)

70°C (1 min); 30°C/min - 190°C; 5°C/min -
260°C; 15°C/min - 300°C (5 min)

80°C (8 min); 5°C/min - 280°C; 3°C/min -
300°C (5 min)

100°C (1 min); 20°C/min - 300°C (5,5 min)

65°C (2 min); 15°C/min - 120°C; 4°C/min -
) 160°C; 7°C/min - 220°C; 5°C/min - 290°C;
15°C/min - 320°C (5 min);

100°C (2 min); 4°C/min - 180°C; 10°C/min -
230°C (20 min); 20°C/min - 270°C (7 min)

70°C (2 min); 10°C/min - 250°C (5 min)

129

90

86

110

69

64
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Analito Derivatizante Processo de Derivatizacdo Coha Rampa de temperatura Ref.

o« 70°C (2 min); 30°C/min - 200°C; 2°C/min -
Sem derivatizagéo VF-5MS 220°C (6 min): 10°C/min - 300°C (5 min) 63
TBA-HSO4 Derivatizagdo online DB-5MS (30 m X 0,2fn X 0,25 um) 70°C (4 min); 10°C/min - 300°C (4 jnin 87

) Adiciona 500 pL hexano, evapora a 100 4L, o S o A
Metil clorometanoato lava com H20 e reduz extrato a 100 pL HP-5MS (30 m X 0,25 mm X 0,25 pny) 80°C (2 min); #fith - 260°C (10 min) 89
L Piridina 30 min & 70°C seguido por HMD|S o . ) o ’
125 pL piridina, 225 pL HMDS, 25 pL TFA + TFA 90 min & 70°C SGE (30 m X 0,25 mm X 0,25 pm) 100°C (1 min); 1Gh@ - 300°C (10 min) 91
10 pL de MCF (IS) em MeOH (2.64 g/mL,
BE3 reduz a 0,2 mL, adiciona 2 mL de 14%| CP SIL 8CB-MS (30 m X 0,25 mm X| 50°C (0,75 min); 20°C/min - 120°C; 2°C/min 111
BF3/MeOH, 120 min a 85°C. Extrai com PE 0,25 pm) 200°C; 9°C/min - 290°C (10 min)
e evapora a 0,1 mL

100 pL N,0- 100°C; 30°C/min - 150°C (4 min); 3°C/min -

bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida / 60 min a 70°C ZB-5 195°C; 1°C/min - 205°C (5 min); 30°C/min - 112
trimetilclorosilano (99/1) 250°C (3 min)

A Derivatizagéo utilizando gerador de g 70°C (1 min); 30°C/min - 150°C; 10°C/min -

Diazometano diazometano e recostitui em 1 mL de tolug ngP 5MS (30 m X 0,25 mm X 0,25 pm) 285°C (6 min) 113
105°C (1 min); 17°C/min - 200°C (1 min);
Sem derivatizagdo ZB-5 (30 m X 0,25 mm X 0,25 unp) 2°C/min - 220°C (2 min); 5°C/min - 290°C (| 92
min)
70 uL BSTFA + 1% TMCS 20 min a 70°C DB-5 (30 m ®®mm X 0,25 pm) | /0 C (1 min); 14°C/min - 150°C; 6°C/min - 10
Diazometano 114
50 pL MSBSTFA 30 min 4 60°C dilui a 1 mL AcOEt RIS (30 m X 0,25 mm X 0,25 pm 100°C (1 min); 20%@1 - 280°C (10 min) 115
200 uL PFBBr (2% em Tolueno) + 5 uL| 60 min & 110°C reconstitui em 100 pL dg 100°C (1 min); 30°C/min - 150°C (1 min);
trietilamina tolueno HP-5MS (30 m X 0,25 mm X 0,25 prm) 3°C/min - 205°C; 10°C/min - 260°C (23 min 116
20 min & 60°C, adiciona 3mL H20, extra| o oo ) 0. 40 )

100 pL BSTFA com 1% TMCS com 2 mL EP + 3 X 2mL DCM/EP (10/90] HP-5MS (30 m X 0,25 mm X 0,25 ) /0 C (1 min); 30 C/min - 150°C; 10°C/min - 65

reconstitui em 1 mL isoctano

) 285°C (6 min)
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Analito Derivatizante Processo de Derivatizacdo Coha Rampa de temperatura Ref.

: 90°C (1 min); 15°C/min - 150°C (15 min);
800 UL diazometano 30 min, reduz volume a 150 -|200 RTX-5MS (30 :1[;()0,25 mm X 0,25 5°C/min - 200°C (5 min); 15°C/min - 290°C ( 117

min)

200 pL de 2%pentafluorobenzilbromide em . o : 65°C (2 min); 30°C/min - 180°C; 5°C/min -
ciclohexano + 2 pL de trietilamina 120 min 2 100°C DB-5 (30 m X 0,25 mm X 0,25 um 300°C (12 min) 42
Diazometano 15°C negativos TERNER 1998 119

. Adiciona 500 pL hexano, evapora a 100 L, ° . e o .

7 pL clorometanoato de metila lava com H20 e reduz extrato a 100 pL| HP-5MS (30 m X 0,25 mm X 0,25 pn)) 80°C (2 min); /fith - 260°C (10 min) 89
50 pL MTBSTFA 30 mina 60°C, dglrj\;oast%arsm_ ACOBL, fortifica o 501s (30 m X 0,25 mm X 0,25 pnf)  100°C (1 min)’@Bnin - 280°C (10 min) 120
methyl chloroformate RP-C18 (30 m X 0,25 mm X@yan) | 20 € (2141656?1""‘);671”% ’T‘g‘ob}go(scr;n?n;:/ min 1 122

45°C (3 min); 20°C/min - 200°C (5 min);
200 pL MTBSTFA+ 1% TBDMSC 90 min 4 60°C DB 1701 (®0X 0,25 mm X 0,25 um} 10°C/min - 250°C (5 min); 5°C/min - 300°C ( 123

min)
50 uL MSBSTFA 30 min & 60°C, dilui a 1 mL AcOEt RIS (30 m X 0,25 mm X 0,25 um 100°C (1 min); 20%@1 - 280°C (10 min) 115
DB-5MS (30 m X 0,25 mm X 0,25 punf) "0 © (26”::'/”%':0 gg?'g glz()quiﬁ)(s min); 124
20 min a 60°C, 3 mL de H20, extrai com P . oo . 6. 40 .
100 pL de BSTFA com 1% TMCS mL de EP + 3 X 2 mL DCM/EP (10/90), | HP5-MS (30 m X 0,25 mm X 0,25 pnf) /0 C (1 min); 2259(’:“"(g‘milns)o C; 10°C/min 65
reconstitui em 1 mL de isoctano

120 min & 80°C, evapora a 500 - 750 pL [+ o R . o o .

2 mL de 14% BF3 em MeOH 3mL KCO3 + 2mL EP, vortex 1 min, remoye DB-5MS (30 m) s0¢ %B?Cr_r‘g‘)é/zngiff ’gg‘oléz(gocr}“zn;:/ min 125
fase organica (repete 2 X), evapora a 0,1 mL ’

2 mL de 14% BF3 em MeOH 120 min & 80°C, reconstitmiisoctano DB-5MS (30 m) s0¢ %g?g“g‘)&zngiff rggo;éz(gocr%izn;:/ min 126
50uL de BSTFA + 1% TMCS 20 mina 70 °C DB-5MS (60m 8®mm X 0,25 pm)| 20 C (1 min); 15°C/min - 248°C (1 min); 127

3°C/min - 280°C
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Analito

Derivatizante

Processo de Derivatizagéo

Coha

Rampa de temperatura

Ref.

30pL de MSTFA

100 pL de MTBSTFA

40 pL de tolueno + 40 pL de 10% TEA em

tolueno + 20 pL de 10% PFBBr em toluen

(=]

35 min & 65°C
Ajusta 1 mL AcOEt, 60 min a 70°C
100 pL do eluido, evapora e adiciona o

derivatizantes, reage 60 min a 100°C,
reconstitui em 100 pL de tolueno

HP-5MS (30 m X 0,25 mm X 0,25 pny)

HP-5MS (30 m X 0,25 mm 2®um)

DB-35MS (30 m X 0,25 mm X 0,25
um)

70°C (2 min); 10°C/min - 250°C (5 min)

50°C (1 min); 20°C/min - 120°C; 10°C/min -
280°C (11 min)

100°C (1 min); 20°C/min - 150°C (2 min);

3°C/min - 205°C (1 min); 10°C/min - 260°C (b

min); 10°C/min - 280°C (3 min); 15°C/min -
310°C (10 min)

11

12

128

Indometacin

75 uL MTBSTFA com 1% TBDMSCI

Diazometano

100 pL BSTFA com 1% TMCS

200 pL de 2%pentafluorobenzilbromide e
ciclohexano + 2 pL de trietilamina

Diazometano

100 pL de BSTFA com 1% TMCS

K 120 min & 100°C

30 min & 75°C, extrai com 3/3/2 mL de
DCM/Hexano (10/90), reconstitui em 1ml.
isoctano

Derivatizacgdo utilizando gerador de
diazometano e recostitui em 1 mL de tolug

20 min & 60°C, adiciona 3mL H20, extra
com 2 mL EP + 3 X 2mL DCM/EP (10/90
reconstitui em 1 mL isoctano

15°C negativos

20 min a 60°C, 3 mL de H20, extrai com R

mL de EP + 3 X 2 mL DCM/EP (10/90),
reconstitui em 1 mL de isoctano

(HP-5MS (30 m X 0,25 mm X 0,25 pnf)

RTX - 5 Sil MS (30 m X 0,25 mm X
0,25 pm)

HP-5MS (30 m X 0,25 mm X 0,25 pny)

DB-5 (30 m X 0,25 mm X 0,25 um

TERNER 1998

HP5-MS (30 m X 0,25 mm X 0,25 pnj

70°C (1 min); 30°C/min - 190°C; 5°C/min -
260°C; 15°C/min - 300°C (5 min)

70°C (1 min); 30°C/min - 150°C; 10°C/min -
285°C (6 min)

70°C (1 min); 30°C/min - 150°C; 10°C/min -
285°C (6 min)

65°C (2 min); 30°C/min - 180°C; 5°C/min -

300°C (12 min)

) 70°C (1 min); 30°C/min - 150°C; 10°C/min -
285°C (6 min)

113

65

42

119

65

Amitriptilina

30 pL MSTFA

35 min a 65°C

HP-5MS (30 m X 0,25 mn®;25 pim)

70°C (2 min); 10°C/min - 250°C (5 min)

Cafeina

7 pL clorometanoato de metila

30 pL MSTFA

Adiciona 500 puL hexano, evapora a 100 (
lava com H20 e reduz extrato a 100 pL|

35 min a 65°C

LDB-5MS (60m X 0,32 mm X 0,25 pm|

HP-5MS (30 m X 0,25 mn®;25 pm)

60°C (2 min); 7@ - 260°C (20 min)

70°C (2 min); 10°C/min - 250°C (5 min)

64

47

64
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Analito Derivatizante Processo de Derivatizacdo Coha Rampa de temperatura Ref.
o« 70°C (2 min); 30°C/min - 200°C; 2°C/min -
Sem derivatizagéo VF-5MS 220°C (6 min): 10°C/min - 300°C (5 min) 63
) Adiciona 500 pL hexano, evapora a 100 YL, o e o .
Metil clorometanoato lava com H20 e reduz extrato a 100 pL HP-5MS (30 m X 0,25 mm X 0,25 pny) 80°C (2 min); it - 260°C (10 min) 89
- Piridina 30 min a 70°C seguido por HMDS o SN e o .
125 pL piridina, 225 L HMDS, 25 pL TFA + TEA 90 min & 70°C SGE (30 m X 0,25 mm X 0,25 pm) 100°C (1 min); 1@A@Y - 300°C (10 min) 91
50°C (0,75 min); 20°C/min - 120°C; 2°C/min 111
200°C; 9°C/min - 290°C (10 min)
) Derivatizagado utilizando gerador de 70°C (1 min); 30°C/min - 150°C; 10°C/min -
Diazometano diazometano e recostitui em 1 mL de tolug nHP'5MS (30 m X'0,25 mm X 0,25 pm) 285°C (6 min) 113
105°C (1 min); 17°C/min - 200°C (1 min);
Sem derivatizagdo ZB-5 (30 m X 0,25 mm X 0,25 pnp) 2°C/min - 220°C (2 min); 5°C/min - 290°C (| 92
min)
100 uL BSTF/&\Ag’;ﬁTMCS) /100 L 60 min & 60°C / 20 min 4 50 - 60°C DB-5 (30 m X3@m X 0,25 pm) 105°C (1 min); 8°C/min - 285°C (hih) 62
90°C (1 min); 10°C/min - 120°C; 3,5°C/min
HP-5MS (30 m X 0,25 mm X 0,25 pn) 200°C: 5°Cimin - 315°C (11 min) 44
50 uL BSTFA Over night DB-5 (30 m X 0,25 mm X o) | 00C(Q m'”)s;lsof:c’“("l"(‘) ml;;) C; 10°C/min - 118
" Adiciona 500 pL hexano, evapora a 100 yL,, o e o h
7 pL clorometanoato de metila lava com H20 e reduz extrato a 100 pL HP-5MS (30 m X 0,25 mm X 0,25 pny) 80°C (2 min); 7fith - 260°C (10 min) 89
) 90°C (11,5 min); 4°C/min - 180°C; 3°C/min -
methyl chloroformate RP-C18 (30 m X 0,25 mm X50,an) 240°C; 4°C/min - 300°C (5 min) 121
Reduz volume adiciona 0 BSTFA a 80 °( 90°C (11,5 min); 4°C/min - 180°C; 3°C/min
1 mL de BSTFA por 20 min DB-5MS (25 m X 0,25 mm X 0,25 pn) 240°C; 4°C/min - 300°C (5 min) 88
. 70°C (2 min); 10°C/min - 250°C (5 min);
DB-5MS (30 m X 0,25 mm X 0,25 puny) 6°C/min - 280°C (10 min) 124
30uL de MSTFA 35 min & 65°C HP-5MS (30 m X 0,25 mm Dum) 70°C (2 min); 10°C/min - 250°C (5 min) 11
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Analito

Derivatizante

Processo de Derivatizagéo

Coha

Rampa de temperatura

Ref.

Carbamazepina

30 pL MSTFA

Diazometano em excesso

10 uL TMSH

30 pL MSTFA

Sem derivatizagdo

TBA-HSO4

100 pL N,O-
bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida /
trimetilclorosilano (99/1)

Sem derivatizagdo

70 pL BSTFA + 1% TMCS

100 pL BSTFA (33%TMCS) / 100 uL
MBTFA

Diazometano

800 pL diazometano

200 pL de 2%pentafluorobenzilbromide e
ciclohexano + 2 pL de trietilamina

3

35 min a 65°C

Deriatizagdo online no injetor aquecido

35 min a 65°C

Derivatizagdo online

60 min a 70°C

20 min a 70°C

60 min a 60°C / 20 min & 50 - 60°C

30 min, reduz volume a 150 -|200

120 min & 100°C

HP-5MS (30 m X 0,25 mn®;25 pm)

HP-5MS (60 m X 0,25 mn2& Am)

DB-5MS (30 m X 0,32 mm X 0,25 pm

HP-5MS (30 m X 0,25 mn®;25 pim)

VF-5MS

DB-5MS (30 m X 0,26n X 0,25 pum)

ZB-5

ZB-5 (30 m X 0,25 mm X 0,25 pn

DB-5 (30 m 2®mm X 0,25 pm)

DB-5 (30 m X3r@m X 0,25 um)

HP-5MS (30 m X 0,25 mm X 0,25 pnj

RTX-5MS (30 m X 0,25 mm X 0,25
um)

DB-5 (30 m X 0,25 mm X 0,25 um|

)

)

)

70°C (2 min); 10°C/min - 250°C (5 min)

80°C (8 min); 5°C/min - 280°C; 3°C/min -
300°C (5 min)

65°C (2 min); 15°C/min - 120°C; 4°C/min -
160°C; 7°C/min - 220°C; 5°C/min - 290°C;
15°C/min - 320°C (5 min);

70°C (2 min); 10°C/min - 250°C (5 min)

70°C (2 min); 30°C/min - 200°C; 2°C/min -
220°C (6 min); 10°C/min - 300°C (5 min)

70°C (4 min); 10°C/min - 300°C (4 Inin

100°C; 30°C/min - 150°C (4 min); 3°C/min -

195°C; 1°C/min - 205°C (5 min); 30°C/min -
250°C (3 min)

105°C (1 min); 17°C/min - 200°C (1 min);

2°C/min - 220°C (2 min); 5°C/min - 290°C (4

min)

70°C (1 min); 14°C/min - 150°C; 6°C/min -

105°C (1 min); 8°C/min - 285°C ()

90°C (1 min); 10°C/min - 120°C; 3,5°C/min -
200°C; 5°C/min - 315°C (11 min)

90°C (1 min); 15°C/min - 150°C (15 min);
5°C/min - 200°C (5 min); 15°C/min - 290°C (
min)

65°C (2 min); 30°C/min - 180°C; 5°C/min -
300°C (12 min)

64

129

86

64

63

87

112

92

10

62

114

44

117

42
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Analito Derivatizante Processo de Derivatizacdo Coha Rampa de temperatura Ref.
50 uL MTBSTFA 30 mina 60°C, dglrj\;oast%arsm_ ACOBY, fortifica o 531s (30 m X 0,25 mm X 0,25 pnf)  100°C (1 min)’@Bnin - 280°C (10 min) 120
) 90°C (11,5 min); 4°C/min - 180°C; 3°C/min
methyl chloroformate RP-C18 (30 m X 0,25 mm X50,dm) 240°C: 4°C/min - 300°C (5 min) 121
45°C (3 min); 20°C/min - 200°C (5 min);
200 pL MTBSTFA+ 1% TBDMSC 90 min & 60°C DB 1701 (30X 0,25 mm X 0,25 um) 10°C/min - 250°C (5 min); 5°C/min - 300°C (b 122
min)
) 70°C (2 min); 10°C/min - 250°C (5 min);

DB-5MS (30 m X 0,25 mm X 0,25 pum) 6°C/min - 280°C (10 min) 124

30uL de MSTFA 35 min & 65°C HP-5MS (30 m X 0,25 mm 2Dyum) 70°C (2 min); 10°C/min - 250°C (5 min) 11

Clenbuterol 30 pL MSTFA 35 min a65°C HP-5MS (30 m X 0,25 mn®,25 pm) 70°C (2 min); 10°C/min - 250°C (5 min) 64
30 puL MSTFA 35 min & 65°C HP-5MS (30 m X 0,25 mn®,25 pm) 70°C (2 min); 10°C/min - 250°C (5 min) 64

100 uL BSTF/&\Ag’;ﬁTMCS) /100 L 60 min & 60°C / 20 min 4 50 - 60°C DB-5 (30 m X3@m X 0,25 pm) 105°C (1 min); 8°C/min - 285°C (hih) 62

Diazometano 114

Diazepan
90°C (1 min); 10°C/min - 120°C; 3,5°C/min
HP-5MS (30 m X 0,25 mm X 0,25 pnyp) 200°C; 5°C/min - 315°C (11 min) 44
200 pL de 2%pentafluorobenzilbromide em . o : 65°C (2 min); 30°C/min - 180°C; 5°C/min -

ciclohexano + 2 pL de trietilamina 120 min 2 100°C DB-5 (30 m X 0,25 mm X 0,25 pum 300°C (12 min) 42

Doxepine 30 UL MSTFA 35 mina65°C HP-5MS (30 m X 0,25 mn®25 pum) 70°C (2 min); 10°C/min - 250°C (5 min) 64

Imipramine 30 uL MSTFA 35 min 4 65°C HP-5MS (30 m X 0,25 mn@,25 pm) 70°C (2 min); 10°C/min - 250°C (5 min) 64

Nordiazepam 30 pL MSTFA 35 mina65°C HP-5MS (30 m X 0,25 mn®,25 pm) 70°C (2 min); 10°C/min - 250°C (5 min) 64

30 L MSTFA 35 min 2 65°C HP-5MS (30 m X 0,25 mn@,25 pm) 70°C (2 min); 10°C/min - 250°C (5 min) 64

Acetoaminofeno ) ] )
Sem derivatizagio VE-5MS 70°C (2 min); 30°C/min - 200°C; 2°C/min - 63

220°C (6 min); 10°C/min - 300°C (5 min)
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Analito Derivatizante Processo de Derivatizacdo Coha Rampa de temperatura Ref.
- Piridina 30 min a 70°C seguido por HMDS o e o h
125 pL piridina, 225 pL HMDS, 25 pL TFA + TFA 90 min & 70°C SGE (30 m X 0,25 mm X 0,25 pm) 100°C (1 min); 1@7GY - 300°C (10 min) 91
100 pL N,0- 100°C; 30°C/min - 150°C (4 min); 3°C/min -
bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida / 60 min a 70°C ZB-5 195°C; 1°C/min - 205°C (5 min); 30°C/min 112
trimetilclorosilano (99/1) 250°C (3 min)
105°C (1 min); 17°C/min - 200°C (1 min);
Sem derivatizagdo ZB-5 (30 m X 0,25 mm X 0,25 pnp) 2°C/min - 220°C (2 min); 5°C/min - 290°C (| 92
min)
100 uL BSTFQé?;ﬁTMCS) /100 L 60 min & 60°C / 20 min & 50 - 60°C DB-5 (30 m Xr@m X 0,25 ym) 105°C (L min); 8°C/min - 285°C (i) 62
20 min & 60°C, adiciona 3mL H20, extra o oo o A o
100 pL BSTFA com 1% TMCS com 2 mL EP + 3 X 2mL DCM/EP (10/90] HP-5MS (30 m X 0,25 mm X 0,25 pnf) 0 C (1 min); gg;é’?g‘r;ﬂlns)o C; 10°C/min - 65
reconstitui em 1 mL isoctano
Reduz volume adiciona o0 BSTFA a 80 °( ! 90°C (11,5 min); 4°C/min - 180°C; 3°C/min -
1 mL de BSTFA por 20 min DB-5MS (25 m X 0,25 mm X 0,25 pn) 240°C; 4°C/min - 300°C (5 min) 88
50°C (7,5 min); 30°C/min - 270°C (10 min);
MSTFA Dissolvido em 1 mL de Hexano 10°C/min - 250°C (5 min); 5°C/min - 300°C (b 123
min)
) 70°C (2 min); 10°C/min - 250°C (5 min);
DB-5MS (30 m X 0,25 mm X 0,25 pm) 6°C/min - 280°C (10 min) 124
20 min a 60°C, 3 mL de H20, extrai com P . oo . 6. 40 .
100 pL de BSTFA com 1% TMCS mL de EP + 3 X 2 mL DCM/EP (10/90), | HP5-MS (30 m X 0,25 mm X 0,25 pnf) /0 C (1 min); 2259(’:“"(g‘milns)o C; 10°C/min 65
reconstitui em 1 mL de isoctano
30 puL MSTFA 35 min & 65°C HP-5MS (30 m X 0,25 mn®,25 pm) 70°C (2 min); 10°C/min - 250°C (5 min) 64
Salbutamol 50°C (7,5 min); 30°C/min - 270°C (10 min);
MSTFA Dissolvido em 1 mL de Hexano 10°C/min - 250°C (5 min); 5°C/min - 300°C (b 123
min)
Terbutaline 30 pL MSTFA 35 mina65°C HP-5MS (30 m X 0,25 mn®,25 pm) 70°C (2 min); 10°C/min - 250°C (5 min) 64
Triclosan Sem derivatizagéo VF-5MS 70°C (2 min); 30°C/min - 200°C; 2°C/min - 63

220°C (6 min); 10°C/min - 300°C (5 min)
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Analito

Derivatizante

Processo de Derivatizagéo

Coha

Rampa de temperatura

Ref.

Metil clorometanoato

Sem derivatizagao

70 pL BSTFA + 1% TMCS

100 pL BSTFA com 1% TMCS

50 uL BSTFA

7 pL clorometanoato de metila

1 mL de BSTFA

200 puL MTBSTFA+ 1% TBDMSC

100 pL de BSTFA com 1% TMCS

50 puL de BSTFA + 1% TMCS

100 pL de MTBSTFA

Adiciona 500 pL hexano, evapora a 100 [
lava com H20 e reduz extrato a 100 pL|

20 mina 70°C

20 min & 60°C, adiciona 3mL H20, extra
com 2 mL EP + 3 X 2mL DCM/EP (10/90
reconstitui em 1 mL isoctano

Over night

Adiciona 500 puL hexano, evapora a 100 (
lava com H20 e reduz extrato a 100 pL|

Reduz volume adiciona o0 BSTFA a 80 °(
por 20 min

90 min a 60°C

20 min a 60°C, 3 mL de H20, extrai com
mL de EP + 3 X 2 mL DCM/EP (10/90),
reconstitui em 1 mL de isoctano

20 mina 70 °C

Ajusta 1 mL AcOEt, 60 min a 70°C

I'HP—5MS (30 m X 0,25 mm X 0,25 pum

ZB-5 (30 m X 0,25 mm X 0,25 pn;

DB-5 (30 m 2®mm X 0,25 pm)

HP-5MS (30 m X 0,25 mm X 0,25 pnj

HP-5MS (30 m X 0,25 mm X 0,25 pn
DB-5 (30 m X 0,25 mm X 0,26n)

'HP-5MS (30 m X 0,25 mm X 0,25 unj

DB-5MS (25 m X 0,25 mm X 0,25 pm

DB 1701 (80X 0,25 mm X 0,25 pm,

DB-5MS (30 m X 0,25 mm X 0,25 pmn

R
HP5-MS (30 m X 0,25 mm X 0,25 pnj

DB-5MS (60m 82 mm X 0,25 m)

HP-5MS (30 m X 0,25 mm X 0,25 pny

) 80°C (2 min); @ - 260°C (10 min)

105°C (1 min); 17°C/min - 200°C (1 min);
) 2°C/min - 220°C (2 min); 5°C/min - 290°C (1
min)

70°C (1 min); 14°C/min - 150°C; 6°C/min -
290°C

) 70°C (1 min); 30°C/min - 150°C; 10°C/min -
285°C (6 min)

) 90°C (1 min); 10°C/min - 120°C; 3,5°C/min
200°C; 5°C/min - 315°C (11 min)

100°C (1 min); 5°C/min - 170°C; 10°C/min -
310°C (10 min)

) 80°C (2 min); 1@ - 260°C (10 min)

) 90°C (11,5 min); 4°C/min - 180°C; 3°C/min
240°C; 4°C/min - 300°C (5 min)

45°C (3 min); 20°C/min - 200°C (5 min);
10°C/min - 250°C (5 min); 5°C/min - 300°C (!
min)

) 70°C (2 min); 10°C/min - 250°C (5 min);
6°C/min - 280°C (10 min)

) 70°C (1 min); 30°C/min - 150°C; 10°C/min -
285°C (6 min)

80°C (1 min); 15°C/min - 248°C (1 min);
3°C/min - 280°C

) 50°C (1 min); 20°C/min - 120°C; 10°C/min -
280°C (11 min)

89

92

10

65

44

118

89

88

122

124

65

127

12
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Analito Derivatizante Processo de Derivatizacdo Coha Rampa de temperatura Ref.
o« 70°C (2 min); 30°C/min - 200°C; 2°C/min -
Sem derivatizag&o VF-5MS 220°C (6 min): 10°C/min - 300°C (5 min) 63
105°C (1 min); 17°C/min - 200°C (1 min);
Sem derivatizagdo ZB-5 (30 m X 0,25 mm X 0,25 pnp) 2°C/min - 220°C (2 min); 5°C/min - 290°C (| 92
min)
) 100°C (1 min); 5°C/min - 170°C; 10°C/min -
50 pL BSTFA Over night DB-5 (30 m X 0,25 mm X 0,25 o ) 118
Bisfenol A H 9 ( a8) 310°C (10 min)
Reduz volume adiciona o0 BSTFA a 80 °( ] 90°C (11,5 min); 4°C/min - 180°C; 3°C/min -
1 mL de BSTFA por 20 min DB-5MS (25 m X 0,25 mm X 0,25 pn) 240°C; 4°C/min - 300°C (5 min) 88
50 uL de BSTFA + 1% TMCS 20 min & 70 °C DB-5MS (60m 8&mm X 0,25 um)| 20 C (1 min); 15°C/min - 248°C (1 min); 127
3°C/min - 280°C
100 pL de MTBSTFA Ajusta 1 mL AOEt, 60 min & 70°C | HP-5MS (30 m X 0,25 mm X 0,25 unf) 20 ¢ mln);ZZBOOE:(:/Tir;. mllﬁg) C; 10°C/min - 12
105°C (1 min); 17°C/min - 200°C (1 min);
Sem derivatizagdo ZB-5 (30 m X 0,25 mm X 0,25 pnp) 2°C/min - 220°C (2 min); 5°C/min - 290°C (1| 92
min)
] 90°C (1 min); 10°C/min - 120°C; 3,5°C/min
HP-5MS (30 m X 0,25 mm X 0,25 pn) 200°C: 5°C/min - 315°C (11 min) 44
. Adiciona 500 pL hexano, evapora a 100 L o S\ oo o .
7 pL clorometanoato de metila lava com H20 e reduz extrato a 100 pL DB-5MS (60m X 0,32 mm X 0,25 um| 60°C (2 min); 7@ - 260°C (20 min) 47
. 80°C (8 min); 5°C/min - 280°C; 3°C/min -
Diazometano em excesso HP-5MS (60 m X 0,25 mn2%8 Am) 300°C (5 min) 129
65°C (2 min); 15°C/min - 120°C; 4°C/min -
Acido Clofibrico 10 puL TMSH Deriatizac&o online no injetor aquecido| DB-5MS (30 m X 0,32 mm X 0,25 un|) 160°C; 7°C/min - 220°C; 5°C/min - 290°C; 86
15°C/min - 320°C (5 min);
TBA-HSO4 Derivatizagéo online DB-5MS (30 m X 0,28n X 0,25 pm) 70°C (4 min); 10°C/min - 300°C (4 inin 87
Metil clorometanoato Adiciona 500 pL hexano, evapora a 100 YLy gyis (30 m X 0,25 mm X 0,25 unf) ~ 80°C (2 min); /i@ - 260°C (10 min) 89

lava com H20 e reduz extrato a 100 pL|
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Analito Derivatizante Processo de Derivatizacdo Coha Rampa de temperatura Ref.
100 pL N,O- 100°C; 30°C/min - 150°C (4 min); 3°C/min -
bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida / 60 mina 70°C ZB-5 195°C; 1°C/min - 205°C (5 min); 30°C/min 112
trimetilclorosilano (99/1) 250°C (3 min)
: Derivatizagéo utilizando gerador de g 70°C (1 min); 30°C/min - 150°C; 10°C/min -
Diazometano diazometano e recostitui em 1 mL de tolug ngp 5MS (30 m X0,25 mm X 0,25 pn) 285°C (6 min) 113
70 uL BSTFA + 1% TMCS 20 min 4 70°C DB-5 (30 m 2®mm X 0,25 um) | /0 C (L min); 14 gglg"g -150°C; 6°C/min - 10
50 pL MSBSTFA 30 min & 60°C dilui a 1 mL AcOEt I3RAS (30 m X 0,25 mm X 0,25 pm 100°C (1 min); 2G%@1 - 280°C (10 min) 115
200 uL PFBBr (2% em Tolueno) + 5 uL| 60 min & 110°C reconstitui em 100 pL dg 100°C (1 min); 30°C/min - 150°C (1 min);
trietilamina tolueno HP-5MS (30 m X 0,25 mm X 0,25 prm) 3°C/min - 205°C; 10°C/min - 260°C (23 min 116
20 min & 60°C, adiciona 3mL H20, extra| o oo ) P )
100 pL BSTFA com 1% TMCS com 2 mL EP + 3 X 2mL DCM/EP (10/90] HP-5MS (30 m X 0,25 mm X 0,25 unf) 0 C (- min); 2259(’:“"('62‘[;“1[15)0 C; 10°C/min - 65
reconstitui em 1 mL isoctano
. 90°C (1 min); 15°C/min - 150°C (15 min);
800 UL diazometano 30 min, reduz volume a 150 -|200 RTX-5MS (30 rn)]()o’zs MM X 0,25 | goc/min - 200°C (5 min); 15°C/min - 290°C (§ 117
min)
200 UL de 2%pentafluorobenzilbromide em . . 65°C (2 min); 30°C/min - 180°C; 5°C/min -
ciclohexano + 2 pL de trietilamina 120 min 2 100°C DB-5 (30 m X 0,25 mm X 0,25 pm 300°C (12 min) 42
Diazometano 15°C negativos TERNER 1998 119
) Adiciona 500 pL hexano, evapora a 100 4L, o e o .
7 pL clorometanoato de metila lava com H20 e reduz extrato a 100 pL HP-5MS (30 m X 0,25 mm X 0,25 pny) 80°C (2 min); 7fith - 260°C (10 min) 89
50 L MTBSTFA 30 mina 60°C, dg‘r‘r'mzt}a’;"‘ ACOE, fortifica 1o 5\s (30 m X 0,25 mm X 0,25 unf)  100°C (1 min)*Q@0nin - 280°C (10 min) 120
50 pL MSBSTFA 30 min & 60°C, dilui a 1 mL AcOEt I3RAS (30 m X 0,25 mm X 0,25 pm 100°C (1 min); 20%@1 - 280°C (10 min) 115
20 min a 60°C, 3 mL de H20, extrai com P . oo . 6. 40 .
100 pL de BSTFA com 1% TMCS mL de EP + 3 X 2 mL DCM/EP (10/90), | HP5-MS (30 m X 0,25 mm X 0,25 pnf) /0 C (1 min); 30°G/min - 150°C; 10°C/min 65

reconstitui em 1 mL de isoctano

285°C (6 min)
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Analito Derivatizante Processo de Derivatizacdo Coha Rampa de temperatura Ref.
120 min & 80°C, evapora a 500 - 750 pL i+ o N e . o, o .
2 mL de 14% BF3 em MeOH 3mL KCO3 + 2mL EP, vortex 1 min, remove DB-5MS (30 m) so0¢ g)(')?c’?g‘)é/zgiff rggmoeéz(cl)ocr,mzn)u min 125
fase organica (repete 2 X), evapora a 0,1 mL ’
2 mL de 14% BF3 em MeOH 120 min & 80°C, reconstitniisoctano DB-5MS (30 m) so0¢ g)(')?cmg‘)é/zgiff “;g‘oléz((l)oc%izn)c’ min 126
100 pL de MTBSTFA Ajusta 1 mL AcOEY, 60 min & 70°C | HP-5MS (30 m X 0,25 mm X 0,25 unf) 20 ¢ (@ m'”);zzsoo%n("l'q mlﬁ;) C; 10°C/min - 12
100 pL do eluido, evapora e adiciona o 100°C (L min); 20°C/min - 150°C (2 min);
40 L de tolueno + 40 uL de 10% TEA em deriL\l/atizantes rea epGO min 4 100°C T DB-35MS (30 m X 0,25 mm X 0,25 | 3°C/min - 205°C (1 min); 10°C/min - 260°C (5 128
tolueno + 20 pL de 10% PFBBr em toluerjo Ntes, reag ’ pum) min); 10°C/min - 280°C (3 min); 15°C/min -
reconstitui em 100 pL de tolueno 310°C (10 min)
10 pL de MCF (I1S) em MeOH (2.64 g/mL,
BF3 reduz a 0,2 mL, adiciona 2 mL de 14% | CP SIL 8CB-MS (30 m X 0,25 mm X| 50°C (0,75 min); 20°C/min - 120°C; 2°C/min 111
BF3/MeOH, 120 min & 85°C. Extrai com PE 0,25 um) 200°C; 9°C/min - 290°C (10 min)
e evapora a 0,1 mL
) Derivatizagdo utilizando gerador de 70°C (1 min); 30°C/min - 150°C; 10°C/min -
Diazometano diazometano e recostitui em 1 mL de tolug nHP'5MS (30 m X'0,25 mm X 0,25 pm) 285°C (6 min) 113
20 min & 60°C, adiciona 3mL H20, extra| o R . o 4o .
100 uL BSTFA com 1% TMCS com2 mL EP + 3 X 2mL DCM/EP (10/90] HP-5MS (30 m X 0,25 mm X 0,25 unf) *° C (1 Min); ggsgé“‘(g‘rhﬁ;o C; 10°C/min - 65
reconstitui em 1 mL isoctano
Fenoprofeno
200 UL de 2%pentafluorobenzilbromide em . . 65°C (2 min); 30°C/min - 180°C; 5°C/min -
ciclohexano + 2 pL de trietilamina 120 min 2 100°C DB-5 (30 m X 0,25 mm X 0,25 pm 300°C (12 min) 42
20 min a 60°C, 3 mL de H20, extrai com P . oo . 6. 40 .
100 pL de BSTFA com 1% TMCS mL de EP + 3 X 2 mL DCM/EP (10/90), | HP5-MS (30 m X 0,25 mm X 0,25 pnf) /0 C (1 min); 2259(’:“"(g‘milns)o C; 10°C/min 65
reconstitui em 1 mL de isoctano
120 min & 80°C, evapora a 500 - 750 pL [+ o Ao . o o .
2 mL de 14% BF3 em MeOH 3mL KCO3 + 2mL EP, vortex 1 min, remoye DB-5MS (30 m) 50°C (0,75 min); 20°C/min - 120°C; 2"C/min 125

fase organica (repete 2 X), evapora a 0,1 m

200°C; 9°C/min - 290°C (10 min)
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Analito

Derivatizante

Processo de Derivatizacdo Coha Rampa de temperatura Ref.
s ane - 50°C (0,75 min); 20°C/min - 120°C; 2°C/min
2 mL de 14% BF3 em MeOH 120 min & 80°C, reconséituiisoctano DB-5MS (30 m) 200°C; 9°C/min - 290°C (10 min) 126
10 pL de MCF (I1S) em MeOH (2.64 g/mL,
Acido Meclofenamico BF3 reduz a 0,2 mL, adiciona 2 mL de 14% | CP SIL 8CB-MS (30 m X 0,25 mm X| 50°C (0,75 min); 20°C/min - 120°C; 2°C/min 111
BF3/MeOH, 120 min & 85°C. Extrai com PE 0,25 um) 200°C; 9°C/min - 290°C (10 min)
e evapora a 0,1 mL
105°C (1 min); 17°C/min - 200°C (1 min);
Dipirona Sem derivatizagdo ZB-5 (30 m X 0,25 mm X 0,25 unp) 2°C/min - 220°C (2 min); 5°C/min - 290°C (| 92
min)
105°C (1 min); 17°C/min - 200°C (1 min);
Permetrin Sem derivatizagdo ZB-5 (30 m X 0,25 mm X 0,25 unp) 2°C/min - 220°C (2 min); 5°C/min - 290°C (1 92
min)
105°C (1 min); 17°C/min - 200°C (1 min);
Chlorfenvinfos Sem derivatizagdo ZB-5 (30 m X 0,25 mm X 0,25 pnp) 2°C/min - 220°C (2 min); 5°C/min - 290°C (1| 92
min)
100 uL BSTFﬁAé?':/;TMCS) /100 L 60 min a 60°C / 20 min a 50 - 60°C DB-5 (30 m X%@m X 0,25 pm) 105°C (1 min); 8°C/min - 285°C (hih) 62
20 min & 60°C, adiciona 3mL H20, extra| o oo ) 0. 40 )
100 pL BSTFA com 1% TMCS com 2 mL EP + 3 X 2mL DCM/EP (10/90] HP-5MS (30 m X 0,25 mm X 0,25 pnf) 0 C (1 min); gg;é’?g‘r;ﬂlns)o C; 10°C/min - 65
reconstitui em 1 mL isoctano
) 200 pL de 2%pentafluorobenzilbromide em . o : 65°C (2 min); 30°C/min - 180°C; 5°C/min -
Fenofibrato ciclohexano + 2 uL de trietilamina 120 min & 100°C DB-5 (30 m X 0,25 mm X 0,25 um 300°C (12 min) 42
) 70°C (2 min); 10°C/min - 250°C (5 min);
DB-5MS (30 m X 0,25 mm X 0,25 pm) 6°C/min - 280°C (10 min) 124
20 min & 60°C, 3 mL de H20, extrai com |2 o SN ane . om. 10 -
100 pL de BSTFA com 1% TMCS mL de EP + 3 X 2 mL DCM/EP (10/90), | HP5-MS (30 m X 0,25 mm X 0,25 pnf) /0 C (1 min); 2259(’:“"(g‘mi1ns)0 C; 10°C/min 65
reconstitui em 1 mL de isoctano
Diazometano 114
Benzafibrato ) ) ) ) )
200 pL de 2%pentafluorobenzilbromide em 120 min  100°C DB-5 (30 m X 0,25 mm X 0,25 pm| 65°C (2 min); 30°C/min - 180°C; 5°C/min - 42

ciclohexano + 2 pL de trietilamina

300°C (12 min)
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Analito Derivatizante Processo de Derivatizacdo Coha Rampa de temperatura Ref.
Diazometano 15°C negativos TERNER 1998 119
120 min & 80°C, evapora a 500 - 750 pL i+ o s\ e . 6. Ao .
2 mL de 14% BF3 em MeOH 3mL KCO3 + 2mL EP, vortex 1 min, remove DB-5MS (30 m) so0¢ g)(')Zﬁc’T‘g‘)é/Zgiff rgg]@éz(?.ocr’nizn)m min 125
fase organica (repete 2 X), evapora a 0,1 mL !
C L oo L 50°C (0,75 min); 20°C/min - 120°C; 2°C/min
0, -
2 mL de 14% BF3 em MeOH 120 min a 80°C, reconstitniisoctano DB-5MS (30 m) 200°C; 9°C/min - 290°C (10 min) 126
) Derivatizagado utilizando gerador de 70°C (1 min); 30°C/min - 150°C; 10°C/min -
Diazometano diazometano e recostitui em 1 mL de tolug nHP'5MS (30 m X'0,25 mm X 0,25 pm) 285°C (6 min) 113
lopromide Diazometano 114
200 uL PFBBr (2% em Tolueno) + 5 uL| 60 min & 110°C reconstitui em 100 pL dg 100°C (1 min); 30°C/min - 150°C (1 min);
Phenazon trietilamina tolueno HP-5MS (30 m X 0,25 mm X 0,25 pm) 3°C/min - 205°C; 10°C/min - 260°C (23 min 116
. - ] 90°C (1 min); 10°C/min - 120°C; 3,5°C/min
Ac Acetilsalicilico HP-5MS (30 m X 0,25 mm X 0,25 pnp) 200°C; 5°C/min - 315°C (11 min) 44
) 200 uL de 2%pentafluorobenzilbromide em . . 65°C (2 min); 30°C/min - 180°C; 5°C/min -
Etofibrato ciclohexano + 2 L de trietilamina 120 min & 100°C DB-5 (30 m X 0,25 mm X 0,25 pum| 300°C (12 min) 42
200 uL de 2%pentafluorobenzilbromide em s . ) 65°C (2 min); 30°C/min - 180°C; 5°C/min -
3 ciclohexano + 2 pL de trietilamina 120 min 2 100°C DB-5 (30 m X 0,25 mm X 0,25 um 300°C (12 min) 42
Acido Fenofibrico
Diazometano 15°C negativos TERNER 1998 119
50°C (7,5 min); 30°C/min - 270°C (10 min);
MSTFA Dissolvido em 1 mL de Hexano 10°C/min - 250°C (5 min); 5°C/min - 300°C (b 123
min)
fiedo Mefenamico 100 pL do eluido, evapora e adiciona o 0100°lc @ mip); 20°Q/min }1500.0 @ mip);
40 pL de tolueno + 40 pL de 10% TEA em derivatizantes réa e 60 min & 100°C DB-35MS (30 m X 0,25 mm X 0,25 | 3°C/min - 205°C (1 min); 10°C/min - 260°C (b 128
tolueno + 20 pL de 10% PFBBr em toluerjo ntes, reag ’ um) min); 10°C/min - 280°C (3 min); 15°C/min -
reconstitui em 100 pL de tolueno o .
310°C (10 min)
Fenazona DB-5MS (30 m X 0,25 mm X 0,25 unf) /0 C (2 min); 10°C/min - 250°C (5 min); 124

6°C/min - 280°C (10 min)
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ANEXO IV

Determinacdo e quantificacdo de AINEs em amostrasqaosas ambientais por SPE,
derivatizacao e GC-MS.

Analito Pais Mo nii?()r]rz dos Afluente Efluente Suﬁgriﬁ:?ai s Hospitalar P@%;\?el Ref.

Canada 320, 264, 263 6770 310 9
EUA 15100 2925 109
Hungria 272'3}1%7263' 2010 580 90
127

40 86

Espanha 161, 177, 22

24190 110

Franga 160, 263 17,7 -21 ND - 4,5 ND-0.6 64
Espanha | 1% ;82' 118, 921 - 4572 63
Espanha 263 2,81-5,77 0,91 -2,10 66
China 161, 262, 206 ND ND ND - 3p 87
Alemanha 128, 228 51-32 89
Rio Danubio | 27% 2222’ 160, 580 3840 <LQ - 600 91
Canada 220: 161 2235,2 - 67183 ND -9, 111
Ibuprofeno Australia ND - 100 112
Canada 113
Espanha 206, 161, 163 iggggd 240 - 28000 92
Espanha | 160 22;3;" 234, 1555 - 1895 36,6 - 96,6 ND 10
Austria 1200 - 267( ND - 2400 114
México 263, 264 4380 - 5090 800 - 220 115
Grécia 161, 343, 386 ND ND 116
Canada 263,234,278 2740 - 9210 40 - 970 65
Translvania 1639'11‘611119206' <LQ-115.22 44
Suiga 177, 220 5 - 1500 ND - 80 117
EUA 263, 278 710 - 1654 ND - 341 118
Alemanha gll‘é'l:l:7l‘§'f'8‘ ND 42
Alemanha 370 - 3400 119
Noruega 600 150 - 680 380 89
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Analito Pais Monii(t)c?rz dos Afluente Efluente Suﬁgrl;iﬁais Hospitalar PAO?;\?eI Ref.
México 263, 264 <LQ-0,25 120
Suécia 150 - 780 121
Canada 263, 278, 234 ND 88
Canada 161, 263 11,3-142,6 3,4 122
Londres 213 - 268 1810 - 210! 123
México 263, 264 4380 - 5090 0,8-2,2 115
Grécia 161,163, 107] 2800~ 500 - 2600 500 - 8900 124

! ! 25400

Canada 263, 234, 274 2740 - 92110 40 - 970 65
Canada 161, 119 3;357:000_ 4000 - 24600 125
Canada 161, 119 ND - 790 126
Grécia 160, 161, 263 302 <LQ 127
Franga 160 <5,8-197,6 <2,0-610(6 11
EUA 263, 161, 264 1154 12
China ND - 490 128

Canada | 3% 355310 660 140 9
Rio Danubio 28?‘3&2_)?1’9;05‘ 2360 - 3160 <LQ 91
Canada 152: 120 554,3-2178,2  130,4- 3715 111
Australia ND - 38000 112
Canada 113
México 195, 309, 310 620 - 29060 7800 - 9600 115
Canada 282, 267, 264 110 - 161p0 20 - 1030 65
Alemanha <LQ-140 119

Acido Salicilico

Canada 195, 251, 309 8-19,3 4,2 122
México 195, 309, 310 620 - 29060 7,8-9,6 115
Grécia 92, 120, 138 :]%.22?180 2900 - 10100 ‘713280 124
Canada 267, 268 110 - 16100 20 - 1030 65
Canada 152, 120 38370‘900000' 3600 - 59600 125
Franga 195 <2,6-211,65 <1,6-858 11
Franga 195 23,5-51,5 ND ND 64
Espanha 9930 110
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Analito Pais Monii(t)c?rz dos Afluente Efluente Suﬁgrl;iﬁais Hospitalar PAO?;\?eI Ref.
Canada | 304397244 260 190 9
Franga 201 13,3-17,2 ND -2,3 ND 64
Canada 143: 83 80,1 - 47820 ND - 35, 111

Australia ND - 1500 112
Canada 113
México 179, 243, 307 640 - 680 <LQ 115
Canada 201, 194, 323 100 - 750 20 - 540 65

Alemanha Sgigfzéolsl' ND 42

Alemanha 400 - 1500 119

Gemfibrozil
México 179, 243, 307 <LQ 120
Suécia 180 - 260 121
Canada 243, 307, 364 25-11,9 <LQ 122
México 179, 243, 307 640 - 680 <LQ 115
Grécia 122,107,129| 700 - 330D ND - 1300 508007 124
Canada 201, 194, 327 100 - 75D 20 - 540 65
Canada 143, 83 700 - 210p 1300 125
Franga 201 <3,3-108,8 <2,2-85, 11
China ND - 17,4 128
Canada 344, fgg 287, 2760 820 9
EUA 11605 ND 109

Hungria 302 21575,' 243, 2330 1190 90
Espanha 185, 244, 17 340 86
Espanha 185, 244, 17 3530 110

Naproxeno Eslovénia 185‘27837' 802, <LQ-313 69
Franga 185, 302 42,1 -289,1 ND-9,1 ND-0,2 64

Espanha 287 3,5-45 1,87 - 2,56 66

China 185 ND 30 ND - 17 87
Rio Danubio 302, 222; 185, 1710 - 2590 280 - 880 91
Canada 244: 185 633,1 - 7962,8 ND - 271 111
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Analito Pais Monii(t)c?rsa dos Afluente Efluente Suﬁgrl;iﬁais Hospitalar P/-}J?;\?el Ref.
Australia ND - 2000 112
Canada 113
Espanha 185, 243, 303 34,9-56,5 ND - 14,6 NI 10
México 185, 287, 344 15220 - 1665 800 - 90 115
Canada 243, 185, 307 1100 - 6060 210 - 111 65

Suica 185, 244 100 - 3500 ND - 400 117
Alemanha 11?7(1)41853 ND 42
Alemanha 300 - 520 119

México 185, 287, 344 0,55-0,73 120
Suécia 250 - 850 121
Canada 243, 302, 185 22 - 107 88
Canada 185, 287 35,1-83,1 ND 122
México 185, 287, 344 15220 - 1665 0,8-0,9 115

Grécia 185, 230 ND - 2000 ND - 700 DO 124

Canada 243, 185, 307 1100 - 6060 210-111 65

Canada 185, 141 13235:000_ 40700 - 611000 125

Canada 185, 141 ND - 551 126

Grécia 185, 243, 302 504 32 127

Franca 185 <4,2 - 2666,8 <2,6-274|6 11

EUA 287, 185, 288 146 12

China ND - 118 128

Canada | 308372 31L) g9 50 9

Hungria 41392011224 1750 1120 90
2100 86
Espanha 209, 268, 191
1790 110
Cetoprofeno Eslovénia 282,73, 311 <LQ 69

Franca 282, 311 21,8 - 1080,6 ND - 14,5 ND - 64

China 105, 310, 209 ND ND ND 87
Rio Danubio 326, 311,282 <LQ-17%0 <LQ-1390 91

Canada 209: 194 8-351 ND 111
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Analito Pais I_ons Afluente Efluente Agu_a; .| Hospitalar Agya Ref.
Monitorados Superficiais Potavel
Australia ND - 1000 112
Canada 113
Espanha 282, 311,73 VER 410 - 1440 VER VER VE 10
México 295, 311, 312 260 - 480 <LQ 115
Canada 811, 282, 283, 30 - 700 30 - 150 65
326
Suica 2009, 268 ND - 200 ND -5 117
105, 181, 194,
Alemanha 209, 210 ND 42
Alemanha 200 - 380 119
México 295, 311, 312 <LQ 120
Suécia 80 - 330 121
México 295, 311, 312 260 - 480 <LQ 115
Canada 311, 282, 283 30 - 700 30 - 150 65
Canada 209, 105 5700 ND 125
Canada 209, 105 12a50 126
Grécia 282, 283, 311 369 40 127
Franca 292 15,2 - 1136,5 <24-33, 11
EUA 311, 295, 312 142 12
. 409, 354, 352,
Canada 214 170 110 9
Paises Europeu 250 - 5450 129
Hungria 368, 22%;1 242, 2650 3270 90
214, 242, 309 1250 86
Espanha
185, 244, 170 830 110
A 214,73, 367
Eslovénia "abn ’ <LQ-282 69
Diclofenaco 352 Q
Franca 241, 367 210,7 - 486,4 1,36 -33 N5 - 64
277: 242, 243,
Espanha 207 37 -510 63
China 351, 214, 242 ND ND ND 87
Alemanha 214, 242 26 - 67 89
. . 367, 352, 214,
Rio Danubio 242, 277 2160 - 4190 1950 - 3650 91
Canada 277: 242 32 - 457 ND 111
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Analito Pais Monii(t)c?rz dos Afluente Efluente Suﬁgrl;iﬁais Hospitalar Pﬁ?;\?el Ref.
Australia ND - 5000 112
Canada 113
Espanha | 31& 2271§' 242, 200-3600| 140 - 2200 92
Espanha 214, 242, 361 240 - 2780 18,9 - 73,5 N 10
Austria 905 - 4114 780 - 3464 114
México 214, 352, 354 1720 - 6360 <LQ 115
Grécia 214, 216, 475 12 - 560 10 - 365 116
Canada 214, 242, 367 30 - 200 20 - 210 65
Suica 214, 309 100 - 700 ND - 150 117
Alemanha j;l% jéi:; 22:;‘411 590 42
Alemanha 810 - 2100 119
Noruega ND ND - 30 4470 89
México 214, 352, 354 <LQ 120
Suécia 120 - 180 121
Canada 214, 352, 409 ND - 13,2 ND 122
México 214, 352, 354 1720 - 6360 <LQ 115
Grécia 214, 242, 295 ND - 390 ND - 2600 ND -®50 124
Canada 214, 242, 367 30 - 200 20 - 210 65
Canada 214, 107 1300 ND 125
Canada 214, 107 ND - 194 126
Grécia 214’32;72 216, 849 188 127
Franca 214 26,3-918,6 7,1-1724 11
EUA 352, 214, 409 112 12
China ND - 116 128
Canada 471 fg‘g’ 8o, 280 180 9
Canada 113
Canada 139, 141, 312, 50 - 200 30 - 240 65
429
indometacin Alemanha 11141128139 ND 42
Alemanha 270 - 600 119
Canada 139, 141, 312 50 - 200 30 - 240 65
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Analito Pais I_ons Afluente Efluente Agu_a; .| Hospitalar Agya Ref.
Monitorados Superficiais Potavel
ND -6 ND ND-1,4 64
Amitriptilina Franca 58, 202
Mar do Norte 2,0-16,1 47
ND -
Franca 194, 109 255,1-2212,y 13-107,2 229 64
194: 120, 108, 11266 -
Espanha 95 83215 63
Alemanha 109, 194 98 - 176 89
) . <LQ-

Rio Danubio 194, 109 57700 <LQ - 1550 91
Canada 194: 165 1742 - 8132 ND - 159 111
Canada 113
Espanha 194, 82, 109 iggggo 1400 - 44000 92

Cafeina
EUA 109, 165, 194 > 2000 60 62
A 194, 109, 67,

Translvania 55 82 428,2 - 9699,8 44

EUA 194, 109 ND - 628 ND 118
Noruega 54700 30200 - 126000 29300 89

Suécia 70 - 430 121

Canada 194, 109 ND 88

. 17100 - 3100 -

Grécia 194, 109, 55 113200 1900 - 13900 42000 124

Franca 194 ND - 3257,2 ND - 137,8 11

Franca 193, 165 157,3-2934 64

Paises Europeus 300 - 1200 129
Espanha 70 86
Franca 193, 165 ND - 56,3 ND - 64
¢ : ’ 43,2
193: 191, 165,
Espanha 167 la8 63
Carbamazepina .

China 193 ND ND ND - 42 87
Australia ND 112
Espanha 236, 192, 19 120 - 31p 110 - 230 92
Espanha 193, 236 47 - 66,3 ND ND 10

165, 193, 250,

EUA 293 600 140 62

Austria 325 - 1850 465 - 1619 114

141




Analito Pais Monii(t)c?rz dos Afluente Efluente Suﬁgrl;iﬁais Hospitalar Pﬁ?;\?el Ref.
Translvania 193, 236, 192 <LQ-751 44
Suica 193, 236 100 - 800 30 - 250 117
Alemanha 16?9;9;3(]):92 900 42
México 193, 293, 180 5,14 - 6,48 120
Suécia 370 - 1180 121
Canada 193, 293 <LQ <LQ 122
Grécia 193, 236, 165 ND - 110 ND 1700 ND - 1900 124
Franca 193 ND - 858,2 ND - 82,7 11
Clenbuterol Franca 335, 86 ND - 5,9 ND ND 64
Franca 256, 221 ND ND ND 64
EUA 256, 284, 286 40 40 62
Diazepan Austria ND ND 114
Translvania 256, 283, 284 <LQ-33, 44
Alemanha jé:;(i 2?356 %73 ND 42
Doxepine Franca 58, 280 ND ND ND 64
Imipramine Franca 58, 234 ND ND ND 64
Nordiazepam Franca 242, 270 ND - 8,3 ND -2,4 ND 64
Franca 206, 295 108,1 - 113089 10,6 - 72)3 2‘1%1 64
Espanha 109: 80, 53, 81 1080 - 3130 63
Rio Danubio 223, fgf 161, 22123:000' <LQ 91
Australia ND - 20000 112
Espanha 151, 80, 109 gigggo < LD - 4300 92
Acetoaminofeno EUA 166, 181, 223 > 2000 130 62
Canada 181, 166, 223 ND ND 65
Canada 284, 299 ND 88
Londres 79-112 VER 123
Grécia 109, 151, 80 g;ggo 500 - 1700 gggo 124
Canada 181, 166, 223 ND ND 65
Salbutamol Franca 369, 86 ND ND ND 64
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fons

Aguas

Agua

Analito Pais Monitorados Afluente Efluente Superficiais Hospitalar Potavel Ref.
Londres 102 - 113 VER 123
Terbutaline Franca 356, 86 ND - 4,1 ND ND 64
Espanha | 288:218, 146, 115 - 268 63
220
Alemanha 252, 346 ND - 4,1 89
Espanha 289, 2233' 288, 390 - 4200 80 - 400 92
Espanha 347 145 - 220 ND - 23,4 ND 10
Canada 345, 347, 360 370 - 3240 30 - 740 65
Translvania 288, fzg 218, <LQ-56,7 44
Triclosan EUA 200, 360 ND - 1397 ND 118
Noruega 430 160 - 480 690 89
Canada 200, 360, 362 ND 88
Canada 200, 347 <LQ <LQ 122
Grécia 288, 289, 218| ND - 100 ND ND 124
Canada 345, 347, 360 370 - 3240 30 - 740 65
-~ 200, 345, 347,
Grécia 360 257 78 127
EUA 347, 200, 345 VER 12
Espanha | 213-119,167, 25-146 63
195
Espanha 228, 213, 214 720 - 3400 140 - 980 92
EUA 357, 372 ND - 49 ND 118
Bisfenol A
Canada 357, 372 ND 88
Grécia 357, 358, 359, 407 <LQ 127
372
EUA 441, 207, 456 VER 12
2800 -
Espanha 299, 162, 224 11000 900 - 8100 92
Translvania 299, 162, 229 <LQ-53, 44
Mar do Norte ND - 18,6 47
Paises Europeu 230 - 680 129
Espanha 370 86
Acido Clofibrico )
China 270, 128, 169 ND ND ND 87
Alemanha 161, 220 24-76 89
Australia ND 112
Canada 113
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Analito Pais Monii(t)c?rz dos Afluente Efluente Suﬁgrl;iﬁais Hospitalar PAO?;\?eI Ref.
Espanha 128, 143, 28 ND - 15,9 ND ND 10
México 143, 243, 271 <LQ <LQ 115
Grécia 128, 130, 394 ND 5 116
Canada 169, 128, 284 ND ND 65
Suica 128, 228 ND - 60 ND - 25 117
Alemanha 128, igf 171, ND 42
Alemanha 360 - 1600 119
Noruega ND ND ND 89
México 143, 243, 271 <LQ 120
Canada 128, 143, 284 ND 88
<LQ <LQ
México 143, 243, 271 115
Canada 169, 128, 284 ND ND 65
Canada 130, 128 ND ND 125
Canada 130, 128 15-175 126
EUA 143, 273, 271 VER 12
China ND - 14,4 128
Canada 256: 197 ND ND 111
Canada 113
Canada 314, 299 270 ND ND 65
Fenoprofeno Alemanha 911‘;'70'32‘215?1‘ ND 42
Canada 314, 299 270 ND ND 65
Canada 197, 103 1800 - 97 ND 125
Canada 197, 103 ND - 64 126
Acido Meclofenamico Canada 311: 242 79 -90 80 -115 111
Dipirona Espanha 333'281?; 216, Zggd 2400 - 7500 92
Permetrin Espanha 391, %862 165, - LD - 300 <LD-80 92
Chlorfenvinfos Espanha 359, 3%2; 269, ¢ LD - 3700 < LD - 1000 92
EUA 232, 273, 360 250 ND 62
Fenofibrato
Canada 360, 273, 237 ND ND 65
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Analito Pais I_ons Afluente Efluente Agu_a; .| Hospitalar Agya Ref.
Monitorados Superficiais Potavel
121, 139, 197,
Alemanha 273 ND 42
Grécia 121, 232, 139 ND ND ND - 600 124
Canada 360, 273, 237 ND ND 65
Austria 1550 - 6840 ND - 4800 114
107, 120, 139,
Alemanha 181 ND 42
Alemanha 2200 - 460! 119
Benzafibrato
Canada 221,120 600 - 470 200 - 600 125
221,120 ND - 200 126
Canada 113
lopromide Austria ND - 3840 ND - 5060 114
Phenazon Grécia 77, 96, 188 ND ND 116
Ac Acetilsalicilico Translvania 120, gg’ 138, <LQ-37,2 44
Etofibrato Alemanha 150, 169, 236, ND 42
363
121, 139, 181,
’ Alemanha 234 ND 42
Acido Fenofibrico
Alemanha 380 - 1200 119
Londres 94 -124 ND 123
Acido Mefenamico
China ND - 22,4 123
Fenazona Grécia 188, 281, 96 ND -0, ND ND - 250D 124
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ANEXO V

Cromatogramas e espectros de massa dos analitos

Cromatograma e espectro de massas do Acetoaminofeno

Abundance

TIC: 2140.D

1800000

1600000

1400000

1200000

1000000

800000

600000

400000

200000

P T T I T T T T T T T L B B B L R B B BN BN

10.00 12.00 14.00 16.0018.00 20.00 22, 00 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00
Tempo de retengdo (min)

Time-->

1 3 4
IAbundance Abundance
Scan 2237 (19.911 min): 2140.D M - (N=C=O)]+
Scan 1959 (18.440 min): 2140.D 11000 1 i
can .440 min): .
— + 10500
150000 206 [M—CH;]
10000 n <§
140000 [M—(CHs + TMS)J* 250 o500 [Ph-O-TMS]
4 H H
130000 TMS H < 9000; H 166
i 3
H H 8500 H
120000 £ 7g T M i
110000 S ; 500! Y
100000 295 7000
- 6500
90000 <
6000;
80000 5500;
5000
70000 o000 TMS*
60000 E
H 73 _ +
50000 3500 : (M- CH;]
S H
40000 3000} aa e
2500, i
30000 116 2000) >
200001 45 1500
10000 135149 165181 237 ‘ 1000 208
150
cu‘hm“m!“ud“‘\ u“U‘i“‘”M“lh“w‘lhm“\“‘uwu_“‘2‘2‘2‘”““”““2‘6‘6” ‘m“w =0 \“‘ ) m\u \‘H‘ Hu e M H R |
I
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\
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g ° _\< /5‘\/
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MM: 295 g.mol? MM: 223 g.mol*?
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Cromatograma e espectro de massas do Acido Sadicili

Abundance

1500000

1400000

1300000

1200000

1100000

1000000:

900000

800000

700000

600000

500000

400000

300000

200000

100000

Time-->

Abundance
TIC: 2134.D

360000
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320000
300000
280000
260000
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180000
160000
140000
120000
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80000

60000

40000

20000

T™S*

91

‘w\ h‘ M %19\

M- CHy*

Scan 1676 (16.944 min): 2134.D

M - TMS]*

135 v
149 193 209

233 249
b, ‘u\ 163 H\ ‘h ‘h 22 el 281

10,00 12,00 14.00 16,00 18.00 20.00 22,00 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00 4o 60
Tempo de retengdo (min) miz->

80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280

MM: 282 g.mol*
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Cromatograma e espectro de massas da Cafeina

Abundance
Abundance 90000
85000
TIC: 2136.D

80000

1600000
75000
1400000 10000
1200000 65000
1000000 60000
800000 55000
600000 50000
400000 45000
200000 l 40000
rroyTTT T T T T TiT T T T T T 35000

10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00
N . . 30000
Time--> Tempo de retengdo (min)
25000
= 20000
H’C\N T 15000
10000
O)\N 0
| 5000
CH,
. ’ - 1
MM: 194 g mol 0
miz—>

40 50 60 70 80 90 100110120130140 150 160 170 180 190 200210

55

Scan 2481(21.201 min): 2136.D

[M—(CHNO)
109
P
67
82
o 136 165
Do dw ||

194

Cromatograma e espectro de massas do Cetoprofeno

Abundance

Abundance
160000
TIC: 2138.D 150000
140000

4000000
130000
3500000 120000
3000000 110000
100000
2500000 90000
2000000 80000
70000
1500000 60000
1000000 50000
40000
500000 L 30000
20000

S A A S AL AR LA BN AAA AR SRARE
10,00 12,00 14.00 16,00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00 10000
Time--> Tempo de retengdo (min)
m/z-->

TMS*

Scan 3117 (24.565 min): 2138.D

[M—(3.CH) + H]*

28}

<
M- (2.CH)]*
i [M-CHy*
é 311
v
295
32

40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320

MM: 326 g.mol*
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Cromatograma e espectro de massas do Diclofenaco

Abundance
1800000 TIC: 2139.D
1600000
1400000
1200000
1000000
800000
600000
400000
200000
e e TP T T T
10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00-4.00 26.00 28,00 30.00 32.00
Time--> Tempo de retengdo (min)
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Scan 3293 (25.495 min): 2139.D
105000 214
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95000 :
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T'VI:S ‘ 90000
H Scan 3097 (24.459 min): 2139.D 850001
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6000 « " 80000
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v 60000
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190 55000
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50000 242
3000
[M-T™MS]* 45000 .
2500 H
40000
2000 35000 [M - HOTMS]*5,
1s00] 4 214 v 314 30000 i
1000 242 a77 25000
93 151
500 “ 20000
T < O O 1
SRII RN TH A ) T O O i 15000 179
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340
10000 45 151
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5000 89
ol gz oy oo b g B2 s |l )
S\/ 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360
N\ miz-->
° a ,
— .
N /o
o o]
cf
NH
MM: 350 g.mol?! c;©
MM: 368 g.mol!
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Cromatograma e espectro de massas da Dipirona
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Cromatograma e espectro de massas do Ibuprofeno

Abundance "
Abundance ™S
Scan 1957 (18.430 min): 2135.D
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Cromatograma e espectro de massas do Naproxeno
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Anexo VI

Superficie de resposta do planejamentDoehlert para o processo de derivatizacédo de

AINEs
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Grafico 1 - Superficie de resposta do planejamPoihlert do Acido salicilico em isoctano.
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Grafico 2 - Superficie de resposta do planejamBoihlert do Acido Salicilico em ACN
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x 10

Doehlert aceto(TMS) acn SIM
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Doehlert caf acn SIM
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Doehlert ceto acn SIM
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Doehlert diclof acn SIM
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Doehlert ibu isoc SIM
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Doehlert naprox isoc SIM
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Grafico 13 - Superficie de resposta do planejam
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Anexo VI

Areas dos picos cromatograficos de cada analito nodiferentes experimentos do
primeiro planejamento Doehlert realizado.

Condig¢des experimentais Diclofenaco Cetoprofeno Naproxeno Cafeina
Volume de =
o t de reagdo R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3
derivatizante
100 75 49298 51382 54242 75450 80746 84873 | 162017 170835 175643 | 245569 256195 251709
77.5 114 732.13 0 0 588.52 0 0 1735  689.56  501.59 | 293431 288520 287727
10 75 0 0 0 0 0 0 663.15  590.68  712.79 | 234645 224460 221658
32.5 36 0 0 0 49878  528.78  583.37 1576 1481 1368 | 217176 208699 206597
77.5 36 24693 33191 39062 99157 84154 80860 | 146685 148398 152221 | 233632 247695 247808
32.5 114 1178 172.77 229.81 1137  478.02 628.21 4322 2574 1972 | 246613 244906 234712
55 75 0 0 0 521.27  598.83  493.32 1900 1577 1663 | 251535 245956 240770
55 75 0 0 0 530.86 452.97 538.16 2003 1681 1471 230789 226251 219176
55 75 0 0 0 605.45 749.47 835.48 1954 1847 2359 252063 252781 254660
CondigOes experimentais Acetoamonifeno TMS Acetoaminofeno 2TMS Acido Salicilico
Volume de .
L tde reacao R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3
derivatizante
100 75 40094 43669 42562 416400 430558 431254 | 737091 770762 764063
77.5 114 6561 8018 6880 0 0 0 0 0 0
10 75 61329 60697 59653 631.9 576.95 694.57 0 0 0
32.5 36 46911 48657 44187 701.24 835.72 769.23 0 0 0
77.5 36 81778 90802 90049 238626 247662 257184 | 740173 714256 @ 726274
32.5 114 85547 65678 59294 1704 1039 966.48 0 0 0
55 75 53599 45615 47549 892.81 908.94 875.29 0 0 0
55 75 55255 60270 61904 798.39 798.02 721 0 0 0
55 75 50396 51686 49379 763.01 825.16 940.52 0 0 0
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Anexo VIII

Areas dos picos cromatograficos de cada analito ndfferentes experimentos do segundo
planejamento Doehlert realizado.

Condigbes experimentais Dipirona Ibuprofeno Diclofenaco
Volume MSTFA
ativado Il t de reacéo R1 R2 R3 Médiag R1 R2 R3 Médla R1 R2 R3  Méfia
122,5 114 9576 8458 8189  8741| 319746 455836 481307 418963 54703 47400 32547 44917
100 153 11548 10305 9913 10589| 204188 251355 258968 2381J0 493)9 40226 33357 40964
32,5 114 18756 16344 13749 16283| 618 793 739 716 0 0 0 0
55 75 16504 15531 13734 15256 1901 1465 1524 1630 0 0 0 0
100 75 11565 9872 9609 10349| 307104 343555 337392 329350 43935 34206 30783 36325
55 153 18171 16404 14414 16330| 1846 2059 1618 1841 0 0 0 0
775 114 14614 13666 13454 13911 1720 1329 1050 1366 0 0 0 0
775 114 17541 15799 14587 15976| 1524 1311 1056 1297 0 0 0 0
775 114 15702 13355 12621 13893| 1797 1374 1097 1423 0 0 0 0
Condigcdes experimentais Cafeina Acetoaminofeno TMS Acetoaminofeno 2TMS
Volume MSTFA
ativado I t de reacdo R1 R2 R3 Médig R1 R2 R3 Méda R1 R2 R3  Mégia
122,5 114 203454 210853 209869 208059 59187 55371 52615 $5724 276BEAA4C2 283824 282047
100 153 203422 208878 214144 208815 107996 103594 €8075 1P322299.798B4687 1809¢5 1818p4
325 114 201011 203975 204816 203367 41322 37923 35316 8354 0 0 0
55 75 197443 204587 204231 202304 47787 48282 40771 45613 0 0 0
100 75 209666 213989 211418 211491 123889 113135 172813 1B661B037375264 172813 173993
55 153 205322 207624 206083 206343 53301 47902 46926 49376 0 0 0
775 114 204406 208471 206813 206463 32923 32304 29773 1667 0 0 0
775 114 201599 209359 206112 20590 31290 30353 30018 0554 0 0 0
775 114 202555 206748 201583 20329 29384 28989 27305 28759 0 0 0
Condigbes experimentais Cetoprofeno Naproxeno Acido Salicilico
ativado Il tdereagdo | R1 R2 R3 Médig R1 R2 R3 Médla R1 R2 R3  Mégia
122,5 114 827549 419854 327170 5248H8 748069 357066 301919 469018711H:4526543 513735 527330
100 153 373485 202031 151445 2423P0 377677 223859 195986 26617458817%66605 465395 469196
325 114 0 0 0 0 355 164 158 226 0 0 0 0
55 75 125 72 51 82 476 131 132 244 0 0 0 0
100 75 326109 20735% 148361 2272f5 331477 241546 205387 299470025158154697 452055 454906
55 153 0 0 0 0 332 159 163 218 0 0 0 0
775 114 0 0 0 0 218 120 97 145 0 0 0 0
775 114 0 0 0 0 210 107 70 129 0 0 0 0
775 114 0 0 0 0 166 119 66 117 0 0 0 0
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Anexo IX

Superficie de resposta do terceiro planejamentoDoehlert para o0 processo de

derivatizacdo de AINEs do terceiro planejamento rel&zado.
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x 10
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Doehlert Naproxeno
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Valores da precisdo do método analitico para os alitas

ANEXO X

Analito: ACIDO SALICILICO
Concentragédo 122ug/lL
Data das analises -
Solucéo 22/01/2011 23/01/2011 24/01/2011 25/01/2011 26/01/2011 PRECISAO
¢ INTERMEDIARIA
12 22 32 Médig Repg 12 22 32 Médigd Repg| 12 2@ 32 Médig Repg 12 2@ 32 Médig Repg| 12 22 32 Médigd Rep§
TESTE 1,043 0,839 0,744 0,875| 17,53% 0,654] 0,684 0,661 0,666] 2,321| 0,792| 0,577 0,599 0,656(18,017] 0,587| 0,599 0,584 0,589| 1,663| 0,602 0,572] 0,574 0,582] 2,953 8,9
CONTROLE 1,043 0,839 0,744 0,875| 17,534 0,610] 0,589 0,534 0,577| 7,030| 0,573| 0,533] VER| 0,553| 5,096 0,542| 0,498 0,47Q 0,504| 7,190| 0,537] 0,591] VER]| 0,564] 6,726 6.7
Analito: IBUPRO FENO
Concentragdo 8z g/l
22/01/2011 23/01/2011 24/01/2011 25/01/2011 26/01/2011 PRECISAO
12 2a 32 | mMédid Repd 12 2a 32 | médid Repe| 12 2a 32 | média| Repe| 12 2a 32 | mMédid Repe| 1@ 2a 32 | mMedid Repe INTERMEDIARIA
TESTE 1,053 0,999 0,984 1,013| 3,522| 0,926] 0,985 0,991 0,967| 3,713| 0,970 0,886] 0,934 0,931| 4,582| 0,877| 0,925 0,933 0,911| 3,220| 0,911] 0,903] 0,924 0,913] 1,146 0,6
CONTROLE 1,053 0,999 0,984 1,013| 3,522| 0,948 0,866 0,97¢4 0,931| 6,203| 0,937| 0,911 0,924] 1,939 0,856 0,861 0,869 0,862| 0,748| 0,881| 0,968 0,924 6,659 2,2
Analito: CAFEINA
Concentragdo 91 g/l
N Data das andlises PRECISAO
Solugéo f
12 22 32 | Médid Repg 12 2a 32 | Médig Repe| 12 22 32 | Média| Repe| 12 2a 32 | Médid Repe| 12 2a 32 | médid Repg| INTERMEDIARIA
TESTE 1,0447 1,0418 1,06281,0498 1,08280,9786 1,031% 1,07851,0295|4,8533(0,8599 0,878% 0,901§8,8801]2,3684]0,9294f 0,969¢ 1,006/0,9683| 3,97690,9580 0,941 0,989%0,9628 2,552 1.9
CONTROLE |1,0447| 1,041% 1,0628,0498 1,08281,0278 1,0381 1,053}441,0398]1,2420|0,9980 1,005 1,0016/0,5045 0,9083( 0,941(¢ 0,97910,9429 3,76110,9707] 1,068 1,0195 6,766 0.4
Analito: NAPRO XENO
Concentragédo 112pg/lL
Data das analises -
Solucéo 22/01/2011 23/01/2011 24/01/2011 25/01/2011 26/01/2011 PRECISAO
¢ INTERMEDIARIA
12 2@ 32 Médig Repg 12 22 32 Médig Repg| 12 2@ 32 | Média| Repé 12 2@ 32 Médig Repg| 12 22 32 Médigd Rep§
TESTE 1,018 0,968 0,959 0,982 3,221 1,056] 0,960 0,964 0,993| 5,532 1,191| 0,866] 0,991 1,018| 16,054 1,036| 1,132 1,18 1,118]| 6,811| 1,030| 0,954] 0,994 0,993| 3,853 6,8
CONTROLE 1,018 0,968 0,959 0,982 3,221f 0,911 0,977 0,981 0,956| 4,149| 0,969 0,963 0,966| 0,439 0,953 1,155 1,054 1,054 9,577| 1,026| 1,670 1,348 33,77 1.9
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Analito: CETOPROFENO
Concentragédo 90 g/l
Data das anéalises -
Solucéo 22/01/2011 23/01/2011 24/01/2011 25/01/2011 26/01/2011 PRECISAO
¢ INTERMEDIARIA
12 22 32 Médig Repég 12 22 32 Médig Repg| 12 22 32 | Média| Repé 12 22 32 Médigd Repg| 12 22 32 Médigd Rep§
TESTE 0,438| 0,365 0,331 0,378 14,501 0,398 0,319} 0,319 0,345|13,318] 0,286| 0,292 0,314 0,297] 4,777] 0,317| 0,342 0,34% 0,335| 4,676] 0,338| 0,327 0,319 0,326 3,739 5.3
CONTROLE 0,438| 0,365 0,331 0,378] 14,501 0,342 0,334} 0,317 0,331 3,871] 0,327| 0,322 0,325| 1,193| 0,335 0,337| 0,324 0,332| 2,178| 0,356 0,436 0,396 14,28 7.0
Analito: DICLOFENACO
Concentragao 116pg/L
Data das analises -
Solucéo 22/01/2011 23/01/2011 24/01/2011 25/01/2011 26/01/2011 PRECISAO
¢ INTERMEDIARIA
12 22 32 Médig Repg 12 22 32 Médigd Repg| 12 2@ 32 | Média| Repé 12 2@ 32 Médig Repg| 12 24 32 Médigd Rep§
TESTE 0,352| 0,352 0,369 0,357 2,810| 0,385| 0,394 0,414 0,398| 3,607| 0,495| 0,480 0,52¢4 0,500| 4,675| 0,546| 0,601 0,634 0,593| 7,413| 0,542| 0,541 0,564 0,550 2,582 0.9
CONTROLE 0,352| 0,352| 0,369 0,357 2,810] 0,312 0,385 0,411 0,369| 13,924 0,508| 0,554 0,531| 6,122 0,495| 0,552 0,544 0,530| 5,754| 0,562| 0,702 0,632 15,69 5.7
Analito: ACETO AMINO FENO
Concentragao 8z g/l
40566 :
Solucéo 22/01/2011 23/01/2011 24/01/2011 25/01/2011 26/01/2011 PRECISAO
¢ INTERMEDIARIA
12 22 32 Médig Repg 12 22 32 Médig Repg| 12 2@ 32 | Média| Repé 12 2@ 32 Médig Repg| 12 24 32 Médigd Rep§
TESTE 0,110| 0,071 0,064 0,081] 31,293 0,084 0,064 0,064 0,070|16,876] 0,149| 0,104 0,094 0,116]24,652 0,162| 0,101 0,094 0,119] 31,982 0,149 0,099 0,094 0,113] 28,23 7,2
CONTROLE 0,110| 0,071 0,064 0,081 31,293 0,392 0,280 0,259 0,310(23,177] 0,100| 0,076 0,064 0,079]25,510 0,120| 0,091 0,074 0,095| 24,902 0,471| 0,479 0,494 0,481 2,258 4,2
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