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RESUMO: Esta hoje bem estabelecido que os antibiéticos sao constantemente libertados
e introduzidos no meio ambiente em consequéncia da sua extensa utilizacdo na medicina
humana e veterinaria. A presenca destes compostos tem vindo a ser verificada, por diver-
sos autores, em aguas subterraneas, aguas de superficie e dguas residuais. O impacto que
deriva da acumulacdo destas substancias a nivel ambiental, nomeadamente, situacbes de
toxicidade e/ou desenvolvimento de resisténcias bacterianas, impde um controlo sobre a
qualidade das dguas no que respeita a estas substancias. Este estudo pretende explorar
a aplicabilidade da extraccdo por fase sélida (SPE) utilizando resinas de fase reversa C-18,
para a determinacao de tetraciclina (TC), cloranfenicol (CPA) e estreptomicina (STP) em
amostras de dgua padronizadas. A separacao cromatogréfica foi elevada a cabo por croma-
tografia liquida de alta pressao com detector de fotodiodos (HPLC-DAD) empregando uma
coluna C18 de fase reversa (30cm x 3.9mm, 5pm de tamanho particula). A monitorizacdo
dos antibiéticos foi realizada por um varrimento de comprimentos de onda especificos
para cada um dos compostos (357, 277, e 257nm para TC, CPA e STP, respectivamente).
O solvente de eluicdo constituiu um factor determinante na extraccao dos antibidticos
da resina utilizada, tendo sido conseguidas extracgdes maximas de 77,1% paraa TC e
de 15,3% para o CPA; nao foi conseguida qualquer recuperacdo para a STP com a resina
utilizada. Assim, o método revelou-se eficaz para a analise conjunta dos antibidticos CPA
e TC, recomendando-se a andlise da STP por um método separado, dada as suas elevadas
caracteristicas polares.
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Exploratory Study for the development of new methodologies for
antibiotics determination in water samples

ABSTRACT: It is nowadays well established that antibiotics are constantly released to the
environment as a consequence of their broad use in human and animal therapy. The pre-
sence of these substances in superficial, underground and residual waters, have being
detected by several authors. Resistant bacterial strains and toxicity risks are the major
concerning impact for the environment which demands a quality control of the waters.
Thus, the development of new methodologies for environmental antibiotic determination
is an important issue. The suitability of a Solid Phase extraction technique using a C-18
reversed phase packed material and several elution solvents were tested for detection of
Tetracycline (TC), Chloramphenicol (CPA) and Streptomycin (STP) in standard water samples.
The chromatographic separation was held in High Pressure Liquid Chromatography equip-
ment with a diode array detector, using a C-18 reversed phase column (30cm x 3.9mm d.i.,
5um particle size). The specific absorption wavelenght for each antibiotic was montitorized:
357, 277, and 257nm for TC, CPA and STP. The elution solvent was determinant for the
extraction step, as we achieve 77,1% of recovery for TC and 15,3% for CPA; no recovery
was achieved for STP. Therefore, a method of analysis for the TC and CPA was established,
however a separated method of analysis is suggested for the analysis of STP, due to its
high polar behavior.

Keywords: tetracylcine, cloramphenicol, streptomycine, water analysis, SPE, HPLC-DAD.
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Introducao

Os antibioticos assumem especial significancia pelo facto
de constituirem ferramentas terapéuticas Uteis no combate
e profilaxia de infec¢des tanto no ser humano, como no
animal’; e ainda, pelo facto de serem utilizados conjunta-
mente com promotores de crescimento na pecuaria.

A absorcdo dos antibidticos pelo organismo humano e
animal é, regra geral, fraca, sendo 25-75% destas subs-
tancias excretadas na forma inalterada, através das fezes e
da urina®. As drogas utilizadas em terapia sao frequente-
mente introduzidas no meio ambiente pela sua libertacao,
indevida, das redes de saneamento basico (esgotos), afec-
tando sobretudo dguas de superficie; por outro lado, o uso
de antibidticos na pratica veterinaria contribui para a intro-
ducao destes compostos no meio ambiente pela utilizacdo
de estrumes para a fertilizacdo de campos de agricultura,
promovendo a sua acumulacdo nos solos e posterior arras-
tamento para dguas subterraneas e superficiais. No caso da
piscicultura, a utilizacdo de antibidticos permite a entrada
directa destas substancias no compartimento aquatico,
podendo-se atingir elevadas concentragdes locais®. A continua
libertacdo de antibidticos, embora em niveis muito reduzidos
(partes por bilido (ppb) ou sub-ppb), pode a longo termo
conduzir ao aumento das suas concentracdes no meio ambi-
ente, podendo-se traduzir em situacoes de toxicidade®; ou
ainda, no aparecimento de resisténcias bacterianas.

A técnica mais utilizada para a extraccdo destes compos-
tos das amostras de dgua é a extraccao por fase solida
(Oa, SPE), através de cartuchos Oasis HLB ou MCX>'.
Outras fases estaciondrias para extraccao por fase sélida,
tais como: Oasis SAX, SDB 1, Isolut ENV+ ou cartuchos C18,
tem sido também propostos por alguns outros autores*!214.
A anélise dos antibioticos é usualmente realizada por croma-
tografia liquida de alta pressao (High Pressure Liquid
Chromatography, HPLC), sendo a sua deteccao realizada
por espectrometria de massa (Mass Spectrometry, MS).
Este método é uma ferramenta poderosa para a determi-
nacao de concentracdes de antibidticos muito baixas em
amostras de dgua colhidas no meio ambiente -2, Contudo,
o custo elevado associado a esta técnica restringe o nimero
de laboratérios que a podem utilizar, facto pelo qual, o uso
de detectores UV-vis ou de detectores compostos por conjunto
de diodos e sistemas de transferéncia de carga (Diode Array
Detectors, DAD) tem sido propostos por outros autores,
apesar da sensibilidade destas técnicas ser mais limitada’-'.

Com o desenvolvimento deste trabalho pretendeu-se de-
senvolver um método baseado em SPE-HPLC-DAD para a
deteccao e determinacdo de Tetraciclina (TC), Cloranfenicol
(CPA) e Estreptomicina (STP) em amostras de dgua padronizada,
tornando a técnica de deteccdo de antibidticos em meio
aquoso mais rapida e econdmica para laboratérios de rotina.

Materiais e Métodos
Reagentes e solucdes
O padrao de cloranfenicol Vetranal® [CAS No 56-75-7] foi
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obtido na Riedel-de-Haén. O padrao de tetraciclina [CAS
No 60-54-8] (98%) e a solucdo padrao de estreptomicina
(Tmg/ml, em agua, TmM de Na,EDTA) foram obtidos na
Fluka. Foram preparadas solucées individuais Stock, em
metanol PESTANAL®, obtendo-se no final solu¢des com
Tmg/ml(ca.). A partir de cada uma destas solucdes indivi-
duais Stock, foi preparada uma solucao padrao MIX de
100ppm, em metanol PESTANAL®. Partindo desta Gltima,
preparou-se uma solucao padrao MIX de 20ppm em meta-
nol, a injectar no HPLC para posterior calculo da eficiéncia
de extraccdo. Todas as solucdes padrao foram guardadas
em frascos de vidro escuro e armazenadas a -20°C.

Para desenvolver e optimizar a técnica de SPE, amostras
de 4gua padrao (500mL), foram enriquecidas com os anti-
bidticos em estudo a 0,4ppm. As amostras de dgua padrao
foram preparadas em agua ultrapura (Millipore 18,2MQcm),
pré-tratadas mediante a adicdo de Na,EDTA (2g/L), e deixa-
das estabilizar durante 24h antes de realizar o processo de
extraccao, salvo determinadas excepcoes.

Metanol PESTANAL® (MeOH) e &cido trifluoroacético
(Trifluoroacetic Acid, TFA) foram obtidos na Riedel-de-
-Haén; acetonitrilo (ACN) CHROMASOLV® na Sigma; 4cido
oxalico na BDH; acetato de amonio na Pronolab; acido
pentafluoropropanoico (pentafluoropropanoic acid, PFPA),
acido heptafluorobutirico (heptafluorobutiric acid, HFBA),
acido etilenodiamino tetra-acético dissédico (Na,EDTA) e
acido borico, na Fluka; todos estes reagentes foram utili-
zados para adequacao das condi¢cdes cromatograficas a
analise a realizar.

Equipamento de HPLC-DAD

Foi utilizado um sistema HPLC da Waters® [Controller and
Pump 900 e Photo Diode Array Waters 600], equipado
com software Millenium V.3.2. A separagao cromatogra-
fica foi realizada numa coluna de fase reversa a base de
octadecilsiloxano, uBondapack C18 da Waters® (30cmx3.9mm,
e 5um de tamanho de particula).

A andlise por HPLC da TC e do CPA foi conseguida usando
ACN (A)YAcido Oxalico (10mM) com TFA (0,05%) (B) como
fase movel. Os dois compostos foram eluidos da coluna a
um fluxo constante de TmL/min com o gradiente para a
fase movel de: t=0 min, A:B (30:70); t=3 min, A:B (30:70);
t=20 min, A:B (90:10); t=22 min, A:B (90:10); t=23 min, A:B
(30.70); t=30 min, A:B (30:70). A deteccdo dos compostos
foi monotorizada entre os comprimentos de onda 195 e
400 nm, sendo a quantificacao feita a 357nm e 277nm
para a TC e CPA, respectivamente.

A andlise cromatografica da STP foi feita com uma eluicao
isocratica utilizando ACN/acetato de amdnio (3.2mM) com
PFPA (1.9mM), a um fluxo constante de 0.5mL/min. A quan-
tificacdo deste composto foi feita a 257nm.

Equipamento e material SPE

Colunas de vidro e cartuchos de plastico da SUPELCO®
foram recheados com 255mg de Resina C-18 (SUPELCQO®),
previamente pesada, e dois microfiltros da SUPELCO®
aplicados nas extremidades. A passagem dos solventes de
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acondicionamento e eluicdo, como também a amostra de
agua padrao, foi realizada a um fluxo de 4mL/min, utili-
zando: uma bomba peristéltica da ISMATEC® no caso da
coluna; uma seringa esterilizada, no caso do cartucho.
Amostras de dgua padrdo (500mL) foram enriquecidas
com os antibiéticos em estudo a 0,4ppm. Estas amostras
foram passadas através da resina, apds acondicionamento
da mesma (20mL de MeOH+10mL de HCI 0,5 N+10mL de
Na,EDTA (2g/L)). A resina foi lavada utilizando 15mL de
agua ultrapura, e procedendo-se seguidamente a sua
secagem durante 15 minutos, utilizando ar comprimido. A
eluicao dos antibioticos foi realizada com 10mL da mistura
(50:50) MeOH/acetato de amonio 3.2mM+PFPA 1.9mM.
Todos os ensaios foram realizados a temperatura ambiente.

Resultados e Discussao

Um passo fundamental para o controlo de qualidade da
agua é o desenvolvimento de um método que permita a
multipla analise de antibidticos em amostras de agua, de
uma forma simples, rapida e econémica. Diversos autores,
tém referido as técnicas de SPE (técnica preparativa) e de
HPLC-DAD (técnica analitica) como poderosas ferramentas
para esse objectivo'> 8. Para desenvolvimento do método
estudaram-se diferentes parametros da técnica, controla-
veis pelo investigador, sendo a variacdo na eficiéncia de
extraccdo registada. Os parametros manipulados foram: (i)
solvente de eluicdo dos compostos, (i) condicdes de activa-
¢ao da resina, (iii) tipo de empacotamento da resina, e (iv)
tratamento prévio da amostra de agua.

Condicbes cromatograficas de separacdo dos antibi-
oticos

Foram realizados diversos ensaios com varios solventes
organicos e aquosos, utilizando tanto o modo isocratico
de eluicdo, em diferentes percentagens, como também, a
eluicdo por gradiente.

As condi¢des cromatograficas que permitem uma analise
mais favoravel do CPA implicam a utilizacdo de um modo
de eluicdo em gradiente linear utilizando ACN, como fase
organica, e uma solugdo de acetato de amoénio 10mM com
0,05% de TFA, como fase aquosa, a um fluxo constante
de Tml/min. Nessas condi¢des cromatogréficas é possivel
observar aos 7,6 minutos um pico cromatografico corres-
pondente ao CPA (pico max. de abs. aos 277nm).

A utilizacdo de ACN, como fase organica, e uma solugao
de &cido oxalico 10mM com 0,05% de TFA, como fase
aquosa, num modo de eluicdo em gradiente linear;
revelaram-se como condicOes propicias para a separagao
da TC. Verificou-se que, com a adicao de acido oxalico
a fase aquosa, as assimetrias dos picos cromatograficos
foram reduzidas e a resolugao cromatografica melhorada.
Oka e colaboradores'® obtiveram resultados condizentes
utilizando cromatografia em camada fina (TLC, Thin Layer
Chromatography) e técnicas de HPLC; considerando que
a adicao de acido oxalico na fase movel é essencial para
o controlo da instabilidade quimica das tetraciclinas.

32

Tabela 1: Melhores condicoes cromatogréficas de analise para os
antibidticos em estudo.

Antibiético Fase Movel Fluxo 5 (hm)
(ml/min)

. ACN / Ac. Oxélico

Cloranfenicol 10mM com 0,05% TFA 1 277
. ACN / Ac. Oxélico

Tetraciclina 10mM com 0,05% TFA 1 357
ACN / Acetato de

Estreptomicina amonio 3.2mM com 0,5 257

PFPA 1.9mM

Tabela 2: Solventes de eluicao dos antibioticos.

Extraccao por fase sélida

Percentagem (%) Solventes
(100) Metanol
(75:25) MeOH/Acido Oxélico 10mM + TFA (0,05%)
(50:50) MeOH/Acido Oxalico 10mM + TFA (0,05%)
(25:75) MeOH/Acido Oxalico 10mM + TFA (0,05%)
(100) Acido Oxalico 10mM + TFA (0,05%)
(50:50) MeOH/Agua
(50:50) MeOH/Accs;ta;)t;;Ee1 gr::’)\;lno 3.2mM

A utilizacdo de colunas a base de copolimeros de poliestireno-

-divinilbenzeno tem sido propostas, porém estas requerem

um longo tempo de espera para a separacao da TC'® '°,

Nas condicoes acima apresentadas a TC apresentou um
pico cromatografico aos 4,5 minutos, com trés maximos
de absorcdo, nomeadamente, aos 220, 266 e 357 nm. Nas
condicoes cromatograficas utilizadas para a analise da TC,
é possivel obter, para o CPA, um pico cromatograficamente
aceitavel nos 277nm, aos 7,0 minutos.

Relativamente a STP, a analise deste composto revelou ser
mais satisfatéria aquando a utilizacdo de um fluxo inferior,
0,5mL/min, e quando foi utilizado o modo isocratico, com
as seguintes proporcdes entre solventes: 15% de ACN e
85% de solucao de acetato de amonio 3.2mM com PFPA
1.9mM. O PFPA conduz a obtencéo de picos bem definidos,
resultados também evidenciados por outros autores?°. Heller
e colaboradores?!, referem ainda que a adicao de acido
heptafluorobutirico (HFBA, heptafluorobutiric acid) possi-
bilita uma melhor resolucao dos picos cromatograficos para
a STP. Contudo, ensaios realizados por Bogially e colabo-
radores??, revelaram que a utilizacdo de HFBA (> 10mM)
podera levar a diminuicdo do tempo util de vida da coluna
e da sua performance, uma vez que provoca a hidrolise
gradual dos grupos quimicos da fase estacionaria; por esta
razao, a sua utilizacao neste estudo foi evitada.

Nas condicbes acima descritas para a analise da STP,
obteve-se um pico cromatografico aos 4,6 minutos, com
um pico de absorcdo maximo aos 257nm, que sai mesmo
antes da frente do solvente. Este facto demonstra a escassa
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Figura 1: Grafico da recuperagdo dos antibidticos TC e CPA, da resina de extrac¢do por fase solida (C18), obtida para os diferentes
solventes de elui¢do estudados. Acondicionamento da coluna realizado com 10 ml MeOH; 5 ml HCI 0,5N; 5 ml Na2EDTA (2g/L). Lavagem e
eluicdo dos contaminantes utilizando 15 ml de Agua ultrapura. Secagem da resina de extraccdo durante 15 minutos utilizando ar comprimido.
Extraccao dos antibidticos feita com 10ml de determinado solvente ou mistura de solventes (n = 2 ensaios para cada uma das proporcoes, excepto

para a mistura 50:50 MeOH e Acetato de Amdnio 3,2mM + PFPA).

capacidade de retencao da coluna cromatogréfica (C18),
que sendo muito lipofilica, ndo consegue reter a STP
devido as suas caracteristicas hidrofilicas. Por outro lado,
Bovanova e Brandsteterova'® referem a eficiente separacao
da estreptomicina e de outros compostos farmacéuticos de
elevada polaridade utilizando colunas de fase reversa C8'".

A anélise da STP foi apenas conseguida com as condicoes
cromatogréficas acima referidas, pelo que a analise conjunta
dos 3 antibidticos ficou comprometida, conseguindo-se
apenas a andlise conjunta do CPA e da TC (sendo a anélise
da STP realizada a parte).

Na tabela resumo (Tabela 1) estdo enunciados as melhores
condicoes cromatogréficas (fase movel, fluxo e comprimento
de onda) obtidas para cada um dos antibiéticos, e que
serdo utilizadas para a analise das amostras padronizadas
obtidas por SPE.

Condicdes de extraccdo e pré-concentragdo dos
antibidéticos

(i) Solvente de eluicdo dos compostos

Ap6s o acondicionamento (10mL MeOH; 5mL HCI 0,5N;
5mL Na,EDTA), foi carregada a amostra na resina, e segui-
damente feita a eluicdo com 10mL de determinado solvente
ou mistura de solventes (Tabela 2). Para cada solvente de
eluicdo ou mistura de solventes foi realizado n=2 ensaios.

O gréfico (Figura 1) revela que a utilizacdo de proporcoes
crescentes da solucdo de acido oxalico 10mM com 0,05%
de TFA, possibilita a extraccdo de maior quantidade de
TC, sendo a recuperacdo maxima conseguida de 77,1%,
quando é utilizada uma mistura de 50:50 com MeOH.
A acidificacdo do meio provocada pelo acido oxalico
e TFA estabiliza a estrutura quimica da TC, como ja foi
referido por Oka e colaboradores'®, o que provavelmente
leva ao aumento na sua recuperacao. Porém, o aumento
substancial da polaridade da mistura de solventes utilizada,
proporcdes superiores a 25:75 MeOH/4ac. oxalico com TFA,
demonstrou um decréscimo abrupto na recuperacao da
TC. Situacdo que pode ser explicada pela ligacdo da TC aos
grupos silanol da resina de extraccdo e na incapacidade da
mistura de solventes de provocar a sua extraccao da resina.
Uma eficiente recuperacao da TC da resina de extraccdo
estd entdo dependente da utilizacdo de uma proporcao
adequada de solvente organico e aquoso (contendo acido
oxalico)'e23.

Apesar de menos evidente, o CPA regista um compor-
tamento similar ao da TC, atingindo uma eficiéncia de
extraccdo maxima de 10,5%, com a utilizacdo destes sol-
ventes de eluicdo. A utilizacdo de uma mistura de MeOH/
agua milli-Q (50:50) como solvente de eluicao permitiu
obter uma recuperacao de 62,3% para a TC e de 10,3%
para o CPA. A eficiéncia de extraccdo méaxima para o CPA,
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em todos 0s ensaios realizados foi de 15,3%, valor atingido
mediante a utilizacdo de uma mistura de MeOH/Acetato
de Amoénio 3,2mM com PFPA 1,9mM (50:50), para a eluicao
da amostra de antibidticos da resina. A utilizacdo da mistura
anteriormente referida revelou-se, também, muito vantajosa
para a extraccao da TC permitindo uma recuperacao de 72,6%.

O cromatograma do padrdo contendo 20 ppm de TC e
de CPA analisado nas condicbes ideais para a separacao
cromatografica da TC, referidas anteriormente, encontra-se
representado na Figura 2a. Na Figura 2b, revela-se um
cromatograma obtido nas mesmas condicées cromatogra-
ficas do padréo, tratando-se de uma amostra de SPE em
gue se acondicionou a coluna com 10mL MeOH; 5mL HC|
0,5N; 5mL Na,EDTA, utilizando MeOH a 100% como sol-
vente de eluicdo. Repare-se que comparativamente ao cro-
matograma do padrao Figura 23, a intensidade dos picos
cromatograficos é inferior.

Em nenhum dos ensaios de extraccao foi possivel recuperar
a STP. Esta dificuldade reside, provavelmente, na elevada
polaridade desta substancia que nao permite a sua reten-
¢ao na resina C18 utilizada. O ajuste do pH da amostra
para 4, utilizando acido fosforico, revelou resultados
satisfatorios em estudos realizados por Huang e colabo-
radores?*. Por outro lado, a utilizacdo de resinas SCX (resina
de troca idnica) encontra-se descrita na literatura como
ferramenta Util para extrair substancias com um compor-
tamento polar catiénico, como é o caso da STP e outros
aminoglicosideos?.

(i) Condicoes de activacdo da resina

A importancia do acondicionamento e activacao da resina
foi testada mediante a extraccdo das amostras de dgua
padronizada, apos diferentes protocolos de acondiciona-
mento, sendo no final a eluicdo dos compostos feita com
MeOH 100%. Protocolos de acondicionamento com
reduzidos volumes evidenciaram taxas de recuperacao
inferiores aos protocolos que utilizavam volumes maiores.
Assim, a utilizacdo de acondicionamentos com 20ml de
MeOH+10mL de HCI 0,5 N+10mL de Na,EDTA (2g/L)
permitiram um aumento na eficiéncia de extraccdo, de
5,6% para a TC (atingindo os 42,5%) e de 0,4% para o
CPA (atingindo os 7,1%) comparativamente aos ensaios
realizados anteriormente (Figura 3). A explicacdo pode
residir no facto de que um maior volume de solventes de
acondicionamento podera proporcionar uma melhor acti-
vacao da resina, aumentando a sua capacidade de reter os
antibidticos em estudo.

(iii) Empacotamento da resina

O uso de cartuchos de plastico para o empacotamento,
ao invés de colunas de vidro, foi também testado. A utili-
zacao de cartuchos de plastico revelou ser uma mais-valia
para o processo de extraccao, pois, permitiu a extraccao
de 50,5% da TC e de 8,3% do CPA presente na amostra
padrao (Figura 3). Comparativamente a eficiéncia de extra-
ccdo obtida com a coluna de vidro, utilizando as mesmas
condicoes de acondicionamento (20mL MeOH+10mL HCI
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Figura 2: Cromatograma de uma solucdo padrdo de TC + CPA a
20 ppm (a) Vs. Cromatograma de uma amostra de SPE eluida com
metanol (b), obtido a 357nm. Ensaio realizado num equipamento
de HPLC-DAD utilizando uma coluna de fase reversa C18. Modo de
eluicdo em gradiente linear a um fluxo constante de 1 ml/min: (a)
Solucao aquosa de acido oxalico 10 mM com TFA (0,05%), (b) ACN.
(1) Epi-tetraciclina, (2) Tetraciclina e (3) Cloranfenicol.

0,5N+10mL Na,EDTA) e eluicdo (MeOH a 100%), obteve-se
uma recuperacao 8,0% superior paraa TC e 1,2% para o CPA.

As colunas de vidro poderdo possuir grupos silanol aos
guais os antibidticos, nomeadamente a TC, se ligam de
forma irreversivel, diminuindo deste modo a sua recupe-
racdo. Esta interaccdo de quelatacdo da TC com grupos
silanol das colunas de fase reversa é também referida em
outros estudos por Oka'® e Zhou'™. N&do estando estes
grupos presentes nos cartuchos de plastico, a recuperacao
obtida é maior.

(iv) Tratamento prévio da amostra

Algumas alteragdes nos parametros da amostra de dgua
padrao (enriquecida com os antibidticos em estudo) foram
introduzidas devido a baixa recuperacao obtida para o CPA.
Assim, prepararou-se uma amostra de agua padrao (24 horas
antes da extraccao) sem a adicao de Na,EDTA, de forma a
testar se este composto tem uma influéncia negativa na
extraccao do CPA. Por outro lado, preparou-se outra amostra
de 4gua padrdo extemporanea, adicionando Na,EDTA ime-
diatamente antes da extraccdo por SPE, com o fim de testar
se a baixa recuperacao do CPA se encontra relacionada com
a degradacao da amostra logo ap6s 24 horas.
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Tetraciclina

Cloranfenicol

O(100%) Metanol A1 [Coluna de Vidro]

W (100%) Metanol AZ [Coluna de Vidro]

O (100%) Metanol A2 [Cartucho]

Figura 3: Influéncia do acondicionamento da resina de SPE e do tipo de empacotamento utilizado, na recuperacdo de TC e CPA.
Gréfico que representa a recuperacdo obtida para os antibiéticos em estudo de uma resina de extraccado C18, apos diferente acondicionamento
da mesma com diversos volumes de solventes: (A1) 10 ml de MeOH + 10 ml de HCI 0,5 N + 10 ml de Na2EDTA (2g/L); (A2) 20m| de MeOH + 10
ml de HCI 0,5 N + 10 ml de Na2EDTA (2g/L); e diferente empacotamento da resina em coluna de vidro e em cartuchos de plastico. O solvente
utilizado para eluicao dos antibidticos da resina foi MeOH (100%) (n = 2 ensaios).

Os resultados obtidos nestas experiéncias podem-se dizer
equivalentes aos registados anteriormente, apresentando
uma recuperacao para o CPA de 8,7% e de 8,2%, res-
pectivamente, pelo gue nenhum destes factores tem uma
influéncia decisiva na recuperacao do CPA. Porém, os
resultados obtidos ndo podem ser tomados como conclu-
sivos, pois estes ensaios foram apenas realizados uma vez.

Embora para a recuperacdo do CPA a preparacao da
amostra com Na,EDTA ndo seja determinante, a sua adicdo
parece evitar gue a TC complexe ides metalicos e subsequen-
temente afecte os resultados de extraccdo. Varios autores
estabelecem a sua relevancia para a extraccao e andlise da
TC em diversas matrizes'6.26-28,

Conclusoes e Perspectivas

Demonstra-se com estes resultados a possibilidade de
desenvolver um método de andlise conjunto paraa TC e
para o CPA (dada a sua afinidade para a coluna utilizada
C18), e um método de analise cromatogréafico individual
para a STP. O método de extraccdo por fase solida revelou-
-se particularmente eficaz para a pré-concentracéo e
extraccdo da TC, sendo a extraccdo maxima obtida para a
TC de 77,1%, com 50:50 MeOH/Ac. Oxalico 1T0mM+TFA;
contudo, a extraccdo maxima registada para o CPA foi, com-
parativamente, baixa (15,3%, com 50:50 MeOH/Acetato
de Amonio 3.2mM-+PFPA) e a da STP nula.

No presente estudo, a utilizacdo da técnica de HPLC-DAD
revelou ser mais vantajosa para a analise dos antibiéticos do
gue outras técnicas extensamente utilizadas para este tipo
de anélise, como TLC. Segundo Oka'® et al., esta ultima
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revela limites de deteccao bastante razodveis, na ordem
dos 0,5-Tmg/L. Contudo, a técnica de HPLC-DAD permitiu
a obtencao de resultados mais satisfatérios, tendo o limite
de deteccao sido estabelecido na ordem dos 10ug/L —
resultado validado por outros estudos ja realizados'’-'82°.
Por outro lado, detectores de elevada sensibilidade, como
0s espectrometros de massa, tém-se revelado potentes
ferramentas na andlise de antibidticos em diversas matri-
zes bioldgicas pois permitem uma deteccdo na ordem dos
0,5-1pg/L"?. Porém, dada a sua elevada capacidade sen-
sitiva estes métodos exigem uma grande quantidade de
métodos preparativos da amostra, o que se revela desvan-
tajoso numa analise de rotina pela sua morosidade.

Em amostras ambientais de diversos compartimentos
aquadticos, foi observada por Huang?* e Dietze™®, e respectivos
colaboradores, a presenca de antibidticos em concentracdes
residuais (na ordem dos 0,04-36ug/L). Assim, é de remar-
cavel importancia, para obtencado de uma boa deteccdo
destes compostos, o desenvolvimento de uma boa técnica
de extraccao e pré-concentracao dos antibidticos previa-
mente a injeccdo da amostra no equipamento de HPLC.

Futuras experiéncias, que se esperam promissoras, foram
ja planeadas: (i) a utilizacdo de cartuchos de SPE ligados
em série, com dois tipos de resina (troca iénica, SCX, e
fase reversa, C18), que permitirdo a pré-concentracao e
extraccao de substancias de caracter polar catiénico, como
é 0 caso da STP, e por outro lado, de compostos como
o CPA e a TC que sao satisfatoriamente separados por
resinas de fase reversa; (i) o ajustamento do pH da amostra
de &gua padrao para pH=4, seria um procedimento a
considerar face aos resultados obtidos, e validados por
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outros autores, tanto para a TC como para o CPA'S; e
finalmente, (iii) a utilizacdo de uma coluna cromatografica
C8 de fase reversa'®, ou uma coluna de fase normal (matriz
hidrofilica) que permita aumentar ligeiramente o tempo de
retencao da STP, possibilitaria uma andlise por HPLC mais
vantajosa para este composto.
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