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RESUMO: A identificagdo de residuos farmacos em matrizes ambientais, vem chamando a atengéo de
cientistas em varias partes do mundo. O tema encontra-se em frequente discussao devido a frequéncia
de que farmacos sdo encontrados em efluentes de estacdo de tratamento de esgotos (ETE’s), aguas de
abastecimento pUblico e outras matrizes ambientais, onde as concentragdes variam na faixa de pug L™ e
ng L. A apreensdo por encontrar esses residuos de farmacos na agua séo os potenciais efeitos adversos
para a saude de organismos aquaticos, animal e humana. Nesta pesquisa, estdo sendo estudados o
diclofenaco sddico, ibuprofeno e naproxeno, por serem anti-inflamatérios mais comercializados e
prescritos por médicos. O método analitico utilizado foi a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(HPLC) com detector UV-VIS. Determinou-se as condi¢es cromatograficas dos analitos, que consisti
no teste de coluna cromatogréfica, proporcdo dos eluentes, vazao, volume de injecdo e temperatura da
coluna.

PALAVRAS-CHAVE: 4gua; estacdo de esgoto; farmacos.

DETERMINATION OF CHROMATOGRAPHICAL CONDITIONS FOR THE ANALYSIS
OF DICLOFENAC, IBUPROFEN AND NAPROXEN IN EFFLUENTS

ABSTRACT: The identification of drug residues in environmental matrices has attracted the attention
of scientists in various parts of the world. The subject is in frequent discussion, due to the regularity in
which drugs are detected in sewage treatment effluents, public water supply and other environmental
matrices, where concentrations vary in the range of pg L™ and ng L. The concern about finding these
concentrations in water comes from the problems this is causing in the health of aquatic organisms,
animals and humans. In this research, are being studied Diclofenac Sodium, Ibuprofen and Naproxen,
the most commercialized and prescribed anti-inflammatory drugs. The analytical method used was High
Performance Liquid Chromatography (HPLC), coupled to the UV-VIS detector, where the
chromatographic conditions of the analytes were determined, which consisted of the chromatographic
column test, eluent proportion, flow rate, injection volume and temperature of the column.

KEYWORDS: Water; sewage station; drugs.

INTRODUCAO

Cerca de 97,5% de toda agua disponivel no planeta terra é salgada e esté distribuida em oceanos
e mares, 2,493% é doce, porém se encontra em geleiras ou em regides subterraneas de dificil acesso,
tendo disponivel apenas 0,007% de &dgua doce encontrada em rios, lagos e na atmosfera, de facil acesso



para o consumo humano. Nas Ultimas décadas, com a crescente expansdo dos centros urbanos, bem
como das industriais tem contribuido para o aumento da contaminagao de rios, lagos e aquiferos.

Os residuos de farmacos sao frequentemente encontrados nos efluentes de estagdes de tratamento
de esgotos (ETE’s), aguas de abastecimento ptblicos e outras matrizes ambientais em concentragdes na
faixa de pg.L* (STUMPF et al, 1999).

Alguns dos compostos farmacol6gicos mais utilizados no Brasil sdo os anti-inflamatorio, em 2017
foram vendidos certa de 100 milhdes de unidades. O uso de medicamentos sem a apresentacao da receita
médica é um abito muito marcante da populagdo brasileira. Segundo ARRAIS et al. (2016), os anti-
inflamatdrios sdo a terceira categoria de farmacos mais consumidos por automedicacdo. A influéncia
sazonal aumenta significativamente a utilizacdo destes medicamentos, tendo em vista que no periodo do
inverno as pessoas tém maior propensédo da utilizagdo dos mesmos.

Em anélises de amostras ambientais o0 método mais utilizado é o de extracdo em fase sélida (Solid
Phase Extraction — SPE), por conta de sua simplicidade, e a pequena quantidade de solvente utilizado e
a facilidade de automacgdo em relacdo as demais extracdes. Posteriormente o eluente é analisado
guantitativamente no HPLC-UV. (PERON, 2007)

O objetivo da pesquisa é desenvolver um método analitico para que seja possivel a deteccéo e a
quantificagdo de farmacos do tipo anti-inflamatdrios em efluentes de Estac6es de Tratamento de Esgoto
(ETE’s) nas cidades de Sao Carlos e Sertdozinho, assim o objetivo deste trabalho é a determinacéo das
condigOes cromatograficas ideais para a anélise do diclofenaco sodico, ibuprofeno e naproxeno.

MATERIAIS E METODOS

Utilizou-se para determinar as condi¢Ges cromatograficas adotadas para a determinagdo dos
analitos um cromatdgrafo a liquido (Agilent Technologies 1200 séries), equipado com um detector DAD
(arranjo de diodos) e injetor automatico. A coluna cromatogréfica utilizada foi a C-18 da Zorbax ODS,
com 250 mm de comprimento, 4,6 mm de diametro interno e espessura de 5 um. A eluicdo da fase movel
foi feita no modo isocratico, com a propor¢do dos solventes 65:35 de acetonitrila (0,05% acido
trifluoracético) e agua purificada (0,05% acido trifluoracético) , com fluxo de 0,8 mL.min, volume de
injecdo 20 pL, temperatura da coluna 25°C e o comprimento de onda selecionado para o diclofenaco
sodico foi de 278 nm, ibuprofeno 220 nm e naproxeno 230 nm.

A figura 1 (A) apresenta o fluxograma das etapas de preparacdo da solucdo padrdo com
concentracdo conhecida dos trés analitos e (B) preparacdo da fase mdvel.
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Pesagem de 0,01 g do padrao de diclofenaco Acidificacdo da fase movel (acetonitrilae
sédico, ibuprofeno e naproxeno. agua purificada), com 0,05% de acido
trifluoracético.

Dissolucdo em metanol e preparagéo da . u .
solucéo de 1000 ppm de diclofenaco sédico, Filtracao por membrana da fase movel,
ibuprofeno e napronexo. usando membrana de nylon.

.

Diluigdo da solucdo inicial de 1000 ppm

para 10 ppm. Analise da amostra no HPLC/UV.
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FIGURA 1. (A) Fluxograma de preparacdo da solucdo padréo e (B) fluxograma de preparacéo da fase
movel.



RESULTADOS E DISCUSSAO

Para determinar as condi¢Ges cromatograficas do diclofenaco s6dico em metanol, foi necessario
determinar o comprimento de onda méximo (A méximo), onde ap6s consultas a pesquisas anteriores, foi
selecionado o comprimento de onda de 278 nm, para detec¢do no HPLC/UV.

Na selecdo das condi¢cdes cromatograficas para a analise qualitativa do diclofenaco sédico,
ibuprofeno e naproxeno, foram necessarios realizar aescolha dos parametros, como: coluna, composi¢ao
da fase movel e vazdo. Desta forma, para os testes foram preparadas solucdes padrdes de cada analito
de interesse, os analitos foram fornecidos pelos fabricantes dos farmacos.

Foram realizados varios testes de composicdo da fase movel com acetonitrila/agua purificada
na proporcéo de 65:35 (V/V), sem acidificagdo e com vazao de 0,8 mL.min*e 1,0 mL.min. Em seguida
adicionou-se 0,05% de acido trifluoracético (TFA) na composicdo da fase mdvel, com proporcao
acetonitrila/agua purificada de 65:35 (V/V) e vazéo de 0,8 mL.mine 1,0 mL.min,

Notou-se que a vazdo influenciava no tempo de retencdo e na forma geométrica do pico
cromatografico obtido, assim optando pela vazdo menor de 0,8 mL.min, pois, apresentava maior area,
altura e largura do pico cromatografico e maior tempo de retencdo. Com a acidificacao, observou-se que
0 pico teve maior simetria e altura, e diminuindo o tempo de retengéo.

Na figura 2, é apresentado o cromatograma da solucao padrao do diclofenaco sédico obtido com
as condicBes cromatograficas escolhidas para 0 método.

mAL T :
] f
50 |||
] | |
| N
1 | |
204 | |
] {
: s | |I
0 N _; T T J n
: III '\}r’ '-.M_____-\ __,.,--'/ T— - —V'II II\“-— —
— e
c._- — }
4 I ] ! ° : } s,

FIGURA 2. Cromatograma do diclofenaco sédico, tempo dew retencdo foi de 7,032 minutos,
comprimento de onda utilizado foi de 278 nm e concentragéo do analito foi de 10 ppm.

Na figura 3, é apresentado o cromatograma da solugdo padrdo do naproxeno obtido com as
condi¢des cromatograficas escolhidas para o método.
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FIGURA 3. Cromatograma do naproxeno, tempo de retencdo foi de 5,072 minutos, comprimento de

onda utilizado foi de 230 nm e a concentracgéo do analito foi de 10 ppm.

Na figura 4, é apresentado o cromatograma da solucdo padrdo do ibuprofeno obtido com as
condicBes cromatogréaficas escolhidas para o método.
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FIGURA 4. Cromatograma do ibuprofeno, tempo de retencdo foi de 7,710 minutos, comprimento de

onda utilizado foi de 220 nm e a concentracao do analito foi de 10 ppm.

Conforme observado nos cromatogramas das figuras 2, 3 e 4, a analise qualitativa dos analitos
por HPLC consistiu na otimizacéo dos pardmetros experimentais como: escolha de coluna, composicéao
da fase movel e fluxo da fase movel. O estabelecimento das condices iniciais de andlise foi feito
utilizando solucgdes padrdes, as quais foram preparadas com os analitos da formulagio comercial. Como
pode ser observado pelos cromatogramas das figuras 2, 3 e 4, as condi¢Oes experimentais estabelecidas
foram adequadas, pois pode se notar uma boa performance dos picos dos cromatogréaficos referentes ao
diclofenaco sodico, ibuprofeno e naproxeno.

CONCLUSOES

Ap0s o estudo sistematico com o objetivo de determinar as melhores condigdes cromatograficas
para analise do diclofenaco sddico, ibuprofeno e naproxeno, pode-se concluir que o método teve bom
desempenho quanto a separacéo os farmacos estudados com um tempo de retencéo relativamente curto,
e o procedimento sera avaliado utilizando HPLC-UV quanto & seletividade, linearidade, limite de
deteccdo, limite de quantificacdo, exatidao e precisao.
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