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Resumo: Os antibibdticos sao pouco assimilados pelo organismo humano e, tem seu
uso cada vez mais elevado no combate de infec¢des de diferentes tipos, assim, acabam
sendo excretados e poluindo os ambientes aquaticos. A cefalexina & um exemplo
desse tipo de farmaco, podendo ser pré-concentrada/extraida por meio da extragao
em fase solida (solid phase extraction - SPE). Assim, o objetivo do presente trabalho &
avaliar o reuso dos cartuchos C18 de SPE na recuperagao desse micropoluente. Foi
preparada uma solugao aquosa de 1000 mg/L de cefalexina e, partindo dela, solugoes
nas concentracoes de 1, 5 e 10 mg/L (em triplicata) em seguida realizou-se a leitura
da absorbancia por espectrometria de absor¢ao molecular. Apds, as amostras foram
inseridas no equipamento de SPE para pré-concentrar o farmaco. As etapas para a
extragao foram o condicionamento do sorvente, a percolagao da amostra, lavagem
e a elui¢ao dos analitos com solvente apropriado. Em seguida, as solug¢des foram
ressuspensas em agua e fez-se nova leitura da absorbancia para comparar os resultados
e verificar o percentual de recuperagdo obtido. Repetiu-se este procedimento duas
vezes, sempre utilizando os mesmos cartuchos na analise e os resultados mostraram
que na medida que se aumenta a concentragao de cefalexina na solugao, menor é sua
recuperagao. Além disso, na terceira analise, os valores de recuperagao sofreram poucas
alteracdes, indicando a estabiliza¢ao da recuperagao com os cartuchos ja utilizados tres
vezes. Por tanto, a técnica SPE e o reuso dos cartuchos de extracao C18 podem ser
aplicados na pré-concentragao da cefalexina.
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1 INTRODUCAO

Quando se fala em analises quimicas, especialmente na analise de
residuos, se o analito esta presente em uma concentragao muito baixa e possui
propriedades quimicas diferentes e a matriz for complexa, é necessario realizar
a etapa de preparagao da amostra, a qual visa facilitar a extragao do analito alvo
e, frequentemente, promover sua concentragao, além de remover o maximo de
interferencia possivel (JARDIM, 2010).

A escolha correta da técnica de preparo de amostras é fundamental
para se obter resultados confiaveis, logo, tanto a escolha da técnica quanto das
condicbes experimentais deve ser feitas com extrema atencado, levando-se em
consideracao a natureza da amostra, a matriz, as caracteristicas e técnicas de
analise dos analitos a serem usados na determinagao (JARDIM, 2010).

A extragao em fase solida (EFS) do inglées solid phase extraction (SPE) &
uma técnica de analise que vem sendo aplicada na extragao e pré-concentragéao
de compostos organicos e exige que a etapa de preparo de amostras seja
realizada com eficiéncia, para que os resultados obtidos sejam os mais precisos
possiveis (JARDIM, 2010).

Esta técnica de analise possibilita a concentragao de compostos que estao
presentes nas amostras de sangue, urina e aguas em concentragdes baixissimas
(JUNIOR et al., 2018). Constitui-se em passar entre 2 e 2000 mL de uma amostra
liquida por um cartucho que contém um adsorvente especifico para aquela
amostra. Apds isso, é percolado um solvente organico pelo cartucho para que
este libere os compostos que ficaram retidos (FARIA, 2019).

Langas (2004, p. 2) em seu livro “Extragao em Fase Solida” define a SPE
como:

[...] técnica de separagao liquido-solido baseada nos mecanismos
de separacao da cromatografia liquida de baixa pressao, também
conhecida como cromatografia liquida classica. Do ponto de vista
pratico, a SPE, em sua forma mais simples e conhecida, comporta-
se como uma cromatografia liquida empregando-se uma pequena
coluna aberta, usualmente denominada cartucho de extragao, a qual
contém a fase solida.

Além da defini¢ao citada, Cunha (2005) divide a SPE em trés grupos, a
SPE de fase reversa é aquela utilizada na extragdao de analitos apolares contidos
em matrizes polares, normalmente, em agua e neste tipo de extragao o material
de interesse extraido é eluido com solvente organico. Ja na SPE de fase normal,
isola-se substancias polares de matrizes apolares, como 6leo vegetal dissolvido
em hexano por exemplo e por fim Cunha (2005) afirma que a SPE de troca idonica
é aplicada quando o objetivo é extrair compostos idonicos através do ajuste do
potencial hidrogenionico (pH).
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Na extra¢ao de fase reversa aplica-se, geralmente, como fase solida
o octadecilsiano, mais conhecido como C18, em func¢do deste apresentar
boa seletividade e eficiencia no processo de extragdo. O material contido no
cartucho a ser utilizado na analise, deve primeiramente, ser ativado, para
que seja possivel obter uma boa extragdo, o que requer o cuidado de nao
deixar o solvente dentro do cartucho secar, evitando com isso, que caminhos
preferenciais sejam formados, o que comprometeria o processo de separagao
(LANCAS, 2004).

A SPE tem sido escolhida para extrair micropoluentes de aguas residuais
por apresentar varias vantagens, tais como: menor quantidade de residuos
toxicos, menor consumo de solvente organico, facilidade de automagao, nao
formagao de emulsdes, porcentagens elevadas de recuperagao do analito,
capacidade de aumentar a seletivamente do analito e a disponibilidade
comercial dos equipamentos e sorventes aplicados (JARDIM, 2010). E uma
técnica que consiste em quatro fases: o condicionamento do sorvente, a
percolagao da amostra, a lavagem e a elui¢ao dos analitos com solvente
apropriado (LANCAS, 2004). No entanto, nao ha relatos na literatura sobre a
reutilizagao de seus cartuchos e recheios para novas analises. O que se torna
importante, em se tratando de meio ambiente, no sentido de verificar essa
possibilidade de reuso, sem impactar em analises incorretas.

A SPE tem uma aplicagao muito grande na pré-concentragao e extragao
de antibioticos, exemplos de farmacos naturais ou sintéticos que impossibilitam
o crescimento ou causam a morte de fungos ou bactérias, sendo aplicados
como medicamentos no tratamento de doengas bacteriologicas e muitas vezes
acabam poluindo os meios aquaticos (SILVA, 2018).

Dentre estes farmacos, a cefalexina tem sido indicada para o tratamento
de infec¢des do trato respiratorio, infecgoes da pele, 0sseas e otite, se tratando de
uma cefalosporina de primeira geragao, que pertence ao grupo dos antibidticos
beta-lactamicos classicos, sendo formada pela jun¢do entre os compostos
fenilglicina com o acido 7-amino desacetoxicefalosporanico (7-ADCA) (AHN,
2019). Na Figura 1 & possivel observar a estrutura da cefalexina.
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Figura 1 - Estrutura da Cefalexina.
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Fonte: Ahn (2019, p. 13).

A cefalexina é um po branco com odor caracteristico, pouco soltivel em
agua e praticamente insoltivel em etanol, cloroféormio e éter, apresentando, em
sua estrutura, os grupos funcionais amina, amida, tioéter e acido carboxilico,
e além desses grupos, ha também a presenca de uma cadeia lateral, formada
por uma amina primaria, uma amida e um anel benzénico (AHN, 2019). A
cefalexina pode ser pré-concentrada por meio da técnica de SPE, sendo assim, o
objetivo do presente trabalho foi avaliar o potencial de reuso dos cartuchos C18
de SPE na recuperagao deste micropoluente.

2 METODOLOGIA

Preparou-se a solugdao estoque de cefalexina, a partir de um padrao
(marca Sigma, n° CAS: 15686-71-2), diluindo 0,1 g do padrao em 100 mL de agua
ultrapura, obtendo uma solugao de 1000 mg/L, em seguida partindo-se dessa
solugdo, preparou-se as solugdes para curva de calibragao e fez a varredura
por meio da espectrometria de absor¢ao molecular em espectrofotometro
(marca Thermo Scientific, modelo Genesys 10S UV-Vis), para verificar qual o
comprimento de onda adequado para realizar as leituras das amostras.

A partir da solugao de 1000 mg/L (solugdao estoque) preparou-se, em
triplicata, trés solugdes de trabalho nas concentracdes de 1, 5 e 10 mg/L, as
quais também foram lidas no espectrofotdometro de absor¢ao molecular. O pico
de maior intensidade foi no comprimento de onda de 262 nm. Apos, acoplou-se
os cartuchos do tipo Strata-X (C18) no equipamento de SPE (manifold - marca
Agilent) e conectou-o a uma bomba de vacuo (marca Arconi, modelo MA-058)
para realizagdao da extragao/pré-concentragao.

Percolou-se pelos cartuchos 6 mL de metanol puro (marca Merck)
seguido de 6 mL de agua purificada, apds passou-se as solugdes de cefalexina,
em triplicada, pelos cartuchos (100 mL), conforme representa a Figura 2. Ao
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término, foi percolado 6 mL de metanol 5% em agua, deixando secar por 5
minutos, decorrido este tempo, foram acoplados dentro do manifold os tubos de
ensaio para coleta da matriz de interesse e apos, percorreu-se novamente 6 mL
de metanol puro.

Figura 2 - Solugdes de cefalexina sendo pré-concentradas pela SPE.

Fonte: da Autora (2021).

Ao término da pré-concentragao foi realizada a evaporagao do metanol
contido em cada tubo de ensaio, por meio do fluxo de nitrogénio. Apbs,
ressuspendeu-se o residuo dos tubos de ensaio com 10 mL de adgua ultrapura
e agitou-se cada tubo de ensaio em vortex por 2 minutos, para garantir uma
melhor homogeneizagao. Posterior a esta etapa, realizou-se, novamente, a
leitura da absorbancia por meio da espectrofotometria de absor¢ao molecular a
fim de verificar o percentual de recuperagao obtido, no comprimento de onda
de 262 nm.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados de absorbancia (A) obtidos por meio da espectrofotometria
de absor¢ao molecular em 262 nm, nas solugdes de concentragoes 1,5e 10 mg/L,
pré-concentradas por SPE da cefalexina (cada uma delas em triplicata), sempre
utilizando os mesmos cartuchos, estdo dispostos na Tabela 1. Cabe ressaltar que
ao evaporar, com o fluxo de nitrogeénio, as solugdes de concentragao 1 mg/L na
primeira vez que se fez a analise, houve perda destas, e por consequéncia nao
foi possivel calcular o percentual de recuperagdo neste caso.
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Tabela 1 — Absorbancia, em 262 nm, obtida em cada concentrac¢ao analisada trés

vezes com 0s mesmos cartuchos de extragao.

SPE  Concentragao (mg/L) (antes ﬁa SPE) (depoisA:la SPE)

1 0,017+0,001 -

1° 5 0,102+0,001 0,786+0,007

10 0,217+0,002 1,141+0,011

0,025+0,001 0,171+0,002

2° 5 0,105+0,001 0,408+0,003

10 0,216+0,001 0,719+0,004

1 0,024+0,002 0,153+0,001

3° 5 0,111+0,001 0,374+0,003

10 0,221+0,002 0,685+0,005

Fonte: das Autoras (2021).

Partindo dos valores apresentados na Tabela 1, obteve-se o percentual
de recuperagao da cefalexina para cada concentragao analisada, conforme esta
representado na Tabela 2. A metodologia foi feita de acordo com Gonzalez, et
al. (1999).

Tabela 2 - Percentual de recuperagao da cefalexina nas diferentes concentragoes.

SPE Concentragao (mg/L) Recuperagao (%)
1 -

1° 5 76,83
10 52,44

67,31

2° 5 38,64
10 33,31

63,75

3° 5 34,00
10 30,99

Fonte: da Autora (2021).

Pode-se perceber que conforme a concentra¢ao da cefalexina aumenta,
tem-se a diminuigao do percentual de recuperagao, isso em todas as vezes tres
pré-concentragdes realizadas.
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Neste contexto, Oliveira (2019) no desenvolvimento de seu mestrado
investigou a eficiencia da metodologia SPE na recuperacao de alguns farmacos
mais utilizados e conhecidos para o tratamento de diferentes tipos de infecgdes.
A autora utilizou cartuchos com recheio de C18 e obteve recuperagdes de 84,2
a 91,3%, concluindo que aplicar a SPE para pré-concentrar farmacos é uma boa
alternativa, principalmente por se tratar de uma metodologia de baixo custo.

JaMartin et al. (2011) analisaram seis farmacos por meio da SPE, a fim de
averiguar a recuperagdo destes em meio de agua ultrapura, utilizando cartuchos
de extragao com recheio C18 e obtiveram um percentual de recuperagao
de 74 a 93%. Os autores concluiram que a técnica de SPE permite obter uma
recuperagao significativa para os farmacos em geral.

4 CONCLUSAO

As recuperagdes verificadas neste trabalho mostraram-se mais baixas
se comparadas a trabalhos desenvolvidos por outros autores, porém ainda
assim podem ser consideradas eficientes, bem como o reuso dos cartuchos de
extracao, apesar de apresentarem menor grau de recuperagao. Considerando
os resultados, o reuso dos cartuchos pode ser uma alternativa conveniente, ao
ser aplicada com a técnica de SPE, devido o baixo custo de desenvolvimento.

Ficam como sugestdoes de melhoria para alcancar maiores niveis de
recuperagao, avaliar outros tipos de cartuchos e solventes utilizados ao longo da
metodologia, além de verificar outro método para leitura final da recuperagao,
como por exemplo, a utilizagdo de cromatografia.
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