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Esse projeto faz parte da chamada PVE-CAPES/CNPq (PVE 163 - Qualidade da agua e de
alimentos: estudos analiticos avanc¢ados para investigacdo de residuos de farmacos,
agrotdxicos, bem como seus respectivos metabdlitos e produtos de degradacdo em
amostras ambientais e em alimentos), que contou com a colaborag¢do do Laboratério
Nacional Agropecudrio do Rio Grande do Sul (LANAGRO-RS) do Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA) e do Instituto de Diagndstico Ambiental
y Estudios del Agua (IDAEA) do Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC —
Barcelona, Espanha), tendo como pesquisadores envolvidos o Dr. Damid Barceld e sua
equipe.

Os trabalhos desenvolvidos serdo apresentados em trés grandes capitulos a fim
de facilitar a distribuicdo, apresentacao e discussao dos dados.

No Capitulo I, sera abordado o desenvolvimento e validagdao e monitoramento
de um método de varredura para determinac¢do de cerca de 300 compostos organicos,
entre farmacos e pesticidas, que podem ser encontrados em dguas superficiais e
efluentes urbanos.

No Capitulo Il, serd abordada a influéncia da presenca de antimicrobianos na
agua do Arroio Diltvio e sua consequéncia na presenca de bactérias resistentes.

No Capitulo Ill, serd abordado o comportamento de dois antibidticos
largamente utilizados (amoxicilina e ampicilina) no que diz respeito a sua estabilidade

frente a fotdlise.
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ACN: acetonitrila

ACO: acetona

AINEs: anti-inflamatérios ndo esteroidais

AMP: ampicilina

AMX: amoxicilina

ANVISA: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria do Brasil
AS: dgua superficial

ATBs: antimicrobianos

AZT: azitromicina

bbCID: do inglés Broadband Collision Induced Dissociation
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DOXI: doxiciclina

DP: do inglés declustering potential
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ANEXO Il

Figura I. Produtos de amplificdo por PCR analisados por electroforese em gel de
agarose a 2%. (A) de junho de 2018 e (B) de setembro de 2018 produtos de
amplificacdo 16S rRNA (C) de junho de 2018 e (D) setembro de 2018 produtos de
amplificagdao blaTEM. (E) junho de 2018 e (F) de setembro de 2018 produtos de
amplificagdo ermB. (G) junho de 2018 e (H) setembro de 2018 produtos de
amplificagao gnrS. (I) Junho de 2018 e (J) Setembro de 2018 produtos de amplificao de
sull M: 100 pb DNA Ladder (Invitrogen), C: plasmideo pIDTSmart contendo
fragmentos blaTEM, ermB, gnrS e sull e .1, .2, .3 representam as triplicatas dos pontos

de amostragem de 1 a 6. 170
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RESUMO

A identificacdo de compostos emergentes (CEs), como farmacos e pesticidas,
em efluentes urbanos e em aguas superficiais, € uma das principais linhas de pesquisa
em relacdo a qualidade da agua. Métodos de triagem para andlise de compostos
targets e untargets sao uma alternativa em potencial e podem ser usados para uma
avaliacdo abrangente da presenca destes compostos no ambiente. Um método
utilizando extracdao em fase soélida seguida de andlise por cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massa de tempo de voo (LC-QTOF-MS/MS) foi
desenvolvido para avaliacdao de 301 compostos emergentes (farmacos e pesticidas) em
amostras de dgua. O método validado foi capaz de detectar e identificar 170
compostos em efluentes de estacdes de tratamento de dguas residuais e 198
compostos em dguas superficiais. O método foi utilizado para realizar o
monitoramento ambiental no periodo de dois anos em seis pontos do Arroio Dillvio,
em Porto Alegre, e em um ponto no rio dos Sinos e um no rio Gravatai, na regiao
metropolitana. Nos seis pontos monitorados no arroio, foram encontrados 32
compostos (20 farmacos e 12 pesticidas). Dentre os pesticidas, o DEET foi o de maior
incidéncia, e dentre os farmacos, foram os B-bloqueadores e os antimicrobianos.
Padrdes temporais e espaciais da ocorréncia de CEs foram investigados usando a
técnica quimiométrica de Tucker3.

Dentre os CEs, os antimicrobianos merecem atencdo especial. Para isso, foi
desenvolvido e validado método quantitativo para avaliar a ocorréncia de 40
antimicrobianos no Arroio Diltvio, utilizando cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massa. Devido a alta incidéncia destes compostos, avaliou-se
também a ocorréncia de genes de resisténcia usando a técnica de PCR.

Para avaliar o impacto de contaminantes emergentes no meio ambiente e na
saude humana, é necessario elucidar os produtos de transformacdo e sua cinética de
degradacdo para avaliar os possiveis riscos. No presente trabalho, avaliou-se a a
cinética de degradacdo e produtos de transformacdo dos antibidticos B-lactamicos
amoxicilina e ampicilina. Amostras de agua superficial contendo esses antibidticos

foram submetidas a fotélise e analisadas por cromatografia liquida acoplada a
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espectrometria de massa com detecg¢dao de Orbitrap, a fim de estabelecer o perfil de

degradacgdo e a formagado de produtos de transformacao.

Palavras-chave: contaminantes emergentes; farmacos; pesticidas; antimicrobianos,
analise ambiental; agua da superficie; LC-QTOF-MS; untarget; bactérias resistentes a
antibidticos; genes de resisténcia a antibidticos; LC-MS/MS; produtos de

transformacdo; Orbitrap-MS.
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ABSTRACT

Identification of emerging compounds, such as pharmaceuticals and pesticides,
in urban effluents and in surface waters is one of the main lines of research related to
water quality. Screening methods for potential target and untarget compounds are a
potential alternative and could be used for a comprehensive evaluation of samples
composition. Liquid chromatography coupled to time of flight mass spectrometry (LC-
QTOF-MS) was developed to provide full-spectrum data and high mass resolution for
monitoring of 301 pharmaceuticals and pesticides in environmental water samples.
Samples were extracted by solid-phase extraction and analyzed by LC-QTOF-MS. The
final method was able to detect 170 chemicals in wastewater treatment plant effluent
and 198 chemicals in surface water. The method was used to carry out the
environmental monitoring during two years, in six points of the Diluvio stream, in
Porto Alegre, and one point on the Sinos River and one on the Gravatai River, in the
metropolitan region. At the six points monitored in the stream, 32 compounds (20
drugs and 12 pesticides) were found. Within pesticides, DEET was the one with the
highest incidence, and among the drugs, were B-blockers and antimicrobials. Temporal
and spatial patterns of EC occurrence were investigated using the Tucker3
chemometric technique.

Among the CEs, antimicrobials deserve special attention. For this, a quantitative
method was developed and validated to evaluate the occurrence of 40 antimicrobials
in the Diltvio stream, using liquid chromatography coupled to mass spectrometry. Due
to the high incidence of these compounds, the occurrence of resistance genes using
the PCR technique was also evaluated.

To assess the impact of these substances in the environment and in the human
health, it is necessary to elucidate the transformation products and their kinetic of
degradation to evaluate the possible risks. In the present report, the characterization
and the degradation kinetic of twowidely used B-lactams antibiotics — amoxicillin and
ampicillin —was evaluated. Surface water samples containing these antibiotics were
submitted to photolysis and analyzed by liquid chromatography coupled to mass
spectrometry with Orbitrap detection in order to establish the profile of degradation

and the formation of transformation products.
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INTRODUCAO

A identificacdo de compostos organicos, como farmacos, hormoénios, pesticidas,
produtos de higiene pessoais, entre outros, em efluentes urbanos e em aguas
superficiais, € uma das principais linhas de pesquisa em relacdo a qualidade da agua
[1], pois existe um impacto direto destes compostos sob 0os humanos, animais e meio
ambiente. Estes compostos em geral, sdo denominados “contaminantes emergentes”
[2,3].

Contaminantes emergentes (CEs) sdo substancias utilizadas no nosso cotidiano
e, na maioria das vezes, ndo apresentam dados ecotoxicolégicos. De acordo com a
Agéncia de Prote¢ao Ambiental Americana (EPA-US, do inglés Environmental
Protection Agency - United States), os CEs sdo novas substancias quimicas, sem
regulamentacdo legal, cujo impacto ambiental e a saide humana pouco se conhece
[2]. A cada ano, uma grande quantidade de novos compostos quimicos é sintetizada e
utilizada em diferentes dreas, que por fim, acabam sendo liberados no meio ambiente,
ocasionando consequéncias imprevisiveis aos seres humanos e organismos aquaticos
[4]. Essas substancias s3ao caracterizadas pela constante contribuicdo para o meio
ambiente. Como consequéncia e apesar de - em alguns casos - baixa estabilidade, sdo
considerados pseudo-persistentes [2].

Dentre os CEs, a classe que merece atencdo especial sdo os desreguladores
enddécrinos (DEs). DEs sdo substdncias capazes de promover alteracdes no sistema
enddcrino tanto de animais como de humanos [5]. A desregulacdo enddcrina é
desencadeada pelos contaminantes capazes de mimetizar hormoénios enddgenos, ou
seja, ligam-se aos receptores estrogénicos enddgenos e desenvolvem determinadas
acdes que ndo foram comandadas pelo préprio organismo, interferindo diretamente
na homeostasia, que é fundamental para a manutencdo do equilibrio nos organismos
vivos [6,7]. Nos ultimos 30 anos, essas substancias se disseminaram no ambiente
aquatico, gerando um ambiente com potencial de interferir no sistema endécrino dos
organismos expostos [8,9].

Entre estes DEs, os farmacos e os pesticidas sdo de especial interesse, porque,
apesar da baixa concentracdo, sdo introduzidos continuamente no ambiente, podendo

assim promover efeitos adversos e acumulativos imprevisiveis [10]. Alguns deles sdo
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resistentes aos tratamentos utilizados nas Estacdes de Tratamento de Efluentes (ETEs)
convencionais [11]. Subsequentemente, afeta as dguas receptoras onde os compostos
sdo liberados como contaminantes organicos ambientais [12,13]. Uma vez na 4gua, é
esperado que os CEs também se acumulem no sedimento de um curso d’agua [14,15].

Os farmacos sao considerados as principais moléculas bioativas que podem
estar presentes na agua [16], portanto, eles sdo importantes em termos de seus
efeitos e seu destino como contaminantes ambientais [10]. Em alguns casos, ndo sé o
composto original é biologicamente ativo, mas também seus produtos de
transformacdo (TPs), gerados pelo metabolismo e outros processos de degradacao
[17].

Farmacos podem ser suscetiveis, em maior ou menor grau, a degradacao,
através de acdo dos microrganismos e da acdo da luz solar [18,19]. Isto é
especialmente verdadeiro para classes farmacoldgicas como os antimicrobianos (ATBs)
[2], uma vez que eles sdo biologicamente ativos, tendo biodegradabilidade limitada e,
consequentemente, ndo sao eficientemente removidos nas ETEs [20], no caso de
amostras ambientais. Isso justifica o fato destes estarem entre os farmacos mais
comumente detectados no ambiente aquatico [21].

O estudo de processos mais eficientes para a degradagdo/transformacdo de
CEs, envolvendo processos e determinag¢ao da cinética de degradacao, identificacdo
dos compostos de maior persisténcia e dos produtos de transformacdo, bem como a
toxicidade destes compostos gerados, é fundamental para uma melhor compreensao
da atuacdo dos CEs no ambiente.

Os antimicrobianos sdo uma das classes mais utilizadas de farmacos, tanto na
medicina humana como na veterindria. A crescente utilizacdo de antimicrobianos na
medicina humana, pecuaria, avicultura e piscicultura, aliado ao descarte inadequado
destes compostos, tém causado selecdo genética de bactérias resistentes e, portanto,
mais nocivas, devido a presenca destes residuos no meio ambiente [1,11,22]. O amplo
uso de antimicrobianos e sua presenca no meio ambiente podem levar ao
desenvolvimento de genes de resisténcia a antimicrobianos [23]. A presenca de
bactérias resistentes aos antimicrobianos no meio aquatico traz preocupagao em torno
de alimentos provenientes deste meio e, consequentemente, a saude publica através

da cadeia alimentar [2], sendo necessario considerar também o consumo de agua.
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Em relagdo aos pesticidas, esses sdao usados principalmente para melhorar a
produtividade na atividade agricola [24]. Varios deles sdo misturas de aditivos e
ingredientes ativos [25], e o escoamento das areas agricolas é uma importante fonte
de poluentes [24]. Mais do que isso, a reutiliza¢cdo agricola de lodo de esgoto ou adubo
como fertilizante, pode representar outra fonte de contaminag¢do ambiental [26].

A concentragdao de farmacos e pesticidas em aguas superficiais que recebem
efluentes urbanos tende a variar durante o periodo de um ano, devido ao maior
consumo de algumas substancias em épocas definidas, como por exemplo, maior
incidéncia de antibidticos no inverno, devido as doencas respiratérias comuns nesse
periodo. Por isso, um monitoramento eficiente por um periodo longo se faz
importante a fim de avaliar a variacdo da ocorréncia e concentracdao dos farmacos
durante esse periodo, relacionando os dados obtidos para dguas e sedimentos.

Métodos multirresiduos para farmacos e pesticidas sdo ferramentas muito
Uteis para determinar o perfil da ocorréncia de CEs no ciclo da d4gua em apenas uma
andlise. Considerando o nivel de concentracdo extremamente baixo que estes
compostos se encontram neste tipo de amostra, geralmente em concentragdes em
nivel de tracos ou ultratracos (ug Lte ng L") [26], fazem-se necessarios métodos com
alta especificidade e sensibilidade.

Com o advento de técnicas analiticas suficientemente sensiveis, niveis cada vez
mais baixos destes contaminantes podem ser detectados. A espectrometria de massa
é uma ferramenta que tem se mostrado valiosa nesse campo de pesquisa, uma vez
gue propicia a andlise simultdnea de compostos com diferentes caracteristicas
guimicas [27].

Diferentes técnicas de espectrometria de massa, acopladas principalmente a
cromatografia liquida, sdo utilizadas para determinacdo de contaminantes organicos
em amostras aquosas ambientais e podem trazer informacbes importantes, sejam
relacionadas a quantificacdo, com alta seletividade e sensibilidade, através da
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa em modo tandem (LC-
MS/MS), ou uma avaliacdo ampla dos contaminantes da amostra, dados fornecidos
através de uma andlise utilizando cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massa por tempo de voo (LC-QTOF-MS) [11,28]. O espectrometro de massa do tipo

tempo de voo é uma técnica muito poderosa na investigacdo de contaminantes nao
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esperados inicialmente na amostra, os chamados compostos untarget ou suspect
analysis [28].

Diante do exposto, a determinacdo de residuos de CEs no meio aquatico
desempenha um papel fundamental para a estimativa da exposicdo humana e do meio
ambiente a estes compostos, permitindo avaliar a extensdo dos danos ambientais
causados pelo constante despejo desses residuos e garantir a qualidade e a seguranca
da agua e, por consequéncia, de toda a cadeia alimentar, em relacdo aos niveis destes

contaminantes.

OBIJETIVOS

Objetivo Geral

Este trabalho tem como objetivo o desenvolvimento e validacdo de
metodologias analiticas para analise de contaminantes emergentes em aguas e a
realizacdo de um monitoramento ambiental a fim de avaliar a presenca de
contaminantes emergentes, metabdlitos, produtos de transformacao, ecotoxicidade e
e bactérias resistentes a antibidticos em amostras de aguas superficiais da regido

metropolitana de Porto Alegre.

Objetivos Especificos

° Adaptar metodologia para extracdo em fase solida (SPE) dos analitos de
interesse em amostras aquosas ambientais;

° Desenvolver e validar metodologia analitica para determinagdo da ocorréncia
de contaminantes emergentes (pesticidas, anti-inflamatdrios ndo esteroidais (AINEs),
corticdides, PB-bloqueadores, sedativos, coccidiostdticos, antimicrobianos, entre
outros), totalizando cerca de 300 substdncias em amostras aquosas ambientais em
niveis de ng L e pug L™, por LC-QTOF-MS;

° Desenvolver e validar metodologia analitica para determinacado e quantificacao

de 40 antibidticos, pertencentes as classes sulfonamidas, tetraciclinas,
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(fluor)quinolonas, macrolideos, lincosamidas e B-lactamicos, em amostras de dguas
superficiais e de efluente em niveis de ng L' e pg L™, utilizando LC-MS/MS;

° Avaliar a expressao dos genes blaTEM, ermB, qnrS e sull, que conferem
resisténcia a antibidticos das classes B-lactamicos, macrolideos, (fluor)quinolonas e
sulfonamidas, respectivamente, através de técnica de reagdo em cadeia da polimerase
(PCR) em amostras aquosas ambientais.

° Realizar monitoramento ambiental, no periodo de dois anos, nas dguas do
Arroio Diltuvio, e Rios da Regido Metropolitana de Porto Alegre (Rio dos Sinos e Rio
Gravatai), e fazer uma relagdo sazonal da ocorréncia destes compostos;

° Relacionar a concentracdao de antimicrobianos com a expressao de genes de
resisténcia de antimicrobianos das bactérias presentes no meio aquatico;

° Realizar estudo para cinética de degradacdo e identificar os principais
metabdlitos e produtos de transformacdo de alguns farmacos de amplo consumo
utilizando ensaios de fotdlise artificial, seguidos de analise por cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massa de alta resolucdo;

. Realizar analises de ecotoxicidade nas amostras ambientais utilizando ensaios

de toxicidade aguda em Danio rerio.
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CAPITULO I: Monitoramento ambiental da dgua do Arroio Diltvio, Rio Gravatai e Rio
dos Sinos, utilizando metodologia analitica desenvolvida e validada para a andlise de
contaminantes emergentes (farmacos e pesticidas) por Cromatografia Liquida

Acoplada a Espectrometria de Massa por Tempo de Voo (LC-QTOF-MS)
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1. Objetivos Especificos

. Desenvolver metodologia para extracao em fase sélida (SPE) dos analitos de
interesse em amostras aquosas ambientais;

° Desenvolver e validar metodologia analitica qualitativa para determinacdo da
ocorréncia de contaminantes emergentes (pesticidas, anti-inflamatdrios nao
esteroidais (AINEs), corticoides, B-bloqueadores, sedativos, coccidiostaticos,
antimicrobianos, entre outros), totalizando cerca de 300 substancias em
amostras aquosas ambientais em niveis de ng L e Ug LY por LC-QTOF-MS;

° Realizar monitoramento ambiental, no periodo de um ano, nas dguas do Arroio
Diluvio, e Rios da Regido Metropolitana de Porto Alegre (Rio dos Sinos e Rio
Gravatai), e fazer uma relagdo sazonal da ocorréncia destes compostos;

. Realizar analises de ecotoxicidade nas amostras ambientais utilizando ensaios

de toxicidade aguda em Danio rerio.

2. Revisao bibliografica

2.1. Monitoramento de contaminantes emergentes em amostras ambientais

A presenga de contaminantes emergentes em ambientes aquaticos é uma
grande preocupacdao mundial, gerando discussdes que visam a busca de solugdes [5],
especialmente porque as fontes de dgua potavel estdo se tornando cada vez mais
escassas. O rapido desenvolvimento industrial, o crescimento populacional e as secas
prolongadas aumentam este problema. A contaminacdo da dgua também contribui na
reducdo de dgua potdvel no mundo, que é exacerbada pela descarga crescente de
efluentes de diversos tipos que muitas vezes ndo passaram por processo de
tratamento adequado. Desta forma, a descarga crescente de poluentes convencionais
e emergentes é uma preocupacdo muito grande, pois pode afetar direta ou
indiretamente a saude da populagcdo. Alguns CEs podem ser recalcitrantes no meio
aquatico, as taxas de remocao nas estacOes de tratamento de efluentes urbanos nao
sdo suficientes para superar as altas taxas de introducdo destes compostos no

ambiente, sendo que a fragdo que alcanga o ambiente acaba sendo responsavel pela
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persisténcia e efeitos maléficos destes compostos [29]. Assim, o entendimento do
destino e do comportamento de CEs no ambiente é fundamental para encontrar uma
forma de melhorar a qualidade dos efluentes urbanos e, por consequéncia, melhorar
os processos de tratamento de dgua potdavel [29].

Estimativas demonstram que menos de 50% do esgoto doméstico é recolhido
no Brasil, sendo que deste apenas 37,5% é tratado [30—-32], do que se entende que
boa parte dessas substancias é despejada no meio aqudtico sem qualquer tipo de
tratamento. Estima-se que a utilizagdo em medicina humana e veterinaria contribui
com cerca de 80% da emissdo de fdrmacos no meio aquatico [33,34].

Os farmacos, uma vez administrados, podem ser excretados (via urinaria e
pelas fezes) na sua forma inalterada, conjugados ou como seus metabdlitos, chegando
ao ambiente aquatico através do esgoto doméstico, podendo assim se propagar e
atingir aguas superficiais devido a suas caracteristicas hidrofilicas e de baixa remoc¢ao
em ETEs. [10]. Outras fontes de entrada destes compostos no ambiente sdo a
disposicdao inadequada de medicamentos expirados em locais inadequados, efluentes
hospitalares e industriais, além da grande utilizacdo na medicina veterinaria, producdo
animal e aquicultura [1,11,22]. A principal preocupag¢ao com esses compostos é seu
impacto nas fontes de agua, que mesmo em quantidades muito baixas, podem
apresentar efeitos indesejaveis. Por esse motivo, recentemente foram denominados
como pseudopersistentes, pois apesar de suas moléculas muitas vezes ndo
apresentarem estabilidade, sdo continuamente introduzidas no ambiente [35].

Em relagdo aos pesticidas, atualmente o Brasil € o primeiro pais em uso de
pesticidas [36]. Além da drea continental do pais, o clima tropical e a ocorréncia de
mais de uma colheita por ano s3o alguns fatores que contribuem para esse alto
consumo [36]. No entanto, o monitoramento de pesticidas e outros CEs ainda é
incipiente. Considerando extens3o do pais, ha relativamente poucos estudos para sua
ocorréncia, com aproximadamente 60 estudos publicados entre 1997 e 2016 [37]. O
uso de pesticidas tem mudado de compostos persistentes e menos polares (tais como
moléculas organocloradas), para substancias mais polares e menos estaveis, que
possuem caracteristicas fisico-quimicas que levam a uma alta possibilidade de

contaminacdo das dguas subterraneas [25].
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Dentre os pesticidas empregados na lavoura, os herbicidas sdao os mais
utilizados, em especial o glifosato. Outros agrotdxicos como os organoclorados,
organofosforados, carbamatos e piretréides sdo de extrema importdncia no
monitoramento ambiental. A Portaria N2 2.914/2011 do Ministério da Saude
apresenta limites para 36 agrotdxicos e metabdlitos na dgua para consumo humano.
Porém, é de fundamental importancia o monitoramento do maior nimero possivel
destes compostos, devido a grande quantidade de produtos ativos disponiveis no
mercado, que podem causar danos irreversiveis no ambiente e na saide humana [38].

A incidéncia de CEs em aguas doces, biota aqudtica e outras amostras
ambientais foi recentemente revisada [39—-41]. Estudos relacionados a presenca de CEs
no Brasil ainda sdo escassos se compararmos com outros paises do mundo, onde este
tipo de avaliacdo é intensiva. Alguns dados ja publicados no Brasil envolvem trabalhos
realizados em efluente, dgua de rio e dgua tratada. No estado do Ceara, Pessoa et al.
avaliaram a remocdo de estrona, 17-B-estradiol e etinilestradiol em ETEs. As amostras
foram coletadas em 2010 e 2012, e as concentrac¢des variaram de <LD (1,0 ng L) a
3180 ng L™ para etinilestradiol [42]. Locatelli et al. avaliaram a presenca de oito
antibidticos em agua de rio em S3o Paulo e todos foram encontraram pelo menos em
uma amostragem [43]. No Estado de S3o Paulo, na regido de Campinas, Jardim et al., e
Montagner e Jardim, avaliaram a presenca de alguns farmacos e hormonios em 3agua
de rio no periodo de marco de 2006 a janeiro de 2007. Nesse trabalho foram
encontrados paracetamol, acido acetilsalicilico, diclofenaco, cafeina, 17 B-estradiol,
progesterona e levonorgestrel [44,45]. Lopes et al. 2006, avaliaram a presenga de
estrona e 17 B-estradiol em agua do rio na regido de Jaboticabal-SP. O estudo foi
realizado em 2006 durante cinco meses. O 17 B-estradiol foi encontrado em 25% das
amostras analisadas e a estrona foi encontrada apenas em uma amostra [46].

Na regido urbana de Porto Alegre, nosso grupo realiza estudos desde 2008 no
sentido de caracterizar efluentes urbanos e aguas superficiais (em especial o Arroio
Dildvio), no que diz respeito a presenca destes compostos, a citar:

- Avaliacdo da presenca e quantificacdo de farmacos que envolvem tanto o Arroio
Dilivio como rios da regido metropolitana de Porto Alegre (rio dos Sinos e Gravatai),
bem como efluentes urbanos, mostraram a presenga de antibidticos [47], anti-

inflamatdrios ndo esteroidais [48] e hormonios [49];
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- Nos estudos realizados nos efluentes urbanos, inimeros contaminantes emergentes
foram detectados e quantificados, além da avaliagdao da eficiéncia da remocgao destes
compostos em diferentes processos de tratamento de efluentes (trabalho de pods-
doutorado);

- Definicdo de metodologia para isolamento e identificacido de produtos de
transformacao oriundos de processos de tratamento [50];

- Estudos cinéticos dos processos de degradacao utilizando fotocatdlise [51].

2.2. Area de estudo

O Arroio Dilavio nasce na Lomba do Pinheiro, Zona Leste da Cidade, na Represa
da Lomba do Sab3o. Recebe vérios afluentes como os Arroios dos Marianos, Moinho,
Sdo Vicente e Cascatinha e desagua no lago Guaiba no limite entre os parques Marinha
do Brasil e Mauricio Sirotsky Sobrinho (Harmonia). A microbacia do Dilavio tem cerca
de 80 km?, dos quais 19% estdo localizados no Municipio de Viamdo. A extensdo
canalizada do Arroio Diluvio é de aproximadamente 12 km. O Arroio Diltvio atravessa
uma darea urbana que compreende mais de 400 mil habitantes. De acordo com
estudos, o curso d’agua recebe, além dos despejos liquidos, em torno de 50000 m® de
solo e residuos sélidos anualmente. Do efluente urbano gerado pela cidade, estima-se
que cerca de 70% deste é recolhido adequadamente, através de redes coletoras para
posterior tratamento [32,52]. Apesar do expressivo percentual de redes coletoras
implantadas nesta bacia, a elevada contribuicdo de efluentes sanitarios compromete
visivelmente a qualidade das dguas do Arroio Diltvio, principalmente em pontos de
urbanizacdo recente, onde a coleta dos efluentes ndo acompanhou a expansao
populacional. Além disso, existem ligacOes ilegais do efluente a rede pluvial, sejam por
questdes técnicas e/ou culturais, que acabam diretamente pelo Arroio Diltvio. Existe,
ainda, neste entorno, cerca de oito hospitais, um deles veterinario, que podem
contribuir para a ocorréncia de farmacos no Arroio. O Arroio Diluvio desemboca no
lago Guaiba, de onde é coletada a maior parte da dgua consumida pela populacdo de
Porto Alegre.

O lago Guaiba é um ecossistema que sustenta uma rica biodiversidade, onde

interagem diversas espécies vegetais e animais, que dependem de sua boa qualidade e


https://pt.wikipedia.org/wiki/Ecossistema
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preservacdo. Tem uma area de 496 km?. E formado pelos rios Jacui (84,6%), dos Sinos
(7,5%), Cai (5,2%) e Gravatai (2,7%), e recebe também as dguas dos Arroios situados as
suas margens, abrangendo uma area de drenagem de 1/3 do territdrio do Rio Grande
do Sul. Nela, estdo situados os nucleos industriais mais importantes do estado,
concentrando dois tercos da producdo industrial do Rio Grande do Sul, e os centros
urbanos mais populosos, onde vive 70% da popula¢ao do estado. O manancial recebe
carga poluidora de vdrias naturezas, incluindo esgotos domésticos in natura, ou
parcialmente tratados, além de efluentes industriais e agricolas. As aguas do Guaiba
apresentam variacoes de qualidade, com maior prejuizo nas areas de margem, onde
ocorre menor dispersao das cargas poluentes afluentes [32].

A Bacia Hidrografica do Rio dos Sinos situa-se a nordeste do Estado do Rio
Grande do Sul, entre as coordenadas geograficas de 29°20" a 30°10’ de latitude Sul e
50°15’ a 51°20’ de longitude Oeste. Abrange as provincias geomorfoldgicas do Planalto
Meridional e Depressdo Central. Possui drea de 3.746,68 km?, abrangendo municipios
como Campo Bom, Canoas, Gramado, Igrejinha, Novo Hamburgo, S3ao Leopoldo,
Sapucaia do Sul, Taquara e Trés Coroas, com populacdo total estimada em 1.249.100
habitantes. Tem sua nascente na cidade de Caraa e desembocadura no delta do Jacui.
[53].

O Rio Gravatai localiza-se a leste do Estado do Rio Grande do Sul, entre as
coordenadas geograficas 29°45’ a 30°12’ de latitude Sul e 50°27'a 51°12' de longitude
Oeste. Abrange as provincias geomorfolégicas Depressdo Central, Planalto Meridional,
Escudo Sul-Rio-Grandense e Planicie Costeira. Possui area de 1.977,39 km? e populagdo
estimada em 1.298.046 habitantes, abrangendo municipios como Alvorada,
Cachoeirinha, Canoas, Gravatai, Porto Alegre, Santo Antonio da Patrulha e Viamao.

[53].

2.3. Metodologias analiticas para identificagdo de contaminantes
emergentes utilizando cromatografia liquida acoplada a espectrometria de

massa por tempo de voo (LC-QTOF-MS)

Varios métodos de analise sao utilizados para o monitoramento de poluentes

emergentes em amostras ambientais, como agua, solos e sedimentos. Em geral,
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considerando o nivel de concentragao extremamente baixo que estes compostos sao
encontrados neste tipo de amostra, fazem-se necessdrios métodos com alta
sensibilidade e especificidade como aqueles empregando cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massa, para que sejam possiveis a detecgcdo e a
guantificacdo dos contaminantes emergentes em &guas em nivel de tracos e
ultratragos.

A cromatografia a liquido acoplada a espectrometria de massa por tempo de
voo (LC-QTOF-MS) apresenta um enorme potencial na andlise qualitativa de
contaminantes organicos em niveis de tracos e ultratracos (mg L™, pg L' e ng L%). A
excelente precisdo de massa juntamente com a aquisicao de um conjunto de dados
completo em relagdo aos componentes da amostra com alta sensibilidade facilita a
realizacdo de um suspect screening de amplo escopo, seja na abordagem de
compostos targets, como untargets [28,54,55]. E possivel analisar os dados
previamente adquiridos em qualguer momento, para procurar compostos adicionais
(untargets) em uma anadlise de aquisicdao pds-dados, sem a necessidade de realizar
uma nova analise [56], desde que o método extrativo aplicado seja capaz de selecionar
o composto em questdo. A abordagem de analise untarget permite a identificacao de
compostos anteriormente nao incluidos no escopo do método. [57-60].

Quando da utilizagdo da cromatografia a liquido acoplada a espectrometro de
massa, a ionizacdo pode se dar de varias formas. Para substancias mais ldbeis em
termos de fragmentacdo, como é o caso da maioria dos farmacos e pesticidas, o
sistema de ionizacdo mais utilizado é a ionizacdo por Eletrospray (ESI, do inglés
Eletrospray lonization). Além disso, a ionizacdo pode ser conduzida no modo positivo,
onde o analito é carregado positivamente, e no modo negativo, onde é carregado
negativamente. De um modo geral, os compostos utilizados nesse estudo apresentam
melhor resposta quando ionizados no modo positivo, neste caso, o ion molecular terd
a estrutura [M+H"].

Na ionizacdo por ESI, o liquido no qual o analito de interesse se encontra
dissolvido passa através de um capilar, a vacuo, mantido sob alta voltagem. Na saida
do capilar sdo formadas pequenas gotas altamente carregadas (“spray”) que sdo
dessolvatadas ao se deslocarem em sentido contrdrio ao posicionamento de um

eletrodo. A medida que ocorre a dessolvatacdo, o tamanho das gotas é reduzido até o
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ponto em que a forga de repulsdo entre as cargas similares fica maior que as forgas de
coesdo da fase liquida, ocorrendo uma “explosao couldmbica”. Os ions gerados sao
transferidos para o interior do espectrometro de massas por uma série de dispositivos
de focalizagao [61].

Apds a etapa de ionizacdo, os analitos seguem para o analisador. O sistema
QTOF-MS consiste em um quadrupolo e célula de colisdao acoplados a um analisador de
tempo de voo (TOF, do inglés Time of Flight) com aceleragdo ortogonal para MS/MS.
Consequentemente, o analisador QTOF-MS tem a capacidade de andlise do MS, assim
como modos de operagdo em MS/MS. Fundamentalmente, o principio de
funcionamento do analisador QTOF-MS estd baseado na medida de tempo que levam
os ions gerados e acelerados com a mesma energia na fonte de ions, para alcangar um
eletrodo coletor localizado a uma distancia pré-determinada. A medida que os fons
possuem a mesma energia, mas diferentes massas, estes chegardo ao coletor em
momentos diferentes, dependendo da sua massa, carga e energia cinética [61].

E possivel que se obtenha numa mesma andlise, dados de massa exata e de
fragmentacdo dos compostos, através do modo bbCID (do inglés Broadband Collision
Induced Dissociation — Bruker Daltonics). A analise de compostos no modo bbCID gera
continuamente fragmentos de ions usando dissociacdo por colisdo induzida. Durante o
processo completo de triagem, o QTOF alterna rapidamente ciclos entre baixa energia
de colisdo (TOF-MS) e elevada energia de colisdo (bbCID) MS/MS, resultando na
colecdo de ion precursor e seus fragmentos de massa precisos em uma Unica andlise,

sem comprometimento da sensibilidade ou resolucdo (Figura 1) [62].

Célula de colisdo /—\
rapidamente alterna Anilise

entre energia baixa TOF
e elevada
TOF-MS
! | | v Deteccdo
" Ll bbCID
—_— .-_> MS/MS
> 1‘ =2 v Confirmagao

Todos ions Q1 permite Célula de coliséo

passagem dos ions

Figura 1. Esquema de aquisicdo de dados Bruker broadbandCID (bbCID): O
espectrometro de massa QTOF alterna rapidamente entre dois canais de massa
precisos com varredura completa, um com baixa energia de colisdo e o outro em
energia de colisdo elevada. Fonte: adaptado de Bruker Daltonics.
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Desta forma, a exatiddo na medida de massa proporcionada por um analisador
TOF é muito mais alta que para qualquer outro instrumento, devido a excelente
separacdo e deteccdo de ions no tubo de voo, permitindo erros inferiores a 5 ppm na
exatiddo da medida de massa dos ions (esse valor é aceito para verificagdo da
composi¢do elementar). Assim, o LC-QTOF-MS possibilita o desenvolvimento de
métodos de multirresiduos com alta especificidade na identificagdo das substancias
por meio da caracterizacdo da massa exata dos analitos de interesse com quatro
algarismos decimais, evitando falsos positivos. Para alcangar tal exatiddo de massa,
esses instrumentos requerem uma frequente calibracdo. A calibracdo on-line é vital
para evitar flutuagdes que podem acontecer durante a realizagdo da analise [61].

Nos ultimos anos, foram publicados varios trabalhos usando LC-QTOF-MS para
analisar CEs em amostras de meio ambiente. Um método para determinacdes de 150
CEs nas dguas usando LC-QTOF-MS foi validado para analisar 15 amostras reais com
resultados satisfatérios [63]. Martinez Bueno et al. utilizaram um sistema LC-QTOF-MS
para realizar a determina¢do qualitativa e quantitativa de diversos farmacos
(analgésicos, opidides e psicoestimulantes) em dguas superficiais [64]. A analise de 160
metabdlitos de farmacos em aguas residuais utilizando LC-QTOF-MS foi relatada por
Hernandez et al. em amostras previamente analisadas, utilizando analise de dados
pds-aquisicao [56]. Um método por LC-QTOF-MS para compostos target e untarget foi
aplicado para a identificagao de farmacos e seus metabdlitos em aguas residuais [65].
Farmacos e drogas ilicitas foram analisados em 34guas superficiais e aguas residuais
urbanas utilizando um método baseado em LC-QTOF-MS [66]. Bade et al. realizaram
um screening de 107 farmacos e drogas ilicitas em 18 amostras de aguas residuais,
comparando os dados de LC-QTOF-MS com dados UPLC-Orbitrap-MS [67]. Um método
de triagem e quantificacdo de 43 pesticidas utilizando LC-QTOF-MS foi desenvolvido e
aplicado a amostras de aguas superficiais e efluentes urbanos [68]. Atualmente, LC-
QTOF-MS foi a principal técnica utilizada para a determinacdo de residuos
farmacéuticos em amostras ambientais [9,59,69-71].

Para o preparo de amostra, a extracao e o clean-up sdo etapas extremamente
importantes quando se trabalha com andlise de nivel de trago. Otimizar o processo de
preparo de amostras com o objetivo de reduzir as interferéncias da matriz e melhorar

a precisao, sensibilidade, recuperacdo e um baixo nivel de limite de detecgdo sdo
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essenciais para a andlise instrumental [72]. Um dos protocolos mais frequentemente
utilizado para amostras aquosas é a extracao em fase sdélida (SPE) [1,59,68,73-75],
especialmente devido ao baixo consumo de solventes orgéanicos, ao alto fator de
concentragdo alcangado, a vdrios tipos de adsorventes disponiveis e a grande

diversidade de aplicagdes.

2.4. Pardmetros de desempenho de método analitico

Métodos analiticos baseados em espectrometria de massa de alta resolucao
(HRMS, do inglés high resolution mass spectrometry) sao muito Uteis para a quimica
ambiental devido a sua capacidade de confirmar se uma substancia esta presente ou
ndo em uma amostra em um determinado nivel de concentracdo [63].

No entanto, a validacdo da analise qualitativa € uma questdao menos explorada
do que a analise quantitativa nas diretrizes de validacdo propostas para andlises de
farmacos e de pesticidas. Recentemente, algumas considera¢des sobre a validacao de
métodos de selecdo para analise de residuos de pesticidas foram publicadas pela
SANCO (European Commission DG-SANCO 2012) [76].

Devido a falta de um protocolo de validacdo harmonizado para métodos de
selecdo de CEs baseados em HRMS, alguns autores estabelecem critérios especificos
gue devem ser alcancados no desenvolvimento e validacdo de métodos de triagem de
CEs [69,77,78]. Esses critérios sdo baseados em métodos de andlise toxicoldgica e
antidopagem, que possuem um numero relativamente grande de protocolos de
validacdo de andlise qualitativa [79,80].

A identificacdo somente do ion precursor com exatiddo de massa e do tempo
de retencdo pode levar a um alto numero de resultados falso-positivos,
particularmente quando se trabalha com matrizes complexas. No entanto, incluindo
um ion qualificador dado pela aquisicdio de dados por bbCID como requisito
obrigatério nos critérios de confirmacdo, resultados falso-positivos sdao praticamente

eliminados, garantindo a maxima confianca em resultados de triagem (figura 2).
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Confiabilidade acumulativa na identificacio do composto

Massa exata
do ion
precursor

Tempo de Distribuicdo
retencdo (RT) isotopica

ion qualificador

Figura 2. Critérios avaliados na identificacdo e confirmacdo dos compostos.
Fonte: a autora.

2.5. Avaliagéio de ecotoxicidade

Os ensaios de ecotoxicidade servem como um complemento das andlises fisicas
e quimicas, visto que somente essas analises ndo sao suficientes para caracterizar a
qgualidade de determinado ambiente. Apenas os organismos biolégicos sdo capazes de
detectar o efeito toxico que algumas substancias causam, pois, muitos organismos
respondem a concentracdes de substancias bem abaixo dos limites de deteccdo dos
métodos analiticos.

Métodos recentes de teste de toxicidade utilizam peixe nos estagios iniciais de
desenvolvimento, como o método proposto pela OCDE 236 Guideline que usa
embrides recém-fertilizados em testes de toxicidade aguda (OCDE 2013a), ISO 15088
(2007) e DIN 38415-T-6 (2001) [81,82].

Os ensaios ecotoxicologicos de toxicidade aguda avaliam a capacidade da
amostra em causar efeitos deletérios (morte ou imobilidade) aos organismos expostos
apos um curto periodo de exposicao. Danio rerio é uma das espécies mais comumente
usadas em ensaios de toxicidade em todo o mundo. A avaliacdo da toxicidade aguda
seguindo o método FET (do inglés Fish Embryo Toxicity Test) apresenta como proposta
a utilizacdo de embriGes de peixes como organismos-teste em substituicdo aos peixes
adultos. Desenvolvido e padronizado originalmente na Alemanha com o objetivo de
ser uma alternativa para a avaliacdo da toxicidade de efluentes com peixes em ensaios
de 48 h, foi sugerido internacionalmente pela OECD em 2013 (OECD 210 (2013b)) para

avaliacdo da toxicidade de substancias quimicas em ensaios de 96 h [82,83].
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3. Materiais e métodos

3.1. Materiais, solventes, reagentes e padrdes analiticos.

Os solventes utilizados nos procedimentos de limpeza dos materiais foram
acetona p.a. e comercial e hexano p.a. e comercial. Para o procedimento de andlise,
foram utilizados os solventes acetonitrila (ACN), acetona (ACO) e metanol (MeOH),
todos de grau HPLC, adquiridos de Merck (Darmstadt, Alemanha) e J.T.Baker
(Phillipsburg, NJ, EUA). O &cido acético (HAc) e o acido férmico (FA) foram ambos de
J.T.Baker (Phillipsburg, NJ, EUA). A dgua ultrapura (<18,2 MQ cm de resistividade) foi
obtida a partir do Sistema de Agua Reagente Milli-Q SP de Millipore (Bedford, MA,
EUA). Cartuchos de SPE de fase reversa polimérica Strata-X™ (33 um, 200 mg, 6 mL)
foram adquiridos de Phenomenex (Torrance, Califérnia, EUA). Filtros de membranas
de ésteres de celulose de 0,47 mm e diferentes tamanhos de poros (9; 5; 3; 1,2 e 0,45
pm) foram adquiridos de Merck Millipore (Billerica, Massachusetts, EUA) e filtros de
seringa de PVDF 0,22 um foram de Filtrilo (Colombo, PR, Brasil). Os padrdes analiticos
foram adquiridos de Riedel-de-Haén (Buchs, Suica), Across Organics (Geel, Bélgica), Dr.
Ehrenstorfer (Augsburg, Alemanha) ou Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA) de maior
pureza disponivel. Para as analises fisico-quimicas, foram utilizados acido cloridrico,

boérax, indicadores vermeho de metila e verde de bromocresol.

3.2. Equipamentos

Os sistemas de espectrometria de massa utilizados foram um cromatégrafo
liquido Agilent 1100 Series acoplado a espectrometro de massa quadrupolo-tempo de
voo Sciex 5600 (LC-QTOF-MS) (Sciex, Foster City, CA), e um cromatografo liquido
Nexera x2 Shimadzu acoplado a espectrometro de massa quadrupolo-tempo de voo
Impact Il Bruker (LC-QTOF-MS) (Bruker Corporation, Massachusetts, EUA). A coluna
cromatografica utilizada foi a Acquity UPLC BEH Phenyl (2.1 x 50 mm, 1.7 um) (Waters
Corporation, Massachusetts, EUA).

Para fins de preparo de amostra foi utilizado sistema de vacuo Supelco

Visiprep DL SPE vaccum manifold (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) para a etapa de SPE


https://www.google.com.br/search?q=Torrance+Calif%C3%B3rnia&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3SM_Izi5R4gAxiwwNDbW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDWA2RgQwAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwik6JCfmf_UAhWBS5AKHW63C_oQmxMIjQEoATAQ
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e concentrador de amostras Tecvap TE-0194 (Tecnal Equipamentos Cientificos,
Piracicaba, SP, Brasil).

Para as analises fisico-quimicas complementares, foram utilizados o pHmetro
Digimed DM22, o condutivimetro Digimed DM 31, o turbidimetro Turb plus Alfakit e o
OD Lutron WA-2015.

3.3. Métodos

3.3.1. Limpeza dos materiais de laboratério

Todas as vidrarias e materiais comuns de laboratério foram lavados com 4gua
em abundancia e enxaguados com agua deionizada e/ou destilada. Apds secagem, foi
passado primeiramente hexano e em seguida acetona em toda a vidraria. A vidraria
ndo volumeétrica foi levada ao forno, a 300°C por duas horas e resfriada. Todo material
foi embalado nas extremidades com papel aluminio, para evitar possiveis

contaminagoes.

3.3.2. Preparo das solugdes padrao estoque e de trabalho

Para o desenvolvimento e valida¢ao dos métodos analiticos, as solu¢bes padrao
estoque de cada composto foram preparadas separadamente dissolvendo 0,010 g num
volume de 10,0 mL do solvente adequado (metanol, acetonitrila ou dgua ultrapura, de
acordo com o composto) para obter uma concentracdo de 1,0 mg mL>. A partir da
solucdo estoque de cada analito, as solu¢cbGes de trabalho foram adequadamente
diluidas (chamada solu¢do mix), em solvente adequado de acordo com a solugdo, para
produzir solu¢des de mistura em concentracdes de trabalho de 1,0 ug mL™. Todas as
solucdes foram armazenadas em congelador, a uma temperatura em torno de -18°C,

por até seis meses.
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3.3.3. Otimizacao dos parametros de espectrometria de massa e de cromatografia
liquida para andlise de farmacos e pesticidas por Cromatografia Liquida

Acoplada a Espectrometria de Massa por Tempo de Voo (LC-QTOF-MS)

Inicialmente, o método foi desenvolvido e validado no Laboratério de Andlise
de Residuos de Pesticidas e Medicamentos (RPM) do Laboratério Nacional
Agropecudrio do Rio Grande do Sul (LANAGRO-RS).

O sistema LC-QTOF-MS utilizado foi um cromatégrafo liquido Agilent 1100
Series acoplado a um espectrometro de massa Triple TOF 5600 (Sciex). A ionizacdo foi
por eletrospray no modo positivo (ESI+). O intervalo de m/z para a aquisicdo de dados
foi de 100 a 1000 Da. A calibracdo do espectrometro de massa foi realizada entre cada
anadlise utilizando a Solugdao de Calibragao Positiva APCI para o SCIEX Triple TOF. A
voltagem do spray foi ajustada a 4500 V, a temperatura da fonte a 400°C, CUR (do
inglés curtain gas) a 15 psi, GS1 (do inglés ion source gas 1) a 50 psi, GS2 (gds 2) a 50
psi, DP (do inglés declustering potential) a 60 eV e CE (do ingés collision energy) a 10
eV. A analise dos dados foi feita pelo software Multiquant 2.1.1 (Sciex).

Apds a aquisicao de um sistema LC-QTOF-MS pelo Instituto de Quimica da
UFRGS, foi possivel adaptar o método ja desenvolvido e dar sequéncia ao estudo
dentro da universidade.

O sistema LC-QTOF-MS utilizado foi um cromatégrafo liquido Nexera x2
(Shimadzu) acoplado a um espectrometro de massa Impact Il (Bruker Daltonics). Os
softwares utilizados para a operagdo do sistema e aquisicdo de dados foram Compass
Hystar 3.2 e OTOF control 4.0. Dados de TOF-MS e bbCID (MS-MS/MS) foram
adquiridos na faixa de m/z de 50 a 1000 Da. A tensdo capilar da fonte de ions foi de
4000 V. A pressdao do gas nebulizador foi de 5,0 bar e a taxa de fluxo de gas de
secagem de 9,0 L min™". O nitrogénio foi utilizado tanto para o nebulizador quanto para
0 gas de secagem. A temperatura do gas de secagem foi de 210°C. O tempo de
transferéncia da fonte foi de 50 ps e o tempo de armazenamento pré-pulso de 5 ps. A
energia de colisdo em full scan foi ajustada em 10 eV e a energia de colisdo em bbCID
foi ajustada em 20-40 eV. No bbCID, os ions precursores foram fragmentados na célula
de colisdo sem pré-selecdo. Ao alternar a aquisicdao entre as condi¢cdes de MS e bbCID,

os conjuntos de dados de energia de colisdo alta e baixa foram coletados
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simultaneamente. A calibragdo externa do instrumento foi realizada com uma solugao
de formiato de sédio 10 mM.

Os softwares utilizados para aquisicdo de dados foram g-TOFcontrol 4.0 and
Compass Hystar 3.2, e os softwares Data Analysis 4.2 e Target Analysis 1.3 (Bruker
Daltonics) foram usados para processamento dos dados pds-analise e para a criacdo de
um sistema automatizado para geracao de relatérios de resultados positivos. Outra
ferramenta utilizada para analise de dados, quando necessario, para a identificacdo
dos compostos foi o software Smart Formula 3D (Bruker Daltonics).

Um banco de dados in house foi criado utilizando o software Target Analysis 1.3
(Bruker Daltonics), onde foram incluidos 301 compostos entre fdrmacos e pesticidas. O
banco de dados foi criado através da injecdo das solu¢cdes mix dos padrdes analiticos
dos compostos na concentracdo de 500 ug L™, onde foram coletadas as informacdes
de tempo de retencdo e dados de massa a partir dos conjuntos de dados de MS e
bbCID (MS/MS). Uma lista dos fragmentos de m/z monitorados para cada analito
incluido no método de triagem é mostrada nas Tabelas Il e Il em ANEXO 1.

A identificacdo dos compostos foi baseada na pesquisa no banco de dados com
critérios de aceitacao definidos para a geracao de relatdrios automatizados, seguidos
de inspecdo manual no software Data Analysis 4.2 (Bruker Daltonics).

Os critérios de relatérios automatizados incluiam precisdo da massa de ions
precursores (+ 5 mDa), tempo de retencdo (* 0,7 min) e abundancia dos ions de
qualificacdo (> 1000 cnts), juntamente com critérios adicionais de padrdo isotdpico
precursor (SigmaFit ™ Bruker Daltonics, mSigma <100). A contagem minima de drea do
pico do precursor foi fixada em 10000.

A separacao cromatografica dos compostos foi realizada utilizando uma coluna
analitica Acquity UPLC BEH Phenyl (2,1 x 50 mm, 1,7 um). Utilizou-se uma fase movel
binaria com um fluxo de 500 pL min™. O componente de fase mdvel A era uma solugdo
aquosa de acido formico a 0,1% e o componente B era acetonitrila com acido formico a
0,1%. O gradiente otimizado para a separagao comeg¢a com 95% de A que decresce
linearmente para 5% de A durante 6 minutos e mantém-se durante 2 minutos.
Finalmente, A% aumenta linearmente em 1 minuto para atingir 95% e mantendo-se
até 12 minutos. Um tempo de equilibrio de 4 min na condigdo da fase mével inicial (5%

B) foi aplicado entre cada analise.
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3.3.4. Preparo de amostra

Primeiramente as amostras foram filtradas a fim de remover a matéria em
particulas, utilizando filtros de membrana de celulose com tamanhos de poro
diferentes (9, 5, 3, 1,2 € 0,45 um).

Para o desenvolvimento do método de extragdo, clean-up e concentragdo da
amostra, foram utilizados cartuchos Strata™-X (33 um, 200 mg, 6 mL) de fase reversa
polimérica disponiveis comercialmente (Phenomenex). O protocolo de analise foi
baseado e adaptado do método desenvolvido por Jank et al., anteriormente descrito
na literatura [47]. A SPE foi realizada utilizando sistema Manifold para 12 cartuchos
(Supelco). Na etapa de acondicionamento do cartucho, foram adicionados 3 mL de
MeOH com HAc 3%, 3 mL de acetona com HAc 0,3% e 3 mL de dgua com 5% de MeOH
a um de fluxo de aproximadamente 5 mL mint. A extracdo foi realizada sob vacuo e o
volume da amostra de 250 mL foi carregado a um fluxo de aproximadamente 10 mL
mint. Apds o passo de percolagdo da amostra, os cartuchos foram secos durante 5
minutos em vdacuo (aproximadamente 16 mmHg). A eluicdo foi realizada com 3 mL de
MeOH com HAc 0,3% seguido por 3 mL de acetona com HAc 0,3%. O extrato final foi
levado a secura utilizando um banho de 4dgua a 42°C sob fluxo de nitrogénio. O extrato
foi reconstituido com &agua:acetonitrila (95:5) até um volume final de 1 mL. As
amostras foram injetadas no sistema LC-QTOF-MS, e, posteriormente, no sistema LC-

MS/MS (CAPITULO 2).

3.3.5. Avaliacdo dos parametros de desempenho do método

Para a validacdo dos métodos, utilizou-se agua de efluente urbano tratado
coletado em uma estacdo de tratamento de efluente piloto (29259°27”S 51211’'37"W,
Porto Alegre, Brasil) pertencente ao Instituto de Pesquisa Hidraulica (IPH) da UFRGS, e
agua superficial foi coletada no Arroio do Salso (30°10'28.4"S 51°12'53.7"W, Porto
Alegre, Brasil).

Foi utilizado o protocolo de validacdo proposto por Diaz et al [63]. A figura de
mérito geral foi o limite de deteccdo de triagem (SDL), que é o nivel de concentragdo

mais baixo testado para o qual um composto foi detectado em todas as amostras para
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uma determinada matriz e em um determinado nivel (3 em 3), usando o ion mais
abundante. Outros parametros, como especificidade e seletividade, também foram
avaliados. A confirmacdo de cada composto foi obtida através do monitoramento de
dois fragmentos para cada analito.

Para a validacdo do método qualitativo para andlise de fadrmacos e pesticidas
em aguas foi realizada em matrizes aquosas diferentes: efluentes de aguas residuais
(EF) e aguas superficiais (AS). Para cada matriz, antes da extracdo, as amostras foram
fortificadas com as solugdes de trabalho. Foram analisadas trés replicatas de cada uma
das trés concentracdes: 0,01 pg L, 0,1 pg L' e 1,0 pug L7, além de trés amostras
brancas (ndo fortificadas). As amostras passaram pelo processo de SPE e foram
analisadas no LC-QTOF-MS.

Os critérios de identificacdo dos compostos foram baseados na massa exata de
cada composto com um erro de massa maximo de 5 mDa, no tempo de retencao
esperado, onde foi considerado como o tempo de retencdo observado para o padrao
com meia janela de 15 s. A identidade de cada composto foi confirmada pelo
monitoramento dos dois fragmentos mais intensos gerados pelo ion molecular.

A especificidade foi avaliada usando amostras brancas. O uso de amostras
brancas geralmente é problematico na validacdo de métodos para analise de CEs em
agua ou outras amostras ambientais, devido a presenca quase onipresente de alguns
compostos nessas amostras, no nivel de traco ou ultratraco. Assim, para obter
amostras brancas muito semelhantes as amostras reais, mas com uma garantia da
auséncia de CEs, foi realizada uma abordagem baseada em uma pré-analise anterior
por SPE, conforme descrito anteriormente na literatura [47]. Para simular as condi¢Oes
reais das matrizes, uma "matriz branca" foi considerada como o eluato da SPE obtido
logo apds a percolacdo de uma amostra real (sem eluicdo com solvente). Espera-se que
qualquer analito permaneca adsorvido no cartucho de SPE e o eluato possua a
composicdo mais aproximada de uma amostra em branco. Este eluato foi analisado -
incluindo todo o procedimento SPE - para confirmar a auséncia de analitos. A

especificidade foi avaliada por analise de seis amostras de aguas (AS e EF).

3.3.6. Andlises fisico-quimicas complementares
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Buscando caracterizar as amostras, foram feitas andlises de pH, condutividade,
turbidez e alcalinidade.

Para a medicdo de pH, condutividade e turbidez das amostras, foram utilizados
o pHmetro Digimed DM22, o condutivimetro Digimed DM 31 e o turbidimetro Turb
plus Alfakit.

A determinagdo da alcalinidade das amostras foi realizada por método
titulométrico utilizando solucdo de &acido cloridrico previamente padronizado. A
alcalinidade da agua pode ser devido a presenca dos ions hidréxido, carbonatos ou
bicarbonatos. A quantidade de acido consumida mede a alcalinidade da amostra. Em
funcdo do pH, podem estar presentes os seguintes ions: pH 11,0 — 9,4: hidréxidos e
carbonatos; pH 9,4 — 8,3: carbonatos e bicarbonatos; pH 8,3 — 4,6: somente
bicarbonatos.

Considerando que todas as amostras em estudo tiveram pH entre 4,6 e 8,3, as
amostras foram tituladas para a determinacdo da alcalinidade devida somente a
bicarbonatos, utilizando somente o indicador com viragem na zona acida (verde de
bromocresol). A titulag3o foi realizada com &cido cloridrico 0,01 mol L™ previamente
padronizado com bérax 0,005 mol L e vermelho de metila como indicador. Vinte e
cinco mililitros de amostra foram pipetados em Erlenmeyer e aquecidos em manta a
fim de remover o CO, dissolvido. Em seguida, adicionou-se 3 gotas de verde de
bromocresol e se prosseguiu a titulacdo com HCl até mudanca de cor do azul para o
amarelo. Este procedimento foi realizado em triplicata. A alcalinidade foi calculada de

acordo com a equacao a seguir (Eq.1):

Alcalinidade (mg L™) = 200 V X concentracdoy, Eq. 1
onde:
V: volume gasto do titulante;
Fator 200 = cada 1 mL da solu¢do padrdo corresponde a 5 mg de CaCOs e 25 mL de

amostra transformados para 1 L.

3.3.7. Monitoramento ambiental: amostragem
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As amostragens foram realizadas trimestralmente, nos meses de setembro,
dezembro, margo e junho, durante dois anos, tendo inicio em setembro de 2016 e
finalizando em setembro de 2018, totalizando nove campanhas.

Seis pontos de amostragem foram selecionados na extensao do Arroio Dildvio
(Figura 3). O primeiro ponto de amostragem esta localizado na Zona Leste de Porto
Alegre, dentro do Campus do Vale da UFRGS (30°04’27.9”S 51°07°27.1”W). Os pontos
de amostragem de 2 a 5 estdo localizados na regidao de maior urbanizacao da cidade,
no decorrer da Avenida Ipiranga (P2, 30°03’39.9”S 51°09°05.2”W; P3, 30°03’31.3”S
51°10°55.8”W; P4, 30°02'43.3”S 51°11’55.6”W; P5, 30°02’51.1”S 51°12’51.3”W). O
ultimo ponto de amostragem estd onde o Arroio desemboca no lago Guaiba, onde a
maior parte da agua consumida pela populacdo de Porto Alegre é coletada (P6,
30°02’49.5”S 51°13’59.5"W). O comprimento da 4d4rea monitorada foi de
aproximadamente 12 km.

Um ponto de amostragem foi utilizado no rio Sinos (29°45'32.4”S

51°08’53.6”W) e um no rio Gravatai (29°57°41.8”S 51°06°28.5”"W).



Figura 3. Pontos de amostragem realizadas na extensao do Arroio Diltvio.
Fonte: Google Maps.



Todas as amostras foram coletadas em triplicata em cada ponto no mesmo dia
(n=18). As amostras foram coletadas aproximadamente a 0,5 m de profundidade, a 1-2
m da borda do arroio. Em todos os locais de amostragem, as dguas foram coletadas em
garrafas de vidro ambar e transportadas para o laboratdrio. As coletas foram
realizadas sempre no periodo da manh3, entre 9 e 13 horas, iniciando pelo rio Gravatai
e rio dos Sinos, e em seguida no Arroio Diltvio, iniciando sempre pelo ponto 6 (lago
Guaiba) e finalizando no ponto 1 (Campus do Vale-UFRGS), seguindo o fluxo contrario
da dgua. Os dias de coletas foram estabelecidos levando em consideragdo os periodos
de chuvas, dando sempre um intervalo de pelo menos sete dias sem chuvas fortes, a
fim de evitar possiveis variacdes no monitoramento. A Tabela | em ANEXO apresenta
os volumes de precipitacdo e temperaturas nos meses de coletas, de acordo com os
dados fornecidos pelo Instituto Nacional de Meteorologia (INMET) [84].

Apds a recepcdo no laboratério, as amostras foram filtradas para remover o
material particulado, utilizando filtros de membrana de celulose com tamanhos de
poro diferentes (9, 5, 3, 1,2 e 0,45 um). Uma fracdo de cada amostra foi reservada para
as analises fisico-quimicas, e no restante foi adicionado formaldeido (0,1%) a cada
frasco a fim de evitar a proliferacdo de microrganismos. As amostras foram mantidas
sob refrigeracdo a 4°C + 2 até ao momento do preparo de amostra por SPE, que ndo foi

superior a um dia.

3.3.8. Tratamento quimiométrico dos dados

Apds aquisicdo e tratamento dos dados das amostras do Arroio Dilavio, foi
apliacada ferramenta quimiométrica para analise de dados multidimensionais.
Utilizou-se o modelo de Tucker3, onde as matrizes A (xp), B yxg) € C x x r) cONtém os
pesos (“loadings”) do modelo relativos as trés dimensdes dos dados, respectivamente;
o tensor G pxexr) € 0 elemento conector (“core matrix”); o tensor E (,xk contém os
erros do modelo. Os termos D, E e F indicam o nimero de fatores nas trés dimensodes
dos dados, respectivamente. Os elementos do tensor G definem como os pesos

individuais interagem nas diferentes dimensdes, ou seja, os seus valores absolutos
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indicam a importancia de cada triade [85]. A representacdo grafica da decomposi¢ao

dos dados efetuada pelo método é apresentada na Figura 4.

C(KxF)
= 'l +
G B
A Matriz de nucleo
N G(DxExF)
X (I xJxK) * E (I xJxK)

A (/D)

Figura 4. Representacdo grafica do modelo Tucker3.
Adaptado de Sena et al., 2005 [85].

O modelo foi elaborado utilizando pacote Nway-toolbox para Matlab
(Mathworks). Os dados obtidos considerando os pontos de coleta de amostra (n=6), o
numero de meses em que foram realizadas as amostragens (n=9) e o numero de
compostos detectados (n=32), foram arrajados em um tensor X (32 x 9 xg). O nimero de
fatores (complexidade do modelo) foi definido pelos autovalores das matrizes Xa 3, «

sa), Xb (9% 192) € XC (6 x 288), Obtidos do plano frontal X (32 x9x¢) (Figura 5).
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X(32x9x6)

Figura 5. Representacdo da disposicdao dos dados para inspe¢do do niumero de fatores
via decomposicao de valores singulares (SVD).
Fonte: a autora.

Considerando que se trata de um método qualitativo, as dreas dos compostos
foram previamente normalizadas para que pudessem ser comparadas entre diferentes
compostos, ja que ndo se conhece a concentracdo de cada composto e também pelo
fato de que a ioniza¢do nao se da da mesma forma para todos os compostos.

A normalizagdao da darea foi realizada considerando as dreas do calibrante
formiato de sddio. As areas dos cromatogramas de ion extraido da m/z 294,9389 de
todas as amostras foram tabeladas, e a menor area entre elas foi dada como fator de
correcdao (FC) igual a 1 e foi denominada Aref, e todas as demais areas foram

corrigidas, dividindo a drea do Aref pela area do calibrante na amostra (Eq. 2).

A
Calibrante (294, 9389): Fc="" Eq. 2

amostra

Determinado o fator de corre¢do para cada amostra, a drea de cada composto
presente nas amostras foi multiplicada pelo seu FC, tendo assim a sua area

normalizada (Eqg. 3).

ComPOStOS: Anormalizada = Acomposto .FC Eq 3
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3.3.9. Avaliagdo da toxicidade aguda com o peixe Danio rerio

A avaliacdo da potencial toxicidade aguda das amostras de agua foi
determinada a partir da exposicdo de embrides de Danio rerio as amostras coletadas.
Os ensaios de toxicidade foram realizados no Laboratério de Ecotoxicologia do Centro
de Ecologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (ECOTOX/UFRGS). Os
embrides utilizados foram gerados a partir de matrizes selvagens da espécie mantidas
no préprio laboratodrio.

Apds a fecundacdo, os ovos foram transferidos para placas de Petri contendo
agua deionizada reconstituida para uma dureza de 40 - 47 mg L™ de CaCOs e pH 7,4 -
7,5, e avaliados em estereomicroscépio com aumento de 70 vezes quanto ao
desenvolvimento embrionario e viabilidade dos mesmos. Os ensaios de toxicidade
foram iniciados até 90 minutos apds a fertilizacdo dos ovos e seguiram as
determinagdes da metodologia FET (do inglés Fish Embryo Toxicity), OECD 236 [82].

Aproximadamente 30 ovos foram selecionados e transferidos para placas de
Petri contendo cada uma das oito amostras a serem avaliadas, o controle negativo
(dgua deionizada reconstituida - dureza de 40 - 47 mg L™ de CaCO; e pH7,4-75)eo0
controle positivo (4,0 mg L' de 3,4-Dichloroaniline). Com auxilio do
estereomicroscépio os ovos fecundados foram transferidos individualmente para os
pogos das respectivas microplacas contendo as mesmas amostras.

Os 24 pogos de 2 mL com as respectivas amostras foram mantidos em
incubadora a 28°C + 1°C e com fotoperiodo de 15L:9E.

Os embrides foram observados a cada 24 horas durante 96 horas. Para cada
ponto amostral foi utilizada uma microplaca de 24 pocos de 2 mL mantida a 28°C +
1°C. Como indicativo dos efeitos téxicos, foram utilizados os quatro “end points”
previstos no método FET: (1) coagulacdo de ovos fertilizados; (2) ndo formacdo de
somito; (3) auséncia de separacdao entre o pedunculo caudal e o saco vitelino; (4)
auséncia de batimentos cardiacos, considerados como letais aos peixes.

Visando observar a ocorréncia de efeitos tardios aos organismos-teste, apds o
periodo de exposicdo de 96 horas previsto na metodologia, as larvas de D. rerio

sobreviventes foram transferidas para béqueres de 250 mL como uma nova aliquota
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da respectiva amostra e assim mantidos por mais 96 horas. As amostras foram
trocadas a cada periodo de 48 horas, com registros a cada 24 horas em relacdo a
sobrevivéncia e mobilidade.

A analise estatistica dos dados de toxicidade observados foi avaliada segundo
prova exata de Fisher executado no programa TOXSTAT 3.5. As avaliagdes de
toxicidade aqui descritas foram realizadas com as amostras provenientes das coletas
de setembro/2017, dezembro/2017 e margo/2018.

A fim de avaliar o efeito dos CEs, desconsiderando a contribuicdo dos demais
componentes da amostra, foi preparada uma solucdo mix dos compostos comumente
encontrados nas amostras reais, em dgua deionizada reconstituida (dureza de 40 - 47

mg L™ de CaCO; e pH 7,4 - 7,5).

4. Resultados e discussao

4.1. Valida¢do do método

O uso de HRMS permite um alto grau de confianca na identidade dos
compostos. Ndo obstante, alguns critérios devem ser observados para obter condicGes
de repetitividade. Assim, os critérios de identificacdo maxima devem ser estabelecidos
antes dos ensaios de validacdo. No presente trabalho, esses critérios foram baseados
em um minimo de dois ions m/z para cada analito, tempo de retenc¢do esperado (RT),
altura do pico e erro de massa. O tempo de retencdo foi considerado com uma janela
de RT de 15 s. Para a altura do pico, foi considerado um minimo de 70% da altura
observada para o nivel mais baixo no padrdo. Todos os cromatogramas de ions
extraidos tiveram sua massa exata com um erro de massa maximo de 5 mDa. A
identidade de cada composto foi confirmada pelo monitoramento dos dois fragmentos
mais intensos gerados pelo ion molecular. Os fragmentos monitorados para cada
analito incluido no método de triagem é mostrada nas Tabelas Il e [l em ANEXO.

A seletividade foi avaliada em amostras contendo todos os compostos. O HRMS
é uma técnica de alta seletividade [80]. O uso de LC-QTOF-MS associado aos critérios

adotados para a identificacdo do pico permitiu a seletividade do método muito
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satisfatorio. A andlise por LC-QTOF-MS mostra alta especificidade, permitindo a
identificacdo de substancias através da caracterizacdo da massa exata dos analitos de
interesse com quatro digitos decimais considerando um erro de no maximo 5 ppm. Os
principais parametros obtidos com QTOF foram precisdo de massa, tempo de
retencdo, férmula empirica, distribuicdo isotdpica e massas dos fragmentos e sua
composi¢dao elementar. A combinagao desses fatores explica a potencial aceitagdo dos
sistemas QTOF como ferramentas de triagem. Na Figura 6, sdo apresentados exemplos
de dois isdbmeros de massa (sulfadoxina e sulfadimetoxina). Ambos os analitos tém a
mesma massa exata (311,081403 Da). Além disso, como todas as sulfonamidas, o seu
perfil de fragmentag¢do mostra caracteristicas ions m/z (156,011375 e 108,04439 Da).
Assim, o tempo de retencdo e fragmentos menores foram utilizados para a resolucao
desses dois analitos. A presenca dos fragmentos 245,1 e 139,9 sdo especificas para a
sulfadoxina e podem ser observadas no MS2 desta sulfonamida na Figura 2. Além
disso, considerando o logP de ambas as sulfonamidas, era esperado que a sulfadoxina
(logP 0,58) eluisse primeiro a sulfadimetoxina (logP 1,26) numa coluna fenil (Figura 6).
A validacdo qualitativa para analise de farmacos e pesticidas em aguas foi
realizada em efluentes de dguas residuais (EF) e aguas superficiais (AS), em trés niveis

de concentracdo. Os resultados estdo mostrados na Tabela 1.
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Figura 6. Cromatogramas de ions extraidos (XIC) (acima) e MS2 com férmula molecular

(abaixo) para os isdmeros de massa sulfadoxina e sulfadimetoxina.

Fonte: a autora.
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Tabela 1. Resultados do método de triagem em dguas superficiais e aguas residuais de
efluentes. Os circulos em branco representam amostras ndo detectadas. Os circulos
escuros representam uma amostra detectada. Para cada combinagdo composto /
matriz, o limite de detec¢ao de triagem (SDL) é o nivel mais baixo, com todas as
amostras detectadas corretamente.

Agua superficial Efluente SDL (ng mL™)
Analito\Concentrac¢do RT 0,01 0,1 1,0 0,01 0,1 1,0 AS EF
(ng mL™)
FARMACOS
Acebutolol 1,7 000 000 000 OO0 o000 o000 0,1 0,1
Acepromazina 25 OO0 000 e OO0 000 e00 1,0
Amlodipino 2,7 OO0 OO0 eee® OO0 000 o000 1,0
Amoxicilina 0,7 OO0 OO0 ee® OO0 000 000 1,0
Ampicilina 1,3 O00 000 000 OO0 000 eeo 0,1 1,0
Amprolium OO0 OO0 000 00O 000 o000
Atenolol 08 000 000 000 000 000 00O 0,01 0,01
Azaperol 1,6 OO0 OO0 000 OO0 000 eo0o 1,0 1,0
Azitromicina 2,1 OO0 OO0 000 000 000 o000
Betametasona 2,7 OO0 OO0 eee OO0 eee 00O 1,0 0,1
Betaxolol 23 000 000 000 OO0 o000 o000 0,1 0,1
Bisoprolol OO0 OO0 000 00O 000 o000
Bromexina 26 000 000 000 OO0 OO0 eo0o 0,1 1,0
Cafeina 13 000 000 000 000 000 00O 0,01 0,01
Captopril OO0 OO0 00O 00O 000 o000
Carazolol 21 OO0 OO0 eee OO0 OO0 000 1,0
Carprofen 3,7 OO0 OO0 eee OO0 000 o000 1,0
Carvedilol 2,7 OO0 OO0 ee® OO0 000 o000 1,0
Cefalonio 1,5 OO0 OO0 eee OO0 000 eeo 1,0 1,0
Cefapirina 15 000 000 000 OO0 o000 o000 0,01 0,1
Cefoperazona 1,2 000 000 eee OO0 000 eoeo 1,0 1,0
Cefquinoma 15 O00 OO0 eee OO0 000 o000 1,0
Ceftiofur 21 000 000 000 000 o000 o000 0,01 0,1
Cefalexina 23 000 000 000 OO0 e00 o000 1,0 0,1
Clorpromazina 29 000 o000 000 OO0 00O 000 0,1
Clortetraciclina 20 OO0 OO0 eee OO0 000 o000 1,0
Ciprofloxacino 1,6 OO0 @00 000 000 000 o000 1,0 0,01
Clindamicina 20 OO0 o000 000 000 000 o000 0,1 0,01
Clopidol 1,1 000 000 000 000 000 o000 0,01 0,01
Cloxacilina 32 000 000 000 OO0 000 eo0o 0,1 1,0
Danofloxacino 1,7 OO0 000 008 OO0 000 eoeo 1,0 1,0
Decoquinato 43 @00 000 000 OO0 000 e0Oo 0,1
Dexametasona 2,7 OO0 OO0 eee OO0 eee OO0 1,0 0,1
Diaveridina 1,3 000 000 000 OO0 o000 o000 0,01 0,1
Diclazuril 40 OO0 OO0 OO0 000 000 o000
Diclofenaco 37 000 000 000 000 000 00O 0,01 0,01
Dicloxacilina 34 000 000 000 OO0 000 eo0o 1,0 1,0
Difloxacino 1,9 000 000 000 OO0 000 eeo 0,1 1,0
Dipirona 21 OO0 OO0 @00 00O 000 o000
Doxitetraciclina 1,7 OO0 OO0 000 OO0 000 eoeo 1,0 1,0
Enrofloxacino 1,8 000 00 000 OO0 ee00 o000 1,0 1,0
Eritromicina 24 000 OO0 o000 o000 o000 o000 1,0 0,01
Florfenicol amina 21 OO0 OO0 OO0 OO0 000 000
Flumequina OO0 OO0 000 00O 000 o000
Flunixina 28 000 000 000 000 000 00O 0,01 0,01

Hidrochlorotiazida 13 000 000 000 000 000 o000 0,1 0,01



Indometacina
Cetoprofeno
Labetalol
Lasalocid sédio
Lidocaina
Lincomicina
Maduramicina amoénio
Acido mefenamico
Meloxicam
Metoprolol
Miconazol
Monensina sédio
Nadolol
Nafcilina

Acido nalidixico
Naproxeno
Narasina
Nebivolol
Nimesulida
Norfloxacino
Oxacilina

Acido oxolinico
Oxitetraciclina
Paracetamol
Penbutolol
Penicilina G
Penicilina V
Fenilbutazona
Pindolol
Piroxicam
Prednisolona
Prednisona
Propranolol
Propifenazona
Robenidina
Salinomicina
Sarafloxacino
Semduramicina
Sotalol
Espiramicina
Sulfaclorpiridazina
Sulfadiazina
Sulfadimetoxina
Sulfadoxina
Sulfamerazina
Sulfametazina
Sulfametoxazol
Sulfaquinoxalina
Sulfatiazol
Tetraciclina
Tilmicosina
Tolclazuril

Acido tolfenamico
Triamcinolona acetonida
Trimetoprim
Tilosina

3,7
31
2,1
51
1,4
1,2
51
3,9
31
1,7
3,4
4,9
1,4
3,4
2,6
3,2

2,8
3,6
1,5
3,0
2,2
1,6
0,8
2,8
2,6
2,7
3,5

2,6
2,4
2,4
2,2
2,7
3,1

1,9

0,8

2,0
1,2
2,3
2,0
1,4
1,6
2,0
2,4
1,4
1,7

4,0
4,0

1,4
1,9

o]o]e)
o]o]e)
000
000
000
000
o]o]e)
o]o]e)
000
000
000
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000
o]o]e)
o]o]e)
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0]o]e)
000
0]o]e)
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@00
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o]o]e)
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o]o]e)
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o]o]e)
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o]o]e)
o]o]e)
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@00
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000
000
0]0]e)
0]0]e)
000
o]o]e)
__lo]e)
0]0]e)
0]0]e)
0]0]e)
0]0]e)
000
000
olele;

-56-

00
00
000
000
000
000
(0]0]e)
00
00
000
000
000
000
(0]0]e)
00
(0]0]0)
0]0]0)
@00
000
@00
000
000
(0]0]0)
00
000
(0]0]0)
(0]0]0)
@00
(0]0]0)
000
@00
000
000
000
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(0]0]0)
@00
(0]0]0)
000
(0]0]0)
000
000
000
000
000
000
000
000
000
(0]0]0)
(0]0]0)
@00
000
(0]0]e)
(1 1
(1 1

00
00
000
000
000
000
00
00
00
000
000
000
000
00
00
00
0]0]0)
000
000
000
000
000
000
00
000
000
000
000
(0]0]0)
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000
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(0]0]0)
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(0]0]0)
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(0]0]0)
000
000
000
000
000
000
000
000
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000
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0]0]e)
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0]0]e)
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0]0]0)
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0]o]e)
0]o]e)
0]o]e)
(o]o]e)
000
(o]o]e)
(o]o]e)
0]o]e)
0]o]e)
0]o]e)
(o]o]0)
o]0]0)
000
000
000
000
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0]0]e)
(0]0]0)
0]0]0)
(o]o]0)
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0]0]e)
0]0]e)
000
0]o]e)
0]o]e)
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0]o]e)
0]o]e)
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0]0]0)
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000
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@00
000
0]0]0)
0]0]e)
000
000
(o]o]e)
@00
000
000
0]0]e)
0]0]e)
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(o]o]e)
000
(o]o]e)
0]o]e)
0]o]e)
0]o]e)
0]o]e)
(o]o]e)
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(o]o]e)
(o]o]e)
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0]o]e)
0]o]e)
(o]o]0)
o]0]0)
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000
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0]0]e)
(0]0]0)
0]0]0)
(o]o]0)
000
0]0]e)
000
000
000
000
000
000
000
0]o]e)
000
0]0]0)
0]o]e)
0]0]0)
0]0]0)
0]o]e)
000
olele

00
00
(0]0]0)
(0]0]0)
000
000
(0]0]0)
00
00
000
@00
000
000
(0]0]0)
00
000
(0]0]0)
(0]0]0)
000
000
00
000
000
000
000
(0]0]0)
@00
00
(0]0]0)
00
(0]0]0)
(0]0]0)
000
000
(0]0]0)
(0]0]0)
00
(0]0]0)
000
(0]0]0)
000
000
000
000
000
000
000
000
000
000
(0]0]0)
(0]0]0)
(0]0]0)
(0]0]e)
(1 1
(1 1

0,1
0,1
0,01
1,0
0,01
0,01

0,1
0,01
0,01
0,01

0,1

0,1

0,1
1,0

1,0
0,1
1,0
1,0
0,01
1,0
0,01
0,1
1,0
1,0
1,0

0,01
1,0
0,1

0,01

0,01
1,0

1,0

0,1

0,1
0,01
0,01
0,01

0,1

0,1
0,01

0,1

0,1

1,0

1,0
1,0

0,01
0,1

1,0
0,01

0,01
0,01

1,0
0,1
0,01

1,0
0,1

0,1
1,0

1,0
1,0
1,0
0,01
1,0
1,0
1,0

1,0

0,01
0,01
0,01
0,01
0,01

1,0

0,01

0,1
0,01
0,1
0,1
0,1
0,01
0,01
1,0
0,1
1,0

0,01
1,0



Xilazina

1,7

[o]e]e)
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[o]e]e)

[o]e]e)

0,1

1,0

PESTICIDAS

4,4'-DDE

Acefato
Acetamiprida
Alaclor

Aldicarb sulfona
Aldrin

Aletrina
Alfa-cipermetrina

Alfa-cipermetrina NH4+

Amitraz
Azinfds etil
Azinfds metil
Azoxistrobina
Barban
Benfuracarbe
Benomil
Bentazona
Bifentrina
Bioaletrina
Bitertanol
Boscalid
Bromopropilato
Bromuconazol
Bupirimato
Captafol
Captan
Carbaril
Carbendazim
Carbofuran
Carbofention
Carbosulfan
Clorbromuron
Clorfenvinfds
Clorimuron
Clorotalonil
Clorpirifds
Clorpirifds metil
Ciazofamid
Ciflutrin
Ciflutrin NH4+
Cimoxanil
Cipermetrina
Ciproconazol
Deltametrina
Desmedifam
Diazinon
Diclofluanid NH4+
Dicloran
Diclorvés
Dicofol
Dicrotofds
Difenoconazol
Diflubenzuron
Dimetoato

0,8
2,2
3,7

4,0
3,5
3,7

1,6

3,8
3,7

3,6
3,2

2,4
1,2
2,7

3,5
4,0

3,4

4,0

2,5

1,7
4,1

2,1

o]o]e)
000
000
000
000
o]o]e)
o]o]e)
o]o]e)
000
000
000
000
000
0]o]e)
o]o]e)
000
000
000
000
0]o]e)
0]o]e)
0]o]e)
@00
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00
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0]0]e)
olele;
olele;
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000
000
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00
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(0]0]0)
000
000
000
(0]0]0)
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0]0]0)
000
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0]0]e)
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000
(o]o]e)
000
000
0]o]e)
0]0]e)
000
000
000
(0]0]0)
0]0]e)
000
000
0]0]e)
(0]0]e)
o]0]0)
(0]0]0)
0]0]e)
0]0]e)
0]o]e)
0]o]e)
0]0]0)
000
0]o]e)
0]0]0)
000
0]o]e)
0]o]e)
000
0]o]e)
000
0]0]0)
olele
00

(0]0]0)
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(0]0]0)
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00
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00
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(0]0]e)
(0]0]e)
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(0]0]0)
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@00
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(1 1

0,01
0,1

1,0
1,0
0,01

0,01

1,0
0,1

0,1
0,1

0,01
0,01
0,1

1,0
0,1

0,01

0,1

0,1

0,1
1,0

0,1

0,1
0,1

1,0
1,0
0,01
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1,0
0,1

0,1
1,0

0,01
0,01
0,1

0,1
0,01

0,01

0,01

0,1

0,1

1,0



Dimetomorfe
Dimoxistrobina
Disulfoton
Disulfoton sulfona
Disulfoton sulféxido
Diuron

Dodemorfe
Epoxiconazol
Esfenvalerato

Esfenvalerato NH,"

Etiocarb sulfona
Etiofencarb sulfoxido
Etion

Etiprole
Etirimol
Etoprofds
Etrinfés
Famoxadona
Fenamifds
Fenamifds sulfona
Fenarimol
Fenitrotiona
Fenobucarb
Fenpropatrina
Fention
Fenvalerato
Fipronil
Fluazifop butil
Flufenacet
Flufenoxuron
Fluroxipir
Flusilazol
Flutriafol

Folpet

Folpet NH4+
Foramsulfuron
Fostiazato
Furatiocarb
Hexaconazol
Hexitiazox
Imazalil
Imazapic
Imazapir
Imibenconazol
Imidacloprido
Iprobenfés
Iprodiona
Iprovalicarb
Isocarbofds
Isoproturon
Kresoxim metil
Lambda cialotrina
Lambda cialotrina NH4+
Linurom
Malaoxon
Malation

3,5
3,9

3,4
3,0
3,0
3,0
3,6
3,6

2,3
1,9

3,5
19
3,5
4,0

3,5
2,8
3,5

3,3

3,9

3,8
3,0

2,7
2,9

3,7

2,8
2,0
1,7

2,1
3,7
3,9
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2,7
3,8
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Piraclostrobina OO0 OO0 OO0 000 000 000

Pirazofds 42 000 OO0 ee® OO0 OO0 000 1,0
Piridaben OO0 OO0 000 00O 000 o000

Pirifenox OO0 OO0 000 00O 000 o000

Piriproxifen OO0 OO0 000 00O 000 o000

Simazina 24 000 000 000 000 000 00O 0,01 0,01
Tebuconazol 36 000 000 000 000 000 00O 0,01 0,01
Tebufenpirad 000 OO0 OO0 00O 000 o000

Terbufdos 000 OO0 OO0 00O 000 o000

Tetradifon OO0 OO0 000 00O 000 o000

Tiabendazol 1,4 000 000 000 000 000 000 0,01 0,01
Tiacloprido 25 000 000 000 OO0 o000 o000 0,01 0,1
Tiametoxam 1,8 @000 000 000 OO0 o000 o000 0,1 0,1
Tifensulfuron metil 28 000 000 000 000 o000 o000 0,1 0,1
Tiobencarb 000 OO0 00O 00O 000 o000

Tiodicarb 29 000 000 000 OO0 000 e0O0 0,1
Tiofanato metil 2,8 OO0 OO0 000 OO0 000 eo0o 1,0 1,0
Triadimefon 36 000 000 000 000 000 000 0,01 0,01
Triadimenol 3,4 000 600 000 OO0 000 o0 1,0 1,0
Triasulfuron 30 @00 000 000 OO0 e00 o000 0,1 0,1
Triazofés 38 000 000 000 000 000 00O 0,01 0,01
Triclorfon 1,8 000 000 000 OO0 o000 o000 0,1 0,1
Triciclazol 22 000 000 000 000 000 o000 0,01 0,01
Tridemorfe 000 OO0 00O 00O 000 o000

Trifloxistrobina OO0 OO0 000 00O 000 o000

Trifloxisulfuron 31 000 000 000 000 000 00O 0,01 0,01
Triflumuron OO0 OO0 000 00O 000 o000

Trifluralina 000 OO0 00O 00O 000 o000

Triforina 000 OO0 000 00O 000 o000

Trinexapac etil 32 000 000 000 OO0 e00 o000 1,0 0,1
Trifenilfosfato 000 OO0 OO0 00O 000 000

SDL: limite de deteccdo de triagem; RT: tempo de retencdo; AS: agua suferficial; EF:
efluente.
Fonte: a autora

Varios analitos ndo foram detectados em qualquer matriz em qualquer nivel.
Alguns compostos foram detectados em apenas um nivel de concentragdo e a maioria
dos analitos foi corretamente detectada em ambos os niveis de concentracao.

A possivel razdo para a deteccdo malsucedida de alguns compostos tem varias
causas. Alguns analitos ndo podem ser retidos na etapa SPE, eluindo junto com a
amostra. Outros analitos podem ser corretamente concentrados no processo SPE, mas
as condicdes cromatograficas ndao foram adequadas para suas caracteristicas
intrinsecas. Um analito pode ser mantido e concentrado no cartucho SPE e resolvido
adequadamente na separagao cromatografica, mas o método ndo pode ser
suficientemente sensivel para permitir sua detec¢do nas condicdes aplicadas. Assim, o

método final é um compromisso entre sensibilidade e amplo alcance. No entanto,
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modificagbes como aditivos de fase mével ou ajustes de pH no processo SPE podem
levar a mudancas drasticas na resposta de outros analitos, que anteriormente foram
bem resolvidos e detectados corretamente.

O SDL foi determinado para a maioria dos compostos avaliados. Para fins de
confirmacdo, a identidade de pico foi confirmada usando dois fragmentos de m/z.

Dos 103 farmacos e 198 pesticidas utilizados avaliados, 198 analitos foram
considerados como validados (65,9%) para dguas superficiais e a deteccdo foi bem-
sucedida para 170 compostos (56,5%) em aguas residuais de efluentes.

Nas aguas superficiais, dos 301 contaminantes emergentes analisados , 34,2%
dos compostos ndo foram detectados corretamente em nenhum nivel. O SDL foi
distribuido da seguinte forma: 68 analitos foram detectados corretamente em 0,01 ng
mL? (22,6%), 65 analitos em 0,1 ng mL? (21,6%) e 65 compostos em 1,0 ng mL?
(21,6%). Para as aguas residuais de efluentes, um tipo de amostra mais complexa, a
detecgdo ndo foi alcangada para 43,5% dos CEs. Os SDL foram estabelecidos como
segue: 60 analitos a 0,01 ng mL™ (19,9%), 56 analitos em 0,01 ng mL™" (18,6 %) e 54
compostos em 1,0 ng mL™? (17,9%). Esta falta de capacidade provavelmente estd
relacionada a interferentes da matriz, que sao relativamente intensos em amostras de
efluentes de aguas residuais e requer estudos especificos de classe ou mesmo para

compensar ou minimizar o impacto dos interferentes.

4.2, Monitoramento ambiental

4.2.1. Arroio Diluvio

Dos 198 compostos validados em agua superficial, 33 foram identificados nas
amostras do Arroio Diluvio do decorrer dos dois anos de monitoramento, sendo 20
farmacos e 13 pesticidas.

Os resultados mostram a continuada incidéncia de residuos anti-inflamatdrios
ndo esteroidais (AINEs) e analgésicos e antitérmicos, a citar: dcido mefenamico,
diclofenaco, naproxeno e paracetamol; famacos PB-bloqueadores: atenolol,

propranolol, metoprolol e sotalol; os corticoides: prednisona e prednisolona; e os
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antimicrobianos: ampicilina, cefalexina, ciprofloxacino, norfloxacino, clindamicina,
sulfadiazina, sulfametoxazol e trimetoprim. Além desses, foram encontrados também
a cafeina e o anestésico lidocaina.

Os anti-inflamatdrios, analgésicos e antitérmicos, anestésicos e antipiréticos
sao medicamentos utilizados para o controle de inflamagao, estados febris e dor. Estdo
entre as classes mais consumidas pela populagao, principalmente, pela grande maioria
destes, serem de venda livre, ou seja, sem controle através de receituario médico. Os
medicamentos destas classes que apresentam maior incidéncia e concentragdo sdo o
acido mefenamico, naproxeno e paracetamol.

Os beta-bloqueadores sao medicamentos utilizados no tratamento da
hipertensdo e de arritimias cardiacas. Dentre estes, encontram-se o atenolol, o
metoprolol e o propranolol, os quais foram encontrados em todos os pontos de coleta.

A cafeina merece atencao especial, ndo apenas pela sua persisténcia ja bem
caracterizada, mas também por ser utilizada como marcador antropogénico, ou seja,
sua presenca indica atividade humana. As quantidades elevadas e constantes da
cafeina em todos os pontos de coleta podem ser um indicativo do amplo uso pela
populacdo, estando presentes em diversas bebidas, alimentos e formulagdes
farmacéuticas.

Muitos farmacos, por serem compostos relativamente polares, n3ao sao
eliminados pelos processos convencionais de tratamento de esgotos. Desta forma, os
farmacos, seus metabdlitos e produtos de transformag¢ao podem entrar no ambiente
aquatico e, eventualmente, chegar a agua potavel. A presenca destes compostos,
também sofre influéncia dos ions presentes na agua, que podem atuar na altera¢ao do
pH, como sensibilizadores (nos processos de degradacdo pela luz do sol, como é o caso
no nitrato), formacdo de adutos, disponibilidade aos microrganismos, entre outros.

Dos pesticidas avaliados, foram detectados: azoxitrombina, carbendazim,
ciproconazol, DEET, diuron, esfenvalerato, imazapir, imidacloprido, propiconazol,
tebuconazol e triciclazole. A presenca dos pesticidas pode ser devido as plantacdes de
alimentos como arroz e em frutas nas proximidades.

Os dados de areas de todas as analises estdo na Tabela IV em ANEXO I.
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As andlises fisico-quimicas complementares foram realizadas a fim de observar
a ocorréncia ou ndo de varia¢gdes no perfil das amostras. A Tabela V em ANEXO |
apresenta os resultados das andlises. De maneira geral, pH, alcalinidade e
condutividade aumenta do ponto 1 ao ponto 6. A turbidez teve bastante variacdo
entre os pontos e os meses de coleta, possivelmente devido a condig¢des intrinsecas
como volume d’agua, material particulado, fluxo d"agua e etc no momento da coleta.

A Figura 7 mostra os cromatogramas de ions extraidos e o seu correspondente

espectro MS2 para alguns analitos detectados em amostras reais.
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Figura 7. Cromatogramas de ions extraidos (XIC) e espectro MS2 de sulfametoxazol,
cafeina e atenolol. Fonte: a autora.
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Devido a grande quantidade de dados gerados e a fim de avaliar as variaveis
espaciais e temporais permitindo assim visualizacdo e interpretacdo das informacdes
contidas no conjunto de dados, utilizamos o modelo de Tucker3 para analise
multidimensional.

Com base na estrategia descrita no item 3.3.8 de Materiais e Métodos, o
numero de fatores selecionados foi de 5 x 4 x 3 para os modos compostos, meses e
pontos de coleta, respectivamente, explicando 98% da variancia do conjunto de dados.

Para a constru¢gdao do modelo, optou-se por retirar a cafeina da lista dos
compostos identificados, uma vez que a sua fonte majoritaria é a alimentacdo e nao
formulagbes farmacéuticas. Além disso, como esta presente em todas as amostras do
estudo, ao aplicar o modelo, ela mascara a contribuicdo dos farmacos e pesticidas.

De acordo com o grafico da Figura 8 (peso no modo compostos), o modelo
sugere que os compostos que exibem maior contribuicdo do perfil de contaminantes
presentes do Arroio Diluvio foram: fator 1 (atenolol, paracetamol, DEET), fator 2
(atenolol, paracetamol, imazapir), fator 3 (lidocaina, metoprolol, paracetamol), fator 4
(lidocaina, metoprolol, paracetamol, imazapir) e fator 5 (lidocaina, metoprolol,
paracetamol). O imazapir e o DEET sdo pesticidas e os demais sdo farmacos. Com
excecdo do imazapir, todos os outros sdo identificados na grande maioria das amostras

analisadas.



n2 composto n2 composto ——
: A 2 I fator 1
1 ac. mefendmico (17 sulfadiazina 0.9+ | J
s I fator 2
2 ampicilina 18 sulfametoxazol -
3 tenolol 19 trimetopri 0.8} : 1
atenolo rimetoprim I fator 4
4 cefalexina 20 azoxitrombina a2l | B ator 5 |
5 ciprofloxacino |21 benomil 2 e
6 clindamicina 22 carbendazim
06} 1
7 diclofenaco 23 ciproconazol
o
8 lidocaina 24 DEET @
o 0 5 o =
9 metoprolol 25 diuron
10 naproxeno 26 imazapic 0.4h 4
11 norfloxacino 27 esfenvalerato
12 paracetamol 28 imazapir 03} .
13 propranolol 29 imidacloprido
14 prednisolona 30 propiconazol 0.2 1
15 prednisona 31 tebuconazol
16 sotalol 32 triciclazole 0-8f J | i I | i
0 -'I ! -I. 1 5. ] 1 " (| -l ok II L.IL‘ 1 L li . [ L.LlL L1
012345678 91011121314151617181920212223242526272829303132333435

compostos

Figura 8. Pesos do modelo Tucker no modo “compostos identificados”. Os compostos no eixo X sdo representados por numeros, conforme a

Tabela a esquerda.



No modo correspondente aos meses de coletas foram extraidos, via modelo

Tucker, 4 fatores que retratam a sazonalidade, este resultado estd na Figura 9.
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Figura 9. Pesos do modelo Tucker no modo “meses de coleta”.

J& para o modo “pontos de coleta”, trés fatores foram indicados com

suficientes pela estratégia adotada para selecdo do nimero de fatores (Figura 10).
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Figura 10. Pesos do modelo Tucker no modo “pontos de coleta”.

A inspecao dos valores do tensor G, mostrou que a triade mais sigficativa para o
modelo corresponde a combinacdo 1 x 1 x 2. Isto permitiu obter um mapa de
distribuicdo espacial dos compostos estudos em funcdo das estacdes do ano e pontos

de coleta, Figura 11.
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Figura 11. Mapa de distribuicdo dos compostos obtidos pelo modelo Tucker, espacial e
temporal.

Observou-se um aumento gradual na concentracdao de compostos do ponto 1
para o ponto 6, tendo seu pico sempre no ponto 5. O ponto 5 estd localizado numa
regido de maior concentracdo populacional e no entorno estdo localizados varios
hospitais de grande porte. Na amostragem do més de marco de 2018 observou-se
maior concentracdo em todos os pontos de coleta, quando comparados aos demais
meses. A presencga constante de farmacos no Arroio Diluvio ao longo dos 2 anos de
monitoramento demonstra que a questao relativa ao saneamento urbano é deficitaria,
uma vez que uma das origens destes compostos sdo os efluentes domésticos. Além de
poderem ser oriundos de efluentes domésticos in natura, também podem ser devido
ao descarte inadequado de medicamentos, lixiviacdo de natureza desconhecida e
efluente hospitalar.

Dentre os compostos, aqueles que tiveram maior contribuicdo no modelo
foram o atenolol e o paracetamol. O atenolol pode estar relacionado ao fato dele ser
distribuido gratuitamente pelo programa Farmdcia Popular do Ministério da Saude

(http://portalarquivos2.saude.gov.br/images/pdf/2018/janeiro/16/Lista-
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medicamentos-geral.pdf), ter baixo custo, ndo precisar de receita médica, o que
também leva a crer que a hipertensdo é um mal estabelecido na populacdo da regido
de Porto Alegre. Observa-se pouca variagdo com relagao a incidéncia deste farmaco,
provavelmente por ser de uso continuo. O paracetamol é um dos medicamentos mais
consumidos mundialmente, estd presente na maioria das amostras, contribuindo com

todos os fatores estatisticos avaliados.

4.2.2. Rio dos Sinos e Rio Gravatai

Foram selecionados um ponto de coleta no rio dos Sinos e um ponto no rio
Gravatai para serem monitorados quanto a presenca de CEs no periodo de dois anos,
de dezembro de 2016 a setembro de 2018. Muitos dos farmacos e pesticidas
encontrados no Arroio Dildvio, também foram detectados nos dois rios.

Os principais usos da agua da bacia do rio dos Sinos estdo destinados ao
abastecimento publico, uso industrial e irrigacdo. As dareas mais conservadas
encontram-se a montante da bacia. O grande problema encontrado é o despejo de
efluentes industriais e principalmente domésticos sem tratamento nos cursos de agua
no seu trecho médio-baixo. Em relacdo ao rio Gravatai, os principais usos da agua sdo
abastecimento publico, diluicdo de esgotos domésticos e efluentes industriais e
irrigacdo de lavouras de arroz, o que justifica a deteccdo de varios farmacos e
pesticidas em ambos os rios [45].

A deteccdo de diversos pesticidas merece atencao especial. Ambos os rios se
encontram em regides de alta producgao agricola. As Tabelas 2 e 3 apresentam os CEs
identificados nos rios dos Sinos e Gravatai, respectivamente, nos 8 meses de

campanha.



Tabela 2. CEs identificados no rio dos Sinos nos meses de amostragem.

-70 -

Composto

dez/16

mar/17

jun/17

Rio do Sinos

set/17

dez/17

mar/18

jun/18

set/18

Atenolol
Cafeina
Cefalexina
Diclofenaco
Lidocaina
Metoprolol
Naproxeno
Norfloxacino
Paracetamol
Propranolol
Sulfadiazina
Sulfametoxazol
Trimetoprim
Azoxitrombina
Carbendazim
Ciproconazol
DEET

Diuron
Esfenvalerato
Imazapir
Imidacloprido
Propiconazol
Tebuconazol
Tiametoxan
Triciclazole

Tabela 3. CEs identificados no rio Gravatai nos meses de amostragem.

Composto

dez/16

mar/17

jun/17

Rio Gravatai

set/17

dez/17

mar/18

jun/18

set/18

Atenolol
Cafeina
Cefalexina
Ciprofloxacino
Diclofenaco
Lidocaina
Metoprolol
Naproxeno
Norfloxacino
Paracetamol
Propranolol
Sulfadiazina
Sulfametoxazol
Trimetoprim
Azoxitrombina
Carbendazim
Ciproconazol
DEET

Diuron
Esfenvalerato
Imazapic
Imazapir
Imidacloprido
Propiconazol
Tebuconazol




-71 -

Tiametoxan
Triciclazole o [ [ [ @

Fonte: a autora.

O Rio Grande do Sul ocupa posicdo estratégica para a oferta nacional de
diversos produtos agricolas, principalmente de arroz, trigo, aveia, e estd entre os
principais exportadores de fumo, soja e arroz. A agricultura esta presente em
praticamente todas as regides do territério gaucho. Porém, é possivel identificar
algumas concentrac¢des regionais. Na regido metropolitana do estado destaca-se a
plantacdo de arroz [86].

As lavouras tempordrias de arroz sdo preparadas antes do plantio, com
aplicacdo de pesticidas para dessecacao da area e, quando necessario, para combater
o invasor, podendo ser feitas misturas de dois ou mais pesticidas. O plantio de arroz
inicia em setembro e vai até novembro, com pecualiridades regionais e climaticas,
podendo se alongar até primeira quinzena de dezembro. No inicio da floragdo é feita
aplicacdo de fungicidas, podendo ocorrer uma segunda aplicacdo, se necessario. Essa
atividade demanda um elevado consumo de dagua, equivalente a 80% da agua
consumida no estado [87]. Dentre os pesticidas detectados no monitoramento, muitos
sao utilizados no plantio de arroz.

Embora os defensivos usados nas lavouras tenham um periodo de degradacao,
desde que usados em doses e periodos recomendados, pesticidas usados nos
mananciais acabam atingindo as daguas superficiais nas proximidades. A Tabela 4
apresenta os grupos quimicos, classes, classificacdo toxicolégica e principais usos
agricolas de acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria do Brasil (ANVISA)

dos pesticidas detectados nos rios [88].



Tabela 4. Classificacdo e utilizagao dos pesticidas encontrados nos rios dos Sinos e Gravatai.

Composto Grupo quimico Classe Classificagao Principais usos agricolas
toxicoldgica*

Azoxitrombina Estrobilurina Fungicida Classe Il arroz, frutas, legumes, café, cana, soja, milho, etc.
Carbendazim Benzimidazol Fungicida Classe llI algodao, citros, feijao, milho, soja, trigo, etc.
Ciproconazol Triazol Fungicida Classe Il arroz, algodao, aveia, café, frutas, soja, cana, cevada, etc.
Diuron Ureia Herbicida Classe llI algodao, milho, trigo, frutas, café, etc.
Esfenvalerato Piretroide Inseticida biolégico Classe Il arroz, milho, trigo, soja, algodao, etc.

Imazapic Imidazolinona Herbicida Classe Il arroz, cana, soja, milho, etc.

Imazapir Imidazolinona Herbicida Classe | arroz, cana, soja, milho, etc.

Imidacloprido Neonicotindide Inseticida Classe IlI arroz, frutas, hortalicas, legumes, café, etc.
Propiconazol Triazol Fungicida Classe Il arroz, aveia, algodao, café, cevada, soja, trigo, etc.
Tebuconazol Triazol Fungicida Classe IV arroz, trigo, cana, frutas, soja, hotalicas, etc.
Tiametoxan Neonicotindide Inseticida Classe Il arroz, frutas, hortaligas, legumes, café, etc.
Triciclazole Benzotiazol Fungicida Classe Il arroz

Fonte: ANVISA.

*De acordo com a ANVISA, a classificacdo toxicologica de um produto formulado é feita com base nos resultados dos estudos toxicoldgicos
agudos realizados com a formulacdo pretendida, podendo estes ser classificados como:

CLASSE | — Produto Extremamente Tdxico

CLASSE Il — Produto Altamente Tdxico

CLASSE Ill — Produto Moderadamente Téxico

CLASSE IV — Produto Pouco Téxico



Atualmente, as lavouras tempordrias (inverno e verao) ocupam mais de nove
milhdes de hectares no RS. Cerca de 90% dessa area é voltada a produgao de graos
(cereais e oleaginosas), que configura a principal atividade agricola do Estado. A soja, o
arroz, o milho e o trigo constituem as principais culturas agricolas praticadas no RS em
termos de area plantada e quantidade produzida [86].

De acordo com os dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE)
publicados em setembro de 2018 sobre as estimativas para a safra de 2018, producdo
total de cereais, leguminosas e oleaginosas oriunda das lavouras temporarias de verao
(amendoim, arroz, feijdo 12 e 22 safras, girassol, milho grdo, soja e sorgo grao),
finalizada em julho de 2018, ficou em 30.603.948 toneladas em uma area estimada de
7.600.177 hectares [89].

Considerando que a producdo agricola estd diretamente associada ao uso de
pesticidas, e a contamina¢dao ambiental por pesticidas ocorre tanto pontualmente
como nas areas adjacentes, podendo atingir até mesmo locais mais distantes do ponto
de aplicacdo, sendo que os recursos hidricos sdo os mais afetados devido a agricultura
exigir um suprimento de agua, o que conduz o desenvolvimento dessa atividade
préoximo a rios e lagos [87], estudos de monitoramento se tornam de extrema

importancia a fim de avaliar o impacto ambiental causado por estes compostos.

4.3. IndentificacGo de compostos untarget

O uso de HRMS permite a investigacdao de compostos nao direcionados, que
podem ser posteriormente confirmados e/ou quantificados usando um padrdo
analitico adequado. Por exemplo, usando os resultados das amostras reais de
efluentes obtidas de uma ETE local, a busca de algumas drogas ilicitas e seus
metabodlitos mostra a presenca de um composto com a massa exata intimamente
relacionada ao metabdlito da cocaina, a benzoilecgonina. Para fornecer evidéncias
mais fortes para assumir a identidade do composto, foi realizada uma fragmentacao,
mostrando um espectro compativel com o padrao de fragmentacdo relatado para esta
substancia [63,74,90]. Além disso, a distribuicdo de isdtopos experimental atende ao
padrao de isotopos previsto (obtido usando a ferramenta

(http://www.sisweb.com/mstools/isotope.htm/). A busca do espectro de massa da
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benzoilecgonina em um banco de dados (http://www.massbank.jp/) mostrou um
padrdo de fragmentacdo em LC-QTOF-MS em colisdo de energia 20 eV muito
semelhante aos nossos achados. Os fragmentos mais abundantes além do préprio ion
molecular (m/z 168,1011, 150,0903 e 272,1279) encontrados no banco de dados
atendem aos fragmentos m/z produzidos pela amostra: 168,1016, 150,0907 e
272,1286.

A Figura 12 mostra o cromatograma de ion extraido (XIC), espectro MS2 e
padrdao de distribuicdo isotdpica da benzoilecgonina. Embora ndao existam evidéncias
para declarar a sua presenca nas amostras, os dados permitem presumir uma forte
possibilidade de ocorréncia desta molécula, o que pode ser confirmado com o uso de
um padrao analitico adequado.

Outro composto untarget encontrado nas amostras foi o inseticida DEET,
principio ativo utilizado em repelentes aplicados diretamente sobre a pele. Ele foi
identificado nas amostras dos 6 pontos do Arroio Dilivio, e também nos rios do Sinos e
Gravatai, em todas as campanhas. O grande uso do DEET pode ser atribuido a grande
preocupacado da populacdo no que diz respeito ao combate do Aedes aegypti. A Figura
13 apresenta o cromatograma de ion extraido (XIC) do DEET (m/z 192, 1383), e o
espectro MS2 no modo de aquisi¢cdo bbCID. O padrio de fragmentacdo de MS/MS do
DEET é bem conhecido: DEET (m/z 192,1383) facilmente forma o ion com m/z
119,0492. Embora auséncia de padrdao analitico para confirmacdo da identidade,
considerando que o m/z 192,1383 aparece com bastante frequéncia nas amostras,
com tempo de retencdo sempre de 2,9 min e espectro de M2 conforme o tedrico,

DEET foi incluido com os demais CEs no monitoramento ambiental.
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Figura 12. Cromatograma de ion extraido (XIC), espectro MS2 e padrdo de distribui¢do
isotopica (experimental vs. predito) de benzoilecgonina. O quadrado vermelho (baixo)
¢ a distribuicdo de isétopos prevista. Fonte: a autora.
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autora.
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4.4. Avaliagéio da toxicidade aguda com o peixe Danio rerio

Os dados apresentados na Tabela 5 resumem os resultados dos ensaios de
toxicidade realizados com as amostras dos oito pontos de monitoramento aqui
considerados. Baseado na prova exata de Fisher, ndo foi possivel observar, apds os
ensaios com embrides por 96 horas de exposicdo, diferenca estatisticamente
significativa (alpha=0.05) entre as mortalidades observadas nas amostras avaliadas e
aquelas observadas nos grupos controles. Apds a extensdo do ensaio por mais 96 h,
agora na forma de larvas, também ndo foi possivel observar diferencas
estatisticamente significativas entre a mortalidade observada no grupo controle e as
amostras avaliadas segundo prova exata de Fisher.

Os dados apresentados na Tabela 6 resumem os resultados das trés repeti¢Ges
dos ensaios de toxicidade realizados com a amostra da solugao mix. Baseado na prova
exata de Fisher ndo foi possivel observar, apds os ensaios com embrides por 96 horas
de exposicao, diferenca estatisticamente significativa (alpha=0.05) entre os grupos
controle e as repeti¢cdes de cada ensaio. Apesar de nao serem valores estatisticamente
significativos, de 15% a 25% dos organismos apresentaram efeitos apds a exposi¢ao a
solugao mix. A primeira exposi¢ao a solugao mix resultou em uma mortalidade de 20%
dos organismos. Ja as repeti¢des 2 e 3 apresentaram alteragdes morfolégicas em 25%
e 15% dos organismos, respectivamente. Os efeitos observados, apresentados na
Figura 14 referem-se a formac¢dao de edemas pericardiais e ma formac¢do da coluna,
efeitos que impediam ou dificultavam a livre natacdo das larvas. Apds a extensdo dos
ensaios por mais 96 h, agora na forma de larvas, ndo houve alteragao no nimero de
organismos afetados. Ndo foram observadas alteraces em nenhum dos organismos

expostos aos grupos controles.
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Tabela 5. Resumos dos resultados dos ensaios de toxicidade aguda com embrides e
larvas de D. rerio expostos por 96 horas e 192 horas pds-fertilizagao as diferentes
amostras avaliadas nos meses de setembro/2017, dezembro de 2017 e margo de 2018.

N° de Organismos mortos

Set/2017 | Dez/2017 | Mar/2018

Identificagdo | N°  de E L E L £ L
da Amostra Expostos

Controle - 20 2 2 0 0 1 1
Ponto 1 20 2 2 0 2 0 0
Ponto 2 20 6 6 0 1 4 4
Ponto 3 20 7 7 0 1 2 2
Ponto 4 20 0 0 0 1 0 0
Ponto 5 20 1 1 0 0 1 1
Ponto 6 20 3 3 0 1 0 0
Rio —dos ), 2 |2 o |o |1 |12
Sinos

Rio Gravatai | 20 2 2 0 1 1 1

E= resultados dos ensaios de toxicidade iniciados com embrides e expostos até 96 h
pos-fertilizacdo; L = resultados dos ensaios apds a extensao da exposi¢cdo até 192 h pds
fertilizagdo, na forma larvas. Os valores referem-se ao nimero de organismos mortos
seguindo os critérios estabelecidos na OECD 236.

Fonte: a autora.

Tabela 6. Resumos dos resultados dos ensaios de toxicidade com embrides e larvas de
D. rerio expostos por 96 horas e 192 horas po6s-fertilizacao as solugdes mix.

N° de Organismos mortos

Repeticdo 1 Repeticao 2 Repetigao 3
Identificacdo da N° de Expostos | E L E L E L
Amostra
Controle 20 0 0 0 0 0 0
Solugdo mix - 20 4 4 0 0 0 0
Solugdo mix * 20 0 0 5 5 3 3

E= resultados dos ensaios de toxicidade iniciados com embrides

e expostos até 96 h

pds-fertilizacdo; L = resultados dos ensaios apds a extensdao da exposi¢cdo até 192 h
pos-fertilizacdo, na forma larvas. 1 = os valores referem-se ao nimero de organismos
mortos seguindo os critérios estabelecidos na OECD 236. 2 = os valores referem-se ao

numero de organismos com altera¢cdes morfoldgicas observadas.

Fonte: a autora.
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Figura 14. Exemplos de D. refio eclodidos apds exposicdo por 96 h ao grupo controle e
a Solucdo mix (A) Organismo normal (Grupo controle); (B) Organismo com edema
pericardial; (C a F) Organismos com ma formacao de coluna.

5. Conclusdo

Um método qualitativo rapido e simples de triagem de amplo alcance para
deteccdo de ECs em amostras aquosas por SPE-LC-QTOF-MS foi desenvolvido e
validado. Amostras de agua superficial e efluente urbano foram incluidas no estudo de
validagdo. Mesmo no pior caso (EF), 170 compostos organicos, incluindo farmacos e
pesticidas, foram detectados e validados. O uso de instrumentos LC-QTOF-MS permite
a deteccgdo e identificagdao de compostos com alta seletividade e especificidade, aliados
com a massa exata para o ion molecular, pelo menos dois fragmentos foram
considerados para estabelecer a identificacdo de um composto. Esses dados,
associados a informagdes adicionais, como o tempo de retengao, permitem a

identificagdo correta mesmo de isbmeros de massa. A exploragdo de instrumentos
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HMRS possibilitou também a detecgao e identificagdo de compostos untargets, que
nao foram incluidos inicialmente no escopo.

A partir da metodologia qualitativa, foi realizado monitoramento na agua do
Arroio Diltvio, no rio dos Sinos e no rio Gravatai, pelo periodo de dois anos com
amostragem trimestral. A partir deste monitoramento, podemos identificar alguns
parametros importantes. Observou-se uma variacdao temporal e espacial em relagao
aos compostos identificados. A grande influéncia do atenolol e do paracetamol
permite inferir que a populagdo de Porto Alegre apresenta problemas de hipertensao
além do alto consumo de analgésico/antitérmico. A presenca constante de antibidticos
em todos os pontos levou ao estudo subsequente de avalicdo de genes de resisténcia.
A toxicidade avaliada ndao mostrou indicios da agua do Diltvio ser tdxica para Danio
Rerio nas condicOes experimentais estabelecidas. A partir da utilizacdo da metodologia
untarget, foi possivel identificar a presenca de compostos como a benzoylcognina e
DEET. A presenca do DEET foi confirmada por untarget em todas as amostras

analisadas.
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CAPITULO II: Andlise de antimicrobianos por Cromatografia Liquida acoplada a
Espectromentria de Massa em tandem associado a andlise de genes de resisténcia a

antimicrobianos por Reagao em Cadeia da Polimerase
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A presencga de antimicrobianos na dgua do Arroio Dilavio ja havia sido objeto de
estudo anterior, portanto, neste trabalho, além destes compostos estarem no escopo
da metodologia qualitativa, também foi desenvolvido e validado metodologia
quantitativa. A partir dos dados obtidos no primeiro ano de monitoramento com
relacdo a presenga constante de antimicrobianos em todos os pontos de coleta,

iniciou-se o trabalho de avaliagao de genes de resisténcia nas amostras subsequentes.

1. Objetivos especificos

° Desenvolver e validar metodologia analitica para determinacgao e quantificagao
de 40 antibidticos, pertencentes as classes sulfonamidas, tetraciclinas,
(fluor)quinolonas, macrolideos, lincosamidas e B-lactamicos, em amostras de dguas
superficiais e de efluente em niveis de ng L™ e pg L', utilizando LC-MS/MS;

° Avaliar a expressdao dos genes blaTEM, ermB, qnrS e sull, que conferem
resisténcia a antibidticos das classes B-lactdmicos, macrolideos, (fluor)quinolonas e
sulfonamidas, respectivamente, através de técnica de reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) em amostras aquosas ambientais.

° Relacionar a concentracdo de antimicrobianos com a expressdao de genes de

resisténcia de antimicrobianos das bactérias presentes nesse meio aquatico.

2. Revisdo bibliografica

2.1. Antimicrobianos e desenvolvimento de genes de resisténcia a

antimicrobianos

O uso de antimicrobianos (ATBs) na medicina humana e veterinaria é uma
abordagem terapéutica bastante difundida. No entanto, poucos anos apds a
introducdo das primeiras classes de antibidticos na década de 1950, comecaram a
surgir resisténcias bacterianas [91]. Atualmente, a ocorréncia de novas bactérias
multirresistentes tornou-se um fendmeno regular. Varias causas estdo implicadas no
desenvolvimento de bactérias resistentes a antimicrobianos (BRAs). O uso excessivo,
uso indevido e tratamentos terapéuticos incompletos sdo os principais fatores

geralmente relacionados com o surgimento de BRAs [92]. Outro fator é a eliminagdo
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de ATBs via excre¢do urinaria. Estes compostos podem ser eliminados na forma nao
alterada (medicamento original), na forma conjugada ou como metabdlitos. Ambos
podem ser convertidos em outros produtos de transformacdo através da acdo de
hidrélise, fotdlise ou outros processos de degradacdo [93]. Nao obstante, metabdlitos
e produtos de transformacdo também podem mostrar atividade antimicrobiana. Em
outros casos, os seus metabdlitos, uma vez liberados no meio ambiente, podem
retornar a sua forma original, por meio de desacetilacdo, diidroxilacdio e outras
reacOes similares [94,95]. A presenga destes compostos em niveis de tragos no
ambiente é uma fonte de subdosagens terapéuticas de ATBs, que podem resultar no
desenvolvimento de linhagens de BRAs [96].

A presenca de BRAs e seus genes de resisténcia a antimicrobianos (GRAs) tem
sido relatada nos ultimos anos em varias matrizes ambientais, tais como aguas
residuais, dguas subterraneas e arroios [97-100]. Sua presenca em aguas superficiais
urbanas representa uma fonte potencial de exposicdo humana a linhagens de BRAs e
seus GRAs associados. Uma vez presente no meio ambiente, a resisténcia a ATBs pode
ser potencialmente transmitida a outros organismos por meio da transferéncia
horizontal de genes, mediada por elementos genéticos, como plasmideos, transposons
(segmentos de DNA saltadores ou saltitantes que se deslocam de um sitio a outro
dentro do genoma), bacteriéfagos e integrons (estruturas que contribuem para a
aquisicdo de genes de resisténcia aos antimicrobianos). Considerando os riscos
potenciais envolvidos e sua contribuicdo continua, os GRAs foram reconhecidos como
os contaminantes emergentes ambientais [100].

Antimicrobianos sdo amplamente consumidos, e sua presenca no ambiente é
relatada ha pelo menos 30 anos [101]. Em 2002, ja se estimava que o consumo global
de antimicrobianos estivesse entre 100 mil e 200 mil toneladas por ano [102,103]. O
Brasil € um dos principais mercados farmacéuticos do mundo, tanto para
medicamentos humanos como veterindrios [104]. Os ATBs representam a maior fracdo
do consumo total. Além disso, em termos de cobertura, apenas cerca de 40% do
esgoto gerado no Brasil é tratado [105].

A ocorréncia de GRAs é frequentemente relatada em fezes de animais ou
isolados clinicos [106]. Nao obstante, os trabalhos realizados em amostras ambientais

sdo menos frequentes. De fato, muito poucos estudos sobre a ocorréncia simultdnea
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de ATBs e GRAs em daguas superficiais no Brasil foram publicados. Por exemplo, Basso
et al. investigaram a resisténcia a antibidticos de Staphylococcus sp. isolados do Arroio
Dildvio. Oitenta e oito estafilococos foram identificados e a resisténcia a eritromicina
foi verificada em 37,5% das cepas, seguida pela penicilina, clindamicina, trimetoprim-
sulfametoxazol, cloranfenicol e norfloxacino. Um total de 10,2% de todas as cepas
isoladas apresentou multirresisténcia [107].

Em trabalho anterior, nosso grupo de pesquisa determinou a presenca de oito
ATBs de classes distintas no Arroio Dilavio [47]. A presenca desses ATBs ao longo do
Arroio, com excecdo da nascente, demonstrou a necessidade de um maior
monitoramento, abrangendo o maior nimero possivel desses compostos.

Com o objetivo de aumentar o numero de compostos monitorados e a co-
ocorréncia de residuos de ATBs e GRAs, foi realizado um monitoramento ambiental
para deteccdo e quantificagdo de quarenta antimicrobianos no Arroio Dilavio
utilizando LC-MS/MS. Além disso, também foi investigada a ocorréncia de quatro GRAs
que conferem resisténcia a sulfonamidas (sul/1), B-lactamicos (blaTEM), eritromicina
(ermB) e quinolonas (gnrS). Este é o primeiro relato sobre a co-ocorréncia de residuos

de ATBs e GRAs em um rio urbano no Brasil.

2.2. Avaliagéio de genes de resisténcia a antimicrobinanos

Estudos metagendmicos relatam a presenca de microrganismos contendo
genes de resisténcia aos antibidticos no ambiente aquatico, o que levou a sugestdo de
gue existe um risco elevado de que esses genes sejam transferidos para bactérias
patogénicas levando a um grande risco a saude humana [96,108]. A maioria dos
estudos de resisténcia em bactérias ambientais baseia-se em cultura seguida de testes
de susceptibilidade. No entanto, esta metodologia ndo é padronizada, o que dificulta a
comparacao de resultados entre os estudos [96]. Por isso, é importante a aplicacdo de
métodos de estudo de resisténcia a antimicrobianos que sejam independentes de
cultura, como as técnicas de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Portanto, visa-se
nesse trabalho avaliar a presenca de bactérias que contenham genes de resisténcias a

alguns antimicrobianos.
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2.3. Metodologias analiticas para quantificagdo de antimicrobianos

A cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa em modo tandem
(LC-MS/MS) é a técnica analitica mais utilizada para a determinagdo de farmacos em
amostras aquosas ambientais. Devido a isso, a grande maioria dos trabalhos
desenvolvidos para a analise quantitativa de residuos de fadrmacos em amostras
ambientais tem utilizado a técnica de LC-MS/MS nos dltimos anos
[14,29,73,74,109,110].

O sistema de LC-MS/MS é bastante adequado quando se necessita de elevada
sensibilidade e critérios de identificagdo mais rigorosos. Quando se utiliza o sistema de
espectrometria de massas em tandem, a quantificacdo é realizada por Monitoramento
de Reagdes Multiplas (MRM, do inglés multiple reaction monitoring), em que duas
transicOes especificas sdo utilizadas, sendo a mais intensa para quantificar e a outra
para confirmar a identidade quimica [61].

A ionizagdo por ESI ocorre da mesma forma que no LC-QTOF-MS, descrita no
capitulo anterior. Apds a etapa de ionizacdo, os analitos seguem para o analisador. O
analisador hibrido de triplo quadrupolo consiste em dois quadrupolos com um
segundo quadrupolo entre eles que atua como célula de colisdo, permitindo a andlise
de massa em tandem. Os ions se dirigem desde a fonte de ionizagdo para o primeiro
guadrupolo, onde é selecionado o ion precursor. Apds a célula de colisdo esta disposto
um quadrupolo final e o detector fotomultiplicador [61].

No modo de operagdao MRM, um ion precursor selecionado no primeiro
guadrupolo é fragmentado na célula de colisdo e ions produtos sdo monitorados no
guadrupolo final.

O desenvolvimento de metodologia por LC-MS/MS utilizando o modo MRM é
realizado através da otimizacdo da fragmentacdo do analito (infusdo), otimizacdo das
condicGes da fonte de ionizacdo (FIA, do inglés flow injection analysis) e otimiza¢do das
condicbes da cromatografia liquida.

A infusdo permite que seja vista uma resposta imediata do sinal quando é feita
alguma mudanca nos parametros de massa e, portanto, é realizada a fim de otimizar a
ionizagao e fragmentagdo do analito. Na infusao ocorre a otimizagao de parametros do

equipamento relacionados aos compostos de interesse, como CAD ( do inglés
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collisionlly activated dissociation, que controla a pressao do gas na célula de colisdo),
DP (do inglés Declustering Potential, controla a voltagem no orificio de entrada do
triploquadrupolo), EP (do inglés Entrance Potential, controla o potencial de entrada
dos analitos), CXP (do inglés Collision Cell Exit Potential, controla o potencial da saida
da célula de colisdo) e CE (do inglés Collision Energy, controla o potencial aplicado na
célula de colisdo).

Em seguida é realizada andlise por FIA. A andlise por FIA consiste em melhorar
as condi¢Ges de ionizagdo do analito, de forma que a maior parcela possivel de
moléculas do analito seja convertida para a forma ionizada. A solucdo mix padrdo dos
analitos é injetada pelo amostrador automatico na corrente do cromatdgrafo a liquido,
sem a coluna. Durante o processo de otimizacdo, multiplas injecoes da solucdo sdo
feitas, com alteracdo dos parametros entre as injecGes. Essa etapa ocorre na fonte de
ionizacdo do equipamento. Os principais parametros otimizados nessa etapa sdo: gas
da fonte (GS1, controla o gas de nebulizacdo), gas auxiliar (GS2, controla o gas auxiliar),
temperatura (T, temperatura do heater), CUR (do inglés Curtain Gas, o gas com fluxo
entre o curtain plate e o orificio de entrada para o triplo quadrupolo) e IS (do inglés lon
Spray Voltage, controla a voltagem aplicada a agulha que ioniza a amostra na fonte).

Por fim, sdo selecionadas as duas transicdes mais abundantes de cada
composto (a primeira tomada como quantificadora, e a segunda como qualificadora) e
estabelecido o método de andlise no modo MRM.

Apds a otimizacdo das condi¢cOes da espectrometria de massa, foi realizada a
otimizacdo das condi¢des de cromatografia a liquido. Os fatores que devem ser
considerados é o modo de ionizacdo selecionado, a coluna analitica a ser utilizada (fase
estaciondria, diametro, comprimento e tamanho de particula), a fase moével utilizada,
pois a composicdo tem de garantir uma boa ionizacdo e uma boa separacdo

cromatografica (pH, solventes, aditivos), gradiente da fase mével e fluxo.

2.4. Pardmetros de desempenho de método analitico

Para validacdo de método quantitativo para analise de compostos organicos em
nivel de tragos e ultratragos, sao avaliados parametros de desempenho de método

analitico como: faixa de trabalho, linearidade, limite de deteccdo (LOD), limite de
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quantificacdo (LOQ), exatiddo, precisdo intra-dia e inter-dia, recuperacao,
especificidade e seletividade [111].

Linearidade é a capacidade de o método produzir resultados diretamente
proporcionais a concentragdo do analito na amostra, dentro de um intervalo
especificado, com curvas de calibracdo que podem ser adequadamente ajustadas pela
equagado de uma reta.

Limite de detecgdo é o menor valor de concentragao do analito detectavel no
equipamento, enquanto limite de quantificagdo é a menor concentragdo de analito
capaz de ser determinada com um nivel aceitdvel de precisdo e exatiddao. Em
cromatografia, normalmente se utiliza o ruido da linha de base para obter o LOD e
LOQ, considerando-se que a razdo sinal/ruido deve ser 3:1 para LOD, e uma razdo
sinal/ruido de 10:1 para LOQ [111].

Exatiddo é a concordancia entre o resultado encontrado e o valor de referéncia
aceito como verdadeiro. Precisdao intra-dia é a concordancia entre os resultados de
medi¢Ges sucessivas de um mesmo analito, efetuadas sob as mesmas condi¢des
(procedimento, analista, equipamento, local, em um curto espaco de tempo). Precisao
inter-dia ou intermedidria refere-se a precisao intermediaria avaliada sobre a mesma
amostra, amostras idénticas ou padrées, utilizando o mesmo método, mesmo
laboratério, mas alterando algumas condic¢des, tais como: dias de analise, analistas,
equipamentos e condicdes ambientais, entre outras, se necessario [111].

Recuperacdo é o teor de composto que se mantém na amostra apos o
processamento desta para obtengdo do extrato para injecdo no sistema analitico. A
recuperacdo tem por objetivo corrigir o resultado da andlise dos erros sistematicos
oriundos dos efeitos de preparo de amostra e as perdas advindas de todas as etapas
da marcha analitica realizadas até a leitura da resposta instrumental.

Especificidade refere-se ao método que produz resposta para uma Unica
substancia, enquanto o termo seletividade é a extensdo na qual um procedimento
analitico pode determinar analito particular em mistura ou matriz sem a interferéncia
de outros componentes de comportamento semelhante. Portanto, é a capacidade do
procedimento analitico de discriminar entre a substancia a analisar e substancias

analogas [111].
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3. Materiais e métodos

3.1. Materiais, solventes, reagentes e padrées analiticos

Padrées analiticos (pureza > 90%) de ciprofloxacino (CIPRO), enrofloxacino
(ENRO), difloxacino (DIFLO), sarafloxacino (SARA), norfloxacino (NOR), danofloxacino
(DANOQ), acido nalidixico (NALID), flumequina (FLU), sulfadiazina (SDZ), sulfatiazol (STZ),
sulfamerazina (SMR), sulfametazina (SMZ), sulfadoxina (SDX), sulfadimetoxina (SDMX),
sulfaclorpiridazina (SCP), sulfametoxazol (SMA), sulfisoxazol (SFX), sulfaquinoxalina
(SQX), trimetoprim (TMP), oxitetraciclina (OTC), clortetraciclina (CTC), doxiciclina
(DOXI), penicilina G (PNG), penicilina V (PNV), cefalexina (CFX), ampicilina (AMP),
amoxicilina (AMX), oxacilina (OXA ), cefapirina (CFAP), cefoperazona (CFOP), cloxacilina
(CLX), dicloxacilina (DCX), cefalénio (CFN), ceftiofur (CFT), lincomicina (LNC),
eritromicina (ERT), azitromicina (AZT), tilosina (TIL), clindamicina (CLN) e tilmicosina
(TLM) foram adquiridos da Sigma-Aldrich Logistik (Schnelldorf, Alemanha) e de Dr.
Ehrenstorfer (Augnburg, Alemanha).

As solugdes padrdoes de estoque foram preparadas individualmente na
concentragio de 1 mg mL™* em solvente adequado (metanol, acetonitrila ou dgua
ultrapura, de acordo com cada composto) e mantidas em freezer, a uma temperatura
inferior a -18°C. SolucGes de trabalho foram preparadas por diluicdo direta de cada
solucdo estoque usando agua ultrapura desionizada para produzir solugdes mix em
concentragdes de trabalho de 10 pg mL™.

Os solventes acetonitrila (ACN), acetona (ACO) e metanol (MeOH), ambos de
grau HPLC, foram adquiridos da Merck (Darmstadt, Alemanha) e J.T.Baker
(Phillipsburg, NJ, EUA). O acido acético formico (FA) de J.T.Baker (Phillipsburg, NJ,
EUA). A 4gua ultrapura (<18,2 MQ cm de resistividade) foi obtida a partir do Sistema
de Agua Reagente Milli-Q SP de Millipore (Bedford, MA, EUA).

As sequéncias completas dos genes sull, blaTEM, ermB e gnrS foram obtidas
no site http://blast.ncbi.nlm.nih.gov e a sintese dessas sequéncias foi realizada pela
Integrated DNA Technologies (Coralville, lowa, EUA). O plasmideo pIDT Smart usado
como controle positivo no ensaio de PCR também foi adquirido pela Integrated DNA

Technologies (Coralville, lowa, EUA). A PCR foi realizada utilizando 2x PCR Mix (Quatro
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G, BR) com 100 mM de Tris-HCI, pH 8,5, 500 mM de KCl, 1,7 mM de MgCl,, 0,2 mM de

mistura de dNTP. Os primers foram sintetizados pela Invitrogen (Sao Paulo, SP, Brasil).

3.2. Equipamentos

O sistema de espectrometria de massa utilizado foi um cromatdégrafo liquido
Agilent 1200 Series acoplado a espectrometro de massas em modo tandem Sciex API

5000 (LC-MS/MS) (Sciex, Foster City, CA).

3.3. Meétodos

3.3.1. Amostragem

A amostragem foi realizada no Arroio Dilavio, conforme descrita no Capitulo
anterior, nos mesmos pontos de coleta, de dezembro de 2016 a setembro de 2018,
trimestralmente, por dois anos.

Para andlise por LC-MS/MS, foram utilizadas as mesmas amostras coletadas
para a andlise de screening (item 3.3.7 do CAPITULO 1).

Para determinacdo de GRAs, as amostras foram coletadas em garrafas de vidro
com capacidade de 2 litros, previamente higienizadas e esterilizadas por 30 min a
120°C. Apds o procedimento de amostragem, as garrafas foram mantidas refrigeradas
até a recepcdo em laboratério, onde foram filtradas para remover material
particulado, utilizando filtros de membrana de celulose com diferentes tamanhos de
poro (1,2 e 0,45 um). As células bacterianas foram concentradas usando um filtro de
membrana de celulose estéril com 0,22 um de tamanho de poro em triplicata em cada
ponto de amostragem. Os filtros de membrana foram mantidos em placas de vidro

estéreis a -80°C para extracao total de DNA.

3.3.2. Preparo de amostra para quantificacdo de ATBs
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Para a quantificagcdo de ATBs, foram utilizados as mesmas amostras e o mesmo
procedimento de preparo de amostra para a analise qualititiva de CEs por LC-QTOF-
MS, descrito no item 3.3.4 do CAP{TULO 1.

Apds analise por LC-QTOF-MS, os vials contendo o extrato final da amostra,

eram congelados (+ -20°C) até andlise no LC-MS/MS.

3.3.3. Otimizacdo dos pardmetros de espectrometria de massas e de
cromatografia liquida para andlise de antimicrobianos por cromatografia

liquida acoplada a espectrometria de massa em modo tandem (LC-MS/MS)

O sistema LC-MS/MS foi composto por um cromatégrafo a liquido Agilent 1100
series e um espectrometro de massa APl 5000 (Sciex, Foster City, CA).

A separacao cromatografica foi realizada utilizando uma coluna analitica Agela
Durashell RP (3 um, 2,1 x 100 mm), precedida por um sistema de pré-coluna C18 (5
um, 4,0 x 3,0 mm) (Phenomenex). Utilizou-se uma fase movel binaria com fluxo de 200
uL min™ num tempo total de 15 minutos. A fase mével A foi solugio aquosa de acido
férmico a 0,1% e a fase mdvel B foi acetonitrila com acido férmico a 0,1%. O gradiente
foi otimizado para a separacdo, comecando com 98% de A, mantendo essa condicdo
durante 2 minutos, e diminuindo linearmente para 5% em 3 minutos e mantendo essa
concentracdo durante 3 minutos. Finalmente, A aumenta linearmente ao longo de 3
minutos para 98% e mantém-se durante 4 minutos. O volume de injecdo da amostra
foide 5 pL.

Foi utilizada ionizacdo por eletrospray (ESI) no modo positivo para deteccdo e
qguantificacdo. A aquisicdo de dados foi realizada no modo de monitoramento de
reacao multipla (MRM). Os parametros de espectrometria de massa foram otimizados
por infusdo de compostos na concentracdo de 200 mg L™ utilizando bomba de seringa
a um fluxo de 10 pL min™ em &gua ultra-pura deionizada com 0,1% de acido férmico.
Os fragmentos mais abundantes foram determinados e os parametros de ionizacao
para cada transicdo foram otimizados através deste procedimento. Analise por injecdo
em fluxo (FIA) foi realizada para otimizar as condicdes da fonte de ions no
espectrometro de massa. A tensdo de pulverizagao foi ajustada para 5500 V e a fonte

de temperatura a 400°C, CUR a 20 psi, GS1 a 50 psi, GS2 a 50 psi, CAD a 6 psi, EP a 10
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eV e dwell time a 25 s. Todos os dados foram processados usando o software Analyst
versao 1.4.2 (Applied Biosystems). As condicdes de MRM, transi¢Ges, DP, CEe CXP sdao

apresentadas na Tabela 7 para todos os compostos.

Tabela 7. Parametros de fragmentagdao dos analitos e padrdes internos, obtidos por
ionizagcdo com eletrospray no modo positivo.

Composto [M+H]* m/z DP (V) CE (V) CXP (V)

426,3 76 29 16

oTC 461,1
4443 76 23 16
444,2 101 31 50

CTC 479,2
462,2 101 29 18
156,1 71 21 12

STZ 256
108,2 71 37 8
108 31 41 24

SMz 279,1
92,1 31 41 14
156 106 25 20

SQx 301,2
108 106 37 16
156 71 23 22

SMA 254
92 71 35 14
156 31 21 16

SDz 251,1
108 31 33 16
288,2 211 25 32

CIPRO 332,1
245,2 211 33 34
316,3 51 27 36

ENRO 360,2
245,2 51 37 26
276,3 51 25 30

NOR 320,2
233,2 51 33 26
108 31 35 14

SCP 285
156 31 35 14
230,2 45 31 34

TMP 290,8
275 45 35 30
428 131 15 54
DOXI 445 154 126 27 18
321 121 77 32
215,2 100 21 30

NALID 233,2
187 100 35 26
356 21 31 24

SARA 400,1
299,3 21 39 30
342,1 41 29 24

DIFLO 386,2
299 36 37 30

FLU 262,3 244,2 126 21 36
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202,3
96,2
340,3
156
108
245,1
139,9
156,1
108,2
112,8
156
159,9
175,9
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158
106
160
160
114
114
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181
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126,1 136 35 12
CLN 4253

377,3 151 23 40

174 80 30 15
LM 435,5 143,3 80 26 15

125,8 80 44 15

DP: declustering potential, CE: collision energy, CXP: collision cell exit potential.
Fonte: a autora.

3.3.4. Avaliacdo dos parametros de desempenho do método por LC-MS/MS

Para a validacdo, utilizou-se agua superficial coletada no Arroio do Salso
(30°10'28.4"s 51°12'53.7"W, Porto Alegre, Brasil). A validacdo foi conduzida de acordo
com as diretrizes internacionais e foram determinadas as figuras de mérito, a fim de
fornecer um alto nivel de confianca nos resultados. Todos os estudos foram realizados
com amostras fortificadas com a solugdo mix em concentragdes relevantes
ambientalmente. Os parametros avaliados, com base nas recomendacdes descritas nas
diretrizes do INMETRO [112] foram: seletividade, linearidade, exatiddo, precisao, limite
de deteccdo (LOD) e limite de quantificacao (LOQ).

Para o procedimento de validacdo, foram utilizadas curvas analiticas do tipo
matrix matched. Amostras brancas foram fortificadas com solucdo padriao e
submetidas ao processo extrativo completo. A concentracdo dos analitos nas amostras
foi calculada utilizando a equacgao da reta. Cada curva analitica possui sete pontos,
com concentracdes variando de 2,5 a 100 pg L. Considerando que as amostras s3o
concentradas 250 vezes, as concentra¢des reais nas amostras vao de 10 a 400 ng L?
(considerando recuperacdo de 100%). Além da curva analitica, cada lote de validagdo
inclui cinco amostras em branco com 50 pg L™ e trés “extracted matrix standards”
(EMS; extratos de amostras brancas as quais foi adicionada uma quantidade de
solucdo padrdo para obter uma concentragio a 50 pg L?). Este procedimento foi
repetido trés vezes, em trés dias diferentes.

A seletividade foi avaliada pela injecdo de amostra branca (livre da presenca
dos analitos) e amostra com os analitos de interesse. A linearidade foi avaliada pela
injecdo das solucOes preparadas em matriz para construcdo das curvas analiticas em

sete pontos, com concentragdes variando de 2,5 a 100 pg L™'. Os experimentos foram



-903 -

realizados em duplicata, e apds o tratamento estatistico, as expressGes matematicas
foram formuladas e os coeficientes de determinagao definidos (rd).

A repetibilidade, em termos de precisdo intra-dia e inter-dia, foi avaliada pela
andlise de 5 replicatas fortificadas no nivel intermediario (50 pg L™}). Para precis3o
intra-dia, as amostras foram preparadas simultaneamente por um analista e analisadas
no mesmo dia, no mesmo equipamento e sob as mesmas condi¢des. Para a precisao
inter-dia, um lote nas mesmas condicdes foi preparado em dias distintos, por outro
analista e quantificado nas mesmas condi¢Ges descritas anteriormente. A precisao
intra e inter-dia foi determinada pelo cdlculo do desvio padrdo relativo (RSD) das
replicadas. A exatiddo foi avaliada em triplicata nos niveis intermediarios calculados de
acordo com a curva de calibragao.

O limite instrumental de deteccdo (LOD) e o limite de quantificacdo (LOQ)
foram determinados usando a relagdo sinal-ruido (S/N = 3 para LOD e S/N = 10 para
LOQ). O limite de quantificagdao do método foi tomado como a menor concentragdo na
curva analitica da matriz considerando um fator de concentracdo de 250 vezes.

Os valores das recuperacées foram determinados usando dados de 3 replicatas
fortificadas no nivel intermedidrio (50 pg L™Y) antes da extracao e 3 replicatas das
amostras branca, que foram fortificadas apds a extracdo (EMS). Todas as amostras
adicionadas foram processadas usando o método SPE descrito e analisadas por LC-
MS/MS. A recuperagdo foi expressa como a percentagem de analito no extrato final
apos o passo de pré-concentracdo. A equacdo 4 demonstra o cdlculo da porcentagem

de recuperagao.

R(%) = 100 x (M) Eq. 4

areagms

Os efeitos da matriz foram avaliados utilizando a ratio slope (SR) de duas curvas
analiticas distintas, uma preparada em solvente e outra preparada usando uma matriz
em branco. Quando o SR é de 1,0 £ 0,1, o efeito da matriz é consideravel insignificante.

O SR foi determinado usando a Equagao 5:
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SR = slopesplyente Eq 5

slopematriz

3.3.5. Detecgdo de Genes de Resisténcia a Antibidticos em aguas superficiais

3.3.5.1. Extra¢dao de DNA

Membranas com as células bacterianas coletadas foram levadas a temperatura
ambiente, cortadas em pequenos pedacos e as extracdes de DNA foram obtidas
seguindo as instrucdes do fabricante do kit PowerSoil DNA Isolation (Mobio, EUA).

A concentracdo e a qualidade das amostras de DNA foram determinadas por

um espectrofotometro NanoDrop Lite (Thermo Fisher Scientific, EUA).

3.3.5.2. Detecgdo de Genes de Resisténcia a Antibidticos

Os genes foram qualitativamente detectados pela reacdo em cadeia da
polimerase (PCR). Os ensaios de PCR foram realizados para rastreio em larga escala da
presenga/auséncia de quatro GRAs conferindo resisténcia a sulfonamida (sull), B-
lactama (blaTEM), eritromicina (ermB) e quinolona (gnrS). A presenca de um gene que
codifica a subunidade pequena de 16S rRNA foi analisada como um marcador
bacteriano. Os primers usados na PCR qualitativa estdo listados na Tabela 8. A PCR foi
conduzida em uma solucdo de 25 L contendo aproximadamente 10 - 30 ng de
amostra de DNA (2 uL), 0,5 pL de cada primer (0,2 uM), 12,5 uL de 2x mix PCR (Quatro
G, Brasil) com 100 mM de Tris-HCI, pH 8,5, 500 mM de KCl, 1,7 mM de MgCl,, 0,2 mM
de mistura de dNTP e 1,5 U de Taqg Polimerase de DNA recombinante.

As condicdes do ciclo térmico para a PCR foram as seguintes: desnaturacao
inicial a 94°C por 5 min, seguido por 40 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30 s,
anelamento na temperatura correspondente para diferentes GRAs por 30 s e extensao
em 72°C durante 1 min. A extensao final foi realizada a 72°C por 7 min. Os produtos de

PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 2%. Agua estéril foi usada
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como controle negativo para todos os ensaios. Plasmideos pIDTSmart contendo

fragmentos sull, blaTEM, ermB e gnrS foram utilizados como controle positivo.

Tabela 8. Sequéncias de primers utilizados nos ensaios de PCR.

Temperatura de

Gene Primer Sequéncia anelamento Tamanho (bp)
(°c)
F1048 GTGSTGCAYGGYTGTCGTCA
16S rRNA R1194 ACGTCRTCCMCACCTTCCTC 61 147
bla-TEM F GCKGCCAACTTACTTCTGACAACG
blaTEM bla-TEM R CTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTA 61 247
qnrSrtF11 GACGTGCTAACTTGCGTGAT
qnrS qnrSrtR11 TGGCATTGTTGGAAACTTG 61 119
Sul(l) FW CGCACCGGAAACATCGCTGCAC
sull Sul(l) RV TGAAGTTCCGCCGCAAGGCTCG 65 163
erm(B)-91f GATACCGTTTACGAAATTGG
ermB erm(B)-45r GAATCGAGACTTGAGTGTGC 55 364
Fonte: a autora.
4. Resultados e discussao
4.1. Validagcdo do método LC-MS/MS

Os resultados da validagdo demonstraram que o método proposto se mostra

adequado para analise de agua do rio. As principais figuras de mérito sdo mostradas na

Tabela 9.
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Tabela 9. Resultados da validagdo do método de quantificagdo de ATBs por LC-MS/MS.

Precisdo Precisdo ) x
Analito LOD.l LOQ,l intra-dia inter-dia \{)eraudade Roecuperagao SR r?
(gl) el o (Rsor % P (%)

SMA 25 5 53 14,1 110 54 19 0,9920
Sbz 2,5 5 14,4 18,7 105 43 3,3 09930
Smz 5 10 6,4 14,6 97 69 2,6 09810
STZ 5 10 3,5 11,7 110 62 2,2 0,9870
Sax 5 10 4,4 13,0 80 52 1,8 0,9900
SMR 5 10 13,2 18,1 110 52 1,6  0,9920
SDX 5 10 3,6 16,7 105 61 1,8 0,9960
SDMX 5 10 8,9 16,0 88 62 2,9 0,9860
SFX 5 10 9,0 16,5 99 50 3,6  0,9950
SCP 5 10 14,1 18,9 94 66 2,9 09920
CIPRO 5 10 6,7 11,7 110 46 2,0 09940
ENRO 5 10 7,3 10,5 103 59 16  0,9940
NOR 5 10 6,6 8,3 109 44 2,2 0,9960
DANO 5 10 6,5 14,3 109 46 1,3 0,9980
DOXI 5 10 4,9 16,8 83 58 6,1  0,9600
NALID 5 10 7,6 12,8 80 111 1,4 0,9980
SARA 25 5 5,2 14,5 91 51 1,8 0,9950
DIFLO 5 10 13,5 16,2 102 43 3,6  0,9950
PNG 5 10 7,6 22,1 68 71 1,4  0,9810
CFX 5 10 0,7 17,7 132 63 7,7  0,9860
AMP 5 10 18,0 22,0 93 54 1,0 0,9940
PNV 5 10 11,2 14,3 68 64 2,0 0,9990
AMX 5 10 22,0 23,1 88 23 53 09910
OXA 2,5 5 11,9 21,1 67 56 1,3 0,9870
CFAP 5 10 1,9 13,1 108 99 1,1 0,9950
CLX 2,5 5 9,6 23,0 81 68 1,4 0,9930
CFN 5 10 5,9 9,9 108 72 1,3 09910
DCX 2,5 5 7,1 20,9 67 62 1,7 0,9760
CFT 5 10 9,6 17,9 110 70 1,7  0,9920
CFOP 5 10 13,8 17,6 99 96 1,2 0,9970
LNC 2,5 5 2,3 7,2 108 94 1,1 0,9970
ERT 5 10 9,7 23,3 84 54 2,4 0,9980
AZT 5 10 4,2 11,8 80 48 58  0,9920
TIL 2,5 5 11,8 13,8 77 53 2,9 09920
CLN 2,5 5 5,9 111 110 47 1,4 0,9920
TLM 5 10 4,5 12,5 82 27 3,4 09930
oTC 5 10 4,4 11,3 101 57 1,0 0,9700
CTC 10 25 9,6 15,4 98 31 3,0 10,9850
FLU 5 10 3,5 12,2 98 92 1,1 0,9940
TMP 2,5 5 14,5 16,0 108 63 1,6  0,9970

SR =inclinacdo da reta (slope ratio)
Fonte: a autora.

Em relacdo ao slope ratio, quando o SR é de 1,0 + 0,1, considera-se que as
curvas estdo sobrepostas, ou seja, a matriz ndo interfere no sinal analitico. Esse foi o

caso dos analitos OTC, FLU, CFAP e LNC. No entanto, considerando que a maioria dos
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compostos apresentou algum grau de efeitos de matriz, o procedimento mais
adequado é realizar curva de calibragdo em matriz, a fim de compensar o efeito de co-
extrativos interferentes. Além disso, o uso de curvas analiticas em amostras brancas
fortificadas antes do procedimento de extracdo também compensa as perdas de
analitos, evitando a necessidade de corrigir posteriormente os resultados com os
valores de recuperagao.

A precisdo e veracidade foram consideradas satisfatdrias, considerando que os
analitos estardo presentes em nivel de trago. Para veracidade, com exce¢dao do grupo
dos beta-lactdmicos (67-132%), todos os outros analitos apresentaram valores
variando de 80 a 110%. A especificidade foi avaliada usando amostras brancas,

conforme descrito no capitulo anterior.

4.2. Concentragdo de antimicrobianos

Em um estudo anterior de nossa equipe de pesquisadores (janeiro a agosto de
2011, sendo o periodo do verdo ao inverno, no Brasil) treze ATBs de diferentes classes
foram monitorados em quatro pontos sobre o rio Dillvio. Destes, cinco (azitromicina,
ciprofloxacino, norfloxacino, sulfametoxazol e trimetoprim) foram quantificados, em
concentragdes variando de 15,5 ng L™ (ciprofloxacino) a 572 ng L™ (sulfametoxazol)
[47].

Como o problema relacionado a presenca de antimicrobianos estd crescendo
em todo o mundo, este estudo foi realizado para ampliar o conhecimento sobre a
presenca destes compostos no Arroio Dilivio, pois os resultados anteriores foram
preocupantes. Neste estudo, a amostra foi coletada trimestralmente de dezembro de
2016 a setembro de 2018. Um total de quarenta e oito amostras, em triplicata, foram
analisadas por dois anos, permitindo também a avaliacdo da variacdo sazonal. As
Figuras 15 e 16 apresentam a soma da concentracdo para cada classe. As
concentracOes detalhadas para cada amostra sdao apresentadas na Tabela VI em

ANEXO I.
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Figura 15. Dados da soma da concentracao de ATBs, por classe, em cada campanha, nos 6 pontos de amostragem no Arroio Dilavio.
Fonte: a autora.
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Figura 16. Soma das concentragbes (%) para cada classe em cada campanha. A
esquerda, dados do primeiro ano de monitoramento, e a direita, dados do segundo
ano.

Htemp maxima-anol  Mtemp minima-anol

35 1 Wtemp maxima-ano2  Mtemp minima -ano 2

309 304

25 -

20 A

10 -

Temperatura °C

Dezembro Margo Junho Setembro
Més

Figura 17. Valores de temperaturas médias mdximas e minimas nos meses de
amostragem. Fonte: a autora.

Os ATBs B-lactamicos (cefalexina), quinolonas (ciprofloxacino e norfloxacino),
macrolideos (azitromicina e clindamicina) e sulfonamidas (sulfadiazina e
sulfametoxazol) foram as classes presentes em todas as amostras.

Quatro vias podem ser destacadas para o consumo dos ATBs: os fornecidos
pelo SUS através da farmacia basica municipal; os prescritos e adquiridos com receita
médica; os utilizados em hospitais em que cada unidade de saude tem sua lista de
medicamentos essenciais e finalmente, aqueles de uso veterinario.

Para a comparacdo dos resultados obtidos nos dois anos de monitoramento é
importante avaliar a variacdo da temperatura ambiente ocorrida. Pela Figura 17,
observa-se que houve uma variacdo entre as temperaturas médias nos meses de
junho, sendo que no segundo ano as temperaturas médias foram inferiores (+ 3°C), o
gue pode ter refletido também nas temperaturas dos meses de setembro.

Este cenario pode justificar que os niveis maiores dos antimicrobianos
comumente prescritos para tratar infeccGes respiratdrias (macrolideos e B-lactamicos)
foram encontrados em maior concentragao no periodo de inverno do segundo ano do
gue no do primeiro ano. As quinolonas e sulfonamidas foram exce¢des, uma vez que

estes compostos sdo geralmente usados para infecgdes urindrias e outras, que sdo



-101 -

geralmente independentes do clima. As sulfonamidas tiveram uma maior quantidade
no verao do primeiro ano e na primavera do segundo ano. As quinolonas tiveram
maior consumo no inverno e primavera do primeiro ano, e outono e inverno do
segundo, sendo que no inverno, os dois anos foram similares (Figura 16).
Considerando a alta incidéncia dos mesmos compostos durante o
monitoramento, e devido a grande discussdo em todo o mundo em relagdao as
bactérias resistentes no ambiente, nas duas ultimas campanhas também foram
realizadas analises de PCR para detectar os GRAs e relaciona-los com os ATBs

encontrados.

4.3.  Detecgdo de genes de resisténcia a antibidticos

A analise para quatro GRAs conferindo resisténcia a sulfonamidas (sull), -
lactamicos (blaTEM), eritromicina (ermB) e quinolonas (gnrS) foi realizada em junho de
2018 e setembro de 2018.

A analise qualitativa baseada na PCR convencional de GRAs em amostras de
agua mostrou a presenca dos genes blaTEM, sull, gnrS e ermB em todos os seis pontos
de coleta nas duas coletas de amostras (Tabela 10 e Figura 18). A presenca de
bactérias em todas as amostras coletadas foi confirmada pela amplificacdo do gene
16S. A extracdo de DNA e analise de PCR foram feitas em triplicata para cada ponto de
amostragem. Os resultados de todas as andlises estdo presentes na Figura 1 em

ANEXO 1.

Tabela 10. Presenga/auséncia dos quatro GRAs que conferem resisténcia a
sulfonamida (sull), S-lactamico (blaTEM), eritromicina (ermB) e quinolona (gnrS) em
amostras de dgua do Arroio Dilavio.

Pontos  de|GRAs -Junho 2018 GRAs - Setembro 2018
amostragem | blaTEM qnrS sull ermB blaTEM qnrS sull ermB

O Uk W N B

+ + + + + +
+ + + + + +
+ + + + + o+
+ + + + + +
+ + + + + +
+ + + + + +
+ + + + o+ o+
+ + + + o+ +

(+) presenca; (-) auséncia. Fonte: a autora.
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Figura 18. Produtos de amplificacdo por PCR analisados por electroforese em gel de
agarose a 2%. (A) junho de 2018 e (B) setembro de 2018 produtos de amplificagao
blaTEM. (C) de junho de 2018 e (D) setembro de 2018 produtos de amplificacdo gnrsS.
(E) junho de 2018 e (F) setembro de 2018 sull produtos de amplificagao. (G) Junho de
2018 e (H) Setembro de 2018 produtos de amplificacdo ermB. M: 100 pb DNA Ladder
(Invitrogen); C +: Plasmideo pIDTSmart contendo fragmentos blaTEM, qnrS, sull e
ermB; 1 a 6: pontos de amostragem.

Fonte: a autora.
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4.4. Correlagdo entre antibidticos e genes de resisténcia a antibidticos

O Arroio Diluvio foi previamente caracterizado como um fluxo de dgua poluida,
com presenca significativa de contaminacgao fecal [113], enterotoxinas [107], enzimas
resistentes a antibidticos [114], e fdrmacos [47]. Além do risco a saude representado
pelos altos niveis de contaminantes quimicos e bioldgicos presentes em um rio urbano,
os riscos sdo muito mais intensos, considerando que a foz do Arroio Diltvio flui para o
lago Guaiba, a fonte municipal de dgua potavel [47].

A entrada constante de ATBs em rios urbanos pode fornecer microrganismos
suscetiveis no ambiente para se tornarem resistentes aos ATBs. Os genes que
codificam a resisténcia a antibidticos podem ser transmitidos para a préxima geracao
(transferéncia vertical de genes). Além disso, outros mecanismos podem estar
envolvidos, como a transferéncia horizontal de genes, que é o principal mecanismo
para dividir GRAs entre ndo patdgenos e bactérias patogénicas, permitindo a troca de
elementos genéticos mdveis entre microrganismos distintos. Em ambos os casos, estas
formas de transmissdo representam um risco potencial para a saude humana.

Neste estudo, foi avaliada a presenca de quatro genes blaTEM, sull, gnrS e
ermB que conferem resisténcia, respectivamente, as classes antimicrobianas f-
lactamicos, sulfonamidas, quinolonas e eritromicina, e se a ocorréncia constante de
antibidtico em agua pode contribuir para o surgimento de GRAs.

Os niveis de ATBs encontrados no Arroio Dilvio estao de acordo com estudos
semelhantes em todo o mundo [115]. Varios trabalhos mostram uma predominancia
de sulfonamidas, trimetoprim, macrolideos e quinolonas [115,116]. Em relacdo a
estudos similares realizados no Brasil, Monteiro et a./ detectaram AMX, CFX e SMA em
dgua superficial e potavel no Rio de Janeiro, chegando a 105 ng L™ em d&guas
superficiais, bem como ERT e AZT até 35 ng L™ [117]. Esses niveis se relacionam aos
niveis médios presentes no Diluvio durante todo o periodo de amostragem, como 60
ng Lt para SMA e 72 ng Lt para CFX.

Nossos resultados mostram que a classe com maior concentragao sao as
quinolonas. Esses dados reforcam estudos prévios que mostram que as quinolonas sao
um grupo de ATBs sintéticos com maior relevancia clinica, sendo uma das classes de

agentes antimicrobianos mais frequentemente prescritas no mundo [118]. No entanto,
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seu uso foi comprometido pelo crescente surgimento de cepas resistentes, que se
tornou um problema clinico prevalente. A presenca de quinolonas em quantidades
relativamente altas no rio Dilavio e a presenca do gene gnrS em todas as amostras
analisadas podem ser uma ameaca a saude, uma vez que a resisténcia a quinolona
mediada por plasmidio (PMQR) fornece uma base favoravel para a selecdo de
mecanismos de resisténcia adicionais e, portanto, para o surgimento de altos niveis de
resisténcia as quinolonas. Além disso, estudos anteriores mostraram que genes gnrS
sao geralmente encontrados em plasmideos multi-resistentes ligados a outros
determinantes da resisténcia, como os genes de amplo espectro B-lactamase, AmpC-
type B-lactamase e carbapenemase [119]. O PMQR é geralmente associado a um
elemento mdvel ou transponivel. Tran e Jacoby mostram que o gene gnrS1 esta
associado a um transposon superior Tn3-like em varios plasmideos contendo um gene
TEM-1 ativo [119]. Além disso, as fluoroquinolonas sdo recalcitrantes a biodegradagao
e transformagdo em sistemas aquosos, o que aumenta seu papel como contaminantes
emergentes [120].

Os genes de resisténcia a sulfonamidas sao um dos GRAs mais frequentemente
detectados no meio aquatico [121], o que também foi observado em nossos achados.
Isso ndo é de surpreender, considerando que a associacao sulfametoxazol-trimetoprim
é amplamente utilizada no Brasil [122]. Considerando a alta extensdao do metabolismo
e transformacdo das sulfonamidas, a inclusdo dos principais produtos do metabolismo
da SMA, SDZ e TMP provavelmente poderia levar a niveis ainda mais elevados dessas
substancias nas aguas superficiais.

A presenga concomitante de ATBs e GRAs em amostras coletadas em junho e
setembro de 2018 fornece evidéncias da correlagdo entre esses contaminantes
emergentes. Esses achados estdo de acordo com estudos similares realizados em
outros corpos de agua similares. Por exemplo, Liu et al. avaliou, entre outros, a
abundancia do gene de resisténcia a sulfonamida (sull), do gene de resisténcia a
quinolonas (gnrS) e do gene de resisténcia a macrolideos (ermB) em um rio urbano em
Beijing, China [123]. Esses autores observaram que sull e gnrS tinham 100% de
frequéncia de deteccdao e ermB 95,83%, levando a conclusao de que a maioria dos
GRAs aumenta com o aumento da concentracdo de ATBs. De maneira semelhante,

Bastos et al. analisaram a ocorréncia de trés genes de resisténcia bacteriana (sull,
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gnrA e ermB) para determinar os impactos das comunidades microbianas na aplicagao
de esterco em solo [124]. Eles observaram que altos niveis de GRAs presentes em solos
gue recebem esterco de animais alimentados com antibidticos e sugerem que a
aplicacdo desse estrume amplifica a disseminacgao de resisténcias a antibidticos.

Aparentemente, as classes de ATBs predominantes e seus GRAs relacionados
sdo constantes em todo o mundo. Na China, Yan et al. avaliaram a ocorréncia de ATBs
correlacionando com seus GRAs em um grande projeto hidrelétrico [125]. Em relacdo
aos ATBs, as sulfonamidas e o trimetoprim apresentaram os maiores teores, acima das
tetraciclinas e das fluoroquinolonas, nas amostras de dgua, solo e sedimento. De
acordo com os niveis de ATBs, o gene sull foi dominante em todas as matrizes
investigadas. As concentracdes médias de TMP e SMA nas dguas superficiais foram,
respectivamente, 119,07 e 78,55 ng L' niveis muito semelhantes aos determinados no
Arroio Diluvio.

Em outro estudo realizado nos rios da China, a presenca de ATBs e GRAs
também foi correlacionada com a composicdo da comunidade microbiana [126]. Dos
14 GRAs investigados por esses autores, foram detectados 2 GRAs de sulfa (sull e sul2)
e 5 GRAs de tetraciclina nos principais rios de Shenzhen, na China. A concentragao
média de ATBs para aguas superficiais foi de 245 ng L. Os niveis mais elevados foram
encontrados para SDZ, STZ, AMP e LNC. O gene sull foi o GRA predominante,
enquanto a Proteobacteria foi o microrganismo mais abundante.

Esta foi a primeira avaliacdo da co-ocorréncia de ATBs e GRAs em um rio
urbano e destaca a necessidade de pesquisas adicionais para determinar corretamente
0 risco a saude associados a esses contaminantes. Baseado em nossos dados atuais,
um plano de monitoramento poderia ser estabelecido, incluindo a determinacdo
guantitativa de GRAs, por andlise de RT-PCR (PCR em tempo real), a fim de avaliar se o
aumento sazonal de niveis de ATBs pode influenciar nos niveis de GRAs nos mesmos
pontos de amostragem. Além disso, estudos adicionais também podem ser realizados

para avaliar quais micro-organismos predominam nestes pontos de amostragem.

5. Conclusao
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O método desenvolvido e validado para a quantificagdo de 40 antimicrobianos
em aguas superficiais por LC-MS/MS foi utilizado para a realizagdo de um
monitoramento ambiental nas 3aguas do Arroio Dildvio durante dois anos, com
amostragens trimestrais. Antimicrobianos das classes B-lactamicos, sulfonamidas,
quinolonas e macrolideos foram detectados e quantificados em todos os meses e
pontos de amostragem. Devido a incidéncia destes ATBs, nos dois Ultimos meses foi
realizada avaliacdo da presenca de genes de resisténcia a antimicrobianos nas
amostras. A presen¢a de GRAs que conferem resisténcia a sulfonamida (sull), -
lactamico (blaTEM), eritromicina (ermB) e quinolona (gnrS) pode ser correlacionada
com os ATBs das respectivas classes.

A ocorréncia de GRAs na dgua tem sido associada a contaminacdo fecal,
associada a um aporte constante de compostos com atividade bactericida ou
bacteriostatica, capazes de permitir seletividade na comunidade microbiana [127].
Assim, hd uma necessidade de mais pesquisas sobre a correlacdo entre ATBs e GRAs
em matrizes ambientais, especialmente em aguas proximas as grandes areas urbanas.

Os resultados do presente estudo mostram a qualidade da agua no Arroio
Diluvio na cidade de Porto Alegre. Sabendo que o esgoto nao tratado contém bactérias
de origem humana, animal e ambiental e uma mistura de concentracdes sub-
terapéuticas de ATBs e outros agentes co-seletivos, concluimos que o Arroio Diluvio se
torna importante fonte de BRAs e GRAs devido aos grandes volumes lancados no meio

ambiente.
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CAPITULO IIl: Estudo de degradagdo e identificagdo de produtos de transformagao de

farmacos B-lactamicos
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1. Objetivos especificos

e Realizar estudo para cinética de degradacao e identificar os principais
metabodlitos e produtos de transformacdo de alguns farmacos de amplo
consumo utilizando ensaios de fotdlise artificial, seguidos de analise por

cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa de alta resolucao.

2. Revisao bibliografica

Varios autores relatam a atividade bioldgica dos antibidéticos no ambiente
[17,128]. Em alguns casos, ndo sé o composto original é biologicamente ativo, mas
também seus produtos de transformacdo (TPs), gerados pelo metabolismo e outros
processos de degradacgao [17].

Conhecer as vias de degradacdo e transformacdo dos CEs é crucial por varias
razGes: 1) avaliar o risco associado aos CEs e seus TPs quando atingem o meio
ambiente; 2) determinar a toxicidade de produtos desconhecidos e, 3) estudar
processos para promover a remog¢ao ou a completa degradagao dos CEs em compostos
nao perigosos [2].

Amoxicilina (AMX) e ampicilina (AMP) sao antibioticos da classe de B-lactamicos
amplamente utilizados na medicina humana e na produgdo animal. Mesmo doses
baixas desses compostos podem mostrar efeitos bioldgicos. Varios autores relataram a
presenca de AMX e AMP em dguas residuais urbanas, aguas superficiais e agua da
torneira [129,130], e técnicas foram avaliadas para a remoc¢do destes compostos a
partir de matrizes aquosas [85].

Sabe-se que o metabolismo da AMX tem dois principais produtos: acido
amoxicildico e amoxicilina piperazina-2,5-diona (DIKETO). Estes compostos ndo
apresentam atividade antibidtica, no entanto, o acido amoxicildico pode ter
propriedades alérgicas [131]. Alguns produtos secundarios destes compostos foram
obtidos apds a hidrélise acida [132].

Pérez-Parada et al. realizaram um estudo de degradacdo de AMX em condicdes

acidas e alcalinas (pH 2 e 10, respectivamente): a degradacdo de AMX foi espontanea e
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rapida em ambas as condi¢des (menos de 5 min). A degradagdao completa de AMX em
meio alcalino foi alcangada em 24 h, enquanto que em meios acidos, apds 5 dias, os
residuos de AMX ainda foram identificados [129].

Alguns TPs formados por AMX, AMP e outros antibidticos B-lactamicos sao de
grande preocupacdo, como o acido penicildico, pois podem estar relacionados com
toxicidade e desenvolvimento de processos alérgicos [131,133,134].

Para AMP, os processos de transformacdo sdo muito semelhantes aos
observados para AMX. Os TP identificados para AMP geralmente mostram uma
diferenca de 16 amu do produto equivalente da AMX.

Em termos de metabolismo, geralmente grande parte dos antibidticos PB-
lactamicos é excretada sob a forma inalterada. Tanto para AMX como para AMP, os
principais produtos de metabolismo s3ao os respectivos acidos penildicos, acidos
penicildicos e diketopiperazinas. No caso de AMP, a formacdo dos dois epimeros de
estereoisomeros (3S, 5R) e (3S, 5S) do &cido peniléico foi demonstrada por
Suwanrumpha et al. [135].

Como AMP e AMX contém grupos basicos e acidos, eles sdo capazes de gerar
moléculas protonadas e desprotonadas. Porém, a maioria das andlises de LC-MS/MS é
realizada utilizando ionizagao no modo positivo.

O padrdo de fragmentacdo de MS/MS da AMX é bem conhecido: AMX (m/z
366) facilmente perde uma amodnia para formar o ion com razdo massa/carga (m/z
349). Essa fragmentacdo também ocorre em AMP (m/z 350 > 333), mas é mais
eficiente para AMX, devido a presenca do grupo hidroxila, que permite a formacao de
uma estrutura mais estavel [136].

Outro fragmento intenso para AMX é o ion m/z 208 (para AMP, m/z 192).
Mecanismos plausiveis de formacdo para esses fragmentos foram propostos por varios
autores [129,136,137].

Tanto para AMX como para AMP, é evidente a presenca intensa do ion m/z 160
(acido carboxilico tiazolidina), que é geralmente usado como um fragmento marcador
para penicilinas em métodos quantitativos usando LC-MS/MS. Este fragmento pode
ser observado ndo apenas para os compostos parentais, mas esta presente em varios
TPs de AMX e AMP [132,133,136]. Este fragmento (CsH1oNO,S) é formado pela quebra

de duas ligacdes no anel de B-lactamico.
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Outro fragmento intenso observado para AMX é m/z 114. Embora vdrios
autores tenham proposto que esse fragmento seja originado do m/z 160 [137], Franski
et al. observam que este fragmento ndo foi encontrado para AMP e propds que este
fragmento deve ser ligado ao grupo hidroxila e possivelmente derivado de m/z 208
[136].

Outros fragmentos menores observados para AMX estdo relacionados a perda
de um carbonila do anel B-lactdmico e descarboxilacdo adicional (m/z 321, m/z 277,
m/z 305) e clivagem do anel (m/z 234, m/z 208). Também é relatada a perda de um
grupo fenol da cadeia lateral da forma desaminada de AMX (m/z 349,0849> 255,0429)
[138].

Para AMP, outros fragmentos intensos foram m/z 106 e m/z 174, o que
provavelmente corresponde a ruptura de uma ligacdo C-C e a ruptura de duas ligacOes
no anel B-lactamico, respectivamente. Também se presume que o fragmento m/z 174
de AMP corresponde ao fragmento m/z 190, que é observado para AMX, mas
geralmente apresentam baixa intensidade [136].

No Brasil, ha poucos trabalhos sobre a ocorréncia de AMX, AMP e seus TPs em
aguas superficiais e dguas residuais [139]. Em um efluente industrial de uma empresa
farmacéutica (produtor de AMX), foram encontrados residuos de AMX, sugerindo que
o tratamento efluente (hidrélise alcalina) ndao foi eficiente para completar a
remocdo/degradacdo de AMX e subprodutos [139]. Também é importante ressaltar
gue o Brasil é um importante mercado consumidor desses antibiéticos: no periodo de
2004 a 2010, o Brasil importou mais de 6.191 toneladas de AMX e mais de 561
toneladas de AMP.

3. Materiais e métodos

3.1. Estudo de cinética de degradacGo e identificagdo de metabdlitos e
produtos de transformacgdo de B-lactdmicos (AMX e AMP) utilizando ensaios de
fotdlise artificial, sequidos de andlise por cromatografia liquida acoplada a

espectrometria de massa de alta resolugdo (UPLC-Orbitrap-MS).
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Para o estudo de degradacdo, padrdes analiticos de ampicilina tri-hidratada
(AMP) e amoxicilina tri-hidratada (AMX) foram adquiridos da Fluka AG (Buchs, Suicga)
com um minimo de 90% de pureza. A acetonitrila (ACN) e o metanol (MeOH), todos de
grau HPLC, foram adquiridos da Merck (Darmstadt, Alemanha) e J.T.Baker
(Phillipsburg, NJ, EUA), respectivamente. O acido férmico (FA) foi adquirido a J.T.Baker.
O grau de HPLC de agua foi fornecido pela Fischer Scientific.

Solugdes padrdo de estoque de 1 mg mL™ foram preparadas em agua de grau
HPLC. O perfil de degradagcao de AMX e AMP foi avaliado utilizando solu¢ées de 50 pg
mL™? de AMX ou AMP e preparado com agua de grau HPLC e 4gua de rio real. O pH
médio das 4dguas do rio e da HPLC foi de 9,25 e 6,74, respectivamente. O valor médio
de condutividade para dgua do rio e HPLC foi de -125,3 e 4,6 uS/cm, respectivamente.
O efeito do solvente foi avaliado utilizando solu¢des de 200 ng mL™* de cada antibidtico
em HPLC de agua, ACN, H,0: ACN (1: 1) e H,0: MeOH (1: 1), cada um com ou sem 0,1%
acido formico.

A fim de elucidar a cinética da degradacdo e a identificar os produtos de
transformacdo (TPs) de AMX e AMP em ecossistemas naturais, as amostras de aguas
foram submetidas a experimentos de fotdlise sob luz solar simulada. O perfil de
degradacdo, bem como a tentativa de atribuicdo de estruturas de TP, foram obtidos
usando cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa em tandem com
deteccdo por Orbitrap-MS. Esta etapa do trabalho foi realizada no Instituto de
Diagndstico Ambiental y Estudios del Agua do Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas (IDAEA-CSIC — Barcelona/ES), sob orienta¢do da Dra. Silvia Diaz Cruz e do Dr.
Damia Barceld.

Os experimentos de fotodegradacdo foram conduzidos sob condicdes
simuladas de irradiagdo solar num simulador Suntest CPS. O sistema foi equipado com
uma lampada de arco de xenoénio e filtros de vidro apropriados para restringir a
transmissdo de comprimentos de onda de irradiacdo abaixo de 290 nm,
proporcionando um espectro de comprimento de onda similar a luz solar. A
intensidade da ldmpada foi ajustada para uma irradidncia de 500 Wm™
correspondente a uma dose de luz de 1800 kJ m?2 h™. As amostras irradiadas no
aparelho Suntest foram contidas em frascos de quartzo de 20 mL com tampa. Apds, as

solucdes foram retiradas e congeladas imediatamente.
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Foram coletadas aliquotas de 50 pL do aparelho de fotélise e diluidas para 1,0
mL com H,0: MeOH (95: 5) e armazenadas no congelador até o momento da andlise.
Assim, a concentragdo final de cada antibidtico nos frascos foi de 500 ng mL™.
Inicialmente, uma aliquota foi tomada nos momentos 0, 15, 30, 60, 120 e 180 min do
experimento de fotdlise; depois disso, as amostras seguiram sendo coletadas em 4, 6,
8,10, 12, 14, 16, 20, 24, 48 e 72 horas.

Experimentos de determinagdo de massa exata foram realizados UPLC Waters
Acquity (Waters, Manchester, UK) acoplado a um espetrometro de massas Orbitrap Q
Exactive (Thermo-Fisher, San Jose, CA). Os parametros da fonte de ionizacdo por
eletrospray foram ajustados como se segue: polaridade (+), tensdo de pulverizagao
+3,5 kV, temperatura do aquecedor 300°C e temperatura capilar 350°C. A resolucdo de
monitorizacdo de ions selecionada (SIM) foi de 70000 e a resolucdo de dd-MS2 (MS-
MS/MS) foi de 17500.

A separacdo cromatografica foi realizada numa coluna Acquity UPLC BEH C18
(2,1 x50 mm, 1,7 um). A fase mével foi composta por (A) metanol com acido férmico a
0,1% e (B) dgua com 4acido formico a 0,1%. O gradiente otimizado para a separacao
comega com 95% de B durante 6 minutos e decresce linearmente para 5% em 6
minutos e mantém-se durante 2 minutos. Finalmente, B% aumenta linearmente em 1
minuto para atingir 95% e mantendo-se até 13 minutos. O fluxo foi de 300 pL min*
com a coluna a 40°C. O volume de injegao foi de 10 pL.

O software MZmine 2.28 (http://mzmine.github.io/) foi utilizado no
tratamentodos dados obtidos no UPLC-Orbitrap-MS [31]. ProteoWizard
(http://proteowizard.sourceforge.net/downloads.shtml) foi usado como conversor de
formato para alterar o formato dos arquivos Thermo para .mzXML, uma extensao
aberta e universal que foi necessario para tornar possivel o processamento de dados
por Mzmine.

A lista de m/z nas amostras foi obtida apds a aplicagdo de algumas restri¢des,
como o intervalo de massa (m/z 80-1100) e a detec¢do de massa (ruido < 1.0E2). A lista
foi simplificada pela remocdo de m/z cuja intensidade de sinal em amostras em branco
era maior ou igual em amostras de teste.

Além disso, a revisao da literatura cientifica foi usada para construir um banco

de dados de TPs de AMX e AMP. O banco de dados desenvolvido foi utilizado para
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investigar a presenca de AMX, AMP e seus TPs em efluentes reais e amostras

industriais de dguas residuais industriais do Brasil.

4. Resultados e discussdao

4.1.

Estudo de cinética de degradagdo e identificacgGo de metabdlitos e

produtos de transformacdo de amoxicilina e ampicilina

Para identificar os TPs de AMX e AMP, foi realizada uma busca na literatura e a

composi¢do elementar para produtos de fotdlise, hidrélise, metandlise e metabolismo

previamente relatados foi compilada [129,132,133,136,137,140-145]. Um banco de

dados para 52 e 15 possiveis TPs para AMX e AMP, respectivamente, foi elaborado e

aplicado para todas as amostras (Tabelas 11, 12 e 13).

Tabela 11. Base de dados de produtos de transformacdo de amoxicilina (TPs) para

pesquisa em amostras experimentais e reais.

m/z

m/z

TPs (exp) (teo) Fragmentos Ref
349,0849 [C16H17N,05S]"
321,0895 [C15H17N,0,S]"
305,0950
277,1006
AMX 366,1116 f’éﬁﬁiiossr 255,0429 [133,136,146-148]
234,0429
208,0423 [C1oH100,NS]*
160,0425 [CqH1oNO,S]*
114,0374 [C,H,ONS]"
AMX desaminada
349,0848
349,0849 [CocHoN,05S]" [133,136,146-148]
323,1056 [C;5H1gN,0,S]"
Acido penildico 295,1112 [C14H1sN,05S]"
AMX 340,1326 277,1002 [C14H17N,055]"
340,1323 [CosHoNSOuS]" 229,0638 [CaHuaN,055]" [133,136,146-148]
189,0688 [C;H13N,0,5]"
160,0423 [CeH1oNO,S]*
Diketopiperazina 3661118 207,0762 [C1oH11N,05]" .
AMX 366,1116 [Clsi'izoNaossr 160,0427 [cmeNOZS] [133,136,146-148]
113,0344 [C4HsN,0,]
367,0955 [C16H19N;065]"
Acido peniciléico 340,1322 [C15H»,N30,S]"
AMX 3841226 384,1224 ) 323,1058 [C15H19N20451+
[C16H22N306S] 189,0690 [C;H3N,0,5]

160,0424 [CgH1oNO,S]"
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381,1109
349,0852 [C16H170,N,055]"
. o 335,1060
gcéfifésteramox'c"o'co 398,1378 [351?41233220651* 249,0868 [136,146]
222,0746
194,0822
160,0424 [CH1oNO,S]"
498,1335 [Cy4H,4N;055]"
4-Hyidroxifenilglicil >15,1607 + 339,1 +
AMX 515,1607 [Ca4H27N4055] 160,0425 [CsHloNOES] [147]
122,0606 [C;HgNO]
114,0374 [C,H,ONS]"
365,08073 [C16H17N,065]"
337,08581 [Cy5H17N,055]"
. 382,1073 >
AMX-S-6xido 382,1073 [C16H20oN306S]" igg:gﬁz {Eﬁ;ﬂ:iis ] [149,150]
763,20673 [C3,H39N601,5,]"
(dimer)
Acido 160,0444 + +
tiazolidinecarboxilico 160,0437 [CeH1oNO,S] 114,0372 [C,H,ONS] [150]
Y 168,0655
4-hidroxifenilglicina 168,0655 [CsHsNOs]* [147]
Acido 6- 217,0636
aminopenicilanico 217,0636 [CgH1,N,05S]" [147]
N-pivaloil-4- 252,1230
hidroxifenilglicina 252,1230 [C13Hy7NO,]" [147]
189,0654
[C1oHsN,0,]" 171,0558 [C40H5N,0]"
'faepr;ﬁ;ﬁ:jrf’o“) 189,0654 161,0715 [CoHoN,0]" [148]
211,0483
[M + Na]"
L 182,0318 [CsH1,N0,S,]"
Penicilamina disulfida o 19,5 [23170531304&]* 180,0149 [CsH1oNO,S,)" [148]
150,0583 [CsH1,NO,S]
Acido L-5,5- 1620589 145,0320 [C6H9025]:
dimetiltiazolidin-4- 162,0590 c H NO,ST' 116,0536 [CsH1oNS] [148]
carbénico 622 87,0272 [C4H,S]"
Acido 2-({(E)-[5-(4-
hidroxi-fenil)-3,6- 244,0720 [Cy,H1oN305]"
d?9x0-3.,6- ' 364,0967 215,0455 [C11H7N203]:
diidropirazina-2(1H)- 364,0969 [CucHioN;05S]" 187,0511 [Cy0H;N,0,] [148]
ilideno]metil}amino)-3- 1677187735 159,0561 [CoH,N,0,]"
metil-3- 132,0454 [CgHeNO]"
sulfanilbutanoico
Acido 2-
[amino(carboxi)-metil]-
5,5-dimetil-1,3- 235,0755 [ZCSZ'OLS% S [148]
tiazolidina-4- s
carboxilico
Acido 316,1096
dehidrocarboxilado 316,1100 [C14H1oN30,NaS]  277,1013 [C14H7N,0,5]" [148]
AMX acido penildico ¥
2-amino-2-(4- 381 1563 364,1297 [CyoH1sN30,4]"
hdroxfenil)-N-{(2)-[3- 381,1560 ! . 336,1348 [C1oH15N305]" [148]
[C20H21N4o4]

(4-hidroxifenil)-2-oxo-

230,0930 [C4,H1,N350,]"
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2,3,6,7-tetrahidro-1H-

215,0821 [Cy,H1:N,0,]

1,4-diazepin-5-
illmetilideno}-
acetamida
Amoxicilina 209,0921
peniciloaldeido 209,0921 [CioH12N,05]" [147]
Acido Amoxicilina 253,0819
4cido penaldico 253,0819 [C11H1,N5058]" [147]
337,0855 [Cy5H17N,055]"
319,0744 [Cy5H1sN,0,5]"
354 1132 293,0957 [C14H17NZOES]+
Produto de fotdlise Il 354,1132 c H NLO.S]" 193,0611 [CoHgN,05] [147]
1517207735 159,0586 [CgH11N,05]"
130,0322 [CgHgNOS]*
107,0493 [C,H,0]"
383,0907 [C16H19N,055]"
400,172 365,0801 [C16H17NZOGS]:
Produto de fotdlise V. 400,1172 [C16H,,N3055]" ;ig:éggg {Eﬂ:‘f\:\iig] [147]
160,0426 [CqH1oNO,S]*
122,0600 [C;HgNO]"
365,0801 [C16H17N,06S]"
383,090 339,1009 [C;5H19N,055]"
Produto de fotdlise VI 383,090 [Ci6H19N,055]" 235,0747 [CoH15N,0,S]" [147]
160,0426 [C¢H1oNO,S]"
122,0600 [C;HgNO]"
310,1219 N
Produto de fotdlise VIl 310,1219 [C14H0N3055]" 293,0954 [CraH17N055] [147]
231,0434 253,0253 [CgH1oN,0,NaS]*
Produto de fotdlise VIl 231,0434 [CsH1:N,0,S]" 160,0426 [CgH1oNO,S]" [147]
102,0913 [C¢H,;NO]*
450,0577 [C1H17N309NaS]"
428,0758 410,0652 [C1H16N3045]"
Produto de fotdlise IX  428,0758 [CieH1sN306S]" 384,0859 [C;5H15N3055]" [147]
160,0426 [CqH1oNO,S]*
94,0399 [C4H,N;]"
1760375 158,0270 [C6H3N0251+
Produto de fotdlise X 176,0375 Te I-; NO,S]* 130,0321 [CsHgNOS] [147]
61110 102,0371 [C,HgNS]"
294,1270 277,1008 [C14H17N,0,8]"
Produto de fotdlise XI ~ 294,1270 [C14H20N30,8]" 189,0663 [C1oHgN,0,]" [147]
171,0549 [C4oH;N,0]"
412 0811 434,0630 [C16H17I:l308NaS]+
Produto de fotdlise Xl 412,0811 [Cls;_ilsNaoSSr 189,0670 [C19HgN,0,] [147]

160,0426 [CeH1oNO,S]"

Fonte: a autora.
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Tabela 12. Base de dados de produtos de transformagcao de ampicilina (TPs) para

pesquisa em amostras experimentais e reais.

TPs gﬁ:) ';{‘Zeo) Fragments Ref
333,0923 [C16H17N,0,S]"
350,169 192,0487 [clonNos+]+
AMP 350,1175 CuathoN,0uST' 174,0552 [C1oHgNO,] . [136,140]
160,0429 [CgH1oNO,S]
106,0648[C;HgN]"
AMP desaminada 333,0922
, 333,0922 [CocHoN,0uS]" [136,140]
Acido penicildico 324,1367
AMP 368,1278 [35185:2?;3055]* 307,1122 [136,140]
279,1140
Acido peniléico 307
AMP 324,1377 324,1376 . 279 [136,140]
[C15H2,N305S] 268
213
AMP
. . . 350,1169 191
diketopiperazina 350,1175 [C1cH2oN04S]* 160,0429 [136,140]
114
365,1170 [C7H,:N,055]"
333,0888 [C16H17N,0,S]"
319,1112 [C16H19N,05S]"
‘. . 382,1437 233,0922 [C;,H13N,05]"
:f;fi‘l’éstefmp'c""'w 382,1437 [C17HoN306S]* 223,1080 [C1;H15N,05]" [136]
206,0821 [Cy;H1,NO;]"
178,0863 [C1oH1,NO, "
160,0435 [CeH1oNO,S]*
106,0651 [C;HgN]"
. 332,1392 [CyoH17N30,]"
(2)-2-amino-N-((2- 304,1449 [C1oH1,N50]"
oxo-3-fenil-2,3, 216,1129 [C1H15N50]"
6,7-tetrahidro-1H- 54 1 ¢eq 349,1659 199,0866 [CH1oN,O"  [140]
1,4-diazepin-5-il) [Cy0H21N405] +
metileno)-2- 187,0857 +[anmNZO]
fenilacetamida 181,0758 [C1HaN ] +
171,0914 [C1;H10N;]
Acido 2-(1-(2-amino- 350,1165 [C16H19N30,5]"
2-fenilacetamido)- 333,0905 [C16H16N,0,51"
2- 305,0954 [C1sH16N,055]"
((carboxi(fenil)metil) 259,0710 [C13H10N,04]"
. 499,1646 N
amino)- 499,1678 (Gt NOGST* 322,1222 [CisH1gN305S]"  [140]
2-oxoetil-5,5,- arariiae 340,1333 [C15H,1N30,5]"
dimetil-4,5- 191,0818 [CioH1oN,05]"
diidrotiazol-4- 160,0428 [CcHsNO,S]
carboxilico
155
3-fenirazine-2-ol 173,0711 [1;?);_(')97'\102%]+ zi [140]
77
540,1838
dimero fechado 699,2265 699,2269 . 350,1175 [140], este
AMP [C3,H39Ng05S5] 333,0918 estudo
160,0427
Y +
Acido  (E)-2-(((3,6- 348,1013 348,0996 330,0894 [Cy6H15N305S] (140]

dioxo-5-fenil-1,6-

I:C16H18N3O4S]+

302,0957
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diidropirazin-2(3H)-

[C15H15N30,5]7268,1061

ilideno) [CisH1sN305]"
metil)amino)-3- 228,0757 [C12H9N302]+ 199,0501
mercapto-3- [C11HeN,0,]" 171,0546
metilbutandico [C1oHeN,0]" 143,0605 [CoHeN,]"
Acido 5-
(amino(fenil)metil)-
7-formil- 315,0787 [C16H14N203S]+
2,2-dimetil-2,3- 332,1063 304,1108 [C15H17N302$]+
2,1067 + + 14
diidroimidazo 332,106 [C16H1gN305S] 286,1004 [C15H15N308S] [140]
[5,1-b]tiazol-3- 200,0814 [C11H9N30]+
carboxilico
673
514
dimero aberto 717,2371 324
AMP 717,2374 [C3,H41NgO6S,]" 174 [140]
160
106
1022
Trimero aberto 1066,3467 >14
1066,3477 ’ + 333 140
AMP [CagHgoN9O13S5] [140]
160
114
889,3
730,3
Trimero fechado 1048,3362 !
1048,3365 ’ 571,2 140,142
AMP [CasHssNO1S3]" [ ]
160
114
439,1
D-fenilglicilampicilina 483,1697 350
483,1690 140,142
’ [Cy4H27N,05S]" 267 [140,142]
239,1
Decarboxilationa 673,2473
73,247 ! + 140,142
dimero aberto AMP 673,2478 [C51H41Ng05S;] [140 ]

Fonte: a autora.
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Tabela 13. Outros m/z menos intensos para produtos de transformacdo (TPs) de AMX

de acordo com Hirte et al. [143]
Experimental mass Molecular formula Calculated mass Observation

150,0554 C8H8NO2 150,0555 Produto de hidrélise pH3 e 7
206,0482 C7H12NO4S 206,0487 Produto de hidrolise pH 3
217,0591 C9H10N203Na 217,0589 Produto de hidrélise pH3 e 7
207,0773 C10H11N203 207,0770 Produto de hidrdlise pH 7
137,0716 C7H9N20 137,0715 Produto de hidrdlise pH 7
366,1330 C16H20N305S 366,1124 Produto de hidrélise pH3 e 7
325,0896 C11H21N205S2 325,0892 Produto de hidrélise pH3 e 7
249,1239 C13H17N203 249,1239 Produto de hidrdlise pH 3
249,1240 C13H17N203 249,1239 Produto de hidrdlise pH 3
247,0720 C12H11N204 247,0719 Produto de hidrélise pH3 e 7
234,0623 C9H16N02S2 234,0622 Produto de hidrolise pH 3
192,0662 C10H10NO3 192,0661 Produto de hidrolise pH 3
245,0929 C13H13N203 245,0926 Produto de hidrdlise pH 3
205,0619 C10H9N203 205,0613 Produto de hidrélise pH3 e 7
203,0818 C11H11N202 203,0821 Produto de hidrélise pH3 e 7
245,0540 C10H10N20O4Na 245,0538 Produto de hidrolise pH 3
731,2161 C32H39N6010S2 731,2169 AMX — dimero ac. Penicildico AMX
204,0634 C9H11NO3Na 204,0637 AMX impuro
397,1515 C20H21N405 397,1512 Produtos de dimerizagdo
397,1519 C20H21N405 397,1512 Produtos de dimerizagdo
381,1204 C19H17N405 381,1199 Produtos de dimerizagdo
415,1633 C20H23N406 415,1618 Produtos de dimerizagdo
378,1124 C17H20N305S 378,1124 Produtos de dimerizagdo
749,2273 C32H41N6011S2 749,2275 Dimero &c. Penicildico AMX
4.2. Andlise de amoxicilina e ampicilina

Para analisar TPs altamente hidrofilicos, recomendam-se colunas destinadas a
reter compostos hidrofilicos. Por exemplo, Nagelle e Moritz usaram para analisar TPs
de AMX uma coluna capilar "HILIC-like" (colunas de interacdo hidrofilica - fase
estaciondria fortemente polar utilizada em combinacdo com fase mdvel com alta
porcentagem de solvente organico) [132]. Ndo obstante, as colunas de fenil, C8 ou C18
também sdo capazes de realizar uma separacdo cromatografica adequada desses
compostos.

Embora AMX e AMP possam ser analisados por espectrometria de massa
usando polaridade negativa para ionizacdo, o uso de ionizacdo positiva é mais
frequente na literatura [136]. Alguns casos comuns relacionados com a andlise das
penicilinas utilizando MS foram observados em nosso estudo: a ocorréncia de
metandlise parcial de AMX e AMP e a desaminacdo na fonte de AMX, mesmo em
solucdo padrdo (m/z 366 > 349).

Assim, o uso de espectrometria de massa de alta resolucdo (HRMS) juntamente

com o banco de dados contruido, permite a investigacdo de compostos untargets bem
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voltada nas amostras, que podem ser posteriormente confirmados e/ou quantificados

usando um padrao analitico adequado.

4.2.1. Fotdlise

A cinética de fotdlise de AMX e AMP na agua do rio ocorre de acordo com a
cinética de pseudo-primeira ordem (Figuras 19 e 20). As constantes calculadas a 30°C

foram kAMX = 0,2169 h* e KAMP = 0,148 h™.

Infco/c)

=0.2165x + 0.1266

time (h)

Figura 19. Grafico de concentracdo/tempo linearizado de cinéticas de pseudo-primeira
ordem para fotdlise de AMX. A inclinacdo da reta de regressdo é igual a constante de
taxa global kKAMX [h™']. Fonte: a autora.

Infco/c)

____________

time (h)

Figura 20. Grafico de concentracdo/tempo linearizado de cinética de pseudo-primeira
ordem para fotdlise de AMP. A inclinacdo da reta de regressdo é igual a constante de
taxa global KAMP [h!]. Fonte: a autora.
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Outros autores investigaram o papel da metandlise na analise de AMX e AMP e
concluiram que o uso de metanol, mesmo como eluente para a extracdo em fase
sélida, pode levar a formacdo de derivados de éster metilico de AMX (m/z 398,1378) e
AMP (m/z 382,1437) [129,136].

Hirte et al. também observam a epimerizacdo de D-AMX sob pH 7 e em uma
extensdao menor em pH 11. A epimeriza¢do da cadeia de aminodacidos leva a formacgao
de L-AMX. O pico designado como L-AMX foi detectado logo apds o inicio das
experiéncias de hidrélise. Varios ions de adutos de AMX também foram descritos
porHirte et al., Incluindo [AMX + Na] + (m/z 388), [AMX + K] + (m/z 404), bem como um
dimero [2 AMX + H ] + (m/z 731). O espectro de massa altamente similar, incluindo os
ions de adutos, foi usado por esses autores para propor a epimerizacao de D-AMX para
L-AMX [143].

Nossos resultados mostram que AMP e AMX tém uma rapida transformacao
sob fotdlise, mas sem mineralizacdo significativa, considerando que AMX e AMP ainda
estavam presentes apds um tempo de reacdo de 24 h [151]. Moreira et al. relataram
resultados semelhantes para AMX, utilizando fotdlise direta com irradiagdo UV/Vis de
300 nm. Outros autores relataram resultados semelhantes para AMX sob fotdlise em

365 nm e 280 nm [130].

4.2.2. ldentificacdo de produtos de transformacao

4.2.2.1. Ampicilina

A partir dos dados de fotodlise, pode-se observar que o AMP é relativamente
estavel nas condicGes experimentais. Apdos 72 h de irradiacdo, AMP ainda foi
detectado. O padrdao de fragmentacdo AMP estava de acordo com o relatado
anteriormente na literatura, com um pico a m/z 350,1165 [136,140,142]. O perfil de
fragmentacdo da AMP foi descrito por varios autores [140,142]. Usando a pesquisa de
banco de dados, trés TPs de AMP foram detectados e confirmados por dados MS2
(dimero de AMP, éster metilico de acido ampicildico e acido peniciléico AMP). O
cromatograma de ion extraido (XIC) e o espectro MS2 para esses compostos sdo

mostrados na Figura 21.
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Figura 21. Cromatograma de ion extraido (XIC) e espectro MS2 para dimero AMP fechado (a), acido penicildico AMP (b) e éster metilico do
acido ampicildico (c).
Fonte: a autora



O 4cido penicildico de AMP também foi relacionado por outros autores como
um TP intenso em fotdlise e hidrdlise. Este composto também é um dos principais
produtos de metabolismo da AMP e sua estrutura e padrao de fragmentagao foi
proposto por varios autores [130,135,140,142]. Franski et al. descobriu que o acido
penicilico de AMP é o principal produto de hidrélise da AMP, de forma semelhante a
observada para AMX [136].

A presenca de éster metilico do acido ampicildico, um produto bem conhecido
da metandlise AMP, foi provavelmente causada pela utilizagdo de metanol como
solvente de diluicdo para as amostras de fotdlise e também foi utilizado como um
componente de fase mével no UHPLC-MS2. Os produtos de metandlise AMP e AMX
foram discutidos em detalhes por Pérez-Parada et al. e Franski et al. [129,136].

O dimero de AMP é um composto relacionado ao AMP, anteriormente descrito
por outros autores [140,142]. Outros trés TPs de AMP também foram detectados com
base na massa exata, mas com intensidade ndo alta o suficiente para permitir uma
fragmentacdo MS2 adequada para confirmar sua identidade. Também foram
identificados os acido AMP penildico (m/z experimental 324,1371 vs. 324,1376
calculado), 3-fenirazina-2-ol (experimental m/z 173.0708 experimental vs. 173,0709
calculado) e acido (E)-2-(((3,6-dioxo-5-fenil-1,6-dihidropirazina-2(3H)-
ilideno)metil)amino)-3-mercapto-3-metilbutandico (m/z experimental 348,1006 vs.
348.1013 calculado) [140].

A forma desaminada de AMP n3o foi detectada, em contraste com a observada
para AMX. Contudo, isso esta de acordo com os resultados de outros autores, uma vez
gue a perda de amoénia é mais eficiente a partir de AMX do que de AMP porque o
grupo hidroxila em AMX facilita a formacao de uma estrutura de quinona mais estavel

[136].

4.2.2.2. Amoxicilina

Os dados obtidos a partir dos experimentos de fotélise mostraram uma rapida
degradacdo de AMX acompanhada pela formacdo de vdrios TPs. AMX, AMX
desaminado e éster metilico do acido amoxicildico foram detectados em todas as

amostras, com uma diminuicao evidente desde a amostra RWO.
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Conforme mencionado anteriormente, AMX desaminada (m/z 349,0849) pode
ser formada pela degradacdo AMX na fonte do espectrémetro de massa e nao
necessariamente pela degradacdo promovida pela fotdlise. Este composto foi
detectado apds 2 h de irradiagdo e foi indetectavel apds 12 horas em amostras de RW
e LC.

O éster metilico do acido amoxicildico (m/z 398,1364) é designado como
produto da metandlise AMX. O padrado de fragmentacdo deste composto foi proposto
por Pérez-Parada et al. e Franski et al. [129,136]. De acordo com esses autores, o
composto é formado durante a andlise e ndo no processo de fotdlise. O padrdo de
fragmentacdo obtido no presente estudo estd de acordo com os achados de Pérez-
Parada et al. [8] com predominancia do produto ions m/z 381, 349, 194 e 160.

O ion m/z 189,0654 corresponde a PP-2-OH-3-(4-OH) fenilpirazina, que é um
composto estdvel atribuido como produto final dos processos de transformacgdo da
AMX. Este composto foi detectado apenas nas duas ultimas amostras.

Foi detectado um presumido dissulfureto de penicilamina (m/z 297,0942,
[C10H21N204S,]7) na dltima amostra da experiéncia de fotdlise. A caracterizacdo deste
composto e sua via de fragmentacdo foi proposta por Hirte et al. [143].

O ion m/z 340,1328, que pode ser identificado como o acido penildico AMX, foi
observado entre 4 e 10 h de irradiagdo em amostras de RW e LC.

O acido peniciléico AMX (m/z 384,1229) foi observado apenas em amostras de
RW apds 5 h. Apds 10 h, o composto ndo era detectavel. Considerando as diferencas
de pH entre as amostras de RW e LC, pode-se supor que a formac¢do deste composto é
favorecida em meio alcalino.

Na ultima amostra da fotdélise AMX, detectou-se um fragmento com m/z
381.1563. Com base na sua fragmentacdo MS2 e na comparacdo com dados
previamente publicados, este TP foi identificado como 2-amino-2-(4-hidroxifenil)-N -
{(Z)-[3-(4-hidroxifenil)-2-ox0-2,3,6,7-tetra-hidro-1H-1,4-diazepin-5-ilmetilideno}-
acetamida, um produto de dimerizacdo de AMX (m / z 381,1560, [C20H21N40.]") que ja
foi proposto por Hirte el al . [143].

Na mesma amostra, um composto com m/z 731.2148 foi detectado. Hirte et al.
descreveram este ion como um dimero de acido penicildico AMX-AMX, que também

foi detectado por Raju et al. [143,152]. A fragmentacdo deste composto gera ions de
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alta intensidade em m/z 366,1078 (AMX presumivel), m/z 349,0830 (AMX
desaminada), m/z 208.0408 (um dos fragmentos mais intensos de AMX), m/z 160,0412
e m/z 114,0004 (estes fragmentos de marcadores menos conhecidos para penicilinas).
O cromatograma de ion extraido (XIC) e o espectro MS2 para todos os TP de AMX

detectados e confirmados sdao mostrados na Figura 22.



Figura 22. Cromatograma de ion extraido (XIC) e espectro MS2 para PP-2-OH-3- (4-OH) fenilpirazina (a), dissulfeto de penicilamina (b), éster
metilico do acido amoxildico (c), dimero do acido penicildico AMX-AMX (d), 4cido penildico AMX (e), acido penicildico AMX (f) e 2-amino-2-(4-
hidroxifenil)-N-{(Z)-[3-(4-hidroxifenil)-2-ox0-2,3,6,7-tetra-hidro-1H-1,4-diazepin-5-iljmetilideno}-acetamida (g).

Fonte: a autora
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5. Conclusao

O uso de instrumentos de HRMS também permitiu a deteccdo e identificacdo
dos compostos com alta seletividade e especificidade. Dados obtidos da literatura
foram considerados para estabelecer a identificacdo de AMX, AMP e seus TPs em
experimentos de fotélise e amostras reais de dguas superficiais. O banco de dados
compilado a partir de trabalhos recentes sobre TPs de AMX e AMP foi utilizado para
rastrear amostras reais, a fim de verificar a presenca dos TP conhecidos em condicdes
reais. Além disso, experimentos de fotélise de AMP e AMX foram realizados em agua
de rio para simular o comportamento desses compostos sob irradiacdo solar em dguas
superficiais. Os resultados concordaram com trabalhos anteriores: AMX e AMP
sofreram intensa degradacdo em um periodo inferior a 2 dias. E importante destacar a
confirmacdo de alguns TPs em amostras reais, considerando que algumas dessas
substancias foram relatadas anteriormente apenas em condi¢des laboratoriais. Os
resultados evidenciam a necessidade de mais estudos sobre TPs das penicilinas,
considerando que os possiveis efeitos de varios TPs no ambiente ainda sao

desconhecidos.
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CONCLUSOES GERAIS DO TRABALHO DESENVOLVIDO

A realizagdo deste trabalho teve como inspiragdo resultados de
monitoramentos anteriores, que demonstraram a grande problematica do Arroio
Dilivio. Observou-se a necessidade de ampliacdo do escopo dos analitos a serem
avaliados. Neste sentido, desenvolvemos e validamos metodologias analiticas que
contemplassem grande numero de farmacos bem como de pesticidas utilizados em
culturas comumentemente produzidas na regido metropolitana de Porto Alegre. O
monitoramente de 2 anos foi defindo para possibilitar a réplica de ano, e as coletas
sazonais poderiam estabelecer melhor o quadro de consumo/descarte destes
compostos.

Foi desenvolvido e validado um método de screening rapido e simples para a
deteccdo de CEs em amostras aquosas. As amostras de aguas superficiais e efluentes
de dguas residuais foram incluidas no estudo de validacdo. Um protocolo de
preparacdao de amostras baseado em SPE foi proposto para extracdo e concentracdo
dos analitos. A validacao foi baseada em protocolos de validacao de analise antidoping,
usando trés diferentes niveis de concentragdo (0,01; 0,1 e 1,0 ug L'l).

O monitoramento ambiental foi realizado com os métodos validados foi
realizado em seis pontos do Arroio Diluvio e um ponto no Rio dos Sinos e um no
Gravatai. Os resultados mostram a incidéncia de 32 compostos, sendo 20 farmacos
(antibidticos, anti-inflamatérios, analgésicos e antitérmicos, anestésicos, beta-
bloqueadores e cafeina) e 12 pesticidas. O tratamento quimiométrico dos dados foi
realizado pelo método de Tucker3.

Os ensaios de ecotoxicidade utilizando Danio rerio foram realizados em trés
amostragens, tanto no Arroio Dildvio quando no rio dos Sinos e Gravatai. Apds ensaios
com embrides por 96 horas de exposicdo, ndo foi possivel observar diferenca
estatisticamente significativa na morfologia ou morte dos embrides e larvas, indicando
a baixa toxicidade das amostras.

Em trabalho anterior, realizado em dissertacdo de mestrado do grupo de
pesquisa, a presenca de antibidticos no Arroio Dillvio, era uma constante. Naquele

momento, apenas oito antibidticos eram analisados. No entanto, como estes farmacos
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tém alto conumo, foi realizado monitoramento em separado dos mesmos utilizando
metodoligia de analise quantitativa, com ampliacdo de escopo.

O método quantitativo por LC-MS/MS para analise confirmatéria de 40
antimicrobianos das classes B-lactamicos, sulfonamidas, tetraciclinas, macrolideos e
fluor(quinolonas) em 4guas superficiais foi desenvolvido e validado. Foram
guantificados os ATBs: cefalexina (B-lactamico), ciprofloxacino e norfloxacino
(quinolonas), azitromicina e clindamicina (macrolideos) e sulfadiazina e sulfametoxazol
(sulfonamidas) e trimetoprim. Estes fdrmacos aparecerem como presenga constante
em todas as amostras, com variacdes que podem estar relacionadas as flutuacdes das
temperaturas médias minimas dos invernos dos dois anos monitorados.

Devido a incidéncia significativa dos antibidticos a necessidade de avaliar genes
de resisténcia aparece dentro do trabalho. Neste sentido, foi implementada a analise
de GRAs por PCR. A ocorréncia dos GRAs sull (sulfonamidas), blaTEM (B-lactamicos),
ermB (eritromicina) e qnrS (quinolonas), revela uma potencial correlagdo da presenca
de doses sub terapéuticas de antibidticos e a disseminacdo de genes resistentes a
antibidticos.

O uso de instrumentos de HRMS também permitiu estabelecer a identificacao
de AMX, AMP e seus TPs em experimentos de fotdlise e amostras reais de dguas
superficiais para simular o destino desses compostos sob efeito da radiacao solar em
aguas superficiais. Um banco de dados compilados a partir de trabalhos recentes sobre
TPs de AMX e AMP foi elaborado. Os resultados mostraram que a degradacdo de
amoxicilina e ampicilina é quase completa e atinge o seu maximo em 48 h na agua de
rio.

Os dados obtidos demonstram claramente o langcamento de esgoto doméstico
no Arroio Dildvio, uma vez que a presenca dos farmacos na agua tem sua origem no
consumo humano e veterindrio, bem como no descarte inadequado de medicamentos.
A sazonalidade em termos de consumo dos farmacos e pesticidas monitorados, por
exemplo, no caso dos antibidticos, pode ser observada, pois se destaca sua maior
incidéncia na primavera do que no verao.

O presente trabalho é uma ferramenta valiosa para o desenvolvimento de
politicas locais e regionais para monitoramento da qualidade da agua, destacando os

riscos potenciais representados presenga de farmacos, pesticidas, ATBs e GRAs no ciclo
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hidrolégico do municipio. Esses resultados sdao importantes porque o Arroio Dildvio
desagua no Lago Guaiba, de onde vem a maior parte da agua consumida pela
populacdo de Porto Alegre. Isso se torna um problema porque os ambientes

receptores formam outro ponto de acesso possivel para a presenca de CEs.
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ANEXO |

Tabela I. Dados de volume de precipitagdo e temperaturas mensais nos meses de
coleta de amostra.

Més/ano  Precipitacio Temp. max. Temp. Temp. min.
total (mm) média (°C) compensada média (°C)
média (°C)
dez/16 128,1 30,9 24,7 20,0
mar/17 165,6 29,1 23,4 19,3
jun/17 196,9 22,0 15,9 12,3
set/17 164,7 26,4 20,5 16,5
dez/17 153,5 30,4 24,2 19,6
mar/18 99,4 28,6 23,1 19,2
jun/18 149,8 18,7 13,3 9,88
set/18 168,0 24,3 19,3 15,7

Fonte: dados fornecidos pelo INMET, em http://www.inmet.gov.br/.
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Tabela Il. Lista dos fragmentos de m/z monitorados dos farmacos incluidos no método de triagem juntamente com os ions encontrados nas

amostras da validacdo em dgua superficial e efluente.

Surface water

[M+H]" [M+H]*
RT [M+H]" transition  transition | 0,01 ng mL-1 0,1ngmL" 1,0ng mL™
1 2
T e O A Y i

PHARMACEUTICALS transition 1 transition 2 transition 1 transition 2 transition 1 transition 2
Acebutolol 1,7 337,2122 116,1069 319,2021 |337,2114 116,1077 ND 337,2124 116,107 337,212 116,1067 319,2013
Acepromazine 2,5 327,1526  254,0636 86,0964 327,1522 254,0634 86,0963
Amoxicillin 0,7 366,1118 349,0857 208,043 366,1119 349,085 208,043
Ampicillin 1,3 350,1169 160,0425 106,0648 350,1175 160,0427 106,0653 350,1168 160,0425 106,0651
Anlodipine 2,7 409,1525 238,0635 221,0369 409,1518 238,0627 nd
Atenolol 0,8 267,1703  225,1234  190,0863 |267,1704 225,1248 190,0858 267,1704 225,1239 190,0862 267,1702 225,1235 190,0861
Azaperol 1,6 330,1976 330,1971
Betamethasone 2,7 393,2072 373,201 237,1276 393,2063 373,2006 237,1266
Betaxolol 2,3 308,222 116,1069 98,0964 308,2217 116,1062 98,0967 308,222 116,1068 98,0964
Bromhexine 2,6 375,0066 263,8842  114,1277 375,0064 236,8832 114,1275 375,0056 263,8836 114,1275
Caffeine 1,3 195,0874 138,066 195,0877 138,0661 195,0878 138,0662 195,0874 138,066
Carazolol 2,1 299,1754  222,0913  300,1787 299,1749 222,091 300,1776
Carprofen 37 274,0629 228,0573  256,0529 274,0629 228,0576 nd
Carvedilol 2,7 407,1965 407,1963
Cefalonium 15 459,0791 337,0311  158,0269 459,0791 337,0308 158,0268
Cefapirin 1,2 424,0632 152,0136  181,0431 |424,0634 152,0163 nd 424,0634 nd 181,0445 424,0630 152,0161 181,0429
Cefoperazone 2,1 646,1497 143,0814  290,1134 646,1492 143,0831 290,113
Cefquinome 15 529,1322  396,0433  324,0584 529,1323 396,0435 324,0585
Ceftiofur 24 524,0363 241,0391 210,0204 |524,0375 nd 210,019 524,0361 241,04 210,0193 524,0356 241,039 210,0202
Cephalexin 15 348,1013 158,0269 174,0548 348,1028 158,0269 174,0546 348,1014 158,0268 174,0549
Chlorpromazine 2,9 319,103 86,0964 214,0416 319,1028 86,0964 nd 319,1031 86,0966 214,0426




Chlortetracycline
Ciprofloxacin
Clindamycin
Clopidol
Cloxacillin
Danofloxacin
Decoquinate
Dexamethasone
Diaveridine
Diclofenac
Dicloxacillin
Difloxacin
Doxytetracycline
Enrofloxacin
Erythromycin
Flunixin
Hydrochlorothiazide
Indomethacin
Ketoprofen
Labetalol
Lasalocid sodium
Lidocaine

Lincomycin

Maduramicin ammonium

Mefenamic acid
Meloxicam
Metoprolol
Miconazole
Monensin sodium
Nadolol

1,6

11
3,4
1,7
4,3
2,7
1,3
3,8
3,6
1,9
1,7
1,7
2,4
2,9
1,3
3,8
31
2,1
51
1,4
1,2
51

33
1,7
36
4,9
1.4

479,1216
332,1405
425,1871
191,9977
436,0728
358,1561
418,2588
393,2072
261,1346
296,024

470,0339
400,1467
445,1605
360,1718
734,4685
297,0845
297,9718
358,0841
255,1016
329,186

613,3711
235,1805
407,221

934,5734
242,1176
352,042

268,1907
414,9933
693,4184
310,2015

444,0843
288,1509
126,1277
157,0281
160,0426
359,1592
372,2165
373,201
245,1035
214,0417
160,0424
356,1569
154,05
316,182
576,3745
279,0741
139,9898
138,9944
209,0961
162,0547
573,378
86,0966
126,1277
629,4043
224,1069
353,0446
116,107
416,9901
461,3
254,1388

462,0951
245,1085
377,1835
193,995

277,0375
340,1455
390,2284
279,1743
123,0663
250,0183
114,037

299,0991
428,1356
342,1613
158,1175
298,0878
107,9902
110,9996
105,0335
294,1486
555,3675
58,0652

359,218

647,4146

115,0281
133,0648
69,0452
479,3
201,0911

149

191,9977

261,1335
296,0234

297,0844
297,9725

329,187

235,1803

407,2216

352,0424
268,1909
414,9929

nd

ND
214,0412

279,0745
ND

162,0558

86,0966

126,1273

353,0435
116,107
416,9901

193,9949

123,0658
250,0181

298,0877
ND

ND

58,0652

359,2189

nd
133,0659
69,0438

332,1411
425,1869
191,998

436,0711

418,2582

261,1349
296,0238
470,0332
400,1471

360,172

734,4679
297,0845
297,9719
358,084

255,1014
329,1867
613,3696
235,1806
407,2213

242,1174
352,042
268,191
414,9931
693,4163
310,2014

ND

126,1278
157,0286
160,0426

372,2167

245,1038
214,0411
160,0426
356,1562

316,1824
nd
279,0737
nd
138,9942
209,0958
162,0562
nd
86,0964
126,1276

224,1066
353,0445
116,1066
416,9899
461,325

254,1389

ND

nd
193,9951
277,0373

390,2287

123,0667
250,018
114,0366
nd

ND

nd
298,0874
nd

nd
105,0334
ND

nd
58,0649
359,2177

nd
133,0638
69,044
nd
201,0914

479,1218
332,1405
425,1869
191,9975
436,0726
358,1561
418,2548
393,2063
261,1348
296,0239
470,0336
400,1464
445,1604
360,1716
734,467

297,0843
297,9715
358,0832
255,1013
329,1865
613,3698
235,1804
407,2208
934,5724
242,1172
352,0416
268,1906
414,9929
693,4176
310,2012

444,0828
288,1503
126,1275
157,0282
160,0424
359,1582
372,2163
373,2006
245,1031
214,0416
160,0424
356,1565
154,05
316,1822
576,3728
279,0739
139,9883
138,994
209,0958
162,0547
573,3783
86,0963
126,1275
629,4039
224,1066
353,0447
116,1068
416,9901
461,3256
254,1387

462,096
nd
377,1837
193,9945
277,0372
340,145
390,2273
237,1266
123,0664
250,0182
114,0367
299,0987
428,1373
342,1621
158,1166
298,0878
nd
110,9998
105,0333
294,1486
555,3674
58,0649
359,2175
647,4137

115,0323
133,0645
69,0445
479,323
201,0908



Nafcillin

Nalidixic acid
Naproxen
Nebivolol
Nimesulide
Norfloxacin
Oxacillin

Oxolinic acid
Oxytetracycline
Paracetamol
Penbutolol
Penicillin G
Penicillin V
Piroxicam
Phenylbutazone
Prednisolone
Prednisone
Propranolol
Propyphenazone
Robenidine
Sarafloxacin
Sotalol
Sulfachloropyridazine
Sulfadiazine
Sulfadimethoxine
Sulfadoxine
Sulfamerazine
Sulfamethazine
Sulfamethoxazole

Sulfaquinoxaline

34
2,6
3,2
2,9
3,6
15

2,2
1,6
0,8
2,8
2,6
2,7
2,6
3,7
2,4
2,4
2,2
2,7
3,2
1,9
0,8

1,2
2,3

14
1,6

2,4

415,1321
233,0921
231,1016
406,1824
309,054
320,1405
402,1118
262,071
461,1555
152,0706
292,2271
335,106
351,1009
332,07
309,1598
361,201
359,1853
260,1645
231,1492
334,0621
386,1311
273,1267
285,0208
251,0597
311,0809
311,0809
265,0754
279,091
254,0594
301,0754

256,0968
215,0814
185,096

145,0634
231,0562
160,0426
244,0606
426,1185
110,06
236
160,0425
160,0425
121,0395
211,0871
343,1903
341,175
74,06
189,1022
155,037
387,1373
133,076
156,0111
156,0111
156,0111
245,1032
156,0111
156,0111
156,0111
156,0111

199,0753
187,0501
170,0728

128,0577
302,1292
243,0765
216,0294
444,1301
93,0334
293
114,0372
114,0372
95,0604
69,0704
325,1798
237,1275
116,107
201,1026
138,0105
299,1014
255,1162
108,0443
108,0443
108,0443
156,0111
108,0443
92,0494
92,0495
108,0443

150

262,0712

152,0706

292,2274

332,0705

260,1655
231,1477

285,021

251,0591
311,0822
311,0815

254,0595

244,0606

110,0613

121,0397

74,0606
189,1029

156,0114
nd
156,0119
nd

156,0114

nd

93,0335

95,06

116,1079
ND

108,0443
108,0455
nd

156,0118

92,0501

233,0923

406,1821
309,0544
320,1418
402,1105
262,0709

152,0705
292,2269

332,0699
309,1589
361,2007
359,1847
260,1645
231,149

334,0621
386,131

273,1268
285,0207
251,0595
311,0808
311,0809
265,0755
279,091

254,0594
301,0747

215,0813

145,064
ND
160,0428
244,0604

110,0609
236,1645

121,0394
ND
343,1901
341,1752
74,0603
189,1011
ND

nd
133,0755
156,0117
156,0111
156,011
nd
156,012
156,0112
156,0115
156,0111

187,0501

ND
ND
243,0755
216,0304

93,0337
293,2285

95,0604
69,0698
325,1796
nd
116,1068
201,9994
ND

nd
255,1165
108,0454
108,0445
108,0446
108,0445
108,0443
92,0506
92,0500
108,045

415,1318
233,0916
231,101

406,1823
309,0538
320,1408
402,1115
262,0708
461,1543
152,0703
292,227

335,1058
351,1006
332,0694
309,1588
361,2008
359,1851
260,1645
231,149

334,0615
386,1306
273,1266
285,0208
251,0598
311,081

311,0804
265,0753
279,0909
254,0591
301,0752

256,0966
215,0811
185,0957

145,0635
nd
160,0424
244,0605
426,1183
110,0601
236,1643
160,0424
160,0425
121,0394
nd
343,1903
341,1748
74,0602
189,1019
155,0366
nd
133,0758
156,0111
156,0111
156,0113
245,1035
156,011
156,0112
156,0112
156,0111

199,075
187,0499
170,0721

128,062
nd
243,0762
216,0285
nd
93,0335
293,2304
114,0369
114,037
95,0602
69,0703
325,1792
237,1273
116,1069
201,1016
138,0105
nd
255,1162
108,0443
108,0442
108,0443
156,0111
108,0443
92,0495
92,0495
108,0443
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Sulfathiazole 1,3 256,0209 156,0111 108,0443 | 256,0217 156,0105 108,0446 256,021 156,0114 108,0444 256,0209 156,0112 108,0443
Tetracycline 1,7 445,1605 410,1238  427,1504 445,1604 410,1228 427,1492
Tolfenamic acid 4,1 262,0629 244,0529 216,058 262,0625 244,0526 nd 262,0628 244,0518 nd
Toltrazuril 4,1 426,073 426,0735 426,072
Trimethoprim 1,4 291,1453  275,1141  230,1163 |291,1444 nd 230,1178 291,1453 275,1146 230,1173 291,1451 275,114 230,1163
Tylosin 2,6 916,5264 174,1125  101,0597 916,5265 174,1123 101,0596 916,5246 174,1117 101,0596
Xylazine 1,7 221,1107 90 147 221,1116 90,037 147,023 221,1107 90,0374 147,0229

Effluent water

[M+H] [M+H]
RT [M+H]" transition  transition | 0,01 ng mL-1 0,1ngmL* 1,0 ng mL™
1 2

prerg MR DRI e
PHARMACEUTICALS transition 1 transition 2 transition 1 transition 2 transition 1 transition 2
Acebutolol 1,7 337,2122  116,1069  319,2021 337,212 116,1071 nd 337,2117 116,1069 319,2009
Acepromazine 2,5 327,1526  254,0636 86,0964
Amoxicillin 0,7 366,1118 349,0857 208,043
Ampicillin 1,3 350,1169 160,0425 106,0648 350,1174 160,0433 106,0651
Anlodipine 2,7 409,1525 238,0635 221,0369
Atenolol 0,8 267,1703 225,1234 190,0863 |267,1707 225,1232 190,0865 267,1702 225,1235 190,0862 267,1702 225,1235 190,0862
Azaperol 1,6 330,1976 330,1972
Betamethasone 2,7 393,2072 373,201 237,1276 393,2068 373,1992 237,1267
Betaxolol 2,3 308,222 116,1069 98,0964 308,2217 116,1071 98,0966 308,2217 116,1067 98,0966
Bromhexine 2,6 375,0066 263,8842  114,1277 375,0062 263,8848 114,1276
Caffeine 1,3 195,0874 138,066 195,0878 138,0661 195,0874 138,0661 195,0876 138,0661
Carazolol 2,1 299,1754  222,0913  300,1787
Carprofen 3,7 274,0629 228,0573  256,0529
Carvedilol 2,7 407,1965
Cefalonium 1,5 459,0791 337,0311  158,0269 459,0794 337,0311 158,027
Cefapirin 1,2 424,0632 152,0136 181,0431 424,0632 152,0165 181,0439 424,063 152,0163 181,0431
Cefoperazone 2,1 646,1497 143,0814  290,1134 646,1482 143,0814 nd




Cefquinome
Ceftiofur
Cephalexin
Chlorpromazine
Chlortetracycline
Ciprofloxacin
Clindamycin
Clopidol
Cloxacillin
Danofloxacin
Decoquinate
Dexamethasone
Diaveridine
Diclofenac
Dicloxacillin
Difloxacin
Doxytetracycline
Enrofloxacin
Erythromycin
Flunixin
Hydrochlorothiazide
Indomethacin
Ketoprofen
Labetalol
Lasalocid sodium
Lidocaine

Lincomycin

Maduramicin ammonium

Mefenamic acid

Meloxicam

15
2,4
15
2,9

1,6

11
3,4
1,7
4,3
2,7
1,3
3,8
3,6
1,9
1,7
1,7
2,4
2,9
1,3
3,8
31
2,1
51
14
1,2
51

3,3

529,1322
524,0363
348,1013
319,103

479,1216
332,1405
425,1871
191,9977
436,0728
358,1561
418,2588
393,2072
261,1346
296,024

470,0339
400,1467
445,1605
360,1718
734,4685
297,0845
297,9718
358,0841
255,1016
329,186

613,3711
235,1805
407,221

934,5734
242,1176
352,042

396,0433
241,0391
158,0269
86,0964
444,0843
288,1509
126,1277
157,0281
160,0426
359,1592
372,2165
373,201
245,1035
214,0417
160,0424
356,1569
154,05
316,182
576,3745
279,0741
139,9898
138,9944
209,0961
162,0547
573,378
86,0966
126,1277
629,4043
224,1069
353,0446

324,0584
210,0204
174,0548
214,0416
462,0951
245,1085
377,1835
193,995

277,0375
340,1455
390,2284
279,1743
123,0663
250,0183
114,037

299,0991
428,1356
342,1613
158,1175
298,0878
107,9902
110,9996
105,0335
294,1486
555,3675
58,0652

359,218

647,4146

115,0281

152

524,0376

332,1403
425,1878
191,9977

296,0252

734,4682
297,0858
297,9722

255,1026

235,1807

407,2207

242,1175
352,042

nd

288,1527
126,1279
nd

214,0414

nd
279,076
139,9888

209,0966

86,0965

126,1276

nd
353,0454

nd

nd
377,1833
193,9948

250,0193

158,116
298,0899
nd

105,0338

58,0653
359,2166

524,0352
348,1026

332,1403
425,1868
191,9976

393,2068
261,134
296,0232

360,1719
734,4662
297,0844
297,9719
358,0848
255,1013

235,1802

407,2211

242,117
352,0419

241,0384
158,0273

288,1505
126,1279
nd

373,1992
nd
214,0416

316,1805
576,3724
279,0741
139,9891
138,9932
209,0956

86,0964

126,1275

224,1069
353,045

210,0194
174,0559

nd
377,1825
193,995

279,1714
nd
250,0178

342,1626
158,1172
298,088
107,9906
nd
105,0333

58,0653
359,2163

nd

524,0358
348,1011

332,1406
425,1865
191,9977
436,0734
358,1562
418,2588

261,1346
296,0239
470,034

400,1461
445,1595
360,1715
734,4683
297,0844
297,972

358,0834
255,1014

235,1805

407,221

242,1177
352,042

241,0391
158,027

288,1515
126,1276
157,0281
160,0427
359,16

372,2154

245,1034
214,0417
160,0426
356,1568
154,051

316,1816
576,3723
279,074

139,9893
138,9941
209,0959

86,0964

126,1277

224,1066
353,0449

210,0217
174,0549

nd

377,1835
193,9947
277,0376
314,1479
390,2295

123,0661
250,0181
114,0363
299,099

428,1359
342,1622
158,1169
298,0879
107,9882
110,9988
105,0331

58,0651
359,2179

115,0324



Metoprolol
Miconazole
Monensin sodium
Nadolol

Nafcillin

Nalidixic acid
Naproxen
Nebivolol
Nimesulide
Norfloxacin
Oxacillin

Oxolinic acid
Oxytetracycline
Paracetamol
Penbutolol
Penicillin G
Penicillin V
Piroxicam
Phenylbutazone
Prednisolone
Prednisone
Propranolol
Propyphenazone
Robenidine
Sarafloxacin
Sotalol
Sulfachloropyridazine
Sulfadiazine
Sulfadimethoxine

Sulfadoxine

1,7
3,6
4,9
1,4
34
2,6
3,2
2,9
3,6
15

2,2
16
0,8
2,8
2,6
2,7
2,6
3,7
2,4
2,4
2,2
2,7
3,2
1,9
0,8

1,2
2,3

268,1907
414,9933
693,4184
310,2015
415,1321
233,0921
231,1016
406,1824
309,054
320,1405
402,1118
262,071
461,1555
152,0706
292,2271
335,106
351,1009
332,07
309,1598
361,201
359,1853
260,1645
231,1492
334,0621
386,1311
273,1267
285,0208
251,0597
311,0809
311,0809

116,107
416,9901
461,3
254,1388
256,0968
215,0814
185,096

145,0634
231,0562
160,0426
244,0606
426,1185
110,06
236
160,0425
160,0425
121,0395
211,0871
343,1903
341,175
74,06
189,1022
155,037
387,1373
133,076
156,0111
156,0111
156,0111
245,1032

133,0648
69,0452
479,3
201,0911
199,0753
187,0501
170,0728

128,0577
302,1292
243,0765
216,0294
444,1301
93,0334
293
114,0372
114,0372
95,0604
69,0704
325,1798
237,1275
116,107
201,1026
138,0105
299,1014
255,1162
108,0443
108,0443
108,0443
156,0111

153

268,1911

233,0916

262,0714

332,0711

361,2021

359,1857

260,1653

231,1487

273,1272

251,0587

116,107

215,0813

244,0617

121,0393

343,1897

341,1756

74,0605

nd

133,076

nd

133,0649

187,0501

nd

95,0601

325,1791

237,1268

116,1072

nd

255,1162

108,0446

268,1906

310,2012

233,0916

262,0705

292,2266

332,0694

361,2007
359,1847
260,1644
231,1488

273,1269
285,0213
251,0595
311,081

311,0814

116,1071

254,1382

215,0813

244,0603

236,1661

121,0396

343,1899
341,1746
74,0604

189,1051

133,0761
nd
156,0115
156,0116
nd

133,0648

nd

187,0501

nd

293,2105

95,0602

325,1791
237,127

116,1068
201,1022

255,1161
108,0446
108,0447
108,0446
156,0115

268,1906
414,993

693,4168
310,2015

233,0921
231,1013

309,0535
320,1403
402,1112
262,0707
461,1554
152,0704
292,227

332,0695
309,1593

260,1642
231,149

386,1304
273,1268
285,0207
251,0602
311,081

311,0806

116,1068
416,9901
461,325

254,1388

215,0815
185,0957

145,0648
nd
160,0425
244,0602
426,1183
110,06
236,1649

121,0393
211,0861

74,0599
189,1023

387,133

133,0758
156,0112
156,0113
156,0117
245,1028

133,0649
69,0445
nd
201,0919

187,0102
170,0729

nd
302,1299
243,0761
216,0263
444,1288
93,033
293,229

95,0602
69,0699

116,1066
201,1019

299,1009
255,1162
108,0443
108,0442
108,0445
156,0112



Sulfamerazine
Sulfamethazine
Sulfamethoxazole
Sulfaquinoxaline
Sulfathiazole
Tetracycline
Tolfenamic acid
Toltrazuril
Trimethoprim
Tylosin

Xylazine

1,4
1,6

2,4
1,3
1,7
4,1
4,1
1,4
2,6
1,7

265,0754
279,091

254,0594
301,0754
256,0209
445,1605
262,0629
426,073

291,1453
916,5264
221,1107

156,0111
156,0111
156,0111
156,0111
156,0111
410,1238
244,0529

275,1141
174,1125
90

108,0443
92,0494
92,0495
108,0443
108,0443
427,1504
216,058

230,1163
101,0597
147

154

279,0904 nd
254,0598 156,0119

291,1454 275,1155

92,0497
92,0498

230,1187

265,0743
279,0902
254,0593

256,0207

291,145

156,0119
nd
156,0116

156,0112

275,1135

108,0444
92,0497
92,0502

108,0445

230,117

265,0754
279,0912
254,0593
301,0752
256,021

445,1595

291,1453
916,5237
221,1107

156,0115
156,0113
156,0112
156,0112
156,0112
410,1236

275,1141
174,1112
90,0371

108,0445
92,0494
92,05
108,0445
108,0444
427,1513

230,1173
101,0596
147,0231

Fonte: a autora.
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Tabela lll. Lista dos fragmentos de m/z monitorados dos pesticidas incluidos no método de triagem juntamente com os ions encontrados nas
amostras da validacdo em dgua superficial e efluente.

Surface water

[M+H]" [M+H]*
RT [M+H]" transition  transition | 0,01 ng mL-1 0,1ngmL™ 1,0ngmL™
1 2
N +H]* +H]" N +H]" +H]* N +H]* +H]"

PESTICIDES [M+H] H'\gn':,i]tion 1 {gn?,i]tion 2 [M+H] Er,\gngi]tion 1 Pr\gm};i]tion 2 [M+H] Er,\gngi]tion 1 Epgn:]tion 2
Acephate 0,8 184,0192 142,9926  124,9823 184,0198 142,9926  124,9828
Acetamiprid 2,2 223,0745 56,0503  126,0107 |223,0742 126,0109  223,0749 126,0114  223,0742 56,0498 126,0107
Alachlor 3,7 270,1255 162,1276  238,0992 270,1263 162,1287  238,0996  270,1252 162,1275  238,0990
Azinphos ethyl 4,0 346,0443 132,0441  160,0502 346,0447 132,0445  160,0508
Azinphos methyl 35 318,0130  132,0442  261,0045 318,0125 132,0445  261,0447
Azoxystrobin 3,7 404,1240  344,1035 372,0984 |404,1244 372,0980  404,1252 344,1045  372,0987  404,1251 344,1035  372,0986
Benomyl 1,6 291,1452 291,1452 291,1454 291,1454
Bitertanol 38 338,1863 70,0400 99,0076 338,1867 70,0400 99,0076
Boscalid 3,7 343,0399 307,0638  139,9903 343,0403 307,0642  139,9904  343,0402 307,0630  139,9898
Bromuconazole 3,6 3759614 158,9761 70,0400 375,9627 158,9770 70,0405 375,9616 158,9759 70,0400
Bupirimate 3.2 317,1642 166,0975 108,0114 |317,1649 317,1653 166,0971  108,0125  317,1639 166,0987  108,0108
Carbary! 2.4 202,0863 145,0653 117,0704 |202,0860 117,0707  202,0859 117,0700  202,0855 143,0651  117,0696
Carbendazim 1,2 192,0768 160,0511 132,0562 |192,0770 160,0513  132,0564  192,0769 160,0508  132,0554  192,0765 160,0503  132,0556
Carbofuran 2,7 222,1125 165,0916 123,0446 |222,1135 165,0908  123,0440  222,1127 165,0915  123,0443  222,1120 165,0906  123,0437
Chlorfenvinphos 4,0 358,9768 155,0465 127,0154 |358,9752 155,0475  127,0158  358,9776 1550474  127,0161  358,9771 155,0464  127,0155
Chlorbromuron 35 292,9687 292,9685 292,9681
Cyproconazole 34 292,1211 70,0402  125,0154 |292,1213 70,0392 125,0140  292,1217 70,0403 125,0157  292,1208 70,0398 125,0151
DEET 2,9 192,1383  119,0492 91,0542 |192,1384 119,0490 91,0545 192,1389 119,0499 91,0549 192,1382 119,0487 91,0548
Diazinon 4,0 305,1083 169,0803 153,1028 |305,1096 169,0804 305,1092 169,0800  153,1027  305,1082 169,0790  153,1021
Dichlorvos 2,5 220,9532 127,0151  205,1580 220,9539 127,0164  205,1582  220,9533 127,0156
Dicrotophos 1,7 238,0839 238,0844 238,0837
Difenoconazole 41 406,0720 251,0030 337,0398 406,0734 251,0032  337,0397  406,0722 251,0011  337,0398
Dimethoate 2,1 230,0069 124,9826  170,9705 230,0067 124,9826  170,9713  230,0066 124,9820  170,9694
Dimethomorph 35 388,1310 301,0633  165,0549 388,1323 301,0640 ND 388,1310 301,0622  165,0538
Dimoxystrobin 39 327,1703  116,0494  205,0972 327,1703 116,0501  205,0977  327,1705 116,0493 2050969



Disulfoton sulfone
Disulfoton sulfoxide
Diuron

Dodemorph
Epoxiconazole
Esfenvalerate
Ethiocarb sulfone
Ethiofencarb sulfoxide
Ethiprole

Ethirimol
Ethoprophos
Etrinfos
Fenamiphos
Fenamiphos sulfone
Fenarimol
Fenobucarb

Flufenacet
Flusilazole

Flutriafol

Foramsulfuron
Fosthiazate

Hexaconazole
Imazalil
Imazapic
Imazapyr
Imidacloprid
Iprobenphos
Iprodione
Iprovalicarb
Isoproturon
Linurom

Malaoxon
Malathion

3,4
3,0
3,0
3,0
3,6
3,6
2,3
19
3,5
1,9
3,5
4,0
3,5
2,8
3,5
3,3
3,9
3,8
3,0
2,7
2,9
3,7
2,8
2,0
1,7
2,1
3,7
3,9
3,5
2,9
3,4
2,7
3,8

307,0256
291,0307
233,0242
282,2791
330,0804
330,0804
258,0795
242,0845
396,9899
210,1601
243,0637
293,0719
304,1131
336,1029
331,0399
208,1332
364,0737
316,1076
302,1099
453,1187
284,0538
314,0821
297,0556
276,1343
262,1186
256,0596
289,1022
330,0407
321,2173
207,1492
249,0192
315,0662
331,0433

176,0511
116,1068
123,0330

172,9857
265,0404
217,0082
266,0247
268,0523
95,0497

152,0512
187,0575
233,0773
182,0566
104,0164

255,0073

209,0586

244,9880
119,0861
72,0443
159,9718
99,0076
127,0395

72,0449
98,0964
141,0144

130,9833
142,9924
234,0348
308,0716
81,0446

152,0712

165,0694
123,0240
272,0705
227,9912

200,9876

175,0979

287,9937
203,1396
165,1021
81,0707
127,0389
99,0085

156

291,0306
233,0258

330,0798

210,1600
243,0638
293,0737
304,1133
336,1023
331,0383
208,1327

316,1069
302,1094

284,0542
314,0819

256,0604

207,1492

315,0657

265,0407

266,0259

95,0498

233,0784

104,0162

72,0444

99,0074

72,0442

142,9914
234,0329
308,0703

152,0713

123,0231

227,9917

127,0389

307,0267
291,0313
233,0249
282,2803
330,0813
330,0813

242,0850
396,9904
210,1602
243,0640
293,0728
304,1139
336,1034
331,0409
208,1331
364,0759
316,1086
302,1107
453,1192
284,0549
314,0828
297,0561
276,1348

256,0597
289,1038
330,0401
321,2179
207,1496
249,0209
315,0669
331,0448

116,1074
123,0249

172,9862
265,0412
217,0087
266,0249
268,0530
95,0502

152,0516
187,0599
233,0782
182,0566
104,0168

209,0591

244,9881
119,0860
72,0448
159,9718
99,0080
127,0395

72,0449
98,0972
141,0112

142,9932
234,0355
308,0722
81,0458

152,0721

165,0703
123,0249
272,0709
227,9918

200,9869

175,0987

287,9953
203,1397
165,1020
81,0705
127,0392
99,0085

307,0254
291,0303
233,0239
282,1786
330,0803
330,0804
258,0795
242,0845
396,9900
210,1598
243,0631
293,0717
304,1127
336,1027
331,0397
208,1330
364,0746
316,1076
302,1095
453,1199
284,0535
314,0822
297,0550
276,1342
262,1185
256,0595
289,1021
330,0407
321,2169
207,1488
249,0187
315,0660
331,0432

116,1068
123,0240

172,9852
265,0404
217,0078
266,0239
268,0521
95,0490

152,0505
187,0581
233,0766
182,0556
104,0162

255,0089

209,0585

244,9883
119,0852
72,0443
159,9712
99,0074
127,0388

72,0443
98,0964
141,0099

130,9839
142,9931
234,0345
308,0709
81,0449

152,0709

165,0701
123,0239
272,0696
227,9907

200,9863

175,0976

287,9964
203,1385
165,1019
81,0702
127,0387
99,0075



Mephospholan
Mesotrione
Metalaxyl
Metazachlor
Metconazole
Methamidophos
Methidathion
Methiocarb sulfone

Methiocarb sulfone NH4

Methiocarb sulfoxide
Methomyl
Methoxyfenozide
Metoxuron

Metsulfuron methyl
Mevinphos

Monocrotophos

Monuron
Myclobutanil

Nitenpyram
Nuarimol
Omethoate
Oxycarboxin
Paclobutrazol
Paraoxon ethyl
Paraoxon methyl
Penconazole
Pencycuron
Phosphamidon
Pirimicarb
Pirimiphos ethyl
Pirimiphos methyl
Prochloraz
Procymidone NH4

2,5
2,9
3,0
3,2
3,8
0,6
3,5
1,9

2,0
1,8
1,4
3,7
2,4
2,8
2,1
1,4
2,5
3,6
1,6
3,3
1,0
2,4
3,3
31
2,6
3,7
4,3
2,5
1,8
4,2
3,8
34
2,8

270,0382
340,0485
280,1543
278,1055
320,1524
142,0086
302,9691
258,0795

275,1066
242,0845
163,0536
369,2179
229,0738
382,0816
225,0523
224,0682
199,0633
289,1215
271,0956
315,0695
214,0297
268,0639
294,1368
276,0632
248,0319
284,0716
329,1415
300,0762
239,1503
334,1349
306,1036
376,0381
301,0511

227,9959
220,1325
134,0965
70,0399
94,0053
85,0400

88,0216
313,1552
72,0443
167,0569
127,0155
127,0154
72,0444
91,0549
196,0642
252,0819
142,9932
175,0065
70,0400
220,0006
202,0388
70,0399
125,0151

72,0452

198,1079
164,1197
265,9540

192,1381
210,0681
125,0156
95,0136

145,0065

106,0322
149,0603
156,0210
199,0065
193,0263
98,0605

154,0050
164,0704
126,0111
81,0447

124,9820
146,9752
125,0151
94,0414

90,0464

158,9760
89,0591

182,1291
182,1292
278,0743
308,0016

157

270,0374

280,1539

320,1522

229,0745
382,0824

199,0631
289,1218
315,0692
294,1362
276,0639
248,0312

284,0709

300,0759
239,1498

306,1040

220,1338 192,1386
70,0400
72,0443
167,0559
72,0441 154,0046
91,0544
252,0802 81,0443
70,0402
220,0013

90,0462
70,0397
72,0455 182,1287
164,1187 278,0760

270,0386
340,0482
280,1548
278,1060
320,1533

302,9708

242,0850

369,2187
229,0741
382,0828

224,0691
199,0639
289,1219
271,0955
315,0702

268,0651
294,1374
276,0643
248,0327
284,0720

300,0764
239,1505
334,1357
306,1043
376,0389
301,0492

227,9965
220,1336
134,0969
70,0403

85,0403

313,1557
72,0448
167,0567

127,0160
72,0448
91,0550
196,0642
252,0822

175,0059
70,0403
220,0013
202,0409
70,0403

72,0446

198,1067
164,1189
265,9531

192,1388
210,0681
125,0184

145,0079

149,0602

199,0047

98,0605
154,0035

126,0125
81,0454

125,0149
94,0425

158,9767

182,1292
182,1300
278,0750
308,0012

270,0377
340,0482
280,1540
278,1048
320,1524

302,9678
258,0791

275,1062
242,0845
163,0535
369,2177
229,0733
382,0816
225,0525
224,0683
199,0628
289,1212
271,0967
315,0691
214,0298
268,0635
294,1363
276,0626
248,0313
284,0714
329,1415
300,0759
239,1501
334,1341
306,1032
376,0379
301,0491

227,9958
220,1328
134,0961
70,0400

85,0396

88,0215
313,1550
72,0443
167,0557
127,0154
127,0154
72,0443
91,0547
196,0633
252,0818
142,9931
175,0056
70,0398
220,0006
202,0391
70,0399
125,0157

72,0444

198,1061
164,1182
265,9536

192,1379
210,0675
125,0160

145,0066

106,0323
149,0595
156,0183
199,0073
193,0261
98,0599
154,0051
ND
126,0120
81,0448
124,9821
146,9747
125,0154
94,0414
90,0457
158,9759
89,0599

182,1285
182,1295

308,0008



158

Promecarb 34 208,1332  109,0653  151,1123 208,1331 109,0651  151,1124  208,1330 109,0646  151,1116
Prometryn 2,7 242,1434 186,0799 200,0973 | 242,1433 200,0962  242,1437 200,0967  242,1429 200,0960
Propamocarb 11 189,1604 102,0555 144,1025 |189,1598 102,0548  144,1025  189,1601 102,0551  144,1030  189,1595 102,0548  144,1021
Propanil 3,2 218,0134 127,0189  161,9877 218,0145 127,0189  161,9888  218,0130 127,0180  161,9869
Propiconazole 3,9 342,0771 158,9762 69,0699 | 342,0770 158,9758 69,0702 342,0780 158,9769 69,0698 342,0773 158,9760 69,0700
Propoxur 2,7 210,1125 111,0446 93,0340 210,1136 111,0443 93,0340 210,1119 111,0448 93,0333
Prosulfuron 3,6 420,0948 420,0954 420,0958
Pyrazophos 4,2 374,0934 222,0872  194,0559 374,0954 222,0880
Simazine 2,4 202,0852 104,0015 132,0328 |202,0860 132,0332  202,0859 104,0009  132,0333  202,0848 104,0010  132,0320
Tebuconazole 3,6 308,1524 125,0158 151,0315 |308,1513 308,1532 125,0168  151,0329  308,1522 1250159  151,0313
Thiabendazole 1,4 202,0433 175,0330 131,0606 |202,0445 175,0332 202,0436 175,0334 202,0432 175,0322  131,0634
Thiacloprid 2,5 253,0309 126,0112 186,0151 |253,0319 126,0116 253,0319 126,0109 253,0305 126,0112  186,0144
Thiamethoxam 1,8 292,0266 211,0654 152,0282 |292,0267 211,0652 292,0275 211,0652  152,0292  292,0267 211,0647  152,0278
Thifensulfuron methyl 2,8 388,0383 269,9493 167,0563 |388,0374 167,0576  388,0385 269,9517  167,0568  388,0383 269,9454  167,0558
Thiodicarb 2,9 355,0563 88,0221  107,9936 |355,0556 88,0216 107,9954  355,0579 88,0216 107,9939  355,0558 88,0212 107,9932
Thiophanate methy! 2,8 343,0529 151,0324  192,0759 343,0531 151,0334  192,0683
Triadimefon 3,6 294,1004 197,0742 69,0708 | 294,1002 197,0730 69,0702 294,1013 197,0733 69,0702 294,1001 197,0725 69,0698
Triadimenol 34 296,1160 70,0399 99,0804 296,1167 70,0398 99,0805 296,1158 70,0399 99,0805
Triasulfuron 3,0 402,0635 141,0776 167,0569 |402,0636 141,0777  167,0579  402,0641 141,0779  167,0570  402,0637 141,0768  167,0558
Triazophos 3.8 314,0723 162,0661 114,9622 |314,0730 162,0662 314,0729 162,0666  114,9619  314,0722 162,0659  114,9912
Trichlorfon 1,8 256,9299  109,0047  220,9532 256,9300 109,0052  220,9535  256,9298 109,0050  220,9542
Tricyclazole 2,2 190,0438 136,0221 163,0330 |190,0437 163,0337  190,0436 136,0223  163,0329  190,0430 136,0215  163,0322
Trifloxysulfuron 31 438,0690 438,0681 438,0707 438,0690
Trinexapac ethyl 3,2 253,1071 207,0657 165,0188 253,1081 207,0677 1650173  253,1068 207,0651  165,0185
Effluent water
[M+H] [M+H]
RT [M+H]" transition  transition | 0,01 ng mL-1 0,1ngmL™ 1,0 ng mL™
1 2

PESTICIDES [M+H]" R\gt;?i]tion 1 {?g;gi]tion 2 [M+HI" Eg;?i]tion 1 Pr\g;?i]tion 2 [M+HI" Eg;?i]tion 1 Pr\g;:]tion 2
Acephate 0,8 184,0192 142,9926  124,9823
Acetamiprid 2.2 223,0745 56,0503  126,0107 223,0747 56,0503 126,0110  223,0750 56,0493 126,0108
Alachlor 37 270,1255 162,1276  238,0992 270,1247 162,1277  238,0994  270,1258 162,1279  238,0996
Azinphos ethyl 4,0 346,0443 132,0441  160,0502 346,0466 132,0449  160,0502




Azinphos methyl
Azoxystrobin
Benomyl
Bitertanol
Boscalid
Bromuconazole
Bupirimate
Carbaryl
Carbendazim
Carbofuran
Chlorfenvinphos
Chlorbromuron
Cyproconazole
DEET

Diazinon
Dichlorvos
Dicrotophos
Difenoconazole
Dimethoate
Dimethomorph
Dimoxystrobin
Disulfoton sulfone

Disulfoton sulfoxide

Diuron
Dodemorph
Epoxiconazole
Esfenvalerate
Ethiocarb sulfone

Ethiofencarb sulfoxide

Ethiprole
Ethirimol
Ethoprophos
Etrinfos

3,5
3,7
1,6
3,8
3,7
3,6
3,2
2,4
1.2
2,7
4,0
3,5
3,4
2,9
4,0
2,5
1,7
4,1
2,1
3,5
3,9
3,4
3,0
3,0
3,0
3,6
3,6
2,3
1,9
3,5
19
3,5
4,0

318,0130
404,1240
291,1452
338,1863
343,0399
375,9614
317,1642
202,0863
192,0768
222,1125
358,9768
292,9687
292,1211
192,1383
305,1083
220,9532
238,0839
406,0720
230,0069
388,1310
327,1703
307,0256
291,0307
233,0242
282,2791
330,0804
330,0804
258,0795
242,0845
396,9899
210,1601
243,0637
293,0719

132,0442
344,1035

70,0400

307,0638
158,9761
166,0975
145,0653
160,0511
165,0916
155,0465

70,0402

119,0492
169,0803
127,0151

251,0030
124,9826
301,0633
116,0494

176,0511
116,1068
123,0330

172,9857
265,0404

261,0045
372,0984

99,0076

139,9903
70,0400

108,0114
117,0704
132,0562
123,0446
127,0154

125,0154
91,0542

153,1028
205,1580

337,0398
170,9705
165,0549
205,0972

72,0449
98,0964
141,0144

130,9833
142,9924

159

404,1247
291,1449

343,0404

317,1658
202,0856
192,0768

358,9776

292,1224
192,1384
305,1094

291,0306
233,0247
282,2787
330,0817

210,1605
243,0639
293,0721

344,1047

145,0653
160,0506

155,0472

70,0411

119,0493
169,0805

116,1080

172,9850
265,0406

372,0984

132,0555

127,0165

125,0159

91,0549
153,1023

72,0445
98,0972

404,1234
291,1446
338,1874
343,0382
375,9604
317,1633
202,0852
192,0767
222,1125
358,9757
292,9692
292,1204
192,1381
305,1080
220,9519
238,0844

230,0086
388,1304
327,1694
307,0252
291,0303
233,0242
282,2792
330,0795

396,9899
210,1601
243,0633
293,0716

344,1018

70,0401

307,0617
158,9758
166,0964
145,0659
160,0505
165,0911
155,0472

70,0401

119,0490
169,0797
127,0165

124,9828
301,0625
116,0493

116,1066
123,0243

172,9857
265,0399

372,0970

99,0076

139,9894
70,0402

108,0108
117,0708
132,0565
123,0442
127,0156

125,0154
91,0543

153,1021
205,1589

170,9709
165,0545
205,0971

72,0446
98,0976
141,0091

142,9932

318,0138
404,1250
291,1456
338,1873
343,0406
375,9621
317,1649
202,0857
192,0768
222,1129
358,9776
292,9690
292,1216
192,1385
305,1093
220,9536
238,0839
406,0733
230,0077
388,1314
327,1714
307,0258
291,0312
233,0247
282,2797
330,0814
330,0814
258,0806

396,9904
210,1604
243,0639
293,0728

132,0448
344,1036

70,0403

307,0638
158,9767
166,0969
145,0653
160,0505
165,0912
155,0472

70,0403

119,0494
169,0797
127,0162

124,9825
301,0628
116,0496

116,1073
123,0245

172,9854
265,0413

261,0053
372,0988

99,0078

139,9906
70,0404

108,0113
117,0713
132,0562
123,0443
127,0158

125,0156
91,0547

153,1026
205,1590

170,9704
165,0550
205,0974

72,0447
98,0966
141,0107

142,9932



Fenamiphos

Fenamiphos sulfone

Fenarimol

Fenobucarb

Flufenacet
Flusilazole

Flutriafol

Foramsulfuron
Fosthiazate

Hexaconazole
Imazalil
Imazapic
Imazapyr
Imidacloprid
Iprobenphos
Iprodione
Iprovalicarb

Isoproturon
Linurom

Malaoxon
Malathion
Mephospholan
Mesotrione
Metalaxyl
Metazachlor
Metconazole
Methamidophos
Methidathion

Methiocarb sulfone
Methiocarb sulfone NH4

Methiocarb sulfoxide

Methomyl

Methoxyfenozide

3,5
2,8
3,5
3,3
3,9
3,8
3,0
2,7
2,9
3,7
2,8
2,0
1,7
2,1
3,7
3,9
3,5
2,9
3,4
2,7
3,8
2,5
2,9
3,0
3,2
3,8
0,6
3,5
1,9
2,0
1,8
14
3,7

304,1131
336,1029
331,0399
208,1332
364,0737
316,1076
302,1099
453,1187
284,0538
314,0821
297,0556
276,1343
262,1186
256,0596
289,1022
330,0407
321,2173
207,1492
249,0192
315,0662
331,0433
270,0382
340,0485
280,1543
278,1055
320,1524
142,0086
302,9691
258,0795
275,1066
242,0845
163,0536
369,2179

217,0082
266,0247
268,0523
95,0497

152,0512
187,0575
233,0773
182,0566
104,0164

255,0073

209,0586

244,9880
119,0861
72,0443
159,9718
99,0076
127,0395

227,9959
220,1325
134,0965
70,0399
94,0053
85,0400

88,0216
313,1552

234,0348
308,0716
81,0446

152,0712

165,0694
123,0240
272,0705
227,9912

200,9876

175,0979

287,9937
203,1396
165,1021
81,0707
127,0389
99,0085

192,1381
210,0681
125,0156
95,0136

145,0065

106,0322
149,0603

160

304,1143 217,0100

331,0021

316,1071

302,1094

284,0531 104,0171
314,0828

276,1344
262,1185
256,0603 209,0503

207,1486 72,0448

270,0391

320,1521 70,0411

234,0358

227,9923

175,0983

304,1124
336,1026
331,0389

364,0744
316,1069
302,1094
453,1187
284,0535
314,0814
297,0553
276,1337
262,1185
256,0591
289,1015

207,1487
249,0191
315,0658
331,0438
270,0379
340,0468
280,1541
278,1059
320,1513

369,2173

217,0080
266,0248
268,0532

152,0507
187,0580
233,0775
182,0562
104,0166

255,0051

209,0583

72,0445
159,9714
99,0075
127,0391

227,9961
220,1331
134,0964
70,0401

313,1552

234,0345
308,0725
81,0455

165,0709
123,0244
272,0701
227,9911

200,9863

175,0945

165,1013
81,0697
127,0388
99,0073

192,1384
210,0679

149,0599

304,1135
336,1036
331,0408
208,1336
364,0744
316,1085
302,1104
453,1195
284,0544
314,0830
297,0563
276,1351

256,0601
289,1026
330,0417
321,2178
207,1493
249,0196
315,0670
331,0439
270,0386
340,0489
280,1548
278,1060
320,1535
142,0094
302,9694

242,0848
163,0539
369,2179

217,0084
266,0252
268,0527
95,0493

152,0509
187,0589
233,0776
182,0562
104,0166

255,0098

209,0597

244,9883
119,0856
72,0446
159,9719
99,0078
127,0400

227,9963
220,1334
134,0966
70,0403
94,0037
85,0399

88,0220
313,1552

234,0351
308,0724
81,0453

152,0712

165,0702
123,0244
272,0702
227,9916

200,9870

175,0978

287,9952
203,1393
165,1023
81,0701
127,0392
99,0073

192,1385
210,0683
125,0166

145,0067

106,0324
149,0600



Metoxuron

Metsulfuron methyl
Mevinphos

Monocrotophos
Monuron
Myclobutanil
Nitenpyram
Nuarimol
Omethoate
Oxycarboxin
Paclobutrazol
Paraoxon ethyl
Paraoxon methyl
Penconazole
Pencycuron
Phosphamidon
Pirimicarb
Pirimiphos ethyl
Pirimiphos methyl
Prochloraz
Procymidone NH4
Promecarb
Prometryn
Propamocarb
Propanil
Propiconazole
Propoxur
Prosulfuron
Pyrazophos
Simazine
Tebuconazole
Thiabendazole
Thiacloprid

2,4
2,8
2,1
1,4
2,5
3,6
1,6
3,3
1,0
2,4
3,3
31
2,6
3,7
4,3
2,5
1,8
4,2
3,8
3,4
2,8
34
2,7
11
3,2
3,9
2,7
3,6
4,2
2,4
3,6
1,4
2,5

229,0738
382,0816
225,0523
224,0682
199,0633
289,1215
271,0956
315,0695
214,0297
268,0639
294,1368
276,0632
248,0319
284,0716
329,1415
300,0762
239,1503
334,1349
306,1036
376,0381
301,0511
208,1332
242,1434
189,1604
218,0134
342,0771
210,1125
420,0948
374,0934
202,0852
308,1524
202,0433
253,0309

72,0443
167,0569
127,0155
127,0154
72,0444
91,0549
196,0642
252,0819
142,9932
175,0065
70,0400
220,0006
202,0388
70,0399
125,0151

72,0452

198,1079
164,1197
265,9540

109,0653
186,0799
102,0555
127,0189
158,9762
111,0446

222,0872
104,0015
125,0158
175,0330
126,0112

156,0210
199,0065
193,0263
98,0605
154,0050
164,0704
126,0111
81,0447
124,9820
146,9752
125,0151
94,0414
90,0464
158,9760
89,0591

182,1291
182,1292
278,0743
308,0016

151,1123
200,0973
144,1025
161,9877
69,0699
93,0340

194,0559
132,0328
151,0315
131,0606
186,0151

161

229,0746

289,1226

315,0702

294,1361

284,0725

300,0774
239,1503

306,1040

242,1439
189,1601

342,0780

202,0867
308,1527
202,0440

72,0445

91,0548

70,0403

70,0405

72,0450

164,1199

102,0552

182,1289

144,1019

132,0326

131,0613

229,0733
382,0811

224,0689
199,0631
289,1207

315,0689
214,0301

294,1361
276,0630
248,0317
284,0708

300,0754
239,1502

306,1026
376,0386
301,0496

242,1434
189,1599
218,0128
342,0763

420,0939

202,0852
308,1516
202,0435
253,0312

72,0447
167,0563

127,0155
72,0445
91,0545

252,0825

70,0401
220,0002
202,0379
70,0401

72,0446

164,1189

102,0549
127,0199
158,9768

104,0010
125,0150
175,0329
126,0105

156,0183
199,0058

98,0606
154,0069

81,0446
124,9826

125,0157
94,0396
90,0473
158,9760

182,1287

278,0745

200,0966
144,1027
161,9873
69,0702

132,0327

229,0742
382,0820
225,0534
224,0687
199,0635
289,1221

315,0700
214,0300
268,0645
294,1371
276,0636
248,0322
284,0721

300,0770
239,1507
334,1351
306,1042
376,0388
301,0507
208,1335
242,1437
189,1598
218,0138
342,0781
210,1127
420,0953

202,0854
308,1531
202,0434
253,0315

72,0446
167,0565
127,0157
127,0157
72,0447
91,0550

252,0823
142,9936
175,0062
70,0402

220,0009
202,0398
70,0403

72,0447

198,1057
164,1186
265,9553

109,0653

102,0550
127,0182
158,9764
111,0443

104,0012
125,0158
175,0324
126,0108

156,0207
199,0069
193,0266
98,0602

154,0062

81,0451
124,9823
146,9750
125,0154
94,0414
90,0479
158,9765

182,1291
182,1290
278,0749
308,0000

151,1121
200,0967
144,1023
161,9874
69,0702
93,0339

132,0325
151,0328

186,0157



Thiamethoxam
Thifensulfuron methyl
Thiodicarb
Thiophanate methyl
Triadimefon
Triadimenol
Triasulfuron
Triazophos
Trichlorfon
Tricyclazole
Trifloxysulfuron
Trinexapac ethyl

1,8
2,8
29
2,8
3,6
34
3,0
3,8
1,8
2,2
31
3,2

292,0266
388,0383
355,0563
343,0529
294,1004
296,1160
402,0635
314,0723
256,9299
190,0438
438,0690
253,1071

211,0654
269,9493
88,0221

151,0324
197,0742
70,0399

141,0776
162,0661
109,0047
136,0221

207,0657

152,0282
167,0563
107,9936
192,0759
69,0708

99,0804

167,0569
114,9622
220,9532
163,0330

165,0188

162

388,0374

294,1001 197,0752

314,0724 162,0670

190,0436
438,0696

69,0702

163,0347

292,0279
388,0374
355,0578

294,0997
296,1159
402,0629
314,0715
256,9294
190,0431
438,0691
253,1062

211,0650

88,0225

197,0728
70,0402

141,0770
162,0664
109,0051
136,0216

207,0647

167,0566
107,9946

69,0701
99,0804
167,0568

220,9539
163,0328

165,0186

292,0273
388,0380
355,0575
343,0533
294,1009
296,1165
402,0638
314,0731
256,9305
190,0436
438,0697
253,1074

211,0653

88,0226

151,0337
197,0731
70,0404

141,0773
162,0664
109,0052
136,0219

207,0657

167,0565
107,9936

69,0702
99,0810
167,0566
114,9616
220,9537
163,0327

165,0192

Fonte: a autora.
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Tabela IV. Dados de areas dos compostos detectados no monitoramento ambiental do Arroio Dildvio.

SETEMBRO 2016 DEZEMBRO 2016 MARCO 2107

classe composto P1 P2 P3 P4 P5 P6 P1 P2 P3 P4 P5 P6 P1 P2 P3 P4 P5 P6

ac.
1 mefenamico 2046 4021 7243 5032 11385 8126 112 1035 2807 3132 2628 649 841 1974
3 ampicilina
2 atenolol 88968 188888 270257 326158 330986 310697 35456 41671 77263 140648 154837 174851 | 18227 42253 165114 126258 167366 168332
5 cafeina 192102 582072 1115074 1282671 1275350 1301991 | 63735 130373 230958 379698 440251 526749 |174030 355841 673036 537393 624998 650040
3 cefalexina 1967
3 ciprofloxacino 1773 3063 2676 3651 2165 7754
3 clindamicina 2915
1 diclofenaco 565 1904 2755 3456 3558 4808 405 195 894 4430 2964 3270 377 850 703 795 2955
4 lidocaina 9948 12491 30765 13576 45055 14015 7859 13976 24143 22492 33662 16756 4263 8415 21679 23575 24947 31869
2 metoprolol 8894 30631 35315 33311 45875 34153 7766 9851 13062 18222 96049 27370 4798 10414 25939 22914 34474 34446
1 naproxeno 1772 1947 2379 1767 1469 1053 849 1130
3 norfloxacino 792
1 paracetamol 20025 52636 114751 101411 125241 46096 7995 9166 4944 12494 13547 93229 38700 35942 1453
2 propranolol 3237 6803 11407 8725 9171 7150 1626 3580 1271 1033 1384 1233
6 prednisolona
6 prednisona
2 sotalol 3364 3211 5745 4517 958 1952 4021 3273 2285 1687 5378 3481
3 sulfadiazina 631 623 880 559 750 659 495 605 302 698
3 sulfametoxazol | 4445 9101 10222 6900 7823 7994 694 1786 2435 4384 7517 5799 1118 2105 12720 4361 6194 11339
3 trimetoprim 2333 5700 17021 5079 8854 4684 1010 3186 4156 4998 9326 7069 2520 14918 11566 15124 14352
7 azoxitrombina 570 581 1100 1064 1484 1162
7 benomil
7 carbendazim 8771 9802 15277 12994 15076 17411 9092 9619 14849 27613 24770 23332 5088 6431 14673 10456 13998 15551
7 ciproconazol 973 356
7 DEET 43004 66480 58406 109143 100937 114085 |[109726 113105 116840 157539 165182 198456 |139520 149464 179303 230195 288767 283770
7 diazinon
7 diuron 1218 1561 4666 2269 3065 3487 827 822 1587 2702 2948 4103 628 760 1497 2008 3299 1823
7 esfenvalerato
7 imazapir
7 imidacloprido 1094 919 1174
7 propiconazol
7 tebuconazol 1031 909 1276 1407 1844 2540
7 triciclazole 655 641 665 581 351 462 547 250 299 361 336 366 2625 3203 3287 4117 4626 5483
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JUNHO 2107 SETEMBRO 2017 DEZEMBRO 2017
classe composto P1 P2 P3 P4 P5 P6 P1 P2 P3 P4 P5 P6 P1 P2 P3 P4 P5 P6
1 ac. mefenamico | 1252 482 2891 1487 1432 2035 481 360 768 860 215
3 ampicilina 2700 2182 1741 2124
2 atenolol 115194 102511 187803 247208 289996 251222 56738 107321 234375 298799 399061 289927 36647 78208 155739 223581 204051 198086
5 cafeina 501546 945834 954398 840663 1059525 1130071 | 367151 456374 1236523 1018114 1371935 1161316 | 390038 436319 1042672 1056726 999611 1042242
3 cefalexina 1397 644 455 882
3 ciprofloxacino 1057 457 3504
3 clindamicina 2217 357
1 diclofenaco 524 749 1050 1261 1734 2072 10049 936 142 500
4 lidocaina 3671 4670 13959 6708 15405 5276 1817 4460 20518 11172 13655 25547 9638 12510 46393 29000 44700 37528
2 metoprolol 9708 15984 20551 22008 38260 23854 3728 7508 21284 23734 36042 21522 4933 12604 20569 28189 39978 38640
1 naproxeno
3 norfloxacino
1 paracetamol 45054 27593 76063 76311 105728 62133 19245 12861 37049 31435 26832 34038 39405 79945 76082 34931 31058
2 propranolol 1130 1597 1387 5294 1791 3952 1902 2104 323 407 1201
6 prednisolona 1217 1542 1595 11727 4333 614
6 prednisona 31198
2 sotalol 3279 1730 2695 1866 2805 2789
3 sulfadiazina 1025 402 237 93
3 sulfametoxazol 1600 1291 3951 1722 2751 2108 420 746 924 1082 1182 1684 3836 2126 5024 2254 3212
3 trimetoprim 1687 1706 8647 3887 5831 4341 795 1349 3946 3924 1595 4678 2104 4298 12857 7565 5701
7 azoxitrombina
7 benomil
7 carbendazim 5733 6871 7870 11255 12112 14542 1697 2659 8216 8056 1082 12055 6194 8116 11309 25897 18309 28533
7 ciproconazol
7 DEET 66944 75183 65076 110816 130839 134110 25078 70547 171283 234498 2695 170167 76953 77563 110919 164106 130526 178583
7 diazinon
7 diuron 309 471 479 803 866 611 646 9395 1837 602 744 1607 3302 4898 4862
7 esfenvalerato
7 imazapir 5343 5534 18889 16718 2344 4580 12241 8568 171517 8164
7 imidacloprido 619 432 544 212
7 propiconazol
7 tebuconazol
7 triciclazole 243 319 109
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MARCO 2018 JUNHO 2018 SETEMBRO 2018
classe composto P1 P2 P3 P4 P5 P6 P1 P2 P3 P4 P5 P6 P1 P2 P3 P4 P5 P6
1 ac. mefenamico 4026 854 3326 1006 1978 4347 2237 1396 1829 3264 3779 4647 3806
3 ampicilina
2 atenolol 74551 81653 155592 188810 247866 185532 | 162981 120522 189591 202797 207578 197795 76764 104925 180866 207107 239974 243977
5 cafeina 597517 471658 1088926 913569 1155816 970282 | 919460 731369 1300940 1245635 1272787 1372220 | 490609 500806 669225 661996 706431 820015
3 cefalexina 1492 4444 3696 3722 3129 2245 3264 6630 5088 6613 3981
3 ciprofloxacino 5116 2408 6075 3065 3933 6204 3333
3 clindamicina 5828 2488 8548 3638 4410 4248
1 diclofenaco 394 2815 1126 483 1599 622 33259 1836 480 1754 4305 1440 1608 1241 1488 1772 2301 2148
4 lidocaina 13951 31196 73005 43407 68859 68208 11116 18135 30598 16322 41223 30494 9537 14846 26780 21918 97281 22705
2 metoprolol 13032 21349 31952 34692 44845 38250 18847 24886 34802 36091 46646 40708 14963 27529 31256 27116 53879 42279
1 naproxeno 2544 2927 77289 1576
3 norfloxacino 17533
1 paracetamol 42093 35831 73531 82248 88159 11913 92549 3491 133852 130436 139171 111940 |48730 48246 90144 118125 149696 43111
2 propranolol 4792 7641 3551 6557 4434 6025 890 6108 6979 12224 9072 5437 6731 8707 8501 12103 7578
6 prednisolona 2194
6 prednisona
2 sotalol 3660 4395 8909 4778 2574 4140 5630 4506 3230 5743 6202 5865
3 sulfadiazina 977 1248 1803 1161 1903 1510 1239 4753 872 1119 881 1173 3903 1803 2973 1790 2305
3 sulfametoxazol 2195 6980 11251 8879 14947 6921 5154 5207 6910 5250 5625 6581 1867 2258 6143 5199 12727 9073
3 trimetoprim 19436 5508 10662 8487 3880 17334 10875 31713 17380
7 azoxitrombina 1566 1773 3740 3566 3693 3101
7 benomil 17761 10933 33255 7374
7 carbendazim 11336 10608 13222 18025 24837 22752 9753 8231 11284 14694 17415 19788 8429 10202 16115 14579 26310 32229
7 ciproconazol
7 DEET 254289 281736 295055 368008 387373 445831 | 71232 68742 76362 71139 96297 92219 27719 29580 37770 43919 45885 65895
7 diazinon 650 967 467 415
7 diuron 2158 1943 3157 4183 6054 6521 1588 1823 2445 3487 4766 6412 921 1030 1665 2288 4200 5583
7 esfenvalerato 607 495 944 647 812 551
7 imazapir
7 imidacloprido 1339
7 propiconazol 669 420 568 494
7 tebuconazol 4487 5543 11054 5726 9614 6200 1496 2022 1438 1192 966 832 705 841 843 530
7 triciclazole 5623 6638 9964 10402 9037 9802 1787 1425 1090 884 836 926 581 572 486 498 465 536

1: AINEs e analgésicos; 2: B-bloqueadores; 3: ATBs; 4: anestésicos; 5: cafeina; 6: corticoides; 7: pesticidas.
Fonte: a autora.



166

Tabela V. Andlises fisico-quimicas complementares das amostras analisadas.

Amostra pH Condutividade Alcalinidade Turbidez
(1S/cm) (mgl™)  (NTU)
PL (7,95 210 6,8 8,68
P2 (816 281 7,7 5,76
o P3 |905 345 9,3 6
@ P4 |9,03 364 10,4 6,08
PS (885 389 10,2 7,45
P6 |86 378 11,0 6,8
PL [642 376 11,7 8,42
P2 |662 362 9,9 8,21
o P3 |663 380 11,2 7,02
< P4 |656 406 10,9 6,25
3 P5 645 417 11,1 7,75
P6 |6,55 415 10,9 6,02
sl |583 94,6 3,1 10,72
GR |6,24 144,9 3,8 14,82
PL [7,54 209 5,9 15,48
P2 [7,72 234 6,0 6,48
- P3 |78 307 7,4 10,8
S P4 |782 294 7,3 7,92
g PS5 [7,51 319 7,8 7,44
P6 |71 343 8,8 4,20
sl |695 71 2,8 10,72
GR 655 72,5 1,9 16,32
PL |69 232 8,8 8,52
P2 [7,08 234 6,1 7,20
P3  [7,29 291 8,8 6,96
S P4 |78 308 8,5 9,36
5 p 719 342 9,8 10,20
P6 |7,09 328 7,6 9,00
sl |72 90,9 3,1 10,20
GR |6,72 82,9 2,7 13,32
PL  [742 256 7,0 10,08
P2 |7,74 269 6,0 8,52
P3 |7,72 335 3,3 9,24
S P4 |754 350 63 6,24
@ P5 [735 388 10,0 7,68
P6 |7,16 397 8,3 5,52
sl |6,74 85,3 2,8 12,36
GR |6,38 72,6 2,3 16,44
PL |766 177,7 4,3 8,21
P2 741 211 4,6 7,55
. P (776 247 6,6 6,99
S P4 |7,68 266 7,4 6,25
3 p5 |7.23 295 8,2 7,68
P6 |7,26 292 9,0 5,24
sl |7,52 75,6 2,2 10,12
GR |75 65,1 2,0 15,71
PL  |7,09 213 4,4 14,88
P2 |7,45 232 7,9 7,92
o P3 |793 268 7,6 7,8
2 P4 |759 282 8,7 10,32
5 p5 [747 302 10,1 9,48
P6 | 7,24 300 10,4 6,48
sl {699 94,4 3,7 8,88
GR [6,78 141 5,7 17,88
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PL |69 284 6,3 6,24
P2 |6,85 283 6,4 4,8
P3 |684 343 6,5 6
S P4 689 339 7,2 7,44
5 P5 (685 356 7.5 13,68
P6  |6,68 360 7,0 5,76
sl 6,77 106 2,0 15
GR 645 117,5 1,5 15,24
P1L |688 191 5,4 6,96
P2 |7,04 211 5,7 7,2
P3  |736 254 7.5 5,76
S P4 741 255 8,2 7,44
@ P5 |73 283 7,6 7,8
P6 |7,28 305 8,0 4,68
sl 7.3 58,6 2,8 17,16
GR 6385 56 1,9 17,4

P1 a P6: pontos de amostragem no Arroio Diltvio; SI: rio do Sinos; GR: rio Gravatai.
Fonte: a autora
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Tabela VI. Nivel de antimicrobianos detectados em cada ponto de amostragem e campanha.

Més/ano Amostra\ATB Concentracdo (ng L")
SMA SDz CIPRO NOR TMP CFX AZT CLN
Dez/16 Ponto 1 45 110 78 87 27 61 68 55
Ponto 2 66 119 100 41 42 46 62 60
Ponto 3 84 83 102 81 42 69 63 63
Ponto 4 98 100 75 61 38 90 64 58
Ponto 5 115 70 111 65 49 51 71 71
Ponto 6 65 52 89 37 39 47 66 60
Mar/17 Ponto 1 34 42 59 41 24 <LOQ 61 53
Ponto 2 38 35 48 41 27 <LOQ 62 53
Ponto 3 79 52 62 73 48 53 73 78
Ponto 4 57 54 113 101 50 83 67 68
Ponto 5 64 46 127 66 56 107 72 74
Ponto 6 67 44 72 65 43 45 67 92
Jun/17 Ponto 1 37 32 60 44 20 16 <LOQ 59
Ponto 2 41 33 258 56 24 36 <LOQ 67
Ponto 3 40 37 230 95 25 71 48 75
Ponto 4 41 33 227 73 26 68 54 70
Ponto 5 41 35 297 115 26 70 64 82
Ponto 6 42 41 202 94 26 65 51 75
Set/17 Ponto 1 47 39 163 96 25 45 48 66
Ponto 2 45 38 253 60 25 58 50 68
Ponto 3 60 59 314 157 31 67 59 85
Ponto 4 47 47 293 91 27 70 55 69
Ponto 5 50 47 301 120 31 86 73 78
Ponto 6 48 57 153 125 27 73 <L0Q 69
Dez/17 Ponto 1 43 35 211 46 24 <LOQ <LOQ 70
Ponto 2 49 51 142 91 25 <LOQ <LOQ 66
Ponto 3 42 40 155 93 25 81 <LOQ 88
Ponto 4 50 43 123 128 30 72 <LOQ 72
Ponto 5 43 37 <LOQ 135 26 50 <LOQ 79
Ponto 6 45 35 <LOQ 82 26 58 <LOQ 77

Mar/18 Ponto 1 43 47 163 121 26 <LOQ <LOQ <LOQ
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Ponto 2 53 48 200 99 28 59 <LOQ <LOQ
Ponto 3 64 59 329 153 36 125 57 112
Ponto 4 56 44 318 171 33 111 49 79
Ponto 5 70 63 344 292 42 112 58 90
Ponto 6 55 54 159 75 35 87 49 88
Jun/18 Ponto 1 49 <LoQ <L0Q 154 26 76 53 73
Ponto 2 48 <L0Q 217 166 28 87 <L0OQ <LOQ
Ponto 3 54 <LOQ 293 82 36 139 60 134
Ponto 4 50 <LOQ 279 88 30 136 60 86
Ponto 5 52 <LOQ 313 91 35 179 57 94
Ponto 6 53 <LOQ 226 86 33 117 60 95
Set/18 Ponto 1 46 120 65 29 20 34 64 52
Ponto 2 51 55 66 49 27 57 66 53
Ponto 3 97 113 57 38 40 54 75 62
Ponto 4 97 45 53 33 34 73 91 59
Ponto 5 184 86 118 49 84 95 158 91
Ponto 6 138 99 119 35 49 41 88 61

SMA = sulfametoxazol; SDZ = sulfadiazina; CIPRO = ciprofloxacino; NOR = norfloxacino; TMP = trimetoprim; CFX = cefalexina; AZT =
azitromicina; CLN = clindamicina.
Fonte: a autora.
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ANEXO Il
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M coce1112 13 212223 31 3233 41 42 43 51 M C oCe1112 13 212223 31 3233 41 42 43 51

M c ce1112 13 212223 31 3233 41 42 43 51 M c. ce 1112 13 212223 31 3233 41 42 43 51

R R Y Y L T
R L T YT I e

M 52 53 61 62 63

Figura I. Produtos de amplificao por PCR analisados por electroforese em gel de
agarose a 2%. (A) de junho de 2018 e (B) de setembro de 2018 produtos de
amplificacdo 16S rRNA (C) de junho de 2018 e (D) setembro de 2018 produtos de
amplificacdo blaTEM. (E) junho de 2018 e (F) de setembro de 2018 produtos de
amplificacdo ermB. (G) junho de 2018 e (H) setembro de 2018 produtos de
amplificacdo gnrS. (1) Junho de 2018 e (J) Setembro de 2018 produtos de amplificdo de
sull M: 100 pb DNA Ladder (Invitrogen), C": plasmideo pIDTSmart contendo
fragmentos blaTEM, ermB, qnrS e sull e .1, .2, .3 representam as triplicatas dos pontos
de amostragem de 1 a 6.

Fonte: a autora.



