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RESUMO

Este trabalho é constituido pelo desenvolvimeetoma metodologia para analise de
oito antibidticos amplamente consumidos para tratdmm humano em amostras aquosas

ambientais e pela determinacéo da presenca e figagéo dos mesmos nessas matrizes.

Os analitos estudados foram Azitromicina (AZT)tramicina (ERT), Ciprofloxacino
(CPF), Norfloxacino (NRF), Sulfametoxazol (SMX),ifietoprima (TRI), Tetraciclina (TC) e
Cefalexina (CFX). Como padrdes internos, foramizaiilos a Tilosina (TIL), Sulfapiridina
(SPY), Ceftiofur (CFT), Enrofloxacino (ENF) e Denagclina (DMC).

A determinacdo foi realizada utilizando-se crorgedfia liquida acoplada a
espectrometria de massas (CL-EM/EM), e parameteoslabempenho do método, como
recuperacao, linearidade, faixa de trabalho, lindée deteccdo, limite de quantificacéo,

exatidao, repetitividade e reprodutibilidade foravaliados e julgados adequados.

O procedimento de extracdo utilizado foi extragéofase sélida (EFS), que além de
reter os compostos de interesse eliminando odendetes, é capaz de realizar a concentracao
da amostra, passo de extrema valia na determindedoesiduos em nivel traco. O
procedimento de EFS foi otimizado com base em Hnabapublicados na literatura e foi
definido como volume de quebra 100 mL, pois of@rerna recuperacdo adequada e um bom

fator de concentracéao.

Apéds definicdes em relacdo ao método, dezessaisten aquosas provenientes de
uma estacao de tratamento de efluentes (ETE) dmoesituada na cidade de Porto Alegre
foram analisadas quanto a presenca dos analitpsrgificadas. As amostras da ETE foram

coletadas mensalmente, de janeiro a agosto de @8Ehtrada e na saida da planta.

Os oito antibioticos monitorados no estudo foraetectados e quantificados, em
concentracdes deg L™ e ng L'*. Tendo em mé&os os dados referentes a concentdagio
antibiéticos, buscou-se observar a degradacdo oudad analitos no decorrer da estagao,
através da comparacao dos dados referentes aaptsmida de um mesmo dia. Observou-se
que as taxas de remocao variaram de 2,9 a 100%sdivel constatar que, na maioria dos
casos, ha uma diminuicdo substancial da conceptralgd analitos, ainda que esta
decomposicao ndo seja completa.
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ABSTRACT

The aim of this work is the development of a mdtilogy for analysis of eight
antimicrobials widely consumed for humane treatmemtqueous environmental samples and

their detection and quantification in these masiice

Studied analytes were Azithromycin (AZT), Erythngein (ERT), Ciprofloxacin
(CPF), Norfloxacin (NRF), Sulfamethoxazole (SMXJjrmethoprim (TRI), Tetracycline (TC)
and Cephalexin (CFX). Tylosin (TIL), Sulfapyridif®PY), Ceftiofur (CFT), Enrofloxacin
(ENF) and Demeclocycline (DMC) were used as intestendard.

The measurements were performed using liquid chtognaphy-tandem mass
spectrometry (LC-MS/MS), and method performancepaters such as recovery, linearity,
working range, limit of detection, limit of quantétion, accuracy, repeatability and

reproducibility, robustness were evalueted andgddadequate.

Extraction procedure used was solid phase extractSPE), which retain the
compounds of interest by eliminating interfererasid also is able to perform sample
concentration. The procedure is extremetly valuatldetermining trace-level compounds.
SPE procedure was optimized also based on publigieeature. Breakthrough volume was

defined as 100 mL because it offered an adequeteeey and good concentration factor.

After definitions in terms of method, sixteen ague samples from a wastewater
treatment plant (WWTP), located in Porto Alegre evanalyzed for the presence of analytes
and then quantified. Samples were collected from TPWhonthly from January to August
2011 at entrance and exit of the plant.

All eight antibiotics monitored in the study wedetected and quantified, in
concentrations ofig L* e ng L'*. A comparision between antibiotics concentratiofiW TP
entrance and exit was performed to evaluate whethrpounds were removed/degraded. It
was observed that removal rates ranged from 28008. Decomposition of analytes was
observed, through compounds concentration decraftkeugh it is also possible comprove

that degradation is not complete.
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1. INTRODUCAO

A qualidade da &gua € um assunto de grande isgerEsto no que diz respeito a
agua potavel e aos recursos naturais (rios, lagpases, aguas subterraneas), quanto aos
sistemas de potencial contaminacdo das mesmasnipriestaque especial deve ser dado
aos efluentes urbanos e industriais, que sao psipais responsaveis pelo comprometimento
da qualidade dos recursos hidricos. Nos ultimoptsmos efluentes urbanos tém recebido
atencdo por representarem o grande aporte dosnuoat#es emergentes (surfactantes,
produtos de higiene pessoal e farmatds) respeito desses contaminantes, a determinagéo
de farmacos tem sido especialmente importante, wenajue os medicamentos de consumo
humano e veterinario sdo continuamente liberadoamnoiente, resultado dos processos de
fabricacdo, descarte de produtos ndo utilizadosxpirados e residuos excretados, tanto na
forma inalterada do principio ativo como de seutabw@itos. Esses residuos sao, geralmente,
encontrados no ambiente em baixas concentracdestagno sabe-se que o aporte € constante

e 0 consumo de farmacos, elevado

Os antibioticos estdo entre os medicamentos ntdizados na medicina humana e
veterinaria, e tém sido utilizados em grandes ddamés por varias década€Em 2002,
Wise® estimou que o consumo mundial de antibiéticos gsel@star entre 100 000 e 200 000
toneladas por ano. O descarte inadequado de dmiiisiéé muito preocupante, devido ao
potencial aumento de resisténcia dos microorgarssmoesses farmacos. A crescente
utilizagé@o de antibioticos na pecuaria, avicultigiscicultura, juntamente com o consumo na
medicina humana (controlados ou nao), durantetamad cinco décadas, tém causado uma
selecdo genética de bactérias mais nocivas, devigmesenca destes residuos no meio
ambienté.

Do ponto de vista ambiental, os medicamentosyiimdb os antibiéticos, constituem
um novo grupo de substancias quimicas artificiaisnteresse, pois chegam ao ambiente em
concentracdes tais que os efeitos na salde sdontiesio& Em aguas residuérias, que,
segundo definicdo do Departamento Municipal de Agsgoto (DMAE) de Porto Aledte
sdo os efluentes liquidos provenientes de servigmk]strias e instalagfes residenciais,
contendo sujeira e detritos, a presenca de antibstem aumentado nos ultimos anos e sua
reducdo se constitui um desdfiMuitos estudos relatam a remocdo apenas paroml d
farmacos nas condigfes de tratamento convencipliehdas nas Estagfes de Tratamento de

Efluentes (ETE), sugerindo que a atualizacdo edamphtacdo de processos avancados de
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oxidagdo podem ser uma alternativa para melhorataamais a qualidade dos efluentes
tratados'®, especialmente os antibiéticos, que sdo biologicaenativos'.

Tendo esse panorama em vista, este trabalho geetealizar levantamento pioneiro
na regiao de Porto Alegre — RS, relacionado a pgasde antibioticos em aguas residuarias,

tanto os de consumo humano como os de consumanaeier
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2. OBJETIVOS
2.10BJETIVO GERAL

Realizar levantamento quanto a presenca de aitidséem aguas residuarias da

grande Porto Alegre — RS.

2.20BJETIVOS ESPECIFICOS

a) Implementar e validar metodologia analitica paremeinacdo dos antibioticos mais

consumidos pela populacao da regiao;

b) Comparar diferentes metodologias de pré-concemtrd€gS) quanto a capacidade de
pré-concentracao dos antibiéticos em estudo;

C) Avaliar a influéncia da matriz com relacdo a sugfiesionica na técnica de CL-

EM/EM,;

d) Analisar as amostras reais utilizando a metodoleglidada;

e) Avaliar a taxa de remocao dos antibidticos presemas amostras analisadas.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1CONTEXTUALIZACAO

Durante muitos anos, em Quimica Analitica Ambiemtafoco de estudo foi a
determinacdo da presenca dos contaminantes cl@asstmno metais, agrotoxicos e
intermediarios industriais. Na Ultima década, eat®, o interesse nos chamados
contaminantes emergentes aumentou consideravelm@mtelutos farmacéuticos e de
cuidados pessoais (PPCPs) estdo inclusos nessa dasontaminantes, que tem chamado

atencdo por ser liberada em quantidades pequeaas;antinuamenté

Apesar da designacdo “contaminantes emergentssé, grupo de compostos, que
inclui produtos farmacéuticos, pesticidas, herlisjddesreguladores enddocrinos, percloratos,
retardadantes de chama bromados e produtos dedoujussoal, tém sido utilizado ha

décadas; portanto, sua presenca na agua nao érecen

O crescente uso de PPCPs € um assunto relevardtieeaale pesquisa ambiental
atualment®. Um grande nimero de PPCPs tem sido detectado flelentes aquosas,
recursos naturais, sedimentos e s8ld$o caso especifico de farmacos, apés a admicastra
uma parte significativa € excretada no efluente éktito. Estudos demonstram que varias
dessas substancias parecem ser persistentes noambiente, e ndo sao completamente

removidas nas Estacdes de Tratamento de EflueEtés().

Dentre os farmacos, os antibioticos tém esped@hcdo, pois podem levar ao
desenvolvimento de bactérias com genes de resisté®m como ao desenvolvimento de
respostas alérgicas em individuos sensiveis. Ad®&ntrada destes compostos no ambiente é
bem variada e vai desde a excrecdo devido a ghilzeedicinal (tanto para os homens como
para animais) e disposi¢ao inadequada de residuosedicamentos ndo utilizados ou com
prazo de validade vencida. Os antibidticos sdoassath larga escala para o tratamento de
infeccdes, aumento da taxa de crescimento dos enikeafazendas de pecuéria e pesca.
Assim sendo, residuos destes compostos, podem rclaegaolo, aguas subterraneas e

superficiais, e até em sedimentos de origem marinha

Em relacdo ao uso humano, a principal via de éatde farmacos no meio aquatico
€ a excregcdo. Apos a administragcdo, os princigigesapodem ser excretados, através de
urina e fezes, como substéncia ativa inalteradaaotorma de metabdlitos. Outras vias de

exposicao ambiental aos farmacos sdo os eflueptgstalares, aplicacdes na terra (solidos
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biolégicos, por exemplo) e disposicdo direta no iamte (eliminacdo de produtos

vencidos}®.

O Brasil pertence ao grupo dos maiores consunsddee farmacos do mundo,
juntamente com paises como Estados Unidos, Franédemanhd®. Em relacdo aos
antibioticos, estima-se que, anualmente, algumasldadas sdo produzidas e utilizadas em
medicina humana e veterinaria anualmente. O congl@sses compostos ao redor do mundo
foi estimado, em 2002, em torno de 100 000 a 2@0t6Neladas por afpapesar de ndo ser
possivel calcular esse valor com exatiddo, uma &z muitos paises vendem esses

medicamentos sem nenhum tipo de controle.

A Tabela 1 apresenta dados relacionados a presndarmacos em amostras
ambientais aquosas, que incluem efluentes doméstaguas superficiais, em diferentes

cidades de diferentes paises.
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Tabela 1. Concentracio de antibiéticos em amoatrisentais aquosas (ng)Lde diversos paises. Levantamento realizado no ai/8lsience a

partir de 2003.

2008 —
2007 — 2007 — Coréia 2009 — Pequim, 2010 - Barcelona,
2007 — Espanha, do Sul, 2009 — China, Eﬂuc:zntes 2010 - Colorado, - 4ia g Espanha, Aguas
Montreal- Tudela, . EUA, Efluentes p o
Antibidtico Canada, . eflye_nte Eflqentes Pamplona e e mf!ue_ntes domésticos, Sul, A_gl_Ja_s superfli:lals,
Efluentes omest|09 de don)estlcos e Terrassa, don)estlcos e aguas superficiais supe_rf|0|a|s subterraneas,
domésticod’ 6 esta(;o%s agggs. 3 Espanhd’ agllja-\s. 0 e 4gua potavél prOX|ma35 a eflqer!tes
diferentes superficiais P superf|0|a|§ guap ETEs domésticos e
agua miner&r
Azitromicina 80
Ciprofloxacino 230 40 - 3353 0,1-1
Claritromicina 230
Claritromicina 27 — 47
Cloranfenicol 1
Clortetraciclina ND 168 — 308
Enrofloxacino 6
Eritromicina 106 - 978 13034 7 —1200
Josamicina 5-48
Levofloxacino 71
Lincomicina 20-64
Ofloxacino 217 - 13425
Oxitetraciclina 22-725 ND
Sulfadiazina ND — 2312
Sulfadimetoxina 0,164 —182,4
Sulfametazina 1 12 -25 ND - 6192
Sulfametoxazol 289 136 — 20 5-210 18 -38 ND — 1488
Sulfametoxipiridazina ND — 3704
Sulfametizol ND — 48,5
Sulfapiridina ND — 12000
Sulfasoxazol ND - 2,8
Sulfatiazol 82 -115 ND — 332
Tetraciclina 2,1-16,5
Trimetoprima 101 99 - 1264 58-4 9-11 4-429 1-2

Os valores de concentragao foram colocados em fdenfiaixa, para quando houve mais de uma medigéim, \&lor absoluto, quando foi realizada andliseiara Unica amostra.
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Embora a concentracdo de farmacos no meio ambe®jee baixa, seu aporte
continuo pode causar acumulo em organismos tesestraquaticos em longo prazo. Por
outro lado, pode-se supor que 0os compostos farmeogusao suscetiveis, em maior ou
menor grau, & degradacdo através de acdo dos gainiemos. O caso dos antibioticos € o
mais claro, uma vez que eles séo biologicamentesatiendo biodegradabilidade limitada e,
consequentemente, ndo sdo eficientemente remonaoETES. Isso justifica o fato de os

antibiéticos estarem entre os farmacos mais comtetiEnectados no ambiente aquéfico

De acordo com os dados da literatura apresentaldsabela 1, os contaminantes
emergentes podem estar presentes nos ambienteicaguam concentracdo de tragcos e
ultra-tracos (mg &, pug L™, ng LY. Nestas condicées, a identificacdo e quantificalgstes
compostos so se tornou possivel gracas a instrag@nimais sensivel, como € o caso das
técnicas cromatograficas acopladas a espectrontetnaassas e com detectores especificos
(p.ex. detector de fluorescéncia). Em especiatasm de amostras aquosas, a cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas, tnusna técnica mais adequada pois as
etapas de preparacdo de amostra podem ser redypodaxemplo, na maioria dos casos nao
h& necessidade de derivatizacdo, permite deter&orde analitos termolabeis, polares e ndo-
volateis, e também a deteccdo de analitos sem grugpomoforos. Além disso, o
acoplamento a um espectrémetro de massas fornesaelatms relacionados a amostra e aos
analitos em estudo devido a informacao do espdetrmassas. Com relacdo a sensibilidade e
seletividade, sao significativamente melhores fdaese uso do modo de monitoramento de
ions (MRM ou SRM, do inglésMultiple Monitoring Reactionou Selected Reaction
Monitoring)

3.1ANTIBIOTICOS DE USO HUMANO

Antibiéticos sdo compostos naturais ou sintéticagazes de inibir o crescimento
(bacteriostaticos) ou causar a morte de bactévadricidasy. Entre as décadas de 1940 —
1960, imensa quantidade de antibidticos foi pradhuz B-lactamicos, aminoglicosideos,
tetraciclinas, macrolideos, entre outros — e rapetde incorporada as praticas clinicas, com

um declinio na producdo destes compostos nos astariores’.
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Figura 1. Estruturas basicas das penicilifag¢tamicos) e das tetraciclinas

Entre 1960 e 1980, os produtos introduzidos nocader foram basicamente
semissintéticos, analogos estruturais de antiloigfig existentes. Ja entre 1980 e 2000, apesar
da busca de novos compostos através de gendmitagent de colecdes de compostos,
houve uma reducdo drastica na identificacdo de soemtibidticos. Apenas as
fluoroquinolonas sintéticas, alguns derivados fHactamicos e da eritromicina foram

introduzidos no mercado nesse perfédo

As definicbes — e diferengas — de antibiotico #ndorobiano ainda causam certo
debate. Em um conceito amplo, antimicrobiano é queal substancia com atividade
farmacoldgica de tipo bactericida e/ou bacteriastaQuando da introducdo das penicilinas,
foi proposto o termo "antibidtico” para designasabstancias com atividade bactericida e/ou
bacteriostatica que fossem obtidas a partir deoswgeres vivos (no caso das penicilinas, a
partir de fungos). Com o desenvolvimento dos aftiitis, iniciaram-se 0s processos de
obtencéo por semissintese e até mesmo por siotekd\i&o obstante, 0 conceito permaneceu
em uso, considerando que os antibiéticos, ao mengmalmente, foram descobertos e
obtidos a partir de seres vivos. Sendo assim,yEmplo, as sulfonamidas, que foram obtidas
a partir de corantes industriais de origem sirdaétseriam antimicrobianos. Por outro lado, o
cloranfenicol, isolado originalmente &ireptomyces venezuelaeas hoje obtido por sintese

total, segue sendo denominado como antibittico

N&o existem muitos dados no Brasil a respeito atugioticos comercializados:
quantidade, classes, finalidade. Os antibiéticdscemados para o presente trabalho séo

reconhecidamente muito utilizados e pertencemssetaamplamente consumidas.
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3.2.1 Caracteristicas dos compostos em estudo

3.2.1.1 Azitromicina

A azitromicina (AZT) é o primeiro antibidtico déasse denominada quimicamente
comoazalideosOs membros desta classe sdo derivados da classeadrolideos, através da

inser¢do de um atomo de nitrogénio no anel lactdéceritromicina A.

Figura 2. Estrutura molecular da azitromicina

A azitromicina (AZT) é um antibidtico macrolideggido estavel, administrado por
via oral. E ligeiramente menos ativa que a eritaimai in vitro contra microrganismo Gram-
positivos, mas parece ser mais ativa do que ammitina contra muitos microrganismos
Gram-negativos e varios outros agentes patogéni€msno a eritromicina e outros
macrolideos, a atividade da azitromicina ndo éadfetpela producdo de beta-lactariase
enzima produzida por algumas bactérias, que proraaygécbra do anel beta-lactamicos nos

antibioticos dessa classe, causando a desativaga@gad antimicrobiana da molécula.

3.2.1.2 Eritromicina

A eritromicina (ERT) é um antibiético macrolidesoguzido por uma cepa de
Streptomyces erythreusm microorganismo que vive no solo. Consiste ems dclcares, a
desosamina e a cladinose, as quais estdo ligadasitaonolidio, que € uma lactona
macrociclica. E mais ativa em pH 8,0 do que naraktd&de e é instavel em meio &cido. A

eritromicina é eficiente contra muitos microrgarmsnGram-positivos. Util no tratamento de
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infeccBes estafilococicas resistentes & terapéetica a penicilina. E primariamente um

agente bacteriostatico, ou seja, que inibe o eresto dos microrganismds

Figura 3. Estrutura molecular da eritromicina

3.2.1.3 Sulfametoxazol

O sulfametoxazol (SMX) pertence a classe de querapicos denominados
sulfonamidas sendo sua estrutura molecular basica o p-amizebnessulfonamida
(sulfanilamida). Utilizando o vermelho de prontoeih camundongos, Domagk, em 1932,
descobriu a atividade bactericida do corante. Fosteente, em 1936, descobriu-se que a
sulfanilamida era a porcéo ativa da molécula datpsif.

Esta descoberta estimulou intensas pesquisas gpalesenvolvimento de novas
sulfonamidas e muitas outras foram sintetizadanab dos anos 30. Os melhores resultados
terapéuticos foram obtidos com compostos onde wrogénio do grupo sulfonamida (-
SO,NH,) era substituido por algum outro grupo, geralmenteanel heterocicliéd

%
‘S—NH
|
H,N O >,’>\
N\o CHs

Figura 4. Estrutura molecular do sulfametoxazol

28



O sulfametoxazol € metabolizado de vérias forntasanpo humano (N4-acetilagdo
e hidroxilacdo), e é excretado via urina. Aproxiaraénte 50% da dose administrada PE
excretada na forma do metabdlito inativo N4-aadfdsnetoxazol e apenas 10% em outra
forma. Porém, existem grandes evidéncias da rétramacdo do N4-acetilsulfametoxazol

para sua forma ativa durante o processo biolégicmatamento de efluent8s

3.2.1.4 Trimetoprima

A trimetoprima (TRI) é um agente antibacterianotgrecente a familia dos 2,4-
diamino-5-pirimidina com baixa solubilidade em agkaum importante agente antibiético
utilizado no tratamento de varias infeccdes. [gee iaibindo o dihidrofolato redutase, tendo
uma afinidade por essa enzima bacteriana até cdnvexés maior do que pela enzima
humana equivalente. Tem um tempo de meia vida dexiappdamente dez horas. A
trimetoprima tem rapida e completa absorcdo na&eosgiperior do trato gastrointestinal,

sendo a excrecao por secrecao tubular renal, pela brina.

NH,
N OCH;
P

H.N~ N OCH;

Figura 5. Estrutura molecular do trimetoprima

A trimetoprima (TRI) € comercializada no Brasilnemte em associacdo com
sulfonamidas: sulfadiazina e sulfametoxazol (SMX).associacdo da trimetoprima com
sulfametoxazol constitui importante avanco no desleimento de farmacos
antimicrobianos. E ativa contra a maioria das bastéGram-positivas e Gram-negativas, e
alguns protozoarios, e utilizada no tratamentordeccdes do trato respiratério superior e

inferior, urinario e renat.
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3.2.1.5 Cefalexina

A cefalexina (CFX) faz parte do grupo das cefabosias, agentes bacterianos semi-
sintéticos, quimicamente relacionadas a penicilidlas contém o anel beta-lactamico como
parte do nucleo. Uma porcdo do nucleo quimico édabdla cefalosporina acido C,7-
aminocefalosporanico, uma substancia elaborada palmgo Cephalosporium As
cefalosporinas interferem com a sintese da pareldéarc pela inativacdo da transpeptidase.

Séo eficientes contra a maioria dos coGram-positivose alguns microrganismasram-

negativo&®.
N
| IN(
@)
o 7 CH;
o” TOH

Figura 6. Estrutura molecular da cefalexina

3.2.1.6 Ciprofloxacino e Norfloxacino

Ciprofloxacino (CPF) e norfloxacino (NRF) fazem teardo grupo das
fluoroquinolonas, grupo de substancias quimicagtstas com atividade antimicrobiana,
com extensiva aplicacdo tanto na medicina humamaocoa veterinaria, consideradas
importantes armas no combate a organis@oam-negativosGram-positivose as ultimas
geracoes sao ativas até contra bactérias anaerdhi@atmente, € uma das maiores classes de

agentes antimicrobianos utilizadas

Y

Figura 7. Estrutura molecular do ciprofloxacinocendrfloxacino, respectivamente

CHs
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Quimicamente, as fluoroquinolonas diferem das a@oimas por possuirem a
combinacédo de um atomo de flior e um grupo pipeitaEsta combinacao levou a um maior
espectro de acdo, a um aumento da capacidade daslogas penetrarem na parede
bacteriana levando, consequentemente, a uma maliodade contra bactérias Gram-
negativas, passando a abranger algumas espécies-p@sitivas e atingiu um perfil
farmacocinético melhor, chegando a ter uma atiwedadcteriana mil vezes superior a
observada pelo 4cido nalidixico, seu antecéSsor

—N  N—R
_/

Figura 8. Grupo piperazinil das fluoroquinolonas

A presenca de um grupo &cido (grupo carboxilicaleeum grupo béasico (amina
terciaria) atribui ao composto propriedades anitd8rpodendo, deste modo, existir mais do
gue uma espeécie presente em solucao, dependenpdd, devido a protonacéo/desprotonacao
destes grupos influenciando, assim, o comportamfantoacolégico destes compostos, uma
vez que a presenca de grupos carregados € neaqsmaria atividade bioldgica. Dependendo
do pH em que se encontra 0 meio, as quinolonasnpadestir sob as formas catidnica,

anidnica, neutra ou de fon dipdfar

o o o) Io Io
[ . [ .
F K K
| on =2 | oH X2 | 0
S S Ty
H2N+\) |I? HN\) HN\)

Figura 9. Fluoroquinolonas na forma protonada er¢snada

O mecanismo de acao das fluoroquinolonas se daéatida interferéncia na sintese
do DNA bacteriano, através da inibicdo de duasnemzi responsaveis pelo controle do
processo de divisdo, reunido de novas cadeias elaneento do novo DNA durante a

replicacad®.
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3.2.1.7 Tetraciclina

A tetraciclina (TC) faz parte da classe homénima de antibiotipoggduzidos por
Streptomycegjue possuem um amplo espectro de acdo, que aictierias Gram-positivas a
negativas. As tetraciclinas sdo ativamente tranagas para dentro das células de bactérias
suscetiveis e exercem efeito bacteriostatico pelacéo da biossintese protéica depois da

ligacdo com a subparticula ribossémica30S

Figura 10. Estrutura molecular da tetraciclina

As tetraciclinas sdo extensivamente usadas paomtoole de infecgbes bacterianas
tanto em humanos quanto em animais. Em adicaouaosseterapéutico, essa classe tem sido
usada como suplemento alimentar na pecuéria. Ess@sostos possuem multiplos grupos
funcionais com propriedades acido-base. Muitasadifinas possuem caracteristicas
anfotéricas com ponto isoelétrico entre 4,0 &%6,0

A tetraciclina sofre degradacéo a anidrotetrawc(iATC) em meio acido, com pH <
2,0. A tetraciclina e a anidrotetraciclina epimanz a forma 4-epitetraciclina (ETC) e 4-

epianidrotetraciclina (EATC), respectivamente, ¢tnemtre 2,0 e 63.

Figura 11. Estruturas da anidrotetraciclina e @gpuetraciclina, respectivamente
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3.2.2 Resisténcia Bacteriana

A resposta de um microrganismo frente ao amplodesantibidticos e sua presencga no
meio ambiente € a resisténcia bacteriana. As lastééo consideradas organismos de alta

capacidade de adaptacéo a diversos fatores, cexmpoaicdo a agentes quimicos potéfites

A resisténcia bacteriana esta, atualmente, assoeaiaiversos ambientes e pode atingir
individuos saudaveis, diferentemente do que acentex século passado, quando ocorria
predominantemente em ambientes hospitalares. @aisgrapias associadas € uma alternativa

que pode ser adotada na tentativa de contornatdbepna”.

Algumas estratégias podem ser adotadas para evidlasenvolvimento de resisténcia
bacteriana: prevencdo de infeccbes bacterianas @wamso de vacinas, uso racional de
antibiéticos, controle e prevencao da disseminagamicrorganismos resistentes, descoberta
e desenvolvimento de novos antibiéticos. Além diastaracterizacdo dos genes responsaveis
pela resisténcia, assim como sua localizacédo ediileele sdo de grande importancia para o

entendimento dos fatores envolvidos na resistéhcia

3.3 AMOSTRAS AQUOSAS AMBIENTAIS - PREPARACAO

Com a crescente tecnologia empregada nos equip@snernilizados para a
identificacdo e quantificacdo de analitos, que carapossuem menores limites de deteccéo
e sao capazes de ser especificos e sensiveis ag®stos de interesse em misturas
complexas, o foco tem se voltado as metodologies p@reparacdo de amostras. Esta etapa
do procedimento analitico ainda é o que pode deamamdis tempo, e € mais suscetivel a
erros. Um tratamento pobre de uma amostra ou uratexhal preparado pode invalidar todo
0 ensaio, e mesmo 0 mais poderoso método instrahmedd podera fornecer um resultado
valido™.

O conceito basico de um método de preparacdo dsteas € converter uma matriz
real em um extrato de formato adequado para asengir uma técnica analitica. Isso pode
ser alcancado através da remocéo de potenciarfenetetes da amostra, pelo aumento da
concentracdo do analito, pela conversdo do analitoma forma mais adequada para a
deteccdo ou separacdo, com o objetivo de alcamganétodo robusto e reprodutivel, que
seja independente das variacdes da niatriz

Em relacdo as amostras ambientais aquosas, osippigh desafios residem na

complexidade da matriz e na baixa concentracdocdogostos alvos. Devido a isso, um

33



procedimento de tratamento de amostras normalmiactai varias etapas tais como,
extracdo, pré-concentracdo e remocdo de interéeyate matriy. De modo geral, um dos
procedimentos mais utilizado para a preparacaoriesiaas aquosas ambientais é a extracao
em fase sélida (EF%)*, principalmente devido ao baixo consumo de soemganico,
altos fatores de concentracdo, disponibilidade dersbs tipos de adsorventes o que

possibilita a aplicacéo para uma ampla gama de asiog, dentre outros.

3.3.1 Extracdo em Fase Sdlida (EFS)

A técnica de EFS é amplamente utilizada para pnéentracdo e remocdo de
interferentes da matriz de amostras aquosas. At&RSomo principio a retencéo seletiva
dos analitos presentes em uma amostra aquosa, eadsonvente denominado de “fase
sélida” (FS). A FS é colocada dentro de um cartumpin® pode ser de teflon ou vidro, entre
duas fritas que tem como funcao reter fisicamentpaaticulas da FS. Em funcdo destas
carateristicas quimicas da FS, a retencdo selgtisaanalitos de interesse podera ocorrer.
Quanto mais especifico for o0 mecanismo de retedgdbS, tanto maior a seletividade e,
portanto, maiores as chances de eliminar os iméres. Portanto a EFS, além de ser o
sistema de pré-concentracdo também podera faxerzéas de eliminacdo de interferentes da
matriz.

Genericamente, as principais etapas de um proeetiim de EFS sao:
condicionamento, percolacdo da amostra, remocéatederentes, eluicdo dos analitos de

interesse. A Figura 12 apresenta um esquema gstaldetapas.

cartucho de teflon

metanol fase

+ frit > solida
solugéo aquosa

1 91

Percolagao .
Condicionamento da amostra Remocéao de Eluigdo
impurezas

solvente

Figura 12. Esquema geral das etapas do procedirdergrtracdo em fase solida.
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Na etapa de condicionamento, a FS é preparadarpesher o analito. Para o
condicionamento, diversos solventes e/ou misturaotkeentes bem como solugcbes tampéo,
basicas ou acidas, podem ser utilizadas. A escldhaelhor condicionante ird depender do
mecanismo de retencdo envolvido. A etapa de pe@olé quando se passa a amostra pela
FS de modo que os analitos de interesse fiqguedoseéinquanto que os interferentes passem
direto. A etapa de remocao de interferentes poglasdir ou ndo e dependera da matriz e dos
analitos e, por fim, tem-se a etapa de eluicdocadasitos de interesse. Da mesma forma que
na etapa de condicionamento, varias op¢des podentilssdas, dependendo do mecanismo
de retencdo e consequentemente do mecanismo dergdessutilizado para a pré-
concentracéo dos analifds

O delineamento de um procedimento de EFS tem Ipjetieo definir as melhores
condi¢cdes no que diz respeito ao que podera skzadt em cada etapa em termo de
solvente e/ou mistura de solventes, bem como a &S adequada para um determinado
conjunto de analitos de interesse sem deixar de &dnatriz. Por sua vez, a matriz
desempenha um importante papel na EFS, pois aigifitos parametros mencionados
poderd mudar de forma significativa dependendoodaptexidade da mesma. Por exemplo,
se 0 objetivo é determinar antibiéticos em efluemteano, ndo basta apenas definir as
melhores condicdes para a pré-concentracdo deglieoarem agua, mas a avaliacdo devera
ser estendida também para os analitos na matrizepde efetivamente analisados. Um dos
parametros que pode ser mais afetado é o volumeetwa (VQ). O VQ é definido como o
volume maximo de amostra que pode ser processada@ coelhor recuperacao possivel. Ao
utilizarmos volumes superiores ao volume de quebhra dado sistema de EFS a perda da
recuperacao ocorre quando mesmo o fraco eluentesacefetivamente comeca a eluir a
amostra ou quando ocorre a sobrecarga do cartuetmupros componentes da amostra

Resumindo, a sistematizagdo de um procedimenkfr&e deve avaliar os seguintes
parametros: (1) fase solida; (2) solvente e volamesolvente para o condicionamento; (3)
volume de quebra; (4) necessidade ou nédo da e@pEnbcao de interferentes e solvente e
(5) volume utilizado para a eluicdo. No caso dtesis utilizado para a eluicdo, a técnica
instrumental que sera posteriormente utilizada paaisar os analitos também devera ser
considerada.

Os sistemas de EFS que tem sido descritos natlitarpara a pré-concentracédo de
antibioticos em amostras aquosas, sdo apresemadicabela 2. Constata-se que a FS para os

antibioticos é a OASIS HLB™. Esta fase sélida éstitwida de material polimérico que

35



possui balan¢o hidrofilico-lipofilico, produzidopartir de uma proporgéo especifica de dois
mondmeros, tornando-o mais adequado para a retededcompostos com as duas

caracteristicas, que é ideal para analise de dteselassés
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Tabela 2. Condi¢Bes para extracdo em fase solidappé-concentracdo de antibidticos em amostrasagquirtigos publicados nos ultimos

cinco anos.
Antibidtico Fase Solida Condicionamento Eluicdo Ref
. . . - 6 mL MeOH 10 mL MeOH:HPQ, 4,38 mmol L' (95:5), retomados em 1
Ciprofloxacino CasisHLB ¢ L PO, 4,38 mmol I mL MeOH:H,PQ, 4,38 mmol L (20:80)
- : -3 mL MeOH 5 mL &cido acético glacial, agua e ACN (20:780:200) 4,
Clortetraciclina Oasis HLB -3 mL 4gua evaporado a 1,5 mL, diluido em 5 mL ACN
. : - 6 mL MeOH 10 mL MeOH:HPQ, 4,38 mmol L* (95:5), retomados em 1 5
Enrofi @] HLB
nrofioxacino asts -6 mL HPO, 4,38 mmol [* mL MeOH:HPO, 4,38 mmol L* (20:80)
: - . - 3 mL MeOH 5 mL &cido acético glacial, agua e ACN (20:780:200) 4,
Eritromicina Oasis HLB -3 mL agua evaporado a 1,5 mL, diluido em 5 mL ACN.
. : - 6 mL MeOH 10 mL MeOH:HPQ, 4,38 mmol L' (95:5), retomados em 1 5
Norfloxacino OasisHLB & L HpQ, 4,38 mmol I mL MeOH:HPO, 4,38 mmol L* (20:80)
1
3mL MeOH S0mmol LHAC o ) \eOH 50mM AF + 6 mL acetona 50 mmol#Ac,
3 ml acetona 50 mM HAc retomado em agua:ACN (75:25)
Sulfametoxazol Oasis HLB 3 mL 4gua com 5% MeOH gua: ’
-6 mL MeOH 10 mL MeOH:HPQ, 4,38 mmol L* (95:5), retomados em 1
-6 mL HPQ, 4,38 mmol [* mL MeOH:H;PQ, 4,38 mmol L' (20:80)
3 mL MeOH 50 | CHA
mL Ve mmo I ¢ 6 mL MeOH 50 mmol [!AF + 6 mL acetona 50 mmol L 23
3 mL acetona 50 mmoltHAc 'HAc, retomado em agua:ACN (75:25)
Sulfapiridina Oasis HLB 3 mL 4gua com 5% MeOH ' gua. '
-6 mL MeOH 10 mL MeOH:HPQ, 4,38 mM (95:5), retomados em 1 mL
- 6 mL HPQ, 4,38 mmol [ MeOH:H;PO, 4,38 mmol [* (20:80)
- . 3 mL MeOH 5 mL &cido acético glacial, agua e ACN (20:780:200) 4,
Tetraciclina Oasis HLB 3 mL 4gua evaporado a 1,5 mL, diluido em 5 mL ACN.
I . 3 mL MeOH 5 mL &cido acético glacial, agua e ACN (20:780:200)  ,,
Tilosina Oasis HLB 3 mL agua evaporado a 1,5 mL, diluido em 5 mL ACN.
. . . - 6 mL MeOH 10 mL MeOH:HPQ, 4,38 mmol L' (95:5), retomados em 1
Trimetoprima OasisHLB & i po, 4,38 mmol [* mL MeOH:HPO, 4,38 mmol L* (20:80)
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3.2CROMATOGRAFIA A LIQUIDO ACOPLADA A ESPECTROMETRIA D E
MASSAS NO MODO TANDEM (CL-EM/EM)

A técnica de Cromatografia a liquido acopladapeetsometria de massas no modo
tandem (CL-EM/EM) tem sido a mais utilizada paralederminagdo de antibioticos em
amostra aquosa ambierifal Outros sistemas utilizando cromatografia a liquicom
detectores de fluorescéncia e de UV-Vis, tambémsidmutilizados, em menor escéla

Um espectrometro de massas € constituido por siensg de ionizacdo, um

analisador e o detector, conforme apresentadoguae-i3.

= | —— —
Sistema de T?I _ D

1srema 3 f 3 A
ionizagao / /
Guia para Q2
o5 fons (Cela de Coliséo) EM
Q1 Detector

Q3

Figura 13. Diagrama de blocos representando unceépeetro de massas e seus principais

componentes.

O sistema de ionizacdo tem a funcdo de removetverge oriundo da fase movel,
ionizar os analitos de interesse e reduzir efeitomatriz (isso é obtido devido aos diferentes
desenhos e alternativas que cada fabricante passpecialmente desenvolvidos para este
fim). Dentre os principais sistemas de ionizacadepse citar spray eletronico (El, do inglés
eletrospray— neste trabalho sera utilizada a palavra em sngh@is se considera mais
adequada); ionizacdo quimica a pressao atmosi@&Ral, do inglésAtmospheric Pressure
Chemical lonizatiope foto spray (do ingléBhotospray. Neste texto, sera abordado apenas
a ionizacao poeletrospray(El) que foi a utilizada no trabalho, pois variestos na literatura
podem ser consultados com relacéo as diferentéssfdie ionizacéo.

Na El, dois modos de ionizacdo sao possiveis: domuositivo (0 analito é
carregado positivamente) e modo negativo (0 andit@arregado negativamente). A
definicdo por um ou outro dependera principalmef@esstrutura quimica dos analitos em
estudo. Para o caso dos antibidticos objetos @essgdo, dados ja publicados mostram que a
ionizacdo no modo positivo € a mais adequada. Ar&i§4 apresenta o esquema da fonte de

lonizagao poeletrospray do equipamento utilizado neste trabalho.
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=——Curtain Gas™ Interface

Figura 14. Representacdo esquematica da fontendmagéio poeletrospraydo equipamento

utilizado neste trabalho com a indicacéo de sdusipais componentes.

A molécula, ionizada com uma carga positiva, éesgntada por [M+H a qual se
refere ao ion molecular. A ionizacdo também podargespécies com carga diferentes da
unitéria. Esta situagdo é mais comum para moléaalasmaior massa molecular ndo sendo
objeto deste estudo e, portanto, este caso ndalserdado.

As moléculas ionizadas e dessolvatadas passamoparalisador de massas. O
analisador de massas mais antigo € o quadrupojdesiiro qual ainda hoje é muito utilizado.
Atualmente, varios analisadores de massas podemersmntrados nos equipamentos
comerciais. Estes vao desde o sistema em tandemngqu caso do EM/EM (também
denominado de triplo quadrupolo que séo dois quuadios em sequéncia com um hexapolo
no meio), os sistemas hibridos como o Q-TRAP (em gfi0 colocados em sequéncia um
quadrupolo, um hexapolo e uion trap) até os analisadores mais avancados como o
ORBITRAP® Setor Magnético e outros. Estes analislpermitem obter-se o espectro de
massas dos compostos em estudo, sendo este dadbmlatianto para elucidacao estrutural,
como para determinacdo de metabdlitos, produtaededacao e analise confirmat8tia

Apo6s o analisador de massas tem-se o0 detectotequea funcéo de recolher os
dados enviados pelo analisador. Os detectores dsgesistemas com resolugéo adequada
para processar as informacdes recebidas. No casoesioectrometros de massas, 0s
frequentemente utilizados sao: eletromultiplicada@efotomultiplicadores. No equipamento
utilizado neste trabalho o detector € um eletraplidador.

O acoplamento da cromatografia a liquido a um @gpeetro de massas traz a

grande vantagem de unir um sistema de separaci&outidelmente robusto e eficiente com
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um sistema que fornece o espectro de massas, ifitessilo a identificacdo inequivoca dos
analitos presentes na amostra (tempo de retenefpeetro de massas). Estas caracteristicas
tém feito da cromatografia a liquido acoplada aespmetria de massas em modo tandem
(CL-EM/EM) uma das escolhas mais frequentes pardentificacdo e quantificacdo de
compostos organicos em amostras ambientais. A &i@6r mostra um esquema de um
equipamento de espectrometria de massas, um gimdrupolo em modo tandem com

ionizacao poeletrospray

(41} |
Eiam
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Figura 15. Esquema de equipamento de espectrordetmaassas, do tipo triplo quadrupolo

em modo tandem, com ionizacéo ptetrospray

O equipamento utilizado permite que os dados safuiridos utilizando diversos
modos de operacdo, a citar: Varredura no primewadqupolo (do inglésQl Scaiy,
Monitoramente de multiplas reacbes (MRM, do ingMsltiple Reaction Monitoring
Espectro de varredura do ion produtor — “filhosy {dglés,Product fon Sca)) Varredura do
ion precursor — ion pai (do ingl@&recursor lon Scare varredura de fragmentos neutros (do
inglés, Neutral Loss Scgn A Figura 16 apresenta um resumo dos modos telltra que
podem ser realizados no equipamento de cromatagadiiquido acoplado a espectrémetro
de massas em tandem do tipo triplo quadrupolo.

No modo de varredura do ion produtor — “filhosd (dglés,Product lon Sca) os
analitos de interesse (suas respectivas formazadas) sdo selecionados no primeiro
quadrupolo (Q1), enviados para a camara de cols@ie sdo fragmentados de acordo com
valores de energia de colisdo (CE, do ingledlision energy, previamente estabelecidas e
seguem para o terceiro quadrupolo (Q3). Nesteramprientos gerados sdo analisados em
funcdo da razdo massa/carga que dard origem aestrespde massas dos compostos
selecionado em Q1.

No modo de varredura do ion precursor — ion pair{dlés,Precursor lon Scan o

objetivo € determinar quais compostos podem gemrfragmentacdo, determinados ions.
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Para isso, selecionam-se os fragmentos de inteessesistema irA determinar a que
compostos estes ions pertencem.

No modo de varredura de fragmentos neutros (di&snbleutral Loss Scdn o
objetivo é verificar a perda de fragmentos neutides um ion molecular apés a sua
fragmentagao.

No modo de operacdo MRM (monitoramento de mukipéacdes), o ion molecular
de interesse é selecionado em Q1, fragmentado maraéde colisdo resultando em um
fragmento especifico de massa que é selecionad@3er utilizado para andlise quantitativa
em que dois ions sdo escolhidos, sendo que o ntaitso é utilizado para a quantificagdo
(quantificador) e o outro € utilizado para configii@a do composto de origem (qualificador).
Na pratica, no primeiro quadrupolo (Q1l) ocorre gasacdo dos ions moleculares
selecionados, pela massa de sua forma protonadd‘JMMa camara de colisdo (Q2) ocorre
a fragmentacdo destes ions, com energia de cqiisd@amente estabelecida. No terceiro
quadrupolo (Q3), os fragmentos originados sao ieelados e chegam ao detector de massas,
gue neste caso € um eletro multiplicador, locabzaal final da sequéncia dos quadrupolos. A
selecéo dos parametros 6timos € descria na segdiotee 3.2.1.

A leitura de cada um dos fragmentos oriundos ddammolecular é realizada em
um canal especifico. A leitura de cada canal ézaad por um periodo de milissegundos
(ms), um canal ap6s o outro e reiniciando apéstinal motivo pelo qual o modo de

aquisicdo é chamado monitoramento multiplo de esit6
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Espectro de varredura do ion produtor (Product I&ctan “filhos”) Varredura do ion precursor (Precursor ion scan)

{ > , O A
°, ‘ o re o« 4 o ® | L
’
%o - ‘2 o, /o -2 ?
p A D
o ’ -
- e
Espetro obtido em Q3 Precursos selecionado Prpducto Precursores
m/z Selecionadm/z em O1

Perda de Fragmento Neutro (Neutass Scan) Monitoramento de Multiplas Reacdes (MRM)

L]
- O ------ »‘ ® - > ‘
o
,I ‘ II . ______ > ° /v
e - - ;@ ® - > @ > B 2
0 U e ., . 4 O ----- » o
I/I ° ° e . ,1, . ______ > ‘ ° \ .’ ——————————— -}‘
’ \ —/—» .
.. K . ’
. m Massa do ion Fragmentacao na Massa do ion
! precursor é cela de gas (CAD)  produtor é fixada
m, fixada

EEEE o
N

Figura 16. Representacdo esquematica dos quatrosndedrabalho do espectrémetro de massas tipo guadrupolo.
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A técnica de CL-EM/EM tem sido escolhida para #ewheinacdo de tracos de
analitos organicos, incluindo antibioticos, em atmassambientais, por ser capaz de detectar
a maior parte dos compostos organicos, ser suesignte sensivel (limites de deteccdo da
ordem de ng € e pg L™), especifica e seletiva. Assim, a necessidadeadesdde alta
qualidade, em concentracdes muito baixas explicgmo crescimento da utilizagdo desta

técnicd’.

3.2.1 Desenvolvimento e otimizacdo de metodologia anatiéi empregando CL-
EM/EM

O desenvolvimento de uma metodologia por CL-EM/E& da através de trés
passos: otimizacdo das melhores condi¢cdes paragenéntacdo do analito (realizado por
infusdo), otimizacao das condi¢cdes da fonte deaméio (realizado por FIA — do ingléaw
injection analysiye otimizacdo das condi¢des da cromatografiadajuiesta ordem.

A primeira etapa, a infusdo, é a entrada de solggatendo os analitos por fluxo
continuo, geralmente em concentracdo maior do gigetabalho (entre 100 e 500 ng ML
com fluxo variando entre 5 e 26 min™, utilizando-se uma seringa conectada a um pist&o.
A infusdo permite que seja obtida uma resposta iateedlo sinal quando for realizada
alguma alteracdo nos parametros de massas pemndimdizar a ionizacdo e fragmentacéo
rapidamente. Estes parametros estéo relacionguirseado analisador de massas.

Os parametros otimizados sdo CADAD Gas que controla a pressao do gas de
colisado durante o Q8cane MS/MSscan$, DP Declustering Potentialcontrola a voltagem
no orificio de entrada do triplo quadrupolo), EHhtfance Potentialcontrola o potencial de
entrada dos analitos no Q0), CXPo(lision Cell Exit Potentiglcontrola o potencial da saida
da célula de colisédo Q2), CEdllision Energy controla o potencial aplicado na célula de
colisdo Q2), entre outrds

A etapa seguinte é o FIA que tem por objetivotajuas condi¢des de ioniza¢do do
analito, de forma que a maior parcela possivel déculas do analito seja convertida para a
forma ionizada e entre no analisador. E necessriatilizacdo de uma bomba de
cromatografia liquida e um amostrador autométicmalpequena quantidade de solucdo
padrdo de analito é injetada pelo amostrador autoonda corrente da cromatografia liquida
sem a coluna. Mdltiplas injecGes da solucéo sdxaeas durante o processo de otimizacao,
com alteracdo dos parametros entre as injecdea.diaga ocorre na fonte de ionizacdo do

equipamento.
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Os parametros otimizados nessa etapa sdo @G&% (. controla o gas de
nebulizacdo, que ajuda na dessolvatacdo da amassteando apenas pequenas gotas), GS2
(Gas 2 controla o gas auxiliar, responsavel pela eva@gmraas pequenas gotas restantes da
amostra e por prevenir a entrada de solvente nopagento), TEM Temperature
temperatura do aquecedor, auxilia na evaporac&oldente), CURCurtain Gas o gads com
fluxo entre ocurtain platee o orificio de entrada para o triplo quadrup@dp (on Spray
Voltage controla a voltagem aplicada a agulha que ioaiamostra na fonte).

Apos a otimizacdo destes dois sistemas, as casldd separacdo cromatografica
sdo ajustadas. A definicdo dos pardmetros a selitmados para a separacdo cromatografica
€ realizada através de pesquisa bibliografica dé®dos existentes que utilizam a técnica
para analisar os mesmos analitos e verificacdaidbdade dos cromatogramas obtidos pela
aplicagéo destes métodos.

Os fatores que devem ser considerados no deséneoio de um método de LC é
o modo de ionizacdo selecionado, a coluna analé@icger utilizada (fase estacionaria,
diametro), a fase mével utilizada, que pode afetaio a cromatografia como o processo de
ionizagao, ou seja, a composicado tem de garant&r lbioa ionizagcdo e uma boa separacao
cromatografica (pH, solventes, aditivos).

3.2.2 Avaliagédo do desempenho do método desenvolvido

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

Por validagdo entendemos a comprovagdo, atravésrdecimento de evidéncia
objetiva, de que os requisitos para uma aplicagéiitems especificos foram atendidos. E
fundamental que os laboratorios disponham de nesiostérios objetivos para demonstrar,
através da validagdo, que os métodos de ensaioexg@utam conduzem a resultados
confiaveis e adequados & qualidade preteftiida

A validacao de todo e qualquer método de anatissiste em realizar uma série de
testes analiticos e estudos estatisticos, comparaedultados com critérios preé-

estabelecidd8. Segundo o documento INMETRO DOQ-CGCRE-008, de)2@lvalidacédo
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de um método analitico deve incluir especificidadseletividade, faixa de trabalho e faixa
linear de trabalho, linearidade, sensibilidade,iténde deteccao, limite de quantificacao,

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

3.4.2.1 Parametros de Validacdo de Metodologia Aliica

34211 Especificidade e Seletividade

Além do analito que se pretende identificar e/oangificar em uma amostra, a
matriz a ser analisada possui outros componentegpadem ter algum efeito na medicao,
mas que nao se deseja quantificar. Um método dispeproduz resposta apenas para o
analito, enquanto um método que é capaz de digtingesposta de um analito da de outros
€ chamado seletivo. Entretanto, os termos espiecifie e seletividade sao frequentemente
utilizados indistintamente ou com diferentes intet@coe?.

O conhecimento e a definicdo das interferéncisecidinam as etapas seguintes do
método analitico. Normalmente, é o primeiro passsela dado no desenvolvimento da
metodologia, cuja avaliacdo pode ser realizadartr gl amostras em branco com e sem
adicdo de analitos sendo medidas para o testealenentes. O resultado dessas medicdes

deve ser tratado e avaliado em bases matenfiticas

3.4.2.1.2 Faixa de Trabalho e Faixa de Trabalho hear

Para qualquer método quantitativo existe uma fdexaoncentracdes do analito ou
valores da propriedade no qual o método pode dmadp. A faixa de trabalho para um
método € limitada inferiormente pelos limites ddeedgedo e quantificacdo do método e
superiormente, pela resposta do equipamento de;&wedi

A faixa de trabalho linear de uma metodologiaigtervalo entre os niveis inferior
e superior de concentracdo do analito onde se d#raoa determinacdo com preciséo,
exatiddo e linearidade exigidas. E a faixa de auingaedo onde a sensibilidade (resposta do
equipamento) pode ser considerada constante

A faixa de aplicacéo para a qual o ensaio vauskzado deve estar dentro da faixa
de trabalho. A concentracdo mais provavel da amakdve situar-se preferencialmente no
centro da faixa de trabalho. O limite inferior détodo deve ser obrigatoriamente maior que

o limite de deteccdo e maior ou igual ao limiteqientificacdo. Etapas como diluicdo e
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concentracdo devem ser cuidadosamente executaftasde evitar a introdugéo de erros

sistematico¥.

3.4.21.3 Linearidade

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

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

A relacdo matemética utilizada para o calculoatecentracdo dos analitos pode ser
obtida usando o modelo conhecido como regress&arlirdeterminada pelo método dos
minimos quadrados, representada na equacgao debeexa:

y=ax+Dhb

onde:
y = resposta medida (absorbancia, altura ou argecdoetc.);
X = concentracao;
a = inclinagao da curva de calibracéo — sensiloiégda

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

A linearidade pode ser observada pelo gréficdiZdtse normalmente o coeficiente
de correlacédo linear (r) para indicar se a retalaljor ser considerada adequada. Um valor
maior que 0,90 é usualmente requetido

Pode-se obter a linearidade por padronizacaoniateu externa e formulada como
expressdo matematica usada para o célculo da ¢oang@m do analito a ser determinado na

amostra reaf.

34214 Sensibilidade

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

analito e da técnica de deteccéo utilizida
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3.4215 Limite de Deteccgao

Em determinag8es de nivel trago, € importantersabgenor valor de concentracdo
do analito detectavel no equipamento. Segundo aAGJRimite de deteccdo (LD) é o
resultado Unico e simples que, associado a umalpitatade, pode ser distinguido do valor
de um branco adequado. J& para o INMETR®a concentracdo minima de uma substancia
medida e declarada com 95% ou 99% de confiancae&a goncentracdo do analito € maior
que zero. E determinado através de uma andliselempe uma dada matriz contendo o
analito. Em cromatografia, normalmente se utilizalido da linha de base para obter o LD,

considerando-se que a raz&o sinal/ruido deve £&r 3:

3.4.2.1.6 Limite de Quantificacéo

O limite de quantificacdo € a menor concentragiaralito capaz de ser determinada
com um nivel aceitavel de preciséo e veracitfad®de ser determinado da mesma maneira
que o LD, entretanto com uma razdo sinal/ruido 8el*d Na préatica, corresponde
normalmente ao padréo de calibracdo de menor coacén (excluindo o branch)

34217 Exatiddo e Tendéncia

A exatiddo é a concordancia entre o resultadorgramo e o valor de referéncia
aceito como verdadeiro. Quando aplicada a uma gériesultados de ensaio, implica numa
combinacdo de componentes de erros aleatériogeensiticos (tendénci)

Existem varias maneiras de se avaliar a exatiddmudmétodo analitico; através da
utilizacdo de material de referéncia certificadas,cquando disponiveis, sdo preferidos por
exibirem relacdo direta com os padrfes internagpoamparagcdo entre métodos analiticos,
para avaliar o grau de proximidade dos resultatiisias entre dois métodos, e a avaliacdo

pode ser intra e interlaboratori&is

3.4.2.1.8 Precisdo

7

Precisdo € um termo geral para avaliar a dispedsdoesultados entre ensaios
independentes, repetidos de uma mesma amostratrasngemelhantes ou padrdes, em
condicbes definidas. As duas formas mais comunsexjgessa-la sdo por meio da

repetitividade e a reprodutibilidade, sendo usuatmexpressa pelo desvio padfao
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A repetitividade é a concordancia entre os redoftale medi¢des sucessivas de um
mesmo analito, efetuadas sob as mesmas condiciEedpnento, analista, equipamento,
local, em um curto espaco de tentfo)

Ja a reprodutibilidade é o grau de concordanciandenensurando sob diferentes
condi¢cBes de analise. Pode-se variar laboratopetadlores, equipamento. E interessante a

verificacdo da reprodutibilidade de um método asade comparacao interlaboratofial

3.4.2.1.9 Robustez

A robustez é a capacidade de um método se manatieerado frente a pequenas
variacdes. O teste douderé o mais utilizado para determinar se uma metodokgalitica

é robust’.

3.4.2.1.10 Incerteza da Medicao

Estudos de validacdo geram dados que devem coarpposesempenho adequado
do método, além dos fatores que individualmenteentiam as possiveis variacées a que 0
método é suscetivel. Esses dados podem ser tratadosma a gerarem uma estimativa da
incerteza associada ao método, quando esse sdranemnroting’.

3.4.3 Andlise de Residuos de Farmacos na LiteraarPublicacdes

O desenvolvimento de técnicas analiticas capazeedctar substancias orgéanicas
em niveis de concentracdo cada vez mais baixosrdaome interesse na determinacdo de
farmacos, de uma maneira geral, em amostras agawdasntais. Este crescimento tem sido
significativo e pode ser observado em funcdo doemarde publicagbes cada vez maior com
relacdo a esse assunto. A Figura 17 apresentaulbacks de publicacbes na base de dados
Scopuspara os ultimos dez anos cruzando as palavra®giermaceutical x water x LC-
MS/MS
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pharmaceutical x water x L C-MS /MS
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Figura 17. Publicacdes referentes as palavras-chlaaemaceuticalx water x LC-MS/MS
dos ultimos dez anos, pela base de d&topus

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

Dentro do grupo dos farmacos, o numero de artggees retratam o estudo de
residuos de antibioticos também é grande e crescemno pode ser visto na Figura 18, que
apresenta um grafico das publica¢fes do ultimasas®s, obtido através do cruzamento das
palavras-chavantibioticsx waterx LC-MS/MS utilizando a mesma base de dados.

antibiotics x water x L C-MS /MS

2005 14

2006 15

2007 19
2008 21
2009 21
2010 18

2011 20

0 5 10 15 20 25

Figura 18. Publicacdes referentes as palavras-chatiliotics x water x LC-MS/MSdos

Gltimos seis anos.

*A busca por artigos que resultou no grafico acioiaealizada no siteww.scopus.conmo dia 26 de setembro de 2011.
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Ainda, buscou-se pelas publicagfes referentessamto principal do trabalho, que é
a ocorréncia de farmacos em aguas. A Tabela 3inaapanhado de trabalhos publicados em
2011 relacionadas a deteccdo e quantificacdo dd>®RE amostras aquosas ambientais.
Como é possivel perceber, a grande maioria apeesanttbidéticos no seu conjunto de
analitos e utiliza a técnica analitica de CL-EM/EM.
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Tabela 3. Trabalhos publicados em 2011 relativegt®dos analiticos para detecgdo e quantificac&P@Ps em amostras aquosas ambientais

Compostos Matriz Equipamento utilizado Ano Pais Refréncia
12 antibidticos Aguas superficiais CL-EM/EM 2011 izh >
51 farmacos e horménios Aguas superficiais e agtavel CL-EM/EM 2011 Franca >
o Efluentes de fazenda e aguas , 53
10 antibioticos o CL-EM/EM 2011 China
superficiais
17 antibidticos Aguas superficiais CL-EM/EM 2011 iZh >
) o Efluente urbano e aguas -
47 farmacos (26 antibioticos) o CLUE-EM/EM 2011 Espanha
superficiais
29 farmacos e 12 drogas de i} 56
Agua potéavel CLUE-EM/EM 2011 Espanha
abuso
o Agua potavel e agua de .
6 antibioticos o CLAE-DF 2011 Espanha
piscicultura
21 antibioticos Aguas superficiais CLUE-EM/EM 2011 China >
20 PPCPs Efluentes urbanos CL-EM/EM 2011 Coreia >
. Efluentes urbanos (influente e _ 60
4 antibigticos _ CLAE-DF 2011 China
efluente) e aguas de recebimento
) ~ Agua potavel — afluente e efluente ) o1
48 farmacos e hormonios CL-EM/EM 2011 Canada

de ETA
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3.5TRATAMENTO DE EFLUENTES URBANOS

De um modo geral, no Brasil, em torno de 20% doeafe doméstico passa por uma
ETE®%. Em Porto Alegre este percentual é menor, sendaqueta para 2015 é de que 70%
do efluente urbano esteja totalmente canalizadma prrte seja tratalloEstes dados
mostram a grande importancia deste assunto, painognte se compararmos com 0 Cenario
mundial, em que no caso da maioria dos paises w#sgElvs, 0 tratamento de aguas
residuérias chega a 100%.

Em termos de processos utilizados para tratam@mtaguas residuarias estes sao
bastante conhecidos e amplamente descritos natlitar Na Tabela 5, estes processos séo
apresentados de forma resumida, pois 0 escopo dedialho ndo estd centrado na
abordagem dos mesmos, mas apenas na utilizacamdasras geradas por eles.

As amostras utilizadas para a realizacao dedvaltra foram fornecidas por uma
ETE da cidade de Porto Alegre — RS que utilizaczgsso de tratamento de lodos ativados
convencional sem decantacao primaria, compreendamdpes com aeracado por ar difuso,
recirculagdo de lodo, decantadores secundariomsadento do equalizado através de
centrifugas, tratamento de lodo por digestéo abierdesidratacdo através de centriftigas
Sua vazdo média observada é de 246,0'.LAsTabela 4 apresenta as caracteristicas do
afluente e efluente da ETE, com o respectivo péueéie remocdo (média obtida ao longo

do periodo de 4 anos, em coletas realizadas cauéneia mensal).

Tabela 4. Caracteristicas das aguas residuarig§ Balo estudo

Caracteristicas Afluente Efluente % remocao na ETE
pH 7,0 6,6 -
DBOs (mg G L™ 203,8 31,5 84,54
Solidos Suspensos Totais a 105°C (miy L 212,5 67,6 68,19
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Tabela 5. Niveis de tratamento, descricao e exen@@rocessos utilizados para o tratamento des dgsiauarias
Descricio Exemplos de Proces$d<*

Remocao de soélidos grosseiros, constituintes demté como trapos,
pedacos de madeira, graxa e outros materiais fltesaque podem causar
problemas operacionais e de manutencao. Realizaddiktros resistentes

colocados na entrada da ETE.

Remocé&o através de operacao fisica, geralmenteeetlicdo, de uma  Filtracao, flotagio, separacdo de
particulas discretas, precipitacao

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

Oleo.

Tratamento preliminar

Tratamento primario ~ o ~ o ~ .
porcdo dos soélidos em suspensdo e matéria organica.
Tratamento primario  Remocé&o aprimorada de solidos suspensos e matgéiaica do efluente. quimica, clarificagao de
avancado Tipicamente, compostos quimicos séo adicionadasrealizada filtracao. efluentes.
Lodos ativados convencionais e
suas variantes: aeracao

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

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

Remocéo de sdlidos suspensos residuais (que restiegzois do tratamento
secundario), usualmente por filtracdo granular emédmicroscreens Radiacéo ultravioleta, cloracéo,
(filtros mecanicos com tamanho de poro de 10 4@ Desinfeccao e ozonagéao,

Tratamento terciario
remocao de nutrientes restantes também fazemdestea etapa.

Remocéo de materiais solidos e dissolvidos remangss depois do
Tratamento avancado tratamento bioldgico normal quando necessario yetias aplicacoes de Osmose reversa
reutilizacdo da agua.
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O processo secundario utilizado € o de lodo ativadm frequéncia empregado no
tratamento biolégico de aguas residuarias domésticmdustrial®. A primeira referéncia
que se tem do estudo desse processo remonta modagcanos 1880, quando a pesquisa de
efluentes em tanques e o aceleramento da oxidacaatéria organica nessa condi¢do foram
investigados por Angus Smith

Este processo de tratamento por lodo ativado stengpor definicdo, dos seguintes
componentes: um reator no qual os microrganismeporsaveis pelo tratamento sao
mantidos suspensos e aerados; separacdo solidisligeralmente por sedimentagdo, em
um tanque, e reciclagem do sistema pelo retorncsdiidos removidos na sedimentacao ao
reatof>. Existem numerosas configuracées possiveis paes é€s componentes.

Geralmente, lodos ativados sdo usados conjuntansent tratamentos preliminares e
primérios, tanto fisicos quanto quimicos, e poOsim@nto, como desinfecc¢éo.
Historicamente, a maioria das plantas de lodosdtis possui um tanque de sedimentacgéo
anterior ao tanque de aeralio que ndo é observado no caso da ETE em estodtmdais
que possuem periodos de clima quente, podem ogqmwblemas com odores no caso da
utilizacéo deste pré-tandiie Esse fator, juntamente com disponibilidade degsfisico,
possivelmente justifica a supresséo desta etapa.

3.5.1 Publicacbes relacionadas a degradacdo de ihmiticos em efluentes
urbanos

Muitos trabalhos vém sendo publicados com focauantificacdo de residuos de
farmacos, principalmente antibidticos, e no deéméscde concentracdo que apresentam
depois de processos de tratamento de efluentes.

Alguns dados da literatura sdo apresentados neld &b As faixas de concentracéo
dizem respeito exclusivamente aos antibiéticos minados nos trabalhos, bem como a taxa

de remocé&o se referem a esses residuos.
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Tabela 6. Dados da literatura sobre a incidéneiic&ncia de remocao de antibiéticos em aguaduésias

Analitos Matriz Tratamento Concen_tlragao Ef'C'enE'a de Pais Referéncia
(ng L) Remocéao (%)
18 antibiéticos Efluente urbano, Priméario e secundario  <LQ — 4240 1-100 China 65
hospitalar e de fazenda

73 farmacos (25 Efluentes urbanos e - o144 o secundario 446 20-99 Espanha  *°
antibidticos) aguas receptoras

16 farmacos (2  Efluentes urbanos e Primario, secundario e <LQ B Espanha 39
antibiéticos)  amostras de sedimentos digerido P

21 antibiéticos Efluentes urbanos NC 2,1-720 17100 China o6

13farmacos (3 4 ontes urbanos Primario e secundario  2,2-6600 12— 100 China 38
antibidticos)

29 fa_lrma}cos 5 Efluentes urba_m_o_s e NC <LQ — 4220 34_75 Espa,nha/ 40
antibioticos) aguas superficiais Croécia

11 farmacos (6 Efluentes urbanos e NC <LQ - 3080 29 - 75 Luxemburgo %
antibidticos) aguas superficiais

13 antibiticos ~ Cuentes urbanos e NC 10 — 2000 68 — 80 Alemanha

aguas superficiais
Tratamento

3lfarmacos (3 pq ontes urbanos convencional (lado 90 — 425 29 - 57 Espanha 69

antibioticos) ativado), comparado a

osmose reversa
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Biorreator de

26 compostos (3 Efluentes urbanos,  membrana seguido de

o aguas superficiais e filtracdo por membrana 3,4 — 136 9-17% Coreiado Sul 3
antibioticos) . )
potavel s combinada com
radiacédo UV
40 fqrm'apos (1 Efluente§ urbanos e NC 12 — 20 20% Noruega 70
antibiotico) hospitalares
19 antibiéticos Efluentes urbanos NC <LQ - 855 4% Espanha &
58 compostos Efluentes urbanos NC 271 - 13426 0-64% Espanha '
(7antibidticos)
13 farmacos (1 Efluente urbano Filtrac&o e lodo ativado 271-322 0 Reino Unido &
antibiético)
4 antibioticos Efluente urbano NC 29,6 —-667,1 52,69 —84,52% Portugal 3
28 antibisticos = UENte hospitalar e Processos <LQ - 64000 < 80% Australia 7
urbano convencionais
11 farmacos (6 Lodo ativado seguido
Efluente de nanofiltracdo e 500 — 1500 > 99% Israel &

antibioticos) osmose reversa
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1MATERIAIS

4.1.1 Solventes

Os solventes utilizados nos procedimentos de bams materiais foram acetona

comercial e etanol comercial.

Os solventes utilizados no método analitico paddise dos antibiéticos foram agua
ultrapura (Milli-Q) com resistividade controlada é®,2 MQ cm, metanol (JT BAKER, grau
de pureza 99,9%), acetona PAR (Vetec, grau de aulg®88%) e acetonitrila grau LC Mass
Spec (Tedia, grau de pureza 99,9%). Todos solvemteados tém grau de pureza adequado

para analise de residuo.

4.1.2 Reagentes

Os reagentes utilizados no estudo dos antibiéfmasn acido formico PA (Sigma-
Aldrich, grau de pureza 88,0%), acido acético glacial (JT Baker, grau deepa 99,8%) e
formaldeido (Merck, purissimo) com grau de purema analise.

Para a extracdo em fase solida foram utilizadasici@os OASIS HLB® (Waters,
Milliford, USA) contendo 200 mg de fase sdélida coapacidade de 6 mL.

4.1.3 Padrbes

Os padrdes dos antibidticos utilizados no desemmehto do trabalho foram:
eritromicina A diidratada, marca Fluka Analyticéhte 8057X, grau de pureza 95,5%;
ciprofloxacino, marca Fluka Analytical, lote SZEZ28 grau de pureza 99,9%; norfloxacino,
marca Fluka Analytical, lote 079K1159, grau de par89,0%; sulfametoxazol, marca Fluka
Analytical, lote 7131X, grau de pureza 99,9%; afmla, marca Sigma-Aldrich, lote
SZEB8168X, grau de pureza 99,8%; trimetoprima, m&la&a Analytical, lote SZE7271X,
grau de pureza 99,1%; cloridrato de tetraciclinaraa Fluka Analytical, lote SZE7303X,
grau de pureza 97,7%; azitromicina diidratada, m&igma-Aldrich, lote 020M47031, grau
de pureza 99,0%; enrofloxacino, marca Fluka Anedyjilote SZE8287, grau de pureza
99,1%; tartarato de tilosina, marca Fluka Analytidate SZBA105XV, grau de pureza
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84,6%; ceftiofur, marca Fluka Analytical, lote SZBA4X, grau de pureza 97,7%,

sulfapiridina, marca Fluka Analytical, lote 6338¥rau de pureza 99,7%; cloridrato de
demeclociclina hemiidratada, marca Fluka Analytidate 6129X, grau de pureza 93,7%.
Todos os padrbes foram conservados em recipiecttade, ao abrigo da luz, calor e umidade

(dessecador).

4.2METODOS

4.2.1 Limpeza dos Materiais de Laboratorio

A limpeza dos materiais utilizados é de extrempoairténcia para qualquer tipo de
andlise, mas constitui etapa critica na analiseodgpostos em nivel de trago, uma vez que a
quantidade de analito € muito pequena e, portajialquer contaminacao interfere na

analise, podendo até mesmo mascarar 0 compostiedesise.

Toda a vidraria e materiais comuns de laboratfotam lavados com detergente
neutro diluido comercial e enxaguados com aguailatstem abundancia, enxaguado
novamente com &gua ultrapura e por dltimo com aeetcomercial. A vidraria néo
volumétrica é levada ao forno a 300°C por duassherap6s, depois de fria, € embalada com
papel aluminio. O material volumétrico, apds o giedcom acetona comercial e evaporacao
da mesma a temperatura ambiente, é feito um enxégie hexano p.a. e apos estar

completamente seco é embalado com papel aluminio.

4.2.2 Preparacao das solucdes padrao estoque e de trabalh

A preparacao das solucbes estoque, foi feita pedagem de aproximadamente 10
mg (0,0100g) do padrdo de cada analito (ou padréonio), separadamente, que foram
transferidos para baldo volumétrico de 10 mL elame foi ajustado com solvente adequado

para cada analito (concentrac&o final de Img)mL

A partir da solucédo estoque de cada analito (adrgoainterno), as solucdes de
trabalho foram adequadamente diluidas (chansadiacdo mistaou mix). As solucdes de
trabalho foram obtidas pela diluicdo adequada &oluestoque de cada composto, em

acetonitrila : 4gua (90:10).
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4.2.3 Preparacéo da fase movel

A fase movel utilizada foi preparada diariamerte @cetonitrila com 0,1% de &cido

férmico e agua ultrapura com 0,1% de acido férmico.

4.2.4 Otimizacdo dos parametros para analise por cromataogfia liquida

acoplada a espectrometria de massas em modo tand€@iL-EM/EM)

A otimizacdo dos parametros de espectrometria dsasalos analitos foi realizada,
inicialmente, pela infusdo direta de solugédo dadits, na concentragdo de 100 a 200 ng
mL™ através de seringa conectada a um pistdo, com dex.0 uL mift.

Apo6s a otimizacdo destes parametros, o cromatbgraiquido foi conectado ao
espectrometro de massas sem a coluna e foi realiaaBlA onde foram otimizados os

parametros relativos a fonte de ionizacao.

Uma vez que a deteccdo dos analitos € possivel apdimizacdo dos parametros
relacionados a espectrometria de massas, foi adaliz otimizacdo da separacdo por
cromatografia liquida. A coluna analitica utilizagara o desenvolvimento do trabalho foi
ZORBAX Eclipse XDB-C18 (150 mm x 4,6 mm, 5 um) ded reversa, com dupla reacdo de
capeamento, que consiste na desativacdo de grilpo®is residuais pela reacdo com
trimetilmetoxisilano ou similar. Diferentes gradies da fase movel foram utilizados para a

separacdo dos compostos.

4.2.5 Estabilidade das solu¢des em solvente dos antibiiis

A estabilidade dos antibioticos em solvente foiliada através da preparacdo de
solucbes mistas na concentracdo de Q™" durante 30 dias de maneira regular, durante 4
meses, e andlise, ao final, de todas as solu¢c@eE®mitantemente. Dessa forma, a primeira
solucéo preparada, no primeiro dia, equivalerialiono dia do teste de estabilidade. O
objetivo da analise ao final do periodo é evitassxeis variacdes relativas ao detector, e

avaliar somente a perda referente ao periodo deaggm.

A estabilidade dos padrfes internos nao foi agaligois as solucbes destes eram

preparadas no momento da utilizacao.
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4.2.6 Avaliagao do efeito de matriz

A avaliacéo do efeito da matriz sobre a respostaadia analito no CL-EM/EM foi
determinada pela comparacéo das inclinagbes deascanaliticas em fase movel e na matriz.
Para ter uma matriz em condi¢cdes de ser utilizaata pste procedimento, utilizou-se o

percolado da EFS do efluente da saida.

4.2.7 Determinagdo da supressdo ionica no CL-EM/EM com rozacédo por

eletrospray

A determinagdo da supresséo ibnica foi realizadevésd da infusdo pds-coluna de
uma solucdo mista dos analitos em solvente, coatdnj de um solvente puro e de uma
amostra da matriz através da coluna cromatograBocaulando uma analise normal e

observando-se o efeito dos interferentes da matriginal do analitd.

4.2.8 Extracdo em fase sdlida (EFS)

A fim de verificar qual seriam as melhores condg:para a EFS, foram realizados
experimentos com dados ja publicados dos analitesineresse. Os procedimentos

selecionados estédo apresentados na Figura 19.

Utilizou-se 100 mL de uma solucdo aquosa contén@dd g L de cada analito. A
amostra foi percolada, numa vazdo de 5 mLmina fase sélida foi mantida sob vacuo por 5
minutos. A seguir foi feita a eluicdo e novamentsisiema ficou sob vacuo por mais 5
minutos, a fim de remover todo o solvente da fadielaa As amostras foram evaporadas a
secura a aproximadamente 40 °C e reconstituidas erh de fase moével (acetonitrila:agua,
90:10).
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Condicionamento

Eluicdo

Analitos

Referéncia

HAC- acido acético

Método 1 Método 2 Método 3

- 3 mL MeOH, 50 mmol ! HAc - 6 mL MeOH -6 mL MeOH

-3 mL ACO, 50 mmol [ HAc - 6 mL acido fosférico 4,38mM -6 mL agua
- 3 mL agua, 5% MeOH

- 6 mL MeOH, 50 mmol ! HAc

-6 mL ACO , 50 mmol I} HAc

-5 mL de HAc : 4gua : ACN
(20:780:200)

-10 mL MeOH : acido fosférica
4,38 mmol ! (95:5)

Sulfametoxazol, Sulfapiridina

23

MeOH — metanol

Figura 19. Protocolos de EFS testados

ACO- acetona

Eritromicina, Tilosina,
Tetraciclina

44

ACN - acetonitrila

Sulfametoxazol, Trimetoprima,
Sulfapiridina, Ciprofloxacino,
Norfloxacino, Enrofloxacino
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4.2.9 Recuperagao

A avaliacdo da recuperacao foi realizada com 100dm solugbes dos analitos nas
concentracdes em torno de 2,0; 1,0; 0,75; 0,5@ 6,8,10ug L'* em amostra de efluente da
ETE. Paralelamente foi também analisado amostraestendo efluente sem a adicdo dos
analitos. Essas solucdes foram processadas utibzBRS, e analisadas pelo método de CL-
EM/EM.

A quantificagéo foi realizada com curva analitiza que cada solucdo foi preparada
utilizando o efluente como solvente. A recuperdgiiexpressa como percentagem de analito
no extrato final apés a etapa de pré-concentrafdBquacdo 1 representa o calculo da

recuperacdo em percentual.

Rec (%) = [(valor obtido — valor real) x 100] / wateal Eql

4.2.10 Determinacao do volume de quebra

O volume de quebra foi determinado utilizando-@agdes contendo a mesma massa
de analito, nos seguintes volumes: 25, 50, 1000en25, em trés matrizes diferentes; agua
ultrapura, agua potavel e efluente. Estas soluipgiam submetidas a EFS e os extratos finais
foram analisados por CL-EM/EM, nas condicfes ddatedas. Apos a analise, os valores de
recuperacdo foram colocados em um grafico de voldeesolvente em funcdo da

recuperacdo, para cada anafito

4.2.11 Avaliacdo de parametros de desempenho do método daantificacdo de
antibioticos: linearidade, intervalo de trabalho, Imite de deteccéao, limite
de quantificacéo, exatidao, repetitividade e reprodtibilidade

A linearidade foi avaliada através da injecéo casentracdes de 0,5 a 200 Py L
(0,5, 1,0, 2,5, 5,0, 7,5, 10,0, 15,0, 20,0, 30MP575,0, 100, 150,0 e 200,0). Os padrdes
internos utilizados foram tilosina, enrofloxacirsylfapiridina, ceftiofur e demeclociclina,
todos na concentracdo de 50 ng'mAs curvas foram realizadas na fase mével e nézanat

A avaliacdo do limite de deteccdo foi realizadpegsnentalmente, através da
analise de solucdes diluidas. O limite de deteqgia cada analito foi determinado como

sendo trés vezes a razao sinal/ruido.
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De maneira similar, a avaliagdo do limite de gifiaatéo foi feita calculando-se a
concentracdo relativa ao sinal do ruido, e o valerLQ correspondente foi o valor
encontrado multiplicado dez vezes.

Para obtencao dos valores de LD e LQ instrumefmi@m considerados os pontos
da curva analitica em fase mével; ja para o LD edoQnétodo, a curva analitica em matriz
foi considerada, e o valor obtido foi dividido pé#tor de concentracdo aplicado na amostra,
resultando na concentracdo real ambiental quesiyabsietectar/quantificar.

Uma vez que em espectrometria de massas um aé@ataoacterizado por seu ion
molecular, e confirmado por seus fragmentos gueatibr e qualificador, essa técnica ja é
considerada uma técnica altamente especifica,ntorja apresenta resultados adequados em
relacéo a esse critério de validagao.

A exatidao foi avaliada pela analise de 7 amostradrés niveis de concentracéo,
10, 50 e 10Qug L-1. A concentracdo de cada uma das amostrasafoulada, utilizando
equacao da reta obtida por curva analitica em rfa®eel analisada no mesmo dia que as
amostras.

A repetitividade foi avaliada pela andlise de mésis de concentracdo, com sete
replicatas em cada ponto. As amostras foram prégsaraimultaneamente pelo mesmo
analista e analisadas no mesmo dia, no mesmo egempa sob as mesmas condi¢des. O
objetivo é a avaliacdo da concordancia entre adtaelos em cada nivel de concentracéo

A avaliacdo da reprodutibilidade foi realizadaaaés da andlise e determinacdo da
concentracdo de trés lotes, em que se variou un@igém em cada lote, conforme descrito
na Tabela 7. Cada um dos trés lotes era composto/ peplicatas em trés niveis de
concentracéo (10, 50 e 106 L™).

Tabela 7. VariacGes realizadas nos lotes utilizgoha avaliacdo da reprodutibilidade do

método
Variacao
Lote Equipamento Analista

A Equipamento Analista responsavel

utilizado na validagdo pela validacdo
Equipament , .

B . quipame .o ~ Analista diferente
utilizado na validacao

c Equipamento Analista responsavel

diferente pela validacéo
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As concentracbes foram calculadas através de &gudg reta obtida por curva
analitica processada no mesmo dia do experimeritoam realizadas comparacdes entre os

lotes Ax B e Ax C a fim de avaliar se o0 método exibia reprodudhbde.

4. 3EQUIPAMENTOS

O equipamento utilizado no desenvolvimento da dudtmia e posterior andlise das
amostras foi um cromatégrafo liquido 1100 Seriesycan Agilent Technologies / triplo
quadrupolo em modo tandem API 5000, marca MDS SGHApplied Biosystems).

A coluna utilizada foi uma ZORBAX Eclipse XDB-C1850 mm x 4,6 mm, fim),
marca Agilent, com coluna de guarda SecurityGuarthr@® Cartridges Kit, da marca
Phenomenex, recheada com SecurityGuard Cartidge$4dd x 3,0 mm fum).

Na etapa de EFS, foi utilizado um coletor (mauifplmarca Supelco, e um
evaporador Tec Vap TE — 0194 marca Tecnal.

4.4AREA DE ESTUDO - AGUAS RESIDUARIAS
4.4.1 Efluentes urbanos

Amostras de efluentes urbanos foram coletadas esrEHir& de Porto Alegre.

4.4.2 Coleta, técnica de amostragem, preservacao e prepaéo das amostras de

efluente

As coletas foram realizadas mensalmente, entrar¢gaeeagosto deste ano. Foram
coletadas amostras na entrada e na saida da estafiio de avaliar se os compostos de
interesse sofreram alguma reducdo na concentragaatd o tratamento. As amostras foram

coletadas em vidro ambar para evitar fotodegradacéo

Ao chegar ao laboratério, as amostras foram diteapara que materiais grosseiros
fossem removidos. Em seguida, foram passadas|pos file tamanho de poro de 2 um, 1,2
um e 0,45 um, para que solidos presentes nao satreartucho no momento da EFS.
Existem perdas relacionadas ao processo de fittyagdtretanto, a concentragdo na fase
liguida ainda se mantém maior devido ao coeficidetparticdo do processo.

Apo6s o procedimento de filtragdo, sdo adicionaZloslL de formaldeido para cada

litro de amostra, a fim de impedir a proliferag@rdicroorganismos, e foram mantidas sob
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refrigeracdo a 4 2 °C, ao abrigo da luz. No momento do processameastamostras foram
retiradas da refrigeracdo, deixadas por 1 horangpdesatura ambiente (20 °C), foram

novamente filtradas a 0,45 pum e estdo prontasgBfes.

4.4.3 Pontos de coleta selecionados

A fim de avaliar a taxa de remocédo dos analitammte o processo de tratamento
convencional de efluentes, as amostras foram @shio inicio do processo (entrada da ETE
— afluente “Af”) e no final (saida da ETE — eflueriEf”).

4.4.4 Sazonalidade

As amostras foram recolhidas na estacao de tratarderesgotos da cidade de Porto
Alegre no periodo de janeiro a agosto de 2011jizatelo 16 amostras. O objetivo das
coletas em diferentes meses é avaliar a possiveinaidade de incidéncia de algum

composto, indicando assim que em determinada &maao ele possa ser mais consumido.

4.4.5 Preparo das amostras reais de efluentes urbanos

As amostras coletadas foram mantidas armazenadasefrigeracdo por periodos
inferiores a um més, para evitar que os analitdsesgem degradacdo nesse periodo,

prejudicando a avaliacdo da sua concentracéo atabien

O preparo € iniciado retirando-se a amostra dayeghdor para que atinja o equilibrio
térmico. Assim que a temperatura ambiente € a@ngidamostra é, novamente, filtrada em
filtro de celulose com tamanho de poro de 0,45 @ Bntao esta pronta para iniciar 0 processo

de extracdo em fase solida.

O volume de amostra percolado é de 100 mL; as tamsosdo processadas em

triplicata.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1DETERMINACAO DOS PARAMETROS PARA ANALISE POR CL-EM/ EM

A infusdo da solucdo padrdo de cada um dos amalgeparadamente, em
concentracdes que variaram de 100 a@PQ~, num fluxo de 1QL min™, foram utilizadas

para estabelecer os pardmetros do analisador dasndabela 8).

Tabela 8. Parametros otimizados para o analisaglarassas dos analitos e padrdes internos,

por ionizagao poeletrosprayno modo positivo.

fon Molecular

Analito IM+H '] Fragmento DP CXP CE
Macrolideos

N 159.0 126 37 16

Eritromicina 734.0 576.0 126 23 22

L 591.4 271 39 22

Azitromicina 749.5 158.2 271 51 24

T 174.0 56 47 22

Tilosina (P1) 916.0 101.0 56 59 16

Fluoroquinolonas

. . 288.0 51 23 34

Ciprofloxacino 332.0 314.0 51 23 32

_ 276.0 51 25 30

Norfloxacino 320.0 233.0 51 33 26

. 316.0 51 27 34

Enrofloxacino (PI) 360.0 2450 51 37 36
Sulfonamidas

108.0 41 21 12

Sulfametoxazol 254.0 156.0 41 33 22

. , 275.0 45 25 15

Trimetoprima 291.0 230.0 45 22 15

o 156.0 26 23 10

Sulfapiridina (PI) 250.0 108.0 26 33 46

Cefalosporinas

_ 158.0 106 15 22

Cefalexina 348.0 106.0 106 35 14

_ 241.0 126 25 16

Ceftiofur (PI) 524.0 210.0 126 35 10
Tetraciclinas

. 410.0 126 29 16

Tetraciclina 445.0 427.0 126 31 48

. 448.0 126 23 48

Demeclociclina (P1) 465.0 430.0 126 31 13

DP: Declustering Potential CXP: Caollision Exit Oebtential CE: Collision Energy
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O FIA foi realizado com uma solugéo mista dos itssha concentracao de pg L
! para determinar os parametros da ionizacéo. Ac&olipi analisada 54 vezes:; 27 variacdes
dos parametros foram testadas, em duplicata, e homeesultado foi selecionado

automaticamente pelo equipamento e encontra-setdesa Tabela 9.

Tabela 9. Parametros para a ionizacacepetrosprayno modo positivo

Parametro Valor

Potencial de Entrada (EP) 10
Gas de Colisédo (CAD) 6

Gas de cortina (CUR) 15

Gas de Nebulizagédo (GS1) 45
Gas Auxiliar (GS2) 45

Voltagem do Spray Eletronico (1S) 4500
Temperatura, °C (TEM) 450

5.1.1 CondigBes de separagéo por cromatografia liquida

Como fase movel utilizou-se: (A) solucdo aquosEde é&cido férmico (dgua
ultrapura) e (B) acetonitrila com 0,1% de &cidonfi@o. Em espectrometria de massas, €
necessario que as moléculas estejam ionizadasivposii negativamente, de acordo com o
modo de ionizacdo que se trabalha, que no casmeédo positivo. A adicdo de um acido
muitas vezes se faz necessaria para auxiliar aaig@d das moléculas. Um dos acidos mais
adequados pra este fim € o &cido férmico, pois éaitio fraco e muito volatil, condi¢do
imprescindivel para a anélise por CL-EM/EM. O vodude injecao utilizado foi de 18..

Os gradientes avaliados estao apresentados nkaT&be

Tabela 10. Gradientes de composicdo de fase movaliados para a separacdo
cromatografica dos antibidticos em estudo

Gradiente A Gradiente B Gradiente C
Tempo (min) %A  %B | Tempo (min) %A %B | Tempo (min) %A %B
0 95 5 0 85 15 0 75 25
6 95 5 14 50 50 7 75 25
11 20 80 17 2 98 11 2 98
12 20 80 24 2 98 13 2 98
13 95 5 30 85 15 23 75 25
18 95 5 33 85 15 26 75 25
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A Figura 20 apresenta os cromatogramas obtidosnado MRM para os trés

gradientes de fase mével.
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Figura 20. Cromatogramas no modo MRM da solucdotami®s antibidticos e seus

respectivos padrdes internos, nos trés gradiestésse movel avaliados.

A partir da andalise dos cromatogramas obtidosgrelsse que para o gradiente C os

tempos de retencdo sdo muito altos sendo neceg&fanonutos para a eluicdo completa dos
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compostos. No gradiente B os tempos de retencaonséto baixos, e a maioria elui no

volume morto, o que é inadequado para a analisgyraldiente A obtiveram-se os melhores
resultados: o tempo total para a eluicdo completdaodos os compostos foi inferior a 12
minutos e ndo ha nenhum que elua no volume mooitamo, o gradiente A foi estabelecido

como o mais adequado para as analises a seregadzalineste trabalho.

Nas Figuras 21 e 22 s&o apresentados os cromaiagidas solucbes padrédo em fase
moével, no modo MRM separadamente, apenas dos @néhtgura 21, na concentracao de

100ug L) e apenas dos padrdes internos utilizados (F2@raa concentracéo de B L

l).

6.4e5

6.0e5 1 — eritromicina

2 — ciprofloxacino 5

5.5e5 .
€ 3 —norfloxacino

5.0e5 4 - sulfametoxazol
5—cefalexina ‘

4.5e5 6 — tetraciclina

7 —trimetoprima ‘
4.0e5
8 — azitromicina ‘

3.5e5
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Figura 21. Cromatograma da solucdo dos antibigtieos fase mével, no modo MRM na

concentracéo de 1@ L™

69



4.4e5

4.0e5 1 - sulfapiridina
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Figura 22. Cromatograma da solucéao dos padréemnasteem fase movel, no modo MRM na

concentracéo de 5@ L.

A Tabela 11 apresenta os tempos de retencédo de tmdcompostos nas condicdes

de analise estabelecidas utilizando-se o graddmtase moével A.

Tabela 11. Tempos de retencao dos antibidticos@bt partir da analise por CL-EM/EM.

Analito Tempo de

Retencao (min)

Eritromicina 9,65
Ciprofloxacino 8,09
Norfloxacino 7,98
Sulfametoxazol 10,81
Cefalexina 7,61
Tetraciclina 8,15
Trimetoprima 7,59
Azitromicina 8,20
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Observa-se que em alguns casos os tempos deaetséQ quase sobreponiveis e
pelos cromatogramas € possivel verificar que assméo ficariam completamente resolvidos
se fosse um cromatograma convencional. No entgup, MRM, como cada transicédo

monitorada € tratada por um canal separadamenpi;asndo se sobrepbem.

5.2ESTABILIDADE DOS ANALITOS EM FASE MOVEL

Em trabalho anterior realizado com estes analit@stabilidade da solugcéo estoque,
em diferentes solventes que ira depender do amatitquestdo, na concentracdo de 1 mg mL
! de cada analito variou de 2 a 6 meses.

Durante um més, realizou-se teste de estabilidad®lucdes diluidas dos analitos,
na concentracdo de 100 ug' em fase moével. Ao final de 39 dias, as solugeanfor
analisadas.

Foi realizado um estudo do desvio apresentadoecorcer dos dias do teste de

estabilidade pronlogado das solucgdes.

Tabela 12. Porcentagem da area original dos atitibg) em solucédo em fase movel, na faixa
de concentracdo de trabalho (100 WY, Lobtidas como a razdo de area em relacdo ao

norfloxacino no periodo de 39 dias.

Dia
2 4 6 8 13 19 21 27 29 35 39
Analit

ERT 889 813 74,7 742 582 586 534 514 48,1,24486,7

CPF 959 939 966 969 928 98,7 97,7 98,6 97,17 9497,4

NRF 100,0 100,0100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

SMX 97,2 91,7 99,0 93,7 782 742 698 680 99,2,95%4,6

CFX 121,5 103,7 82,0 65,0 458 114,386,8 95,0 101,386,8 59,9

TRI 100,8 90,8 92,4 103,087,9 90,2 84,8 87,2 86,2 885 829

AZT 110,12 1056 95,1 87,0 86,8 989 998 912 993 789 749

TC 90,7 87,5 105,299,0 101,4107,4 103,2 89,1 109,7108,3 96,1
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A estabilidade foi avaliada comparando-se os wealate areas obtidos para os
compostos em relacdo ao norfloxacino, que se apgmsestavel no decorrer dos estudos,

uma vez que nao foram utilizados padrdes internos.

Observa-se que a maioria dos antibioticos se mmanéstavel ao final do
experimento, com excecao da eritromicina, que aptasuma perda de cerca de 60% em
relagdo a area apresentada no inicio do estudmtibiGéico sulfametoxazol teve perda de
cerca de 40%, similar a cefalexina. Os demais cetopanantiveram areas maiores que 80%

da area inicial.

5.3AVALIACAO DO EFEITO DE MATRIZ

A fonte de ionizacdo poeletrospray é atualmente a fonte de ionizacdo mais
utilizadd’. A eficiéncia na formacado de fons utilizaneletrospraydepende principalmente,
de duas etapas: a dessolvatacdo do composto dessdee a transferéncia de uma carga para
0 analito, caso ele ja ndo esteja carregado. Eftonatriz é a alteracdo da eficiéncia de
ionizag&o com a presenca de substancias que caodfusabido que a resposta de compostos
organicos poeletrospraypodera diminuir a medida que a concentracdo desubmpostos
aumenta. O mecanismo exato de efeitos de matriZnd&nhecido, mas provavelmente se

origina a partir da competicdo entre os analitas substancias coeluerites

As curvas analiticas em solvente e na matriz, pgveofloxacino, norfloxacino,
sulfametoxazol e tetraciclina se mostraram sobrige@ou praticamente sobreponiveis, ou
seja, a intensidade do sinal desses analitos aéterdda significativamente pela presenca da

matriz.

Jé& para azitromicina, trimetoprima, eritromicinee¢alexina, a diferenga de inclinagéo
entre a curva em solvente e a curva em matriz réfisafiva e, portanto, tal fato deve ser
considerado no momento da quantificacdo de amosteas, se esta for realizada por curva

em solvente.

As Figuras 23 a 30 apresentam as curvas analémaase movel (CFM) e em matriz

(CM) para os analitos.
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Eritromicina
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Figura 23. Curvas analiticas na

Concentragdo (ng/mL)

fase movel (CFRB enatriz (CM) para a eritromicina.
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Figura 24. Curvas analiticas na fase movel (CFkB enatriz (CM) para a ciprofloxacino.

Norfloxacino
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Figura 25. Curvas analiticas na fase movel (CFhB enatriz (CM) para o norfloxacino.
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Raz&o Analito/Pl

Sulfametoxazol
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Figura 26. Curvas analiticas na fase moével (CFNR enatriz (CM) para o sulfametoxazol.
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Cefalexina
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Figura 27. Curvas analiticas na fase movel (CFhB enatriz (CM) para a cefalexina.

Tetraciclina
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Figura 28. Curvas analiticas na fase movel (CFhB enatriz (CM) para a tetraciclina.
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Trimetoprima
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Figura 29. Curvas analiticas na fase movel (CFkB enatriz (CM) para o trimetoprima.

Azitromicina
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Figura 30. Curvas analiticas na fase movel (CFkB enatriz (CM) para a azitromicina.

Para os analitos que apresentaram diferenca isegivh no coeficientea
(azitromicina, trimetoprima, cefalexina e eritroma), utilizou-se a curva na matriz para a

quantificacdo. Nos demais, utilizou-se a curva ase indvel.

5.4DETERMINACAO DA SUPRESSAO IONICA NO CL-EM/EM COM
IONIZACAO POR ELETROSPRAY

Como discutido na secdo anterior, a presenca @t&uades da amostra pode
interferir na ionizacdo dos compostos de interedgsajnuindo assim a sensibilidade da
técnica. Na determinacdo da supresséao ionica, {sesadentificar em que areas esse efeito

ocorre, através da injecdo da matriz e de um styenilizando uma infusdo pés-coluna,
conforme descrito por Bonfligio em 1989
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Idealmente, na injegdo da matriz, conforme ogferentes da matriz séo eluidos da
coluna cromatografica, eles interferem no sinal alwaitos, que na injecdo do solvente puro
se mantém constante. Dessa forma, é possivelaavedi existe supressdo dos ions dos

analitos, e em quais regides do cromatograma ésise &contece.

Todos os analitos apresentaram uma area de supresséomatograma no tempo que
corresponde ao volume morto da coluna. A faixaapresenta diminuicdo no sinal do analito
inicia, em todos os cromatogramas, em torno den2itms, e se mantém com maior ou menor

intensidade, dependendo do analito, até os 5 nsragmximadamente.

Apos essa faixa, alguns analitos apresentam apaolimente a mesma intensidade
para o solvente e para o extrato branco (norfloxagulfametoxazol, cefalexina, tetraciclina
e azitromicina), e outros apresentam uma diminudgisinal (eritromicina, ciprofloxacino e
trimetoprima).

A faixa de eluicdo dos analitos se encontra eitre 11 minutos. Em todos os
cromatogramas, € possivel verificar que ndo héessfpo nessa faixa e, portanto, o efeito de

supressdo nao provoca efeitos na analise croméitagra

Os cromatogramas em modo MRM de todos os anadigt&o apresentados nas
Figuras 31 a 38.
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Figura 31. Avaliacao da supresséo ionica parangigao quantificadora da eritromicina
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Figura 32. Avaliacdo da supresséo ionica paranaittao quantificadora do ciprofloxacino
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Figura 33. Avaliacdo da supresséao idnica paranaitt@ao quantificadora do norfloxacino
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Figura 34
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Figura 37.
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Figura 38. Avaliacdo da supresséo idnica paranaig@o quantificadora da azitromicina

5.5EXTRACAO EM FASE SOLIDA

Os valores de areas obtidas para cada analitoegamumto os trés procedimentos de
EFS avaliados séo apresentados nas Figuras 39eal@liacao foi realizada em termos de
area, ndo de concentragdo, por ndo haver métoaitqtiao validado no momento e também

porque o objetivo era avaliar a resposta dos asaditqualidade dos picos.

O cartucho utilizado nos testes foi 0 OASBISLB, Waters, o mais utilizado nas
extracOes de farmacos com diferentes caractedspca conter balanco hidrofilico-lipofilico

(N-vinilpirrolidona e divinilbenzeno, respectivante)) capaz de reter compostos polares e
apolares.
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Figura 39. Valores de area dos analitos em funggwatedimento de EFS

Uma vez que os valores de eritromicina se mostraansideravelmente mais baixos

gue os valores do demais analitos, o compostoesampado separadamente, na Figura 8.

Eritromicina
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Procedimento EFS 3

Figura 40. Valores de area da eritromicina em fardgiprocedimento de EFS

A partir dos dados observados nas Figuras 39 e ppcedimento 1 foi escolhido

uma vez que a resposta de area foi consideradanpha todos os compostos. Observa-se
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gue no caso da trimetoprima, a resposta € melhanétodo 3, porém neste procedimento ha
uma perda muito grande em termos de area paranugsieompostos, 0 que comprometeria
significativamente a recuperacdo da maioria. O gatmoento 2 apresenta valores de area

aceitaveis, com excec¢do da tetraciclina em quéserea uma reducéo de area.

5.6DETERMINACAO DO VOLUME DE QUEBRA

Os dados de volume de quebra em agua ultrapuva, potavel e efluente estéo
apresentados nas Figuras 41, 42 e 43, respectit@n@meétodo utilizado foi a divisédo da
recuperacao apresentada por cada analito pelaera@do do analito norfloxacino, para cada
volume de solucdo. O norfloxacino foi escolhido ppresentar recuperagéo uniforme para
todos os volumes testados. O método utilizado diisanuir erros relativos a ndo adi¢cédo do

padréo interno.

Os dados de recuperacao, para cada analito réiartiwariacdes significativas, no
entanto optou-se por utilizar 100 mL uma vez que gslume resultaria em um adequado
fator de concentracdo e nédo haveria grande efeitmatriz em funcdo de maior volume da
prépria amostra que contem muitas substanciashdidas que eluem junto com os analitos,

conforme se pode observar pela coloragéo finakgtratos.

A azitromicina ndo foi avaliada, uma vez que faluida no método apés definicdo

do volume ideal para os demais analitos.

Agua Ultrapura
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Figura 41. Grafico de volume de quebra, da razdoretaiperacdo dos antibidticos
(recuperacdo dos analitos pela recuperacdo dooraciho), em funcdo de diferentes

volumes da solucao (25, 50, 100 e 250 mL) em aljtapura.
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Figura 42. Grafico de volume de quebra, da razaoretaiperacdo dos antibidticos
(recuperacdo dos analitos pela recuperacdo dooraciho), em funcdo de diferentes

volumes da solucao (25, 50, 100 e 250 mL) em agtavel
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Figura 43. Grafico de volume de quebra, da razdoretmiperacdo dos antibidticos
(recuperacdo dos analitos pela recuperacdo dooraciho), em funcdo de diferentes
volumes da solugao (25, 50, 100 e 250 mL) em eftuda saida.
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5.7 PARAMETROS DE DESEMPENHO DO METODO DE QUANTIFICACA O:
LINEARIDADE E INTERVALO DE TRABALHO, DETERMINACAO D O
LIMITE DE DETECCAO, LIMITE DE QUANTIFICACAO, EXATID AO,
REPETITIVIDADE E REPRODUTIBILIDADE

5.7.1 Recuperacéo

Os valores de area encontrados para cada umaldeSesoprocessadas pelo método
de EFS foram quantificados pela equacdo da retdaobie uma curva em matriz. Esses
valores foram comparados aos valores da curva énznfameédia desses valores e o desvio

padréo foram calculados e estdo apresentados etaTkh

Tabela 13. Valores de recuperacéo para cada analito

Analito Recuperacéo (%) Desvio Padrao

ERT 71,2 24,3
CPF 149,0 37,0
NRF 101,6 22,1
SMX 66,0 16,1
CFX 68,5 24,9
TRI 76,7 16,4
TC 70,3 11,4
AZT 76,0 21,1

Pode-se observar que todos os analitos tiveram nemaperacdo adequada. O
ciprofloxacino, entretanto, apresentou uma recu@eracima de 100%. Este fato pode ser
explicado em parte devido ao fato de que esset@aagliesenta um aumento na intensidade na
presenca de matriz, o que pode ser observado fioogdé efeito de matriz pela comparacéo

de curvas analiticas na fase movel e na matrizuacna matriz do ciprofloxacino fica
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posicionada acima da curva na fase mével, o queodlsina que a intensidade do sinal do

analito € maior na matriz.

5.7.2 Linearidade e Intervalo de Trabalho

As equacdes de reta resultantes para os analitbgmésentadas na Tabela 14,
juntamente com seu coeficiente de determinaca®@ara este trabalho, foi estipulado que o
valor de r? deveria ser superior a 0,95 para qua equacdo de reta fosse considerada
satisfatoria.

O intervalo de trabalho selecionado foi de 0,50®0pug L™; o ponto inferior da
curva variou de analito para analito, uma vez queemor concentracdo considerada foi
aquela onde a relacédo sinal/ruido foi superior@ Btervalo de trabalho foi selecionado com
fim no ponto de concentracéo igual a 360" ap6s a injecdo de amostra real e verificagéo

da adequacéo aos valores de area nessa faixaacEntagao.

Tabela 14. Equac0Oes de reta e coeficiente de aga@lpara cada analito.

Analito Equacéo da Reta r2 Linearidade
Eritromicina y = 0,000909 x - 0,000103 0,999 Satwia
Ciprofloxacino y =0,00163 x + 0,00017 0,997 Satidfia
Norfloxacino y = 0,00360 x - 0,00243 0,999 Satisfiat
Sulfametoxazol y =0,02142 x + 0,00185 0,998 Satisia
Cefalexina y =0,00837 x + 0,01792 0,992 Satisfator
Tetraciclina y =0,01606 x + 0,00047 0,998 Satisfat
Trimetoprima y =0,00775 x - 0,00162 0,999 Satdsiat
Azitromicina y = 0,02260 x - 0,01624 0,996 Satiéfet

O coeficiente de correlacdo foi superior a 0,99 tedps 0s casos, e 0 critério
linearidade foi satisfeito para todos os analitos.

As curvas analiticas para cada analito nos intesvde trabalhos selecionados séo

apresentadas abaixo, nas Figuras 44 a 51.
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Figura 46. Curva de calibracdo do norfloxacino asefmoével
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Sulfametoxazol
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Figura 47. Curva de calibracédo do sulfametoxazofas® movel
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Figura 50. Curva de calibracéo da trimetoprima ase imovel
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Figura 51. Curva de calibracdo da azitromicina ase inovel

5.7.3 Limite de deteccao e limite de quantificacao

O limite de deteccdo (LD) do equipamento foi ckddo através do ponto mais
baixo da curva em fase movel de cada analito. Foramideradas a altura do pico e a altura
do ruido e através desses valores calculou-se @ertracdo do ruido que, multiplicada por

trés e dividida pelo fator de concentracéo (1063,daé o LD instrumental.

De maneira similar, foi calculado o LD do métodtlizando, entretanto, o ponto
mais baixo da curva em matriz de cada analito femer o calculo. O valor calculado foi
dividido por 100 vezes, que corresponde ao fatmomeentracdo (FC) aplicado.

As Equacdes 2 e 3 definem o calculo utilizado pdotencdo do LD instrumental,
utilizando os pontos mais baixos da curva em fa®eein

Conc do ruido(ngt) = altura do ruido (cm) sonc da amostra (ng) Eq 2

altura do pico da amostra (cm)

LD (s/FC) = concentrac&o do ruido (rg) x 3 Eq 3

Para o calculo do limite de deteccdo do métodigaap-se as equacdes 2 e 3 nos
pontos da curva em matriz, e ainda divide-se patorfde concentracdo aplicado pela
metodologia de EFS, conforme a Equacéo 4.

LD (c/FC) = LD (s/FC)
100

Eq 4
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A Figura 52 mostra como sédo definidas a alturap@o e altura do ruido, em

centimetros, utilizadas nos céalculos acima.

altura do pico
(cm)

A ot altura do
el 7 ruido {cm)

Figura 52. Altura do pico e altura do ruido

De maneira similar ao calculo do LD, o limite deagtificacdo LQ foi calculado com
base na concentracdo calculada do ruido. A paw8rrdenores pontos da curva em fase
movel, foi calculado o LQ instrumental para cadaligm multiplicando-se a concentracéo do

ruido por 10.

O LQ do método foi calculado com base nos menpoesos da curva em matriz, e

considerando-se o fator de concentracao aplicad\@zes).

Para o célculo do LQ instrumental, utilizou-seabov obtido como concentracdo do
ruido pela Equacao 2, através dos pontos mais odxa@urva em fase moével, aplicando-o na
Equacéo 5.

LQ (s/FC) = concentracao do ruido (ng i 10 Eq5

O valor de LQ (s/FC) encontrado para as menoraserdracdes de cada analito na

curva em matriz foi utilizado para o céalculo do HQ método, conforme Equacéo 6.

LQ (c/FC) = LD (s/FC) Eq 6
100
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Os valores calculados como limite de deteccéo qudatificacdo instrumental estdo
apresentados na Tabela 15. Ja os valores de timtietecao e quantificacdo do método estédo

na Tabela 16.

Tabela 15. Valores obtidos para o limite de detee;ée quantificagdo instrumental, obtidos

com solugdes dos analitos na fase movel.

Analito LD(ugL™?) LQ(ugL™
Eritromicina 0,318 1,061
Ciprofloxacino 0,213 0,712
Norfloxacino 0,901 3,006
Sulfametoxazol 0,047 0,158
Cefalexina 0,181 0,605
Tetraciclina 0,243 0,810
Trimetoprima 0,305 1,019
Azitromicina 0,033 0,110

Tabela 16. Valores obtidos para o limite de detee@le quantificacdo do método, obtidos
com solucbes dos analitos na matriz e consideranfidor de concentracdo de 100 vezes

devido a pré-concentracao.

Analito LD(hgL™ LQ(ngL™
Eritromicina 2,14 7,14
Ciprofloxacino 3,27 10,91
Norfloxacino 3,71 12,36
Sulfametoxazol 0,72 2,41
Cefalexina 18,52 61,73
Tetraciclina 3,03 10,12
Trimetoprima 2,36 7,86
Azitromicina 0,49 1,63
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5.7.4 Exatidao
A exatidao refere-se a concordancia entre o vekdr(valor de referéncia) da concentracao de
um analito em uma amostra e o estimado pelo proeessiticd’.

Inicialmente, os valores de concentracdo para aauzstra foram calculados atravées
de equacédo da reta de curva analitica obtida nonmeég. Osoutliersde cada grupo foram
excluidos, respeitando-se urk 18 para cada conjunto de dados.

Os valores de exatidao obtidos séo apresentadbaheda 17.

Tabela 17. Valores de exatiddo para os analitoserasentracdes 10, 50 e 1,09 L™

Nivel de concentracao

Analito  10pg L™ 50ug Lt 100pg L*

ERT +45 -2,6 -8,9
CPF + 22,7 +6,1 + 8,6
NRF +6,1 +7,6 +2,0
SMX - 14,6 -2,2 -3,8
CFX + 20,5 +15 + 5,2
TRI - 16,8 -1,1 -4,5
TC +9,5 +19,8 + 15,5
AZT + 6,0 +4,7 +2,2

Para que os valores de exatiddo de um analitgaesigonforme, em concentracdes
maiores ou iguais a 1y L-1, a variacdo aceita € — 20 % a + 10 %. Conegda@ da TC o0s
demais analitos cumprem esta regra. No caso da dddléecido que a mesma epimeriza e a
este fato pode-se atribuir seu comportamento diéedo com relagdo aos demais
antibioticog®,

Uma vez que a baixa exatiddo sO é observada pamnalito, pode-se dizer que néo
ha ocorréncia de erros sistematicos que poderiaiar e€®ntribuindo para desvios ou

tendéncias nos resultados.
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5.7.5 Repetitividade

A repetitividade é definida como a proximidade asaordancia entre os resultados em
sucessivas determinagcdes do mesmo mensurandoadsaizob as mesmas condi¢cbes de
trabalh&®.

A repetitividade foi avaliada pela analise de amags (n=7) em trés niveis de
concentracdo (10, 50 e 10§ L™). As amostras foram quantificadas por equacaoetta r
obtida por curva analitica determinada no mesmaldiaxperimento, e foram calculados os
valores de desvio padrdo, média e desvio padrabv@para cada analito em cada nivel.

Para avaliacdo da repetitividade, optou-se pélaagéio da equacéo de Horwitz

RSD < 2/3 [2¢ 019§ Eq 7
onde
RSD = desvio padrao relativo das amostras referentegditividade

C = concentracao
Para as concentracfes de trabalho, os valoreSBesao apresentados na Tabela 18.
As concentracfes de trabalho sé&o baixas, e assalbomaximo permitido de RSBe torna

alto. O critério estabelecido € que o valor de R&I0 deveria ultrapassar 20%.

Tabela 18. Valores maximos de R3fara as concentragdes utilizadas no experimento

Nivel de concentracao
RSD menor que

(ng LY
10 40
50 31,3
100 28

Os valores de desvio padrao relativo para cadiét@ean cada nivel de concentracao

sao apresentados na Tabela 19.
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Tabela 19. Desvios padrao relativo para os antilo$tem cada nivel de concentragéo

Nivel de concentracdo

Analito 10pgL* 50pgL*  100pg L™

ERT 11,74 3,75 4,04
CPF 10,83 5,89 3,54
NRF 11,45 8,69 4,51
SMX 11,14 3,07 3,99
CFX 3,49 4,90 2,15
TRI 9,11 4,10 2,86
TC 16,29 6,51 4,10
AZT 10,29 7,21 3,22

Os valores de desvio padrdo relativo obtidos meraanalitos, em cada nivel de

concentracdo, ndo excederam 20% e foram considesatisfatorios.

5.7.6 Reprodutibilidade
A partir da analise de trés lotes, onde houve gaoale uma condicdo em cada um
deles, formados por trés niveis de concentracde & m cada um deles, foi definido se o

método reproduziria ou ndo os resultados.
As amostras foram quantificadas através de cumaditiga construida no mesmo dia

dos experimentos, e os valores de concentracadotis foram comparados da seguinte

maneira: Ax B e Ax C.
Para avaliacdo da reprodutibilidade, optou-se ptiiaacéo da equacdo de Honflitz

RSD} < 2(1—0,5 log C) Eq 8
onde
RSDx = desvio padréo relativo das amostras referentegradutibilidade

C = concentracgéao

Para as concentracdes de trabalho, os valoreSDg $3i0 apresentados na Tabela 20.

Uma vez que os valores de concentracdo sdo mukosha@ valor de Horwitz para o desvio
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padrdo relativo maximo permitido se torna alto; psse motivo, utilizou-se como critério

interno RSIR < 40.

Tabela 20. Valores maximos de RSjfiara as concentragdes utilizadas no experimento

Nivel de concentracao
RSD: menor que

(ng L)
10 60
50 47
100 42

A Tabela 21 apresenta os valores de R8Itidos na comparacéo dos lotes A e B, ou

seja, na variacado do analista.
Tabela 21. Valores de RDbtidos na comparacao de lotes de diferentesstensli

Nivel de concentracao
Analitos 10ugL*  50pgL?  100pg L™

ERT 18,61 4,15 4,83
CPF 18,71 7,40 12,00
NRF 17,56 10,25 12,43
SMX 16,13 3,80 4,11
CFX 14,36 28,18 15,38
TRI 10,11 5,40 4,44
TC 14,58 7,36 4,59
AZT 10,48 7,11 9,35

Da mesma maneira, a Tabela 22 apresenta os valerBS[; para cada analito, em
cada nivel de concentracdo, quando se comparoalea®s de concentracdo obtidos para os

lotes A e C, onde a condicao variada foi o equipdmetilizado na analise.
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Tabela 22. Valores de R{Dobtidos na comparacdo de lotes processados emerdde

equipamentos

Nivel de concentracdo
Analitos 10ug L' 50pug Lt 100pg L™

ERT 33,61 35,33 38,51
CPF 16,82 8,23 8,01
NRF 18,60 9,53 9,54
SMX 14,66 11,30 10,06
CFX 19,03 17,91 12,84
TRI 33,72 31,20 29,36
TC 16,37 9,57 4,51
AZT 10,75 18,04 16,43

Para todos os compostos, os valores obtidos fon@mores que o critério interno
estabelecido, RSb< 40, que é ainda menor que o valor determinada eguacédo de
Horwitz, que varia entre 42 e 60. Para a grandenmaailos analitos, o valor de Rgicou

abaixo de 20. Esse experimento constatou que amétsenvolvido é reprodutivel.

5.8 ANALISE DE AMOSTRA REAL

Dezesseis amostras provenientes de uma Estacadralemento de Esgotos
localizada na cidade de Porto Alegre foram tratadésvés do processo extrativo
desenvolvido e analisadas pelo método de CL-EM/EM.

As amostras da ETE foram coletadas mensalmenj@ndeo a agosto de 2011, em
pontos localizados na entrada e na saida das &uadanta, que serdo chamados Af
(afluente) e Ef (efluente). O objetivo da coletéeare apGs o tratamento da ETE é relacionar
alguma possivel diminuicdo da concentracdo dositemaho decorrer do processo de
tratamento convencional da agua, no caso de teamasalito detectado e este poder ser
guantificado.

As amostras foram filtradas de acordo com o priooexato descrito no item referente

a coleta de amostras desse trabalho, adicionowsealideido para a preservagdo e
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armazenou-se sob refrigeracdo até o momento damesato, que ndo deveria exceder o

periodo de um més, a fim de assegurar que naoiagerdas dos analitos.

As amostras foram processadas em triplicata pélodon de EFS. Ogals contendo
as amostras foram encaminhados ao LANAGRO-RS, dodeealizada a deteccdo e
quantificacdo das amostras pela metodologia dekedaputilizando CL-EM/EM, no modo
MRM.

Para a quantificacdo, optou-se pela utilizacdorda curva em fase mével (CFM), e
para aqueles analitos que apresentaram efeito ttez mailizou-se a curva em matriz (CM).
Corrigiu-se também a concentracdo de acordo coracaperacdo apresentada por cada

analito, a fim de considerar possiveis perdas masurante o processo extrativo.

Na Tabela 23, sdo apresentadas as concentragéesntes as amostras reais. Os
resultados considerados validos foram aqueles amd@centracdo obtida ultrapassou o valor

de LQ estipulado para o analito.
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Tabela 23. Concentracdo dos antibiéticos, em heeldesvio padréo relativo (DPR%) no afluente @éfluente (Ef) da ETE, em cada més

Concentrago (ng1) (DPR%)

Janeiro Fevereiro Marco Abril Maio Junho Julho Aigo
Af Ef Af Ef Af Ef Af Ef Af Ef Af Ef Af Ef Af Ef
N 35,18 46,52 1586,54 515,25
Eritromicina <LD <LD <LD b | g b | esss <Q | S5 <o Gony  asy | <D <LD <D  <LD
Ciorofloxacing 30400 7860 | 32626 7141 | 9357 9089 | 231,70 4273 | 34980 8168 | 28227  _ . | 18374 15833 | 207,03 78,90
P @63 (50 | (9 (@119 | (5 (5 | 161 (72 | A15 (199 (7.4) ©@73) (112) | ©01) (6.2
Norfloxacin 23253 5239 | 21484 5580 | 7290 5821 | 13399 4732 | 11395 3773 | 27619  _ . | 19691 90,70 | 18490 86,09
(4,6) (6,7) (13,9) (11,4) (3,8) (3,6) (11,9) (12,1) (9,3) (21,7) (53,0) (64,3) (11,7) (1,6) (6,1)
Sulfametozaxol 34,22 979 | 2252 0945 | 25224 17854 | 510,96 218,09 | 592,44 393,95 | 152863 91537 | 53815 333,96 | 30584 121,82
(12,2) (21,6) (7,5) (12,4) (1,6) (11,4) (2,1) (6,2) 1,8) (7,9) (0,4) (2,5) (11,5) (11,5) (9,9) (5,0
. 149,59 344,52 864,78 117402 494,14 | 95565 158,31
Cefalexina <LD < | <o b | 1EP° <p <LD <LD e <D S N e vl i e
. 102,38 152,56 125,68 20,75 | 142,94 27,78 | 10445 2034 47,68
Tetraciclina (19.6) <D | 304y P | 10y @3 | (1700 @55 | (281) (164) <Lb <D | (g23 <P <Lb <Lb
Himetonrima 17714 9484 | 10538 8387 | 12236 70,68 | 221,52 122,06 | 35504 17352 | 637654 2761,02 | 28919 209,14 | 262,42 129,29
P (5,0) (6,4) (38,3) (11,2) (6,1) (10,1) (3,5) 9,8) (3,4) (13,7) (39,1) (33,8) ,7) (4,9) 0,1) (7,8)
Agitromicina 1004 1091 | 1372  _ | 1245 1001 | 3251 2058 | 2000 13,93 | 14818 10678 | 31292 6285 | 5534 4986
(11,6) 9,4) (3,5) (3,8) (5.4) (16,7) (12,7) (6,1) (12,1) (80,2) (15,9) (12,4) (10,4) 0,4) (2,4)

DPR(%) = desvio padrao relativo
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Todos os antibidticos puderam ser detectados etifjoados. A eritromicina teve a
menor incidéncia, tendo sido detectada sete vedas, quais cinco vezes pode ser
quantificada. Os antibioticos sulfametoxazol, ttopeima e azitromicina foram detectados e
quantificados em todas as amostras, sendo a tpnir@@ a que exibiu maior concentracao
entre todos os antibidticos analisados, no aflueloteanés de junho. As fluoroquinolonas
ciprofloxacino e norfloxacino foram detectadas arjiiicadas todos os meses, com excecao
da amostra de saida do més de junho. A cefalegirguaintificada oito vezes, e a tetraciclina

nove.

Para a maioria dos antibidticos, a maior conceatrafoi observada nos meses
correspondentes ao inverno. A maior concentrac&sadesubstancias no inverno ja foi

apontad®, e pode ser até duas vezes maiores na estacémfrielacio ao verao.

5.8.1 Avaliacédo da degradacéo dos analitos duranéepermanéncia na ETE

A avaliacdo da decomposicdo dos oito antibidtmmsestudo durante o tratamento

da ETE foi avaliada pela comparacao da sua coragama entrada e na saida da planta.

A concentracdo apresentada antes do processorfsiderada como total (100%) e a
com os valores de concentracdo do efluente da Eldulou-se a fracdo degradada, em
porcentagem. Houve casos em que a concentracdmalmoaao final do processo foi
virtualmente maior que a concentragdo inicial; eessasos, considera-se que houve
amostragem nao-homogénea e/ou erro relacionadguimeenento analitico, ou ainda, perdas

substanciais em relacdo ao processo extrativo.

A Tabela 24 apresenta a porcentagem de remocaanddisos, de acordo com as
amostras. Neste trabalho, consideramos remocao @aapassagem dos antibioticos a outros
compostos, os produtos de degradacao, quanto rmogde por algum tipo de processo fisico.
Considerando que o processo principal da ETE edtuda bioldgico, ha remocdo dos
antibiéticos, porém pela natureza destes compostes, tendem a ocasionar a morte dos

microrganismos presentes no lodo.
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Tabela 24. Porcentagem de remocao dos antibicjwds o tratamento da ETE, em cada més

% Remocéo

Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago
ERT - - 100,0 100,0 100,0 67,5 - -
CPF 74,1 78,1 2,9 81,6 76,7 100,0 13,8 73,4

NRF 77,5 74,0 20,1 64,7 66,9 100,0 53,9 53,4

SMX 71,4 58,0 29,2 57,3 33,5 40,1 37,9 60,2

CFX - - 100,0 - 100,0 44,1 57,9 83,4

TC 100,0 100,0 83,5 80,6 80,5 - - -

TRI 46,5 20,4 42,2 44,9 51,1 56,7 27,7 50,7

AZT -8,7 100,0 19,6 36,7 30,3 27,9 79,9 9,9

As maiores taxas de remocéo foram apresentadadgtedciclina, que variaram de
80,5 a 100%, seguida da eritromicina, que foram6dé a 100%. A cefalexina foi
integralmente removida nos meses de marco e maios eéneses subseqlentes sua remogao
variou de 44,1 a 83,4%. Ciprofloxacino e norfloxacitiveram 100% de diminuicdo da
concentracdo no més de junho, e nos demais mesasaasvariaram consideravelmente, de
2,9 a 81,6%. A azitromicina teve remocao completanés de fevereiro, nos demais meses a
remocédo variou de 9,9 a 19,9%, com excecdo do méangiro, onde apresentou remogao
negativa, possivelmente relacionada ao desvio padiadandlise. A trimetoprima manteve
taxas na faixa dos 50%, e a remocéao do sulfametbxarou de 29,9 a 71,4%.

Pode-se afirmar que para a maioria dos analitosireu degradacao durante o
processo convencional de tratamento de efluentesetBnto, também € possivel observar
que essa decomposicdo, na maioria das vezes, fpteta. Para que haja decomposicdo
completa, muitos estudos de processos oxidativascaos vém sendo desenvolvidos, e

sugerem que é possivel uma remocéo eficiente demtgsostos.

99



6 CONCLUSAO

Este trabalho apresentou os resultados da validée@ona metodologia analitica por
CL-EM/EM para determinacdo de oito antibioticos deersas classes em amostras
ambientais aquosas. A principal dificuldade enaat@rfoi analisar em um mesmo método
estes compostos devido a diversidade quimica desnog principalmente com relacdo a

pré-concentracao.

A interferéncia da matriz é mais evidente no pirege amostra em si do que na
analise instrumental, uma vez que a supressaaitampesar de existente nao afetou a faixa de

tempo de retencéo de eluicdo dos compostos.

O método se mostrou linear na faixa de trabaltb@betecida, apresentou LD e LQ
baixos, preencheu os critérios de exatiddo, repdtatle e reprodutibilidade e, portanto,
mostrou desempenho adequado para a quantificagacodgpostos no nivel de concentragéo
exigido.

Foram processadas 16 amostras ambientais oriuwheldSTE da cidade de Porto
Alegre. Foi possivel detectar e quantificar todesoalitos. A eritromicina apresentou menor
incidéncia, e sulfametoxazol, trimetoprima e ami@na foram detectadas e quantificadas
em todas as amostras. A maior concentracao foincdd® para a trimetoprima no més de
junho, periodo que, de maneira geral, apresentomasres concentracdes para todos

antibiéticos, fato justificado na literatura, per periodo de inverno.

As taxas de remocdo dos compostos apos o tratandenETE variaram de 2,9 a
100%. A tetraciclina apresentou as maiores tax@ss(& 100%). De maneira geral, os
antibiéticos apresentaram decréscimo na concewotragiéfirmando dados apresentados em
outros trabalhos da literatura, onde se observaagquemocdo para estes residuos ocorre de

forma parcial.
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