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RESUMO

Os antibidticos, oxitetraciclina, tetraciclina, clorotetraciclina e doxiciclina, os estrogenos
naturais, estrona, 17 B-estradiol, e o sintético 17 a-etiniletradiol tornaram-se objetos de
estudo nos ultimos anos devido aos impactos ambientais que podem causar, mesmo
estando presentes em ambientes aquaticos em baixas concentragdes provocando alteracdes
bioldgicas através de diversos mecanismos de ac¢do. Por este motivo, este trabalho teve
como objetivo validar métodos para andlise dessas substincias em agua superficial, 4gua
subterranea e esgoto sanitario tratado. O método validado para andlise de antibioticos
baseou-se em cromatografia liquida com detector ultravioleta, foi utilizada extragdo em
fase solida com cartuchos Oasis-HLB, obtendo-se limites de quantificagdo de 6,5 ng L™
para a oxitetraciclina e tetraciclina e 15 ng L' para clorotetraciclina e doxiciclina, em dgua
superficial e dgua subterranea, ndo foi possivel a validagdo do método para esgoto sanitario
tratado. A cromatografia liquida com detec¢do por fluorescéncia foi utilizada para a
determinag@o dos estrégenos. A otimizagdo do preparo das amostras foi obtida utilizando
extracdo em fase sdlida com cartuchos C18, o limite de quantificacdo para a estrona foi de
0,6 pg L' e de 6,25 ng L™ para o 17 B-estradiol e 17 a-etinilestradiol, para as matrizes de
agua superficial, subterranea e esgotos sanitario tratado. Os resultados referentes a
validagdo do método mostraram niveis aceitaveis para a recuperacdo (entre 76 ¢ 118%) e
coeficiente de variagdo (entre 1 e 13%), o que atesta a exatiddo e a precisdo do mesmo para
os niveis de concentragdo estudados, para todas as matrizes. No estudo em Campo Grande,
as amostras de agua superficial foram coletadas nos rios Lageado e Guariroba proximo aos
pontos de captacdo do sistema de abastecimento publico. Amostras de agua subterranea e
esgoto sanitario tratado foram obtidas no campus da Universidade Federal de Mato Grosso
do Sul. As tetraciclinas ndo foram detectadas em nenhuma das amostras, enquanto que os
estrogenos puderam ser detectados em varias das amostras coletadas, porém abaixo do
limite de quantificagdo do método, denotando uma contaminag¢@o muito baixa. Conclui-se
que as amostras estudadas apresentam hormdnios em niveis abaixo do possivel de exercer
efeito biologico (10 ng L™). Os métodos propostos e validados neste trabalho representam
um avango analitico por permitir a andlise em baixas concentracdes com seletividade,
detectabilidade e sensibilidade compativeis com os estudos ambientais, representando
ainda andlises mais econdmicas e rapidas. Salienta-se também que este ¢ o primeiro
trabalho no Brasil visando a determinacédo de tetraciclinas em ambientes aquaticos.
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ABSTRACT

The antibiotics, oxytetracycline, tetracycline, chlortetracycline and doxycycline and the
strogenes: naturals, estrone, 173-estradiol, and the sinthetic 17 a-ethinylestradiol becaome
object of study in the last years due to environmental impacts and serious health problems
that they can cause, even when they are present in aquatic environment at low
concentrations provoking biological changes though the several mechanisms of action. For
this reason, this work had as goal certificate methods to analyze these chemicals in
superficial water, subterranean water and treated sanitary drainage. The certificate method
to antibiotic analyzes was based in liquid chromatography with ultraviolet detector, it was
used extraction in solid phase with cartridge Oasis-HLB, obtaining with that limits to
quantification of 6,5ng L™ to the oxytetracycline and tetracycline and 15 ng L™ and 6,25
ng L' to the 17 P-estradiol and 17 o-etinilestradiol, it was not possible the method
validation for treated sanitary drainage. The liquid chromatographic with fluorescence
detection was used to estrogens determination. The optimization os samples prepare was
obtained using ecxtraction in solid phase with C18 cartridge, the limit of quantification to
the estrone was 0,6 pg L™ and 6,25 ng L™ to the 17 B-estradiol and 17 a- ethinylestradiol,
to the matrixes of subterranean water and treat sanitary drainage. In Campo Grande
resource, the samples of capitation of superficial water were collected at the rivers Lageado
and Guariroba next to the capitation places of public supplying system. Subterranean water
samples and treated sanitary drainage were obtained at the campus of Universidade Federal
de Mato Grosso do Sul. The results referring to the validation of the method shown
acceptable levels to the recover (between 76 to 118%) and the variation coefficient
(between 1 to 13%), these show the exactness and the precision of the method to studied
levels of concentration, to all the matrixes. The TCs were not detected in any sample, while
the estrogens were detected in many of the collect samples, although above the method
limit of quantification, indicating a contamination very low. It is possible to conclude that
the studied samples present hormones in levels above of the possible to exercise biological
effect (10 ng L™). The proposed and certificated methods in this research represent in
analytic advance to allow analyzes in low concentration with selectivity, detect ability and
sensibility compatible to the environment studies, that also representating represents
analyzes with less cost and more fastness. We also want to protrude that this is the first
first work, in Brazil, with the objective to degraded tetracyclines in aquatic environment.
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CG/MS - Cromatografo gasoso acoplado a espectrometro de massas
CG/MS/MS ou GC/MS? - CG/MS com dois estagios de ionizagio
CTC - Clorotetraciclina

DC - Doxiciclina

DCM - Diclorometano
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ETA - Estagdo de tratamento de dgua
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HPLC/FLU - Cromatdgrafo liquido com deteccdo por fluorescéncia
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MeOH - Metanol

MSTFA - N metil N (trimetilsilil) trifluoroacetamida

MVLN - Células de cancer

OTC - Oxitetraciclina
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TMSI - Trimetilsilil imidazol
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APRESENTACAO

1 CONSIDERACOES INICIAIS

Neste capitulo introdutério serdo apresentados algumas informagdes que o grupo de
pesquisa GRESCO (Grupo de Estudo em Saude Ambiental ¢ Contaminantes Organicos)
acredita ser relevantes sobre as técnicas analiticas utilizadas: HPLC/UV (Cromatodgrafia
liquida com detec¢do na regido UV), HPLC/Fluorescéncia (Cromatografia liquida com
detecgdo por fluorescéncia) e SPE (extragdo em fase sélida), uma vez que essas questdes
estdo envolvidas em muitas discussdes ao longo desta tese. Também serdo apresentadas

consideragdes sobre a validagdo de métodos analiticos.

2 CONTEXTUALIZACAO DA PROBLEMATICA ESTUDADA

Este capitulo apresentara aspectos da presenca de antibidticos e estrogenos como
contaminantes nos ambientes aquaticos, as vias de introducdo destas moléculas no
ambiente, bem como, as formas de tratamento de agua utilizadas para remocdo dessas
substancias. Serdo citados também trabalhos desenvolvidos no Brasil enfocando

problematicas similares a estudada neste trabalho.

3 ANTIBIOTICOS

Este capitulo inicia-se com a apresentacdo da extensiva dissiminagdo de antibdticos
no ambiente, dentre eles as tetraciclinas (TCs), com uma revisdo sobre as principais
caracteristicas das quatro mais utlizadas: oxitetraciclina, tetraciclina, clorotetraciclina e
doxiciclina. A seguir apresentam-se as etapas de otimizacdo e validagdo do método
utilizado neste trabalho para andlise desses antiboticos em dgua superficial, potavel e
esgoto sanitario tratado, utilizando tratamento da amostra por extracdo em fase solida

(SPE) seguido da analise por cromatografia liquida com detec¢ao por UV(HPLC/ UV).
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4 ESTROGENOS

Devido aumento do interesse em estudar substancias capazes de interfirir no
sistema endocrino de humanos e animais, neste capitulo sera apresentada uma revisdo
sobre estes estudo e sobre as principais caracteristicas dos alteradores endocrinos, com
énfase nos estrogenos: 17 P-estradiol, estrona e 17 a-etinilestradiol. Também serdo
apresentados os processos de otimizagdo ¢ validagdo das condi¢cdes de andlise dos
estrogenos em agua superficial, potavel e esgoto sanitdrio tratado, utilizando cromatografia
liquida com detecgdo por fluorescéncia (HPLC/Flu) e extragdo e clean-up do analito com

extracdo em fase solida (SPE).

5 ESTUDO AMBIENTAL

Neste capitulo apresentam-se as principais caracteristicas da regido de estudo
(Campo Grande, MS), principalmente em relagdo a captacdo e tramanto de agua para
abastecimento publico no municipio e ao tratamento de esgoto domiciliar na UFMS, local
de obten¢do das amostras de esgoto tratado. Serdo também apresentados e discutidos os
dados obtidos para as andlises de estrogenos e tetraciclinas nas aguas dos rios Lagedo e
Guariroba, que abastecem a cidade de Campo Grande-MS, além de agua subterranea e

esgoto sanitario tratado da mesma regiao.



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES INICIAIS

1.1 CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

Cromatografia (escrita colorida, do grego) ¢ uma técnica de separag@o que se baseia
na distribuicdo dos analitos entre duas fases, uma estacionaria e outra a mével (SEWELL
& CLARKE, 1987). A distribuicdo por exclusdo, particio ou adsorcdo seletiva dos
componentes ¢ um processo de equilibrio dindmico e as moléculas dos analitos ora estdo
retidas na fase estacionaria ora deslocando-se com a fase movel. De tal forma que cada um
dos analitos ¢ seletivamente retido pela fase estaciondria levando a separagdo dos
componentes de uma mistura complexa.

Sao varios os critérios usados para a classificacdo das diferentes modalidades de
cromatografia, sendo os mais comuns relacionados a técnica empregada, ao mecanismo de
separacdo envolvido e aos diferentes tipos de fases utilizadas. Este trabalho teve como
énfase a cromatografia liquida, que emprega como fase moével um liquido. Esta pode ser
classificada de acordo com o mecanismo de separagdo em cromatografia liquida de
adsor¢do, de parti¢do, de exclusdo por tamanho ou de troca idnica. A cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE em inglés HPLC) utiliza uma pressdo alta para forcar a
passagem do solvente pelas colunas, estas possuem didmetros internos reduzidos (3 a 5
mm) ¢ fase estacionaria contendo particulas muito pequenas (3-10 um de diametro) que
proporcionam separacdes muito eficientes. Atualmente um equipamento de HPLC possui
um sistema de alimentag¢do de solvente composto por bombas, controladores de pressdo,
controles de fluxo e filtro de entrada; uma valvula de injecdo de amostra, uma coluna de
alta pressdo, um detector ¢ um computador para monitorar o equipamento e apresentar os
dados (HARRIS, 2005). Diversos sistemas incluem agora um forno para controle de
temperatura da coluna. O aquecimento da coluna geralmente diminui a viscosidade do
solvente permitindo um fluxo mais rapido. As colunas analiticas usadas sdo de aco e
possuem entre 10 e 30 cm de comprimento e normalmente sdo protegidas por uma pequena
pré-coluna (coluna guarda), que contém a mesma fase estaciondria da coluna principal.

A cromatografia de particdio ¢ a mais utilizada entre os quatro tipos de
cromatografia liquida sendo classificada em cromatografia liquido-liquido e de fase ligada.

A diferenca nessas técnicas esta no modo como a fase estaciondria ¢ mantida nas particulas



do suporte do empacotamento. Na cromatografia liquido-liquido, a fase estacionaria ¢
retida na superficie do suporte por adsor¢ao fisica, e na cromatografia de fase ligada, a fase
estaciondria estd quimicamente ligada a superficie do suporte.

Particulas uniformes de silica rigida, porosas com diametro de 3, 5 ou 10 um tém
sido utilizadas como suporte para as fases ligadas. Os grupos silan6is quimicamente ativos
da superficie da silica reagem com um organoclorossilano (Figura 1) para formar os
recobrimentos mais usados em fase ligada que sdo os siloxanos. Neste caso, geralmente os
grupos R sdo metilas (CH3) e R’ é um grupo alquil ou um alquil-substituido. Grupos
silandis residuais presentes na superficie da silica sdo recobertos com grupos trimetilsilil
pela reagdo com CISi(CHj3)s, para eliminar sitios polares de adsor¢do, que causam a

formacao de cauda aos picos cromatograficos (HARRIS, 2005).

FIGURA 1 - Reagfo do grupo silanol com silano para preparagdo de fase ligada. Fonte: Sewell &
Clarke (1987).

A natureza do grupo R’ pode variar de acordo com a polaridade desejada para a
fase estaciondria. Geralmente R’ ¢ uma cadeia hidrocarbdnica (Cs, Cg e Ci8) a qual confere
caracteristica apolar a fase estaciondria (SEWELL & CLARKE, 1987). De acordo com os
autores, tal apolaridade pode ser reduzida com a substitui¢do do grupo CHj; terminal da
cadeia carbonica por um grupo ciano (CN) ou amino (NHy).

O tipo de coluna influéncia diretamente a Resolu¢do (Rs) cromatografica.
Resolucdo ¢ uma medida da habilidade de uma coluna separar dois componentes. Ela pode
ser obtida pela equagdo: Rs=At/Wj, med, onde At = € a variagdo do tempo entre as

substancias € Wy med = € @ média da base dos picos das substancias (HARRIS, 2005).



Os trabalhos iniciais em cromatografia liquida estavam baseados em cromatografia
por adsorg¢do, fase estacionaria polar (silica) e fase movel um solvente menos polar. Por
razdes histdricas, atualmente denomina-se esse tipo de cromatografia como cromatogafia
em fase normal. Na cromatografia com fase reversa a fase esticionaria ¢ apolar ou
fracamente polar e o solvente mais polar, como uma solugdo aquosa contendo metanol ou
acetonitrila. Os empacotamentos para fase ligada sdo classificados como sendo de fase
reversa quando a fase estaciondria tem carater ndo polar, como Cg (n-octil) e Cig (n-
octuldecil), e de fase normal ligada quando o R" na estrutura do siloxano ¢ um grupo
funcional polar, como ciano (-C,H4CN), amina (-CsH¢NH,;) e diol (-
CsH¢OCH,CHOHCH,0OH).

Existem diversos detectores passiveis de utilizagdo em cromatografia liquida, como
os detectores na regido UV-Vis, de fluorescéncia, eletroquimico e de espectrometria de

massas.

1.2 FLUORESCENCIA

Um atomo ou molécula possui orbitais ocupados e orbitais ndo ocupados por
elétrons. No estado fundamental os elétrons se distribuem de forma a minimizar a energia.
Existe, porém, a possibilidade de ocupagdo de orbitais mais energéticos, se for
proporcionada certa quantidade de energia. Isto pode acontecer quando um féton de luz

atingir um atomo ou molécula como visto na Figura 2.

Emissao de
—_— 1_\\‘ ENergia —_—
—_— —_ termica L
E Absorgdn Emissdo de luz
de luz (Flourescéncia ou
— 1 —_— Fosforescéncia)
Estado Estado
Fundarmental Excitado

FIGURA 2 - Orbitais eletronicos e a absor¢do e emissdo de luz (LENZ, 1997).

Este elétron no estado excitado tenderd a voltar para o estado fundamental, no qual
o elétron passa para um estado metaestavel, emitindo com isso energia térmica, e deste

estado volta ao estado fundamental, emitindo luz. Esta emissao de luz € classificada como



fluorescéncia quando a emissdo cessa logo apds a extingdo da excitagdo e fosforescéncia
quando a emissdo espontanea continua por periodos de tempo mais elevados (até¢ mesmo
horas, mas caracteristicamente segundos ou fragcdes de segundos) (LENZ, 1997).

Como descrito a fluorescéncia ocorre devido a emissdo de luz apds uma excitagao.
A fluorescéncia possui varias vantagens em relagdo a absorbancia, entre as quais se pode
destacar a maior sensibilidade, a maior seletividade e a maior dependéncia do meio
circundante (SHELLY & WARNER, 1983). A sensibilidade da fluorescéncia ¢é de

aproximadamente duas ordens de grandeza maior do que a absorbancia.

1.3 EXTRACAO EM FASE SOLIDA (SPE)

Diante da complexidade das amostras, ndo € possivel a injecdo direta das mesmas
em um sistema cromatografico, sendo necessario, geralmente, o preparo por meio da pré-
concentragdo e da limpeza (clean up) do extrato concentrado.

A extragdo em fase solida (Solid Phase Extraction, SPE) ¢ uma das varias técnicas
disponiveis a ser aplicada no preparo da amostra para analise. De acordo com Lancas
(2004), a extracdo em fase solida pode ser utilizada para alcangar os seguintes objetivos:

- Concentragdo do analito (enriquecimento): o objetivo principal € passar, através
do cartucho um grande volume da amostra a fim de aprisionar somente o analito, deixando
passar o solvente e os interferentes. Na etapa seguinte, elui-se o analito de interesse com
pequenas quantidades de solventes, de forma que o analito coletado esteja bem mais
concentrado que na amostra original,

- Isolamento do analito (clean up): neste caso o objetivo principal ndo é o de
concentrar a amostra, mas sim isolar o analito de interesse dos interferentes da matriz. A
amostra original pode ser concentrada o suficiente para a andlise por uma técnica
apropriada, mas os constituintes da matriz poderdo interferir no processo;

- Isolamento da matriz: neste procedimento o objetivo é reter na fase solida os
interferentes da matriz, em vez do analito de interesse (o qual passa direto com o solvente
da amostra). O analito ¢ coletado em um frasco para a analise e os interferentes sdo retidos
no cartucho, no qual ¢é eliminado. Este procedimento ¢ usualmente utilizado para clean-up

e ndo para a concentragdo de amostras;



- Estocagem de Amostra: este procedimento ¢ bastante empregado para analise de
mostra que se encontram em local distante do laboratorio analitico. Neste caso os cartuchos
contendo o analito de interesse podem ser mantidos em baixas temperaturas. E importante
realizar estudo preliminar para conhecer a estabilidade do analito de interesse no cartucho
a ser empregado (tempo de estocagem, temperatura, natureza do cartucho, etc.)

Esses objetivos sdo alcangados nos quatro passos que envolvem a extracdo por SPE
descrito por Langas (2004).

- Condicionamento: Esta etapa destina-se a ativar o material existente dentro do
cartucho, o solvente empregado dependera principalmente do material a ser ativado. Tendo
como exemplo um cartucho de C-18, esse consiste na passagem seqiiencial de solventes
com polaridade crescente, para promover arranjo das cadeias carbonicas do sorvente de
forma a facilitar o acesso do analito as mesmas, viabilizando a recuperacdo desejavel
(PESEK & MATYSKA, 2000).

- Adi¢do da amostra: ¢ feita a passagem da amostra pelo sorvente, onde ha a
retencdo do analito e eventualmente de outras substancias (SIMPSON & WELLS, 2000).
A fim de obter resultados reprodutiveis, a transferéncia da amostra para o cartucho deve
ser quantitativa. A velocidade de aplicagdo da amostra pode ser critica em alguns casos,
idealmente, esta etapa deve ser lenta, com vazao inferior a 2 mL por minuto.

- Remogdo dos interferentes: esta etapa visa eliminar os interferentes com um
solvente que ndo possua for¢a suficiente para retirar o analito de interesse do material de
empacotamento. O solvente ideal é o proprio solvente da amostra, caso ele ndo remova
também o analito de interesse;

- Eluigéo do analito: o ideal é eluir o analito de interesse em um pequeno volume de
eluente, de forma que a solugdo coletada ja se encontre em concentragdo apropriada para a
analise. A escolha do eluente ¢ importante neste ponto, pois ele deve eluir o analito de
interesse, mas ndo permitir a elui¢do de interferentes que ndo tenham sido eliminados na
etapa anterior, por estarem muito retidos. Em geral o solvente de eluicdo devera ter maior
forga de elui¢do que o solvente usado na etapa anterior.

Na Tabela 1 apresenta-se os detalhes de alguns métodos utilizando SPE na analise

de compostos organicos em matrizes ambientais e biologicas
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1.4 VALIDACAO DE METODOLOGIA ANALITICA

A validacdo de um método deve atender, através de estudos experimentais, as
exigéncias das aplicacdes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados
(ANVISA, 2003). Os parametros analiticos normalmente encontrados para avaliagdo de
métodos de separagdo sdo: seletividade; linearidade e faixa de aplicagdo; precisio;
exatiddo; limite de detec¢do (LOD); limite de quantificagdo (LOQ) e robustez (RIBANI et
al., 2004).

Estes termos sdo conhecidos como pardmetros de desempenho analitico,
caracteristicas de desempenho (THOMPSON et al., 2002) e, algumas vezes, como figuras
analiticas de mérito (SWARTZ et al., 1998). A seguir serdo discutidos esses parametros de

validacao.

1.4.1 Seletividade

Seletividade ¢ a capacidade que o método possui de medir exatamente um
composto em presenga de outros componentes, tais como impurezas, produtos de
degradacio e componentes da matriz (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2003). A seletividade garante que o pico de resposta seja exclusivamente do
composto de interesse. Se a seletividade ndo for assegurada, a linearidade, a exatiddo e a
precisdo estardo seriamente comprometidas (RIBANI et al., 2004).

A seletividade pode ser avaliada de diversas maneiras. Uma delas ¢ a utilizacdo de
detectores de arranjo de fotodiodos ou MS, que comparam o espectro do pico obtido na
separacdo com o de um padrdo e utiliza isso para demonstrar que o pico cromatografico
atribuido a um s6 componente (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA,
2003). A comparagdo dos cromatogramas de andlise da matriz isenta da substincia de
interesse € da matriz adicionada com o padrdo se constitui num método de avaliacdo da
seletividade, neste caso, nenhum interferente deve eluir no tempo de reten¢do do analito. O
método da adi¢do de padrdo também ¢ utilizado para avaliacdo da seletividade quando nédo
se tem a matriz isenta do analito. Neste caso comparam-se os coeficientes angulares da

curva analitica com a adi¢@o de padrio com o da curva analitica sem a presenca da matriz.



Quando os coeficientes forem similares pode-se dizer que ndo ha interferéncia de matriz e

que o método ¢ seletivo.

1.4.2 Linearidade

Linearidade ¢ a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar que os
resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra,
dentro de um intervalo especificado. Recomenda-se que a linearidade seja determinada
pela analise de pelo menos 5 concentragdes diferentes (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2003).

A linearidade pode ser observada a partir de um método matematico conhecido
como regressdo linear, no qual além dos coeficientes angular e linear, também € possivel
calcular, através dos pontos experimentais, o coeficiente de correlacdo r. Um coeficiente
de correlagdo maior que 0,999 ¢ considerado como evidéncia de um ajuste ideal dos dados
para a linha de correlagdo (RIBANI, et al., 2004). A ANVISA (AGENCIA NACIONAL
DE VIGILANCIA SANITARIA, 2003) recomenda um coeficiente de correlagdo igual ou
maior que 0,99 e o INMETRO (INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA,
NORMALIZACAO E QUALIDADE INDUSTRIAL, 2003) um valor acima de 0,90.

1.4.3 Faixa de trabalho

A faixa de aplicag@o corresponde ao intervalo entre o valor superior e inferior da
substancia em exame, que atenda aos requisitos de precisdo e exatidio (SWARTZ et al.,
1998). A faixa de aplicagdo ¢ normalmente expressa nas mesmas unidades dos resultados
obtidos pelo método, e depende do uso em questao.

A ANVISA recomenda um intervalo compreendido entre 80-120% da concentragdo
tedrica para farmacos e medicamentos e de até 120% do limite maximo especificado para
determinag@o de impurezas. Para residuos, a Associacdo Grupo de Analistas de Residuos
de Pesticidas (GARP, 1999) recomenda uma faixa de concentragdo com valores variando

entre a metade e o quintuplo da concentracdo do limite de quantificagdo.



1.4.4 Sensibilidade

A sensibilidade ¢ a capacidade do método em distinguir, com determinado nivel de
confianga, duas concentracdes proximas. Sob o ponto de vista pratico, a sensibilidade
constitui o coeficiente angular da curva analitica e é determinada simultaneamente aos
testes de linearidade (BRITO et al., 2003; INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA,
NORMALIZACAO E QUALIDADE INDUSTRIAL, 2003).

Em métodos sensiveis, uma pequena diferenga na concentracdo do analito causa
grande variac¢do no valor do sinal analitico medido. Esse critério expressa a capacidade do
procedimento analitico de gerar variacdo no valor da propriedade monitorada ou medida,
causada por pequena variagdo na concentragdo ou quantidade do analito. Entretanto,
tornou-se comum o uso erroneo desse termo para designar método com baixo limite de

deteccdo como sendo um método sensivel a determinado analito (BRITO et al., 2003).
1.4.5 Precisao

A precisdo representa a dispersdo de resultados entre ensaios independentes,
repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes sob condigdes
definidas (RIBANI et al., 2004). Usualmente a precisdo ¢ expressa como o desvio padrao,
variancia ou coeficiente de variagao.

A precisdo também pode ser expressa através do intervalo de confianca da média,
que nada mais ¢ do que uma faixa de valores no qual existe uma determinada

probabilidade de se encontrar um certo valor de uma variavel, esta € calculada por:

Intervalo de confianga da média = x + t

£

Onde: t,; = valor critico da distribui¢do de Student com n-1 graus de liberdade. O
valor t ¢ tabelado e apresenta valores para diferentes niveis de confianga (RIBANI et al.,

2004).
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Outra forma muito utilizada de se avaliar a precisdo ¢ através da estimativa do
desvio padrao relativo (RSD), também conhecido como coeficiente de variagdo (CV).

Estes s@o calculados através da expressao:
RSD(%) ou CV(%) = > x 100
X

Onde: s = desvio padrio das medidas e x = média das medidas (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2003; BRITO et al. 2003; RIBANI, et al.,
2004).

O valor méximo admitido para o RSD ¢ definido de acordo com a metodologia
empregada, a concentragdo do analito na amostra, o tipo de matriz e a finalidade do
método. Em geral métodos que quantificam compostos em macro quantidades admitem um
RSD de 1 a 2% ¢ métodos de analise de tragos um RSD de até 20% (RIBANI et al., 2004).

A precisdo em validagdo de métodos ¢ considerada em trés niveis diferentes:
repetitividade, precisdo intermedidria e reprodutibilidade.

A repetitividade representa a concordincia entre os resultados de medigdes
sucessivas de um mesmo método, efetuadas sob as mesmas condigdes de medigdo,
chamadas de condi¢des de repetitividade (mesmo procedimento de medi¢do, mesmo
observador, mesmo instrumento usado sob as mesmas condi¢des, mesmo local e repetigdes
em curto espaco de tempo) (INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA,
NORMALIZACAO E QUALIDADE INDUSTRIAL, 2003). A repetitividade envolve
varias medicdes da mesma amostra, em diferentes preparacdes, e €, algumas vezes,
denominada precisdo intra-ensaio ou intra-corrida e pode ser expressa através do RSD
(RIBANI et al., 2004). Para o célculo da repetitividade a ANVISA e o ICH recomendam
um minimo de nove determinagdes cobrindo o limite especificado do procedimento (ex:
trés niveis, baixo, médio e alto, com trés repeti¢des cada um) ou seis determinagdes a
100% da concentragdo do teste. O INMETRO sugere sete ou mais repetigdes para o
calculo da estimativa do desvio padrdo e apresenta uma forma diferente de se expressar a

repetitividade através da seguinte expressao:

r=2,8x8§,
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Sendo: r = limite de repetitividade e;
S; = desvio padrdo de repetitividade associada aos resultados considerados.

O valor de 2,8 é uma constante, o INMETRO ndo especifica como essa ela € obtida.

A precisdo intermediaria refere-se a concordancia entre os resultados do mesmo
laboratorio, mas obtidos em dias diferentes, com analistas diferentes e/ou equipamentos
diferentes (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2003). A precisio
intermediaria ¢ a mais representativa da variabilidade dos resultados em um Ttnico
laboratério e, como tal, mais aconselhdvel de ser adotada. O objetivo da precisdo
intermediaria ¢ verificar se no mesmo laboratério o método fornecerd os mesmos
resultados (RIBANI et al., 2004).

O numero de ensaios necessarios para se avaliar a precisdo intermedidria segue a
mesma recomendagdo do ICH e ANVISA para o célculo de repetitividade descrito acima.
A precisdo intermediaria pode ser avaliada através do RSD.

Reprodutibilidade é o grau de concordancia entre os resultados das medi¢des de
uma mesma amostra, submetida as condi¢des variadas de medi¢do (mudanga de operador,
local, equipamentos, etc) (INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA,
NORMALIZACAO E QUALIDADE INDUSTRIAL, 2003; RIBANI et al., 2004). A
reprodutibilidade refere-se aos resultados dos estudos de colaboracdo entre laboratérios e
deve ser considerada em situagcdes como a padroniza¢do de procedimentos analiticos a
serem incluidos, por exemplo, em farmacopéias (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2003).

A reprodutibilidade pode ser expressa através dos valores de RSD (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2003). Outra maneira de verificar a
reprodutibilidade ¢ através do limite de reprodutibilidade (R) descrito pelo INMETRO:

R=2,8S.

Sendo: SR2 — variancia de reprodutibilidade associada aos resultados considerados,

para cada laboratorio.
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1.4.6 Exatidio

A exatiddo € definida como sendo a concordéncia entre o resultado de um ensaio e
o valor de referéncia aceito convencionalmente como verdadeiro (INSTITUTO
NACIONAL DE METROLOGIA NORMALIZACAO E QUALIDADE INDUSTRIAL,
2003; BRITO et al., 2003).

A exatiddo ¢ sempre considerada dentro de certos limites, a um dado nivel de
confianga, ou seja, aparece sempre associado a valores de precisdo. Estes limites podem ser
estreitos em analises a niveis de concentragdo elevados e mais amplos na analise de tracos
(RIBANI et al., 2004).

Os principais métodos propostos para estudo de exatiddo, sdo baseados no uso de
materiais de referéncia certificados (MRC), na comparagcdo do método proposto com um
método de referéncia, no uso de ensaios de recuperacdo na matriz ¢ em estudos
colaborativos (BRITO et al., 2003).

Os MRC sdo materiais de referéncia acompanhados de um certificado que possui o
valor de concentra¢do de uma ou mais substancias. Os MRC devem ser utilizados sempre
que possivel na validagdo de um método analitico. O processo de avaliacdo por meio de
MRC consiste em analisar um nimero suficiente de replicatas desse material e comparar os
resultados obtidos com o valor certificado. Para esta comparacdo podem ser utilizados,
entre outros, o erro relativo, o teste de hipoteses, o indice z (Score) e o erro normalizado
(INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA, NORMALIZACAO E QUALIDADE
INDUSTRIAL, 2003).

A comparacdo entre métodos consiste na comparagdo entre resultados obtidos,
empregando-se o método em desenvolvimento e os resultados conseguidos através de um
método de referéncia, avaliando o grau de proximidade entre os resultados obtidos pelos
dois métodos, ou seja, o grau de exatiddo do método testado em relacdo ao de referéncia
(RIBANI et al., 2004).

O estudo colaborativo € uma forma especial de ensaio para avaliar o desempenho
de um método nas condi¢des normais de trabalho em varios laboratérios, através de ensaio
de amostras homogéneas preparadas cuidadosamente (INSTITUTO NACIONAL DE
METROLOGIA, NORMALIZACAO E QUALIDADE INDUSTRIAL, 2003). Para estes

estudos sdo necessarios no minimo oito laboratorios. A validagdo em estudos colaborativos
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¢ realizada utilizando-se a analise de variancia (ANOVA), que determina a existéncia de
diferencas significativas entre os valores obtidos pelos laboratdrios envolvidos (BRITO et
al., 2003).

O ensaio de recuperagdo constitui o0 método mais utilizado para validagdo de
processos analiticos. A recuperagdo é definida como a propor¢do da quantidade da
substancia de interesse, presente ou adicionada na porg¢do analitica do material teste, que ¢
extraida e passivel de quantificagdo (RIBANI et al., 2004).

A exatiddo pode também ser avaliada por meio da recuperacdo de quantidades
conhecidas do analito adicionadas a matrizes em branco ou a amostra (dopagem,
enriquecimento, fortificagdo).

O ntmero de ensaios varia segundo a legislacdo ou diretriz adotada e também com
as caracteristicas da pesquisa. A ICH (1995) estabelece que um minimo de nove
determinagdes envolvendo um minimo de trés diferentes niveis de concentracdo deve ser
obedecido. Por exemplo, ensaios em triplicata para trés niveis de concentragdo. Esta
recomendacao ¢ também adotada pela ANVISA (2003).

Para anélises em nivel de residuos, o GARP (GRUPOS DE ANALISE EM
RESIDUO DE PESTICIDA) recomenda que se trabalhe nos niveis de adigdo de 1, 2 e 10
vezes o valor de limite de quantificagdo. Para componentes em maiores concentragdes, 0
niveis de adi¢do podem ser 50, 75, 100, 125 e 150% do nivel esperado para a substincia
(RIBANI et al., 2004).

Os intervalos aceitaveis de recuperacdo para analise de residuos geralmente estdo
entre 70 e 120%, com precisdo de até¢ 20%. Porém, dependendo da complexidade analitica
e da amostra, este valor pode ser de 50 a 120%, com precisdo de até 15% (RIBANI et al.,
2004).

A exatiddo pode ainda ser avaliada através do teste de hipdtese. Nesse teste
estabelece-se como hipotese nula (Hp) Rec. = 100% e como hipdtese alternativa (H;) Rec.
# 100%. Para tanto ¢ aplicado o teste t com 95 ou 99% de confianca e n-1 graus de
liberdade. Os valores de t tabelados sdo comparados com os calculados pela equacdo a
seguir e se o valor de t tabelado for maior que o valor calculado aceita-se a hipdtese nula, o
que significa que ndo ha diferencas significativas entre valor encontrado e¢ o valor

considerado como verdadeiro (BRITO et al., 2002).
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(Rec—100)
S

/n

Onde: Rec ¢ a recuperacdo média; s ¢ o desvio padrdo das recuperacdes € n € o

tcalculado=

nimero de replicatas.

1.4.7 Limites de deteccio e quantificacio

Limite de detec¢do (LD) € a menor quantidade do analito presente em uma amostra
que pode ser detectada sob as condigdes experimentais estabelecidas. Enquanto o limite de
quantificagdo (LQ) ¢ a menor quantidade do analito que pode ser determinada com
precisdo e exatiddo aceitaveis sob condi¢des experimentais estabelecidas (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2003). O LQ é um parametro determinado
para ensaios de quantificagdo. Ambos, LD ¢ LQ podem ser determinados de trés maneiras
distintas: método visual, método relacdo sinal-ruido, método baseado em parametros da
curva analitica.

O método visual consiste em determinar os limites utilizando a matriz com adig¢ao
de concentragdes conhecidas da substidncia de interesse, de tal modo que se possa
distinguir entre ruido e sinal analitico pela visualizagdo da menor concentragdo visivel
(detectavel) (RIBANI et al., 2004).

O método da relagdo sinal-ruido € aplicdvel em procedimentos analiticos que
mostram o ruido da linha base. Para determinar a relagéo sinal-ruido, ¢ feita a comparagao
entre os sinais analiticos gerados pelo branco da matriz (matriz isenta do analito) com os
de amostras contendo baixas concentracdes do analito (adi¢do de quantidade conhecidas do
padrdo a matriz) destas amostras. Assim, sdo estabelecidas as concentragdes minimas na
qual a substancia pode ser detectada e quantificada (RIBANI et al., 2004). A relagéo sinal-
ruido proposta pela ANVISA ¢ de 3:1 para o limite de detecg¢@o e de 10:1 para o limite de
quantificagdo.

Outra maneira de se calcular ¢ através de pardmetros da curva analitica. Neste
método os limites podem ser expressos como LD = 3,3 (DP/b) e o LQ = 10 (DP/b), onde b
¢ a inclinacdo ou coeficiente angular da curva analitica (em niveis proximos ao LQ) e o DP

¢ a estimativa do desvio padrdo da resposta, que pode ser a estimativa do desvio padrdo do
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branco, da equag¢do da linha de regressdo ou do coeficiente linear da equacdo (SWARTZ et
al., 1998). Softwares como Microsoft Excel® ou Microcal Origin® podem calcular os
parametros da curva e a estimativa do desvio padrao relativo a estes parametros.

Também € bastante usual e plenamente aceitavel a determinacdo dos limites de
detec¢do e quantificacdo a partir da curva de linearidade, também conhecida como grafico
de residuos ou Teste de Huber. Neste caso o limite de deteccdo é o ponto mais préximo ao
limite inferior do intervalo linear, ¢ que ndo pertenga a linearidade. J4 o limite de

quantificag@o € o limite inferior do intervalo de linearidade.

1.4.8 Robustez

A robustez de um método analitico mede a sensibilidade que este apresenta em face
de pequenas variagdes. Um método é dito robusto quando este ndo ¢ afetado por uma
pequena e deliberada modificagdo em seus parametros (INSTITUTO NACIONAL DE
METROLOGIA, NORMALIZACAO E QUALIDADE INDUSTRIAL, 2003). A avaliagdo
da robustez de um método cromatografico é feita, por exemplo, pela variacdo de
parametros como a concentragdo do solvente orgéanico, pH e forga idnica da fase movel em
CLAE, programacdo da temperatura, natureza do géas de arraste em CG, bem como o
tempo de extragdo, agitacdo, etc (RIBANI et al., 2004).

O INMETRO recomenda o teste de Youden para determinar a robustez de um
método. Trata-se de um teste capaz ndo so6 de avaliar a robustez como também ordenar a
influéncia de cada uma das variagdes nos resultados finais, indicando qual tipo de

influéncia de cada uma dessas variagdes.

1.5 TESTE DE HUBER

Para rejeitar andmalos com base na curva de linearidade pode-se utilizar o
procedimento chamado Teste de Huber (VALENTE, 2006). Quando dispondo das areas
cromatograficas o que se faz ¢ (as etapas de 1 a 6 constituem o chamado Teste de Huber,

baseado em medianas para rejeicdo de andmalos):
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Dividir as areas pelas correspondentes concentragdes, para plotar um grafico da
curva de linearidade: area/concentragdo vs concentracdo (A/C vs C);

Calcula-se a mediana (md) das razdes A/C. Para efetuar este calculo ordena-se
as razdes de A/C em ordem crescente e faz-se a média dos dois pontos do
centro da tabela formada, essa média € a md.

Calculam-se as diferencgas absolutas entre as A/C ¢ md;

Obter a mediana (mad) dessas diferengas. Para obter a mad ordena-se os valores
dessa diferenca em ordem crescente (modulo) e faz-se a média dos dois pontos
do centro da tabela formada, essa média € a mad;

Determina-se o intervalo de confianca (IC) pela equacdo IC=k . mad e
estabelece o limite superior e inferior (ICs;=md + k . mad) onde k ¢ um valor ¢
um fator que pode variar de 2 a 8, este fator determina a rigidez com que os
dados sdo desprezados;

Rejeita-se as A/C de valor acima dos ICg; e, conseqlientemente, as areas
correspondentes a elas;

Aplica-se a regressdo linear as médias das areas ndo rejeitadas e concentragdes

para obter uma equagio para a curva analitica.
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CAPITULO 2 - CONTEXTUALIZACAO DA PROBLEMATICA
ESTUDADA

A industria quimica introduz no mercado, anualmente, um grande nimero de novas
substancias, enquanto que a capacidade para estudos e pesquisas conclusivas sobre
potenciais impactos desses produtos ndo acompanha a velocidade de inser¢do destes
produtos no ambiente. Deste modo, somente sdo conhecidos os reais efeitos maléficos de
uma minoria das substincias e produtos quimicos de uso corrente (SANTAMARTA,
2001).

As substancias organicas sdo utilizadas praticamente em todos os setores do
desenvolvimento humano: industria, agricultura, agropecudria, medicina e produtos
domésticos, apos o uso podem chegar aos mananciais hidricos e ali representar um impacto
a biota. Estas substincias passam através dos sistemas de tratamento de esgoto e de agua
que frequentemente ndo sdo projetadas para remové-las.

Dentre as diversas substancias que apresentam este historico, entdo os antibidticos e
os estrogenos. Trabalhos cientificos documentam as implicagdes ambientais e a satde
humana de estrogenos e antibidticos. Embora, as concentragdes destas substancias em agua
potavel e em efluente de estacdes de tratamento de esgoto estejam em concentragdes
baixas (da ordem de ng L), sdo o suficiente para desencadear alteracdes hormonais em
organismos aquaticos, no caso dos estrogenos, ou de fomentar o aparecimento de bactérias
resistentes, no caso dos antibidticos (KOYUNCU et al., 2008).

Nos EUA no ano de 2002 uma pesquisa realizada pelo Servigco Nacional de
Estatistica Agricola (NASS) mostrou que a producdo de animais para alimentagdo humana
era de 104 milhdes de cabegas de gado, 8,6 bilhdes de aves, 60 milhdes de suinos e 275
milhdes de peru. O intenso mercado de producdo animal, particularmente nos ultimos 25
anos, resultou em problemas na qualidade da agua associadas ao aumento dos residuos
gerados por este tipo de producdo. A producdo de gado envolve atualmente o uso de
grandes quantidades de diferentes substancias quimicas como antibidticos, hormonios e
metais (aditivo alimentar) (ARIKAN et al., 2008).

A contaminagdo por este tipo de producdo se da, tanto pela disposicdo da excreta
animal diretamente no solo (no caso do manejo extensivo) quanto pela disposi¢cdo

diretamente nos mananciais destes dejetos (no caso do manejo intensivo, ou confinado). O
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uso de adubo a base de esterco animal também € outra fonte a ser considerada, pois quando
este produto ¢ disposto no solo, geralmente para atuar como melhorador agricola, os
estrogenos, antibidticos e outros contituintes da excreta podem alcangar aguas superficiais
ou subterraneas pela lixiviagdo ou percolagdo. Corrobora com estas inferéncias o fato de
que muitas destas substancias usadas na producdo animal s3o encontradas em adubo
(JJEMBA, et al.,2004) e em agua superficial (LAGANA, et al., 2004). Estas substancias
sdo denominadas micropoluentes ambientais. Seus efeitos adversos podem afetar tanto o
ecossistema ambiental quanto o homem.

Duas classes de antibidticos sdo comumente utilizadas na alimenta¢do animal:
sulfonamidas e tetraclinas (ARIKAN et al., 2008). Enquanto que as sulfonamidas sdo
substancias sintéticas, as tetraciclinas sdo obtidas naturalmente ou a partir de processos
semi-sintéticos. Residuos destes antibidticos no ambiente sdo de risco consideravel por
causa do surgimento de bactérias que possam ser resistentes a eles no ambiente.

No Brasil ndo se tem referéncias sobre trabalhos envolvendo analise de tetraciclinas
em amostras ambientais, os trabalhos encontrados envolvem matrizes bioldgicas e
alimentos (RUELA, 2005), ou o desenvolvimento de estudos para detectar bactérias que
estejam adquirindo resisténcia aos antibidticos (MURMANN et al., 2008). Este é o
primeiro trabalho na anélise de tetraciclinas em amostras ambientais no Brasil.

Os estrogenos fazem parte de um grupo de hormonios esteroides definidos por suas
estruturas quimicas e pelo seu ciclo de agdo. Eles atuam como alteradores endocrinos
(substancias que interferem no sistema enddcrino) rompendo as fungdes fisiologicas de
hormdnios. As conseqiiéncias da presenca destas substancias no ambiente aquatico ainda
ndo sdo totalmente conhecidas, mas alguns impactos negativos sdo relatados, por exemplo,
a feminizagdo de peixes em rios e efeitos toxicoldgicos na vida selvagem (GABET et al.,
2007).

Embora estes contaminantes sejam encontrados em aguas superficiais ndo estd
totalmente claro se a contaminacdo ¢ proveniente de efluentes ou de residuos da producao
animal. Estudos sobre a variagdo sazonal destas substancias quimicas em agua superficial
sdo muito limitados. Em 1973 foi reportado (NORPOTH et al., apud KOYUNCU et al.,
2008) que o uso de contraceptivos poderia causar problemas a longo prazo devido a sua

persisténcia no ambiente e a alta atividade biologica que possuem.
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Contraceptivos como o 17 B-etinilestradiol (hormonio sintético) foi encontrado em
agua superficial em diversas partes do mundo (KOYUNCU et al., 2008) o que evidencia
que hormoénios e produtos farmacéuticos sdo liberados nos sistemas aquaticos através dos
sistemas de tratamento de esgoto, por este motivo os efluentes de tratamento de esgoto ¢
considerado uma das principais vias de contamina¢do de ambientes aquaticos (ARIKAN et
al., 2008).

Em estudos realizados no Brasil, Ghiselli (2006) quantificou estrdgenos em aguas
do rio Atibaia, responsavel por 95% do abastecimento do municipio de Campinas-SP.
Raimundo (2007) e Sodré et al. (2007) analisaram amostras de diferentes pontos da bacia
do rio Atibaia, sendo encontrados estrogenos em 35% das amostras. Lopes (2007) realizou
estudos em varios pontos do corrego Rico que abastece o municipio de Jaboticabal-SP, na
nascente do rio foi detectada a presenca de estrona. Lopes (2007) também encontrou 17 -
estradiol na agua potavel distribuida no municipio. Estes estudos estdo concentrados
basicamente em uma unica regido do pais (interior do estado de Sdo Paulo), por este
motivo existe a necessidade de pesquisas em outras regides para se obter um perfil de
como estdo as condi¢des das dguas no Brasil.

A ocorréncia destas substdncias em aguas naturais induziu a busca por métodos de
tratamento capazes de remover hormoénios e antibidticos de efluentes domiciliares. A
coagulagdo geralmente ndo ¢ efetiva para remog¢ao destas substancias em agua. Porém a
adsor¢cdo com carbono ativado, processos oxidativos avancados e ultrafiltragdo com
membrana podem remové-las. A oxidagdo de alteradores endocrinos e antibidticos pode
resultar em reacdo e transformagdo destas substincias. Filtragdo com membrana que se
baseia em nano filtragdo e osmoses reversas sdo algumas das técnicas mais promissoras
para a remocao de hormodnios e antibidticos (KOYUNCU et al., 2008).

A grande quantidade de substancias organicas que tem sido introduzida no
ambiente estd afetando o desenvolvimento sexual e a reproducdo, ndo s6 de diversas
espécies animais, sendo que, também, dos seres humanos (SANTAMARTA, 2001), por
este motivo a obtencdo de dados sobre a ocorréncia dessas substancias em ambientes
aquaticos tornou-se de grande importancia.

O crescimento populacional desordenado nas grandes cidades tem sido considerdo
juntamente com a fragilidade das politicas publicas que forncem servigos de saneamento

basicos precarios para a populacdo, como os pricincipais responsaveis pela diminui¢do da
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qualidade das dguas superficiais. A inexisténcia de um planejamento ambiental que possa
atrair recursos financeiros proporciona uma situacdo onde o esgoto doméstico ¢ langcado
sem tratamento em conjunto com cargas industriais, a liberacdo desses efluentes vem
causando sérios impactos nos sistemas aquaticos superficiais. (RAIMUNDO, 2007).
Considerando-se que ndo existem estudos no Brasil visando o diagndstico da
ocorréncia de tetraciclinas em aguas superficiais e que os estudos desenvolvidos no pais,
enfocando a ocorréncia e distribui¢do de estrégenos, concentram-se nos estados de Sao
Paulo e Rio de Janeiro. Considerando-se, ainda, que Campo Grande ¢ um dos principais
municipios da regido Centro-Oeste brasileira, a qual possui uma das maiores
biodiversidades do pais e cujos recursos hidricos sdo de grande importancia tanto para o
Brasil como para os paises vizinhos e que, apesar disso, poucos sdo os dados sobre a
contaminagdo ambiental desta regido por micro-poluentes organicos. Este trabalho tem
como objetivo geral o diagnostico da ocorréncia de tetraciclinas e estrogenos em agua

superficial da regido de Campo Grande(MS).
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CAPITULO 3 - TETRACICLINAS

Para consecucdo do objetivo geral deste trabalho, um dos objetivos especificos
incluiu a otimiza¢do e validagdo de método para andlise de tetracicilinas em agua
superficial, subterranea e esgoto doméstico. As atividades desenvolvidas os dados obtidos

e sua discussdo estdo apresentados neste capitulo.

3.1. REVISAO DA LITERATURA

3.1.1. Antibioticos

Os antibidticos s@o utilizados extensivamente em humanos e como medicamento
veterinario. Na pecudria, o uso de antibidticos ocorre como promotor de crescimento e
também como agentes terapéuticos. O adubo animal que contém antibidticos ¢
freqlientemente aplicado em campos agricolas onde podem, potencialmente, contaminar
aguas subterraneas e aguas de superficie. Antibidticos usados em procedimentos
terapéuticos em humanos também podem entrar no ambiente, através da excrecdo
(principalmente urina) ou pela disposi¢do de medicamentos vencidos em sistemas de
esgoto (BATT et al., 2005) ou pela disposi¢do incorreta de residuos industriais
(JORGENSEN & HALLING-S@RENSEN, 2000).

O uso extensivo de farmacos veterinarios pode ser um problema de satde publica,
pois proporciona o aparecimento e expansdo de bactérias resistentes, o que pode causar
graves problemas ambientais. Os antibioticos sdo usados em seres humanos e como
medicamento veterindrio para prevenir doencas. Eles s@o definidos como substancias
naturais, combinacdes semi-sintéticas e sintéticas com atividade antimicrobiana, e podem
ser aplicados de forma parenteral, oral e dérmica (KEMPER, 2008).

Essa aplicagdo em larga escala conduziu a uma ampla disseminacdo de bactérias
resistentes a eles. Bactérias resistentes a antibidticos tém sido encontradas em fezes
humanas e na flora intestinal de pessoas sauddveis que, desta forma atuam como
reservatorio para estas super-bactérias. Reinthaler et al. (2003) encontraram bactérias

resistentes a antibidticos em 80,5% de amostras de fezes de pessoas sauddveis. Das
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bactérias isoladas, 98% eram E. coli. Depois de terem sido concentradas em sistemas de
tratamento de esgoto doméstico, estas bactérias entram no ambiente através da agua
superficial.

A ocorréncia de antibioticos em ambientes aquaticos € de interesse ecotoxicologico
por causa das alteragdes que podem provocar em ecossistemas atingidos. A exposicio
prolongada em baixas concentracdes de antibioticos gera a proliferacdo seletiva de
bactérias resistentes que podem transferir os genes de resisténcia para outras (KEMPER,
2008). Esse tipo de bactéria tem sido encontrada em esgoto doméstico (SCHWARTZ et al.,
2003; VOLKMANN et al., 2004), aguas superficial e dgua potavel (SCHWARTZ et al.,
2003) o que tornou-se um problema de saude publica crescente nos ultimos anos.

Os principais grupos de antibioticos utilizados em humanos e como medicamento

veterinario estdo listados na Tabela 2.
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TABELA 2 - Antibidticos importantes como medicamentos para uso humano e animal (adaptada

de KEMPER, 2008)
Classe Composto Uso primario Possiveis efeito colaterais
Apramicina Somente porcos
Gentamicina Todos animais, humanos Neurotoxico
Canamicina Caes, porcos, bovinos, Neurotoxico
cavalos
Aminoglicosideos N_eomi_ci_na Todos os animais Ototoxico, nefrotoxico
Sisomicina Somente humanos
Spectinomycin Porcos, bovinos, aves e Ototoxicos, nefrotoxico
ovelhas
Streptomycin Obsoleto
Amoxicilina Todos os animais
Ampicilina Todos os animais
Benzylpenicilina Todos os animais
Cloxacilina Bovinos
Dicloxacilina Bovinos
Flucloxacilina Humanos
B-Lactamas: penicilinas Meticilina Humanos Reagdes alérgicas
Mezlocilina Humanos
Nafcilina Humanos
Oxacilina Bovinos
Piperacilina Humanos
Fenoximetilcilina Humanos
Penicilina G Humanos
Cefaloxina Cies
Cefalotina Humanos
Cefazolina Humanos N ..
Cephalosporines Ceftiofur bovinos e porcos Reagoeslaletrglcas para -
Cefotaxima Humanos actamas
Cefotiam Humanos
Cefquinoma bovinos e porcos
Ciprofloxacina Humanos
Enrofloxacina Todos os animais
Fluoroquinolonas Marbofloxacina Todos os animais Artrite em animais jovens
Flumequina Humanos
Ofloxacina Humanos
Azitromicina Humanos
Claritromicina Humanos
Eritromicina Humanos,-bovinos e aves
Macrolideos Roxitromicina Humanos
Espiramicina Todos os animais
Tilosina Somente animais
Vancomicina Humanos
Sulfanilamida Humanos
Sulfadimetoxina bovinos, porcos, aves
Sulfonamidas Sulfadimidina bovinos, ovelha, aves Nefrotéxico
Sulfametoxazole Humanos
Sulfapiridina Porcos
Sulfatiazole Humanos
Clortetraciclina bovinos e porcos
Doxiciclina Humanos, gatos e cées
Tetraciclinas Oxitetraciclina Humanos,bovinos, ovelha Hepatotoxico
e porcos
Tetraciclina Humanos, cavalos, ovelha

€ porcos
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3.1.2 Antibioticos em agua

A ocorréncia e destino de antibidticos em ambientes aquaticos tem sido assunto
para muitas investigagdes em varios paises (KEMPER, 2008). Mais de 30 substancias
antibidticas foram encontradas em efluentes e afluentes de esgoto, em dguas de superficie e
até mesmo em agua potavel. Os farmacos administrados aos animais, ou os seus produtos
de biodegragdo, alcangam os recursos hidricos tanto pelo uso de adubo aminal (esterco) nas
imediagdes de corpos d’agua superficiais, quanto pela excre¢do animal diretamente no solo
que podera ser carreado por lixiviagdo até os mananciais. Deste modo o solo pode agir
como uma fonte de contaminag@o de antibidticos para o ambiente aquatico. A maioria dos
antibioticos sdo soluveis em dgua e entdo aproximadamente 90% pode ser excretada pela
urina e até 75% pelas fezes animais (KEMPER, 2008).

De acordo com Sarmah et al. (2006), a ocorréncia de residuos de antibioticos em
rios, lagos ou outro ambiente aquatico no EUA nfo ¢ improvavel, quando se determina
uma estimativa de 100,000 milhdes de kg de fezes e urina estdo sendo produzido
anualmente pelos 60 milhdes de porcos criados no EUA, tendo uma pratica comum: o uso
de seus dejetos como fertilizante em solo.

Além disto, combinagdes de antibidticos também podem ser liberadas no ambiente
pela aqiiicultura. Residuos e bactérias resistentes em aqiiicultura foram relatadas por alguns
autores (OLSEN et al., 2001).

Os efeitos das concentragdes de antibidticos em bactérias aquaticas e
principalmente ndo aquaticas sdo desconhecidos. Sabe-se que antibidticos possuem efeitos
em organismos que vivem em ambientes aquaticos como algas e Daphnia (Daphnia
Magna) em concentragdes entre 5 ¢ 100 pg L' (WOLLENBERGER et al., 2000).

Em condigdes de teste, em sistemas aquaticos, a maioria das combinagdes
antibidticas examinadas foi persistente, enquanto sO poucas foram parcialmente
biodegradedos (KUMMERER et al., 2000).

A estrutura de P-lactamas como penicilina, benzilpenicilina ou cloxacilina,
constituida pelo anel B-lactam, contribui para estabilidade deste grupo no ambiente: o anel
pode ser aberto através da B-lactamase, uma enzima difundida em bactérias, ou através de
hidrolise quimica. Assim, normalmente ndo sdo encontradas penicilinas intactas no

ambiente aquatico (MYLLYNIEMI et al., 2000).
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Hamscher et al. (2002) nao detectou tetraciclinas nem tilosina (da familia dos
macrolideos) em amostra de dgua superficial proximo a uma granja de suinos (Suica).
Porém, estas substincias foram encontradas em baixas concentra¢des, em amostras de dgua
superficial (Estados Unidos) (KOLPIN et al., 2002). Kim et al (2005) realizaram estudos
em efluentes de esgoto e detectou a presenca de tetraciclina (4 pg L) e clorotetraciclina
(1,2 ug L") (Nova Iorque, Estados Unidos). De acordo com um estudo realizado por
Lindsey et al (2001), as TCs foram detectadas em 4agua superficial com concentragdes
variando de 0,07 a 15 pg L' (Kansas, Estados Unidos). Apenas em uma amostra de agua
subterranea foram detectadas TCs. A OTC foi encontrada com maior freqiiéncia
(KOYUNCU et al., 2008).Um fator que contribui para a ndo deteccdo de tetraciclinas esta
relacionado com a forte adsor¢do na matéria organica (KAMPER, 2008).

A contaminacdo dos ambientes aquaticos através de antibidticos e outros farmacos
ocorrem através dos sistemas de esgoto domésticos e hospitalares ou provocadas pela
contaminagdo agricola e pecuaria (KUMMERER, 2001; ZHU et al., 2001; METCALFE et
al., 2003; BATT et al., 2005; BATT et al., 2006). A Tabela 3 mostra algumas classes de

antibidticos encontrados em agua.
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TABELA 3 — Valores obtidos de antibidticos detectados em diversas matrizes de dgua (adaptada

de Kemper, 2008)
Classe Substincia ConcentI:Ia a0 Matriz Referéncia
(ngL)
21,1 Agua superficial Boxall et al.
Li .. (2005)
incomicina ’ Kolpin et al
730 Agua superficial (2002)
. .. ‘ . Hirsch et al.
Claritromicina 260 Agua superficial (1999)
, . .. ‘ . Hirsch et al.
Macrolideos Eritromicina 1,7 Agua superficial
(1999)
. .. ( . Hirsch et al.
Roxitromicina 560 Agua superficial (1999)
Ashton et al.
o ] . (2004)
Tilosina 50 Agua superficial Daughton &
Ternes (1999)
Sulfadiazina 4,13 Agua superficial Boxall et al
’ (2005)
. ( R Hamscher et al.
Sulfametazina 240 Agua subterranea (2005)
Sulfonamidas ‘ R Sacher et al.
410 Agua subterranea (2001)
Sulfametoxazole ‘ . Hirsch et al.
480 Agua superficial (1999)
66 Agua potavel Miickter (2006)
20 Agua superficial Boxall etal.
) . (2005)
Trimetopim Hirsch ot al
‘ . irsch et al.
200 Agua superficial (1999)
. . Golet et al.
Ciprofloxacina 405 Efluente de ETE (2001)
Fluoroquinolona 120 Efluente de ETE Golet et al.
. (2001)
Norfloxacina Koloin ot al
; . olpin et al.
120 Agua superficial (2002)
i A Krapac et al.
400 Agua subterranea (2005)
Tetraciclina ‘ . Arikan et al.
0,002-0,005 Agua superficial (2008)
0,11-1,41 Esgoto Choi et al. (2007)
32,0 Agua subterranea  Kay et al. (2005)
Oxitetraciclina 0,24-6,53 Esgoto Chzlr iektayﬁ.e?;)lm)
Tetraciclinas 0,005-0,388 Agua superficial (2008)
. . Kolpin et al.
690 Agua superficial (2002)
Clorotetraciclina ‘ . Arikan et al.
0,001-0,186 Agua superficial (2008)
0,18-0,50 Esgoto Choi et al. (2007)
. . Arikan et al.
Doxiciclina 0,001-0,146 Agua superficial (2008)
0,03-0,22 Esgoto Choi et al. (2007)
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3.1.3 Tetraciclinas

As Tetraciclinas (TCs) fazem parte de uma familia de antibidticos naturais e semi-
sintéticos isolados de varias espécies de Streptomyces, e o primeiro membro do grupo,
clorotetraciclina (CTC), foi obtida em 1948 por Duggar a partir do microorganismo
Streptomyces aureofaciens . Ha, porém, relatos de que as TCs foram descobertas em
meados do ano de 1900, sendo largamente aplicadas desde entdo (ANDERSON et al.,
2005).

As TCs sdo um grupo de antibioticos de largo espectro de atividade sendo
utilizadas contra uma série de bactérias Gran-positivas e Gran-negativas, riquétsias,
micoplasma, clamidias e alguns protozoarios (ZHU et al., 2001; VINAS et al., 2006;
KAALE et al., 2008). Relata-se, entretanto, que essa classe de antibidticos ¢ menos
eficiente no combate a bactérias Gran-negativas (RUELA et al., 2005).

As mais utilizadas sdo a oxitetraciclina (OTC), tetraciclina (TC), clorotetraciclina
(CTC), doxiciclina (DC) e Minociclina (MC). Além de serem obtidas naturalmente de
microorganismos elas podem ser produzidas por processos semi-sintéticos a partir da CTC

e da OTC.

3.1.4 Mecanismo de acio e mecanismo de resisténcia

As tetraciclinas sdo antibioticos bacteriostaticos que agem inibindo a sintese
protéica bacteriana, por se ligar na subunidade ribossomal 30S (tal como os
aminoglicosideos) bloqueando a ligacdo do aminoacil-RNA transportador no complexo
ribossoma-RNA menssageiro (CHERLET et al., 2003).

A resisténcia antibidtica ocorre quando a bactéria adquire genes que permitem a
interferéncia no mecanismo de ag¢do do antibiotico por mutagdo espontanea de DNA ou por
transformagao e transferéncia de plasmideos.

Os dois principais mecanismos de resisténcia as tetraciclinas sio (MARK &
PLUMER, 2008):

(1) alteracdes da estrutura ribossomal, reduzindo a afinidade do antibidtico pela

subunidade 30S - principal mecanismo para os organismos Gram positivos;
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(2) efluxo ativo da droga pela membrana plasmatica da bactéria - principal mecanismo
para os organismos Gram-negativos.

As principais tetraciclinas disponiveis no mercado mundial sdo: Tetraciclina e
Oxitetraciclina (derivados hidrofilicos) e Doxiciclina e Minociclina (derivados lipofilicos).

O espectro anti bacteriano das tetraciclinas é o mesmo entre todos os seus
congéneres, apesar dos derivados lipofilicos serem mais eficazes in vivo. As tetraciclinas
sdo ativas contra S. pneumoniae e H. influenzae, podendo ser utilizadas como drogas
alternativas (no caso, a doxiciclina) no tratamento da sinusite e exacerbagdes da bronquite
cronica ou bronquiectasias. Contudo, diversas cepas de S. pneumoniae sdo resistentes as
tetraciclinas. As que apresentam resisténcia a penicilina sd3o ainda mais resistentes as
tetraciclinas. Esses antibidticos sdo eficazes contra N. meningitidis, N. gonorrhoeae e
Bacteroides fragilus (acdo anaerobicida), porém, sdo consideradas drogas de segunda linha
nessas infecgdes (no caso da meningite, ndo devem ser usadas por serem bacteriostaticas).
A doxiciclina ¢ o antibidtico de escolha para o tratamento das ricketsioses (ex.: febre
maculosa), infecgdes por Chlamydia trachomatis (uretrite ou cervivite inespecificas ¢ o
tracoma), ¢ uma excelente alternativa aos marcolideos para infec¢des por Mycoplasma
pneumoniae e Chlamydia pneumoniae (germes causadores de pneumonia “atipica”)
(BRUTON et al., 2007).

3.1.5 Toxicidade e formas de administracio

Pelo risco de toxicidade fetal as TCs ndo podem ser utilizadas em gestantes. A
absorc¢do gastro-intestinal da tetraciclina e da oxitetraciclina é reduzida em mais de 50% na
presenga de alimento. Nas criancas de até 8 anos, as tetraciclinas sdo contra indicadas, pois
podem causar uma descoloragdo nos dentes, com hipoplasia do esmalte - esta alteragdo é
irreversivel. Um outro motivo € o suposto prejuizo ao desenvolvimento dsseo na infancia.
As tetraciclinas podem causar ulceracdes esofagianas ou gastricas, principalmente quando
ingeridas sem liquido. A intolerdncia gastro-intestinal ¢ um efeito adverso bastante
relatado. A diarréia € mais comum com os derivados hidrofilicos (ex.: tetraciclina), por
serem mal absorvidos e modificarem a flora intestinal. A colite pseudomembranosa pode
ocorrer pela proliferagdo do C. difficile. A hepatotoxicidade (do tipo esteato-hepatite) é

rara, mas pode ser fatal em alguns casos. Outros efeitos adversos relatados sdo: aumento da
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relacdo wuréia/creatinina nos nefropatas, descompensacdo da wurernia, vertigens e

hipersensibilidade cutanea etc. (BRUTON et al., 2007).

3.1.6 Caracteristicas fisicas e quimicas das TCs

As TCs sdo derivadas de hidrocarbonetos aromaticos polinucleares. Suas estruturas
(Figura 3) baseiam-se num sistema de quatro anéis fundidos linearmente. Suas estruturas
sdo complexas devido a presenga de até 4 anéis quirais no sistema. Normalmente, eles
ocorrem nas posicdes 4, 4a, 5, 5a, 6 e 12a, dependendo da simetria da molécula. As
configura¢des dos centros quirais ativos foram obtidas utilizando a técnica de cristalografia
de raios-X. Essa técnica também confirmou que C; a C; e de Cy; até Cy; as estruturas sdo

conjugadas (COUTO et al., 2000).

Dritetradclina (OTC) Doxicicling (DC)

FIGURA 3 - Estrutura das Tetraciclinas: CTC, TC, OTC e DC.
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As TCs sdo substancias cristalinas de natureza anfotera que apresentam trés faixas
de pK, (Tabela 4) (KAALE et al., 2008). O primeiro valor de pK, esta relacionado com a
desprotonagdo do grupo hidroxila ligado ao carbono 3 (C3), o segundo e terceiro valores de
pK, s@o obtidos quando ocorre a perda de um préton do oxigénio ligado ao carbono 12 e

do grupo dimetilamonio ligado ao carbono 4, respectivamente (ANDERSON et al., 2005).

TABELA 4 - Valores de pK, para as Tetraciclinas (ANDERSON et al., 2005)

Substancias pKai pKaz pKas
Oxitetraciclina-HCI 3,2 7,5 8,9
Tetraciclina-HC1 3,3 7,8 9,6
Clorotetraciclina-HCI 3,3 7,6 9.3
Doxiciclina-HCI 3,0 8,0 9,2

Estas substancias apresentam em suas estruturas um grande niimero de substituintes
-OH (hidroxila), que proporcionam alta solubilidade em alcoois como metanol e etanol,
apresentam uma solubilidade moderada em outros solventes organicos como acetato de
etila, acetona e acetonitrila. Também apresentam uma boa solubilidade em agua, sendo,
por isso empregada a extracdo com agua ou solucdes aquosas, quando as TCs encontram-
se em concentragdes na ordem de mg mL"' em matrizes ambientais e/ou biologicas.
(ANDERSON et al., 2005).

Como indicado pelos valores de pKa as TCs possuem cargas em uma faixa ampla
de pH e s6 alcangam um estado neutro global quando atingem o estado zwitterion (ion que
possui carga positiva e negativa). Em condi¢cdes alcalinas as TCs assumem uma
configuracdo que permite que o hidrogénio una-se ao N ligado ao C4 e a OH ligado ao
Cl2a (ANDERSON et al., 2005). As TCs s@o capazes de assumir varias outras
conformagdes dependendo do meio onde elas se encontram. A Figura 4 apresenta um

esquema de algumas possibilidades para cada estado de ionizagdo da TC (JIN et al., 2007).
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Estado de Ionizacdo Estruturas Quimica pKas

H;Tc*

3.2
H;Tc

7.6
H-Tc¢

9.6
HTc™

12

Tc*>

FIGURA 4 - Estado de Ioniza¢do da TC. Um dos tautomerismos possiveis é mostrado para cada
estado de ionizagdo (JIN et al., 2007).
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3.1.7 Analise de Tetraciclinas

A extragdo em fase solida (SPE) é empregada comumente no tratamento de
amostras para analise das TCs.

As TCs possuem uma grande regido apolar, os 4 anéis fundidos, devido a essa
caracteristica utiliza-se SPE de fase reversa como C18 ou fases poliméricas. Estas
substancias possuem um anel aromatico localizado em uma das extremidades da cadeia,
este fato permite a utilizacdo de SPE com fase estaciondria fenilica para extragao.

Devido ao grande niimero de substituintes que as moléculas das TCs possuem
(carbonil, hidroxil e amino), pode-se usar diversas fases de SPE que sofrem interacdo com
esses grupos, como as fases aminopropil e ciano (ANDERSON et al., 2005). A Tabela 5

mostra algumas condi¢des de uso para SPE.

TABELA 5 - Condi¢des para uso de diferentes sorventes utilizados em SPE encontrados na
literatura (SANDERSON et al., 2005)

Tipo de Fase Condicionamento Limpeza Eluicio
Polimérica 1.MeOH Agua ou tampdo  Contendo 5% MeOH
(i.e. Oasis HLB) 2. 4gua MeOH
3. &cido (opcional)
C18 1.MeOH Agua ou tampio ~ MeOH
2. 4gua
3. Tampao contendo
EDTA (opcionall)
Fenil 1. ACN Agua ou tampdo ~ ACN
2.Solugdo EDTA
Amino ACN ACN 0,5M Tampao pH 7,5

contendo 10% MeOH

Mesmo com o grande nimero de fases estaciondrias que podem ser utilizadas para
SPE na determinagdo de antibidticos em dguas, muitos autores t€m publicados trabalhos
utilizando basicamente a fase polimérica Oasis-HLB (poli(divinilbenzeno-co-N-
vinilpirrolidona)), nos procedimentos de extracdo (CINQUINA et al., 2003; PENA et al.,
2003; BATT et al., 2005; BATT et al., 2006). Boas recuperacdes utilizando Oasis-HLB
ocorrem em condigdes 4cidas quando o pH estd préximo ou abaixo do primeiro valor de
pKa (Tabela 5). Na Tabela 6 sdo apresentados alguns pardmetros utilizados na analise de

TCs utilizando Oasis-HLB na SPE.
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TABELA 6 - Pardmetros utilizados em alguns métodos de analise de TCs em agua usando SPE

Oasis-HLB
Referéncia Matriz Tratamento da SPE Anallse’ TCs/deteccio
amostra cromatografica
) LC-MS-MS
Oasis-HLB (500 mg) )
, 10 mL de o Coluna Betabasic-18
Agua de Na-EDTA 5% Condicionado com 6 (C18) (100x2,1 mm,
BATT, et al. superficie . 2 > o mLde ACN, 6 mL de articula de 3 um LD do método
ajuste do pH de 2,8 , L p pm. g
(2006) e esgoto . agua deionizada TC 0,044 ng L
500 mL a3, com icido Fase movel: A - ACN
fosforico 40 % Eluido com 4 mL de
ACN B - MeOH com 0,3 %
de AC. formico
LC-MS-MS
. Coluna Xterra MS LD do método
Oasis-HLB (200 mg) (C18) (100x2,1 mm, (ug L'l)
foi particula de 3 um). _
fange D52dsNapTA Cofiomiseomy PRSI, ot
SANDERSON su gerﬂcie ajuste do pH 3, com de HC1 0.5 M ; 3 ml Fase movel A: 2,0%’ TC=2.4
et al. (2005) p 4cido sulfurico 40 DT MeOH:80% de agua
300 mL o de dgua deionizada 4 8 25 mmol de AC. CTC=3,2
Eluido com MeOH Formico. DC=2,9
seco com Ny até¢ ImL g _ 959 MecOH:5%
de 4dgua + 8,25 mmol
de AC. Formico.
HPLC-Fluorescéncia
Adig¢do de EDTA Col i LD do méltodo
A até uma Oasis-HLB (200 mg) oluna polimerica (ngL™)
Sulifgiie, concentragdo de Condicionado comgS PLRE-S (10x4,6 OTC=0,04
GRANADOS,  4ouado 0,02 mol L', ajuste mm,5pm) ’
et al, (2005) s pH34 dc.com ML deMeOH, SmL TC=0,03
’ mar, PR e MO de 4gua deionizada 374-499 nm ’
Férmico, derivagdo _
S00mL  com Mg™ em meio Fase movel A - 10-2 CTC=0,125
levemente alcalino M éc. Oxalico. B - DC=0,150
ACN
Oasis-HLB (500 mg)
Condicionado com 6 LC-MS-MS LQ (ic;nﬁﬁt)odo
0.1 mM do tampao ™ML ,de MeOH, 6 mL Coluna Betabasic-18
i Na,EDTA- de agua deionizada (C18) (100x2,1 mm OTC=0,2
Agua de . . ) ) ) )
BATT e AGA superficie Mcllvaine , ajuste  EJyido com 4 mL de particula de 3 pm. TC=0,15
(2005) 500 mL dopHde2,8a3 MeOH +10 mM de )
com acido fosférico 4c. Oxalico Fase movel: A - ACN CTC=0,2

40 %

Seco com N, até 0,2
pL resissolu¢do com
agua até 1 mL

B - MeOH com 0,3 %
de AC. formico

A recuperacdo de TCs utilizando C18 no processo de extragdo sofre algumas

interferéncias, pois, elas possuem afinidade com grupos silanois residuais do sorbente

octadecilsilano, além de formar complexos com residuos de metais que podem estar

presentes nesta fase estacionaria (ANDERSON et al., 2005). Fases estaciondrias contendo
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grupamentos fenil e cicloexil também sdo empregadas na SPE para determinacdo de TCs
(ANDERSON et al., 2005).

Sorventes que atuam como trocadores de ions ndo sdo utilizados como adsorventes
para extracdo das TCs, devido aos valores extremos de pH necessarios para a adsorgio,
este tipo de fase pode ser usado para remover interferentes das matrizes antes de serem
eluidas por uma coluna SPE de fase reversa (JACOBSEN et al., 2004).

A maior parte dos métodos relatados utiliza como fase movel um tampdo na
presenca de ACN. MeOH ¢ utilizado como o tnico modificador organico na maior parte
das vezes com ACN. Outros solventes como Tetraidrofurano (THF) em colunas
poliméricase ou Dimetilsulfoxido (DMSO) com solucdo de &cido percldrico em colunas de
C8 também sdo usados sempre na presenga de um tampao. Durante o desenvolvimento de
um método a escolha de um solvente orginico, a porcentagem do solvente contra o
componente aquoso, a molaridade e tipo do modificador aquoso e a temperatura da coluna,
podem provocar efeitos cromatograficos significantes. A possibilidade das TCs formarem
complexos inesperados com a fase movel deve ser levada em consideracdo na avaliagdo do
sistema cromatografico (CHERLET et al., 2003; GENTILI et al., 2005; ANDERSON et
al., 2005).

Pela polaridade das TCs e pela sua baixa estabilidade térmica, a cromatografia
liquida ¢ a mais utilizada na analise destas moléculas. Os principais detectores utilizados
para detec¢do e quantificacdo de TCs sdo os de espectrofotometria na regido UV,
Fluorescéncia e espectrometria de massas no modo tandem (MS/MS).

A utilizag@o de coluna cromatografica C18 ndo é recomendada, pois as TCs podem
se ligar com os grupos silandis do sorbente octadecilsilano, outro faotr que pode ocorrer ¢ a
formac¢do de complexos com residuos de metais existentes na fase estaciondria. Estes fatos
fazem com que o uso desta coluna seja restrito mesmo tendo possibilidades de diminuir o
impacto sobre as TCs como: pré-eluicdo, a passagem de EDTA que promove a
complexagcdo com metais residuais e a utilizacdo de acido oxdlico na fase mdvel para
interagir com grupos silandis e a utiliza¢do de colunas C8 e C18 endcapped (KAALE et
al., 2008).

Colunas de fase reversa endcapped, sdo colunas que possuem um segundo
revestimento para cobrir os grupos silandis residuais na superficie da silica. Esse tipo de

fase apresenta seletividade melhor do que a reversa comum, possibilitando melhor
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separacdo dos analitos polares devido a menor interacdo com os grupos silandis (GRACE
DAVISON DISCOVERY SCIENCES, 2008).

Colunas poliméricas (polistireno/divinilbenzeno) sdo largamente aplicadas para
analises de moléculas anféteras como as tetraciclinas. O material polimérico ndo contém
residuos de metais e nem de grupos silandis, eliminando assim os problemas que possam
interferir no desempenho da separagdo, além de apresentar estabilidade e excelente
reprodutibilidade. Para determinacdo de TCs por HPLC/UV, sdo usados comprimentos de
onda entre 200 — 450 nm em meio acido (NAOTO et al., 2003; ANDERSON et al., 2005).

Esse mesmo procedimento (acidificacdo da fase movel) € utilizado nas analises por
MS/MS (CHERLET et al., 2003; GENTILI et al., 2005). Para este fim pode-se usar varios
tampdes como fosfato, acetato, acido citrico, acido o-fosforico, acido perclorico ou acido
trifluoacético. (LINDSEY et al., 2001; CHERLET et al., 2003; NAOTO et al., 2003;
VINAS et al., 2004; ANDERSON et al., 2005). Porém, os acidos mais usados sdo os
acidos oxalico e formico, pois possuem a capacidade de diminuir o efeito de grupos
silanois residuais da fase estaciondria, pois possuem grupos hidroxilas (-OH) capazes de
efetuarem ligacdes entre eles. O acido oxalico pode afetar a seletividade da coluna
permanentemente, por este motivo sugere-se que a coluna analitica seja usada apenas para
estas analises (ANDERSON et al., 2005). A adi¢do de EDTA na fase movel ¢ uma forma
de diminuir o efeito de metais residuais sobre as TCs.

Alguns autores alertam que o uso de tampdes e a existéncia de residuos de metais
podem distorcer os espectros obtidos na regido abaixo de 240 nm, na determinacdo de TCs
por HPLC/UV (WALSH et al., 1992; SOKOL & MATISOVA, 1993).

E conhecido que as TCs formam quelatos com alguns fons metalicos que sdo
altamente fluorescentes; as reacdes de complexacdo sdo rapidas, e a derivagdo das TCs
pode ocorrer antes ou pos-coluna e na propia fase movel. A reagdo para obter quelatos
fluorescentes ¢ uma opg¢do para a andlise de TCs através de cromatografia liquida
(GRANADOS et al.,2005)

Para determinagdo por fluorescéncia, as TCs passam por um processo de derivagao.
Sdo submetidas a uma solucdo neutra ou ligeiramente basica na presenc¢a de ions metalicos,
Mg, Ca*", Cu®", ou AI*', esse procedimento pode ocorrer antes ou apds a separagdo na

coluna cromatografica. A deteccdo ocorre em torno de 380-390 nm de excitagdo e entre
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490-520 nm de emissdo dependendo do metal utilizado na derivagdo (ANDERSON et al.,
2005; GRANADOS et al., 2005).

A intensidade fluorescente é constante entre pH 6,5-7,5 ¢ maxima em torno de pH
7,5 (IWAKI et al.,, 1992). Na maioria dos casos descritos na literatura a reacdo de
derivacdo ocorre pds-coluna, utilizando-se ACN-acido oxalico como fase movel seguida
pela introdugdo de acetato de magnésio em pH 9 com tampao borato ou solucdo de cloreto
de aluminio. (PENA et al., 2005). Vérios outros tampdes podem ser usados para fornecer
as condigdes propicias a derivagdo e detecg¢do por fluorescéncia, como imidazol 1,0 M pH

7,2, Glicina 0,1M pH 12 e acetato 0,1M pH 6,5 (BRILHANTE et al., 2001).

3.2. PARTE EXPERIMENTAL

3.2.1 Materiais, equipamentos, reagentes

3.2.1.1 Materiais

- vidraria de uso comum em laboratdrio (béquer, erlenmeyer, pipeta, baldo volumétrico);

- seringa de vidro de 5 mL, fabricada pela Yale;

- microsseringa de vidro de 100 e 250 uL, fabricada pela Hamilton;

- unidade filtrante PVDF (fluoreto de polivinilideno), Durapore, Milipore, 0,45 pum de
diametro de poro e 13 mm didmetro do filtro;

- filtro de fibra de vidro GF-C, 47 mm de didmetro, 1,2 um de didmetro de poro, marca
Schleicher & Schuell;

- conjunto de filtragdo para extragdo em fase solida, com 12 posigdes, Millipore;

- conjunto de filtragdo, marca Millipore;

- compressor-aspirador modelo DIA PUMP CAL, marca Fanem,;

- cartuchos: Oasis-HLB da Waters (200 mg, 6 mL poli(divinilbenzeno-co-N-
vinilpirrolidona) e Strata-X da Phenomenex (200 mg, 6 mL, poliestireno-divinilbenzeno)

- outros materiais: suporte, garra, papel indicador de pH colorpHast.
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3.2.1.2 Equipamentos

- Banho de ultra-som, 40 Hz, 20 L, Thornton;

- Balanga analitica Mettler Toledo AG 245 (0,0001 g);

- Sistema de cromatografia liquida marca Varian e modelo ProStar (San Francisco, USA ),
com duas bombas modelo 210, detector UV-Vis modelo 320, injetor de amostra manual e
loop de 20 pL. Equipado com uma pré-coluna ZORBAX Eclipse XDB-C18 endcapped
com 30 mm de comprimento e 4,6 mm de didmetro interno e coluna analitica ZORBAX
Eclipse XDB-C18 endcapped com 250%x4,6 mm, com particulas de 5 um (Agilent
Technologies, USA). Os dados cromatograficos foram processados utilizando-se o
programa do equipamento Star Workstation versio 6.0;

- Sistema de purificag¢do de agua Milli-Q Gradiente, da Millipore (USA);

- Espectrometro Ultravioleta-Visivel, Hitachi, U-3000.

3.2.1.3 Reagentes, solventes e padrdes

O metanol e acetonitrila, grau HPLC (J.T.Baker, USA), foram os solventes
utilizados como fase movel nas separacdes cromatograficas.

Extran alcalino (Merck, Brasil) foi o detergente utilizado na limpeza dos materiais
de vidro.

Padrdes das TCs na forma de cloroidratos (Sigma-Aldrich, USA): OTC (95%), TC
(97%), CTC (99%) e DC (98%).

EDTA sal dissddico, grau P. A. da Synth (Brasil), foi utilizado para a formagao de
complexo com metais na amostra e eluido através da coluna cromatografica com o mesmo
objetivo.

Acido oxalico e acido formico, grau P.A da Synth (Brasil), foram utilizados para

ajuste de pH da fase movel.

3.2.2 Limpeza da vidraria

A vidraria foi lavada utilizando detergente alcalino Extran (2%) em banho de

ultrassom por 15 minutos, exceto a vidraria volumétrica que foi deixada imersa nesta
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solug@o. Em seguida, foi enxaguada com 4gua de torneira, 4gua destilada, d4gua deionizada

€ S€Ca ao ar.

3.2.3 Preparo de solucdes padrao

Todas as solugdes padrio foram preparadas em 4acido oxalico 0,01 mol L. Essas
solucdes foram utilizadas na avaliagdo da resolugdo cromatografica, sensibilidade e
obtengdo das curvas de linearidade e analitica.

No estudo para otimizagdo da resolug@o cromatografica utilizou-se solugdo padrio
contendo todas as TCs na concentragdo de 0,1 mg L em 4cido oxalico 0,01 mol L.

A solucdo de EDTA na concentra¢io de 0,02 mol L™ foi eluida através da coluna
analitica (ZORBAX Eclipse XDB-C18 endcapped) para minimizar o efeito da formagao de

complexo das TCs com metais residuais da coluna e na adi¢cdo na amostra.

3.2.4 Desempenho analitico do sistema HPLC/UV

3.2.4.1 Escolha do comprimento de onda

Os espectros de absor¢@o na regido ultravioleta das TCs foram obtidos para as
solugdes em 4cido oxalico 0,01 mol L™ contendo 10 mg L' de cada um dos analitos,

efetuando-se a varredura de comprimento de onda de 300 a 500 nm em cubeta de 1,0 cm.

3.2.4.2 Escolha da Fase Mdével

Para otimizar a separagdo cromatografica foram avaliadas diferentes composigdes
da fase movel, como mostra a Tabela 7. A escolha dos solventes e de suas proporgdes
iniciais foi efetuada a partir de informagdes disponiveis na literatura (GRANADOS et al.,
2005: RUELA et al.,, 2005). Utilizou-se para este estudo solugdes padrio das TCs nas

concentragdes de 0,05 mg L para OTC e TC, 0,12 mg L para CTC e DC e volume 20 pL
injetado diretamente no sistema HPLC/UV.
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3.2.4.3 Avaliacao do desempenho do Sistema Cromatografico HPLC/UV

O desempenho do sistema cromatografico foi avaliado pelos parametros obtidos
nos graficos de linearidade (drea/concentra¢do x concentracdo) e curva analitica (area x
concentragdo), tais como os coeficientes de correlagdo angular e linear da curva analitica e
coeficientes de variagdo calculados para cada ponto da curva.

Também foram calculados os limites de detec¢do (LD) e quantificacdo (LQ) pelos
pardmetros da curva analitica, usando a estimativa do desvio padrdo do coeficiente linear.

A curva analitica foi construida com 5 pontos e 3 repetigdes para cada ponto,
conforme recomendado pela Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2003).

Também se utilizou o método da relacdo sinal/ruido (RIBANI et al., 2004) para
determinagdo dos LD e LQ. Para isso tomou-se uma solucdo contendo as quatro TCs
fazendo a comparagdo entre a medi¢do dos sinais da solu¢do em baixas concentragdes com
a de um branco (solugdo isenta do composto de interesse). A relacdo adotada para o LD foi

de 3:1 e para LQ de 10:1.

3.2.5 Desenvolvimento da metodologia de extracio e pré-concentracio das TCs

Para desenvolvimento da metodologia de extracdo e pré-concentracdo testes de
recuperagdo foram efetuados pela adicdo de padrio a 4gua inicialmente de torneira do
Departamento de Quimica da UFMS, que consiste em dgua subterrdnea sem tratamento.
Realizou-se o estudo para a escolha do solvente, condicionamento do cartucho, da
capacidade de adsorcdo da fase sdlida polimérica, solventes para elui¢do e tratamento de
amostra. Os resultados foram avaliados efetuando a comparacdo entre a area dos padrdes

por injecdo direta e a area dos padrdes apds extragao.

3.2.5.1 Escolha do sorvente para SPE

Para escolha do sorvente a ser utilizado no método de extragcdo e pré-concentragdo

dos analitos foram testados dois tipos de cartuchos: Strata-X (Phenomenex, 200 mg,
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poliestireno-divinilbenzeno) e Oasis-HLB (Waters, 200 mg, poli(divinilbenzeno-co-N-
vinilpirrolidona). Neste trabalho optou-se por avaliar o desempenho dos cartuchos Strata-X
e Oasis-HLB e MeOH como eluente, devido a prevaléncia destas caracteristicas na maioria
dos métodos apresentados na literatura (GRANADOS et al., 2005; BATT et al., 2006;
CHICO et al., 2008).

Foram testados dois tipos de extracdo para cada cartucho, a Tabela 8 mostra como

foi realizado o condicionamento dos cartuchos e o procedimento de extragao.

TABELA 8 - Procedimento de extragao utilizado para os adsorventes (adaptado de Granados et al.,
2005)

Etapas
Cartucho N Amostra Solventes de | Tempode | .. . .
Condicionamento Volume | pH limpeza Secagem ¢
5 ml MeOH 10 mL 4gua 3mL
Oasis-HLB > mL agua 2 min.
10 mL ac. oxalico 1L 3,5 | ¢/ 1% MeOH MeOH
pH 3.4
1 ml MeOH 10 mL dgua , 3mL
Strata-X 0mL agua. 2 min
10 mL 4c. Oxalico 1L 3,5 | ¢/ 1% MeOH MeOH
pH 3.4

3.2.5.2 Otimizacdo do método de tratamento das amostras

Nesta etapa do trabalho, utilizou-se para a extra¢do e clean-up dos analitos o
cartucho Oasis-HLB que havia apresentado melhor recuperagdo e precisdo que o Strata-X.

Para desenvolvimento da metodologia de extracdo e pré-concentracdo testes de
recuperagdo foram efetuados inicialmente em agua de torneira do Departamento de
Quimica da UFMS, que consiste em dgua subterranea sem tratamento.

A metodologia testada para extracdo e pré-concentragdo das TCs mostrou-se
adequada aos objetivos quando aplicada a 4dgua subterrdnea. Esta foi entdo utilizada em
outras matrizes como dagua superficial e esgoto sanitario tratado. Observou-se a
necessidade de introduzir alguns procedimentos para viabilizar as analises dessas matrizes.
Realizou-se entdo a filtracdo em fibra de vidro GF/C (47 mm de diametro, 1,2 um didmetro

de poro) para remog¢do de material em suspensdo antes da extracdo em fase sélida.
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No decorrer dos estudos alguns outros testes foram realizados na tentativa de
adequacdo da metodologia para a analise de esgoto sanitario tratado. Para condicionamento
do cartucho testou-se o uso de acetonitrila em substituicdo ao metanol que vinha sendo
utilizado. Testou-se também o aumento do volume de metanol para elui¢do de 3 mL para 5
mL e o uso de acetonitrila com solvente de elui¢do, adicdo de NaCl a amostra, redugdo do

volume de amostra (volumes testados: 1000, 500, 250, 100 mL).

3.2.6 Validacao do método SPE-HPLC/UV

3.2.6.1 Seletividade

Para avaliar a seletividade do método usando SPE-HPLC/UV, foram analisados
brancos de laboratdrio, solu¢do padrdo mista contendo as quatro TCs nas concentracdes de
0,05 mg L' para OTC e TC e 0,12 mg L' para CTC e DC e amostras de dgua subterranea,
agua superficial e de esgoto sanitdrio tratado enriquecidas com as TCs nas mesmas
concentragdes. Para obter o branco de laboratdrio utilizou-se dgua ultrapura. Os analitos
nestas amostras foram extraidos usando o método SPE otimizado e analisados conforme

metodologia de andlise anteriormente estabelecida.

3.2.6.2 Exatidao e precisao do método SPE-HPLC/UV

A exatidao foi avaliada por ensaios de recuperacgdo realizados em trés niveis de
concentragdo em amostras de agua superficial, subterrinea, esgoto e esgoto tratado. Os
ensaios de recuperacdo foram realizados em triplicata. Os niveis de fortificacdo estdo

apresentados na Tabela 9 e a Figura 5 mostra todo o procedimento utilizado.
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TABELA 9 - Niveis de fortificacdo - Estudo de recupera¢do do método

Niveis (ng L)
Tetraciclinas
Inferior Médio Superior
OTC 6,0 25,0 75,0
TC 6,0 25,0 75,0
CTC 15,0 60,0 240,0
DC 15,0 60,0 240,0

As amostras fortificadas foram submetidas ao aging (envelhecimento) durante 4
horas, a 4 °C, sob protegdo da luz, a fim de promover a interagdo do padrdo adicionado
com os componentes das amostras.

Nas amostras de agua subterranea e esgoto tratado foi adicionada uma solugdo de
EDTA na concentracdo de 0,02 mol L™, para minimizar o efeito da formacio de complexo
das TCs com metais que possam estar no meio.

A precisdo foi avaliada em nivel de repetitividade para os valores de recuperagédo
obtidos e expressos em termos da estimativa do desvio padrio relativo.

Foram realizadas extracdes em triplicata para todos os niveis de concentracdo, para
amostras testemunha (matriz sem enriquecimento) e brancos do cartucho (todos os

solventes e meios utilizados, sem a amostra).
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Transporte
4°C

) - Extragdo em fase solida;
> Filtracao —> Oasis-HLB
(GF/C) Strata-X

Clean-up
10 mL agua ¢/ 1% MeOH

A
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Condicionamento Oasis-HLB
5 ml MeOH

5 mL agua

10 mL Acido oxalico pH 3,4

Condicionamento Strata-X
10 ml MeOH
10 mL agua
10 mL Acido oxalico pH 3,4
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Acido oxalico 0,01 mol/L
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}

PDVF 0,45 ym
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Analise
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FIGURA 5 - Fluxograma descrevendo o procedimento utilizado para analise da Oxitetraciclina,
Tetraciclina, Clorotetaciclina e Doxiciclina em agua superficial, 4gua subterrdnea e esgoto sanitario

tratado
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Escolha da fase movel e do comprimento de onda para analise das TCs por

HPLC/UV

A Figura 6 mostra os espectros na regido ultravioleta das TCs. Observou-se
absor¢do maxima (Amax) entre 350 e 370 nm para OTC, TC e CTC e dois maximo de
absor¢do para DC, 270 ¢ 350 nm. O comprimento de onda de 355 nm foi escolhido para

analise das 4 TCs.
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FIGURA 6 - Espectros de absorbancia ultravioleta para: A — Oxitetraciclina; B — Tetraciclina; C —
Clorotetraciclina; D - Doxiciclina. Com varredura de 300 a 500 nm. Acido oxalico 0,01 mol L™.
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3.3.2 Avaliacdo do desempenho do sistema analitico HPLC/UV para as TCs

3.3.2.1 Avaliacao da composicao da fase movel

A utilizagdo da fase mdvel neste trabalho baseou-se inicialmente em adaptagdes do
método publicado por Ruela et al. (2005). Este método (método A, Tabela 7), que em
linhas gerais corresponde a Ac. Oxalico 0,01 mol L'/ACN/MeOH/ (70:22:8, VIv/v),

mostrou-se bastante eficiente para separacdo das TCs (Figura 7).

TC CTC

oTc @62
Tog

S
DC (10.115) 0

1

£TC 7548

25 50 75 10.0
Minutes

FIGURA 7 - Cromatograma (HPLC/UV) obtido na separa¢do das TCs usando o método de analise
A (isocrético)- ACN/MeOH/Ac. Oxalico 0,01 mol L™'. Nas concentragdes de 0,05 mg L' para OTC
e TC, 0,12 mg L™ para CTC e DC.

No entanto a utilizacdo dessa fase movel apresentou variagdes de ruido muito
grande com intervalos de 39 a 75 mVolts e um CV de 14 a 16 %, que levaria a obtengdo de
LD e LQ elevados. As condigdes de analise do método B foram desenvolvidas com o
intuito de diminuir a variagdo do ruido, apresentado no método A. O cromatograma deste

método estd mostrado na Figura 8.
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FIGURA 8 - Cromatograma (HPLC/UV) obtido na separa¢do das TCs usando o método de analise
B (gradiente) — (fase mével A - ACN 1% de Ac. Féormico; B — MeOH). Nas concentragdes de, 0,05
mg L™ para OTC e TC, 0,12 mg L™ para CTC ¢ DC.

A fase movel do método A, foi modificada substituindo-se o 4cido oxalico pela
adi¢do de 1% de acido formico em ACN, para averiguar se este ndo seria o responsavel por
distorcdes da linha de base. O cromatograma obtido neste método também apresentou
valores de variagdes de ruido semelhantes ao método A com CV na faixa de 16% sé que
com um intervalo de variacdo muito maior: de 40 a 194 mVolts. Com base nestes dados as
condi¢cdes cromatograficas do método A foram escolhidas para dar continuidade ao
trabalho.

O método A foi utilizado até a primeira analise de recuperacdo de dgua superficial e
esgoto tratado, nesta etapa ¢ observada uma elevagdo da banda cromatografica no inicio do

cromatograma que se estende até aproximadamente 10 minutos (Figura 9).
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FIGURA 9 - A) - cromatograma da recuperagio das TCs em esgoto tratado B) - cromatograma da
recuperagdo das TCs em agua superficial. Nas concentragdes, 0,05 mg L™ para OTC e TC, 0,12 mg
L para CTC e DC.

A banda no inicio do cromatograma comprometeu a integra¢do dos dois primeiros
picos das TCs. Na tentativa de redu¢do da banda cromatografica, varios testes foram
realizados, tais como:

- a substituicdo de metanol por acetonitrila no condicionamento do cartucho;

- aumento no volume de eluicdo do metanol de 3 para 5 mL;

- substituicdo de metanol por acetonitrila como solvente de eluigéo ;

- adicdo de NaCl a amostra, o aumento da forga idnica, facilita a reteng@o dos analitos na
coluna de SPE;

-redu¢do do volume de amostra.

Nao foram observadas alteragdes significativas nestes procedimentos.
Desenvolveu-se entdo o método C, com o objetivo de aumentar o tempo de reten¢do das
TCs tirando-as da regido encoberta pela banda.

O método de andlise C aumentou o tempo de retengdo das TCs em relagdo ao

método A como pode ser visto na Figura 10 e na Tabela 10.
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FIGURA 10 - Cromatograma (HPLC/UV) obtido na separacdo das TCs, no método de andlise C
(gradiente) — (fase mével (A ):ACN/MeOH (22/8, v/v) e (B): Ac. Oxalico 0,01 mol L™) Inicio 80%
B-20% A até 12 min. ; 20% B - 80% A até 25 min., vazdo 1 mL min™. Nas concentracdes de 0,05
mg L™ para OTC e TC, 0,12 mg L™ para CTC ¢ DC.

TABELA 10 — Tempo de retengéo das TCs utilizando-se os métodos A e C (Tabela 7)

Tempo de Retengo (min)

Tetraciclinas
Modo A Modo C
OTC 3,50 7,14
TC 4,07 9,20
CTC 7,19 18,23
DC 9,64 20,92

Por ter aumentado o tempo de retencdo das TCs o método C foi escolhido como
fase movel para andlise cromatografica quando feita as recuperacdes de dgua superficial e

efluente de estacdo de tratamento de esgoto.

A resolugdo (Rs) obtida mostrou-se satisfatoria entre as TCs (entre OTC e TC foi
de 2,3 e da CTC e DC de 5,9 para o método A (Rs=At/wW2 med)) € a separacdo/deteccio dos
analitos ocorreu em tempo inferior a 12 minutos (Figura 7), e a 25 minutos (Figura 10)

para o método C.
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3.3.2.2 Sistema de deteccdo HPLC/UV

As curvas analiticas foram construidas a cada conjunto de amostras, neste item sio
apresentadas alguns dos graficos de linearidade e algumas das equacdes das curvas
analiticas.

As curvas de linearidade baseadas no Teste de Huber (VALENTE, 2006) (Figuras
11,12,13 e 14) mostraram que todos os pontos do intervalo avaliado encontram-se dentro

da linearidade estipulada.

Curva de Linearidade da Oxitetraciclina

60000
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30000 —¢ <

¢ A/C

— M d
L 4
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Area/Concentracido

10000

Ics

0 0,05 0,1 0,15 0,2

Concentragdo mg L

FIGURA 11 — Exemplo de curva de Linearidade para a Oxitetraciclina: A/C — area/concentragio,
Md — mediana das razdes A/C, Ici — intervalo de confianga inferior, Ics — intervalo de confianca
superior.

Curva de Linearidade da Tetraciclina
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FIGURA 12 — Exemplo de curva de Linearidade para a Tetraciclina: A/C — area/concentragdo, Md
— mediana das razdes A/C, Ici — intervalo de confianga inferior, Ics — intervalo de confianca
superior.
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Curva de Linearidade da Clorotetraciclina
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FIGURA 13 - Exemplo de curva de Linearidade para a Clorotetraciclina: A/C —
area/concentra¢do, Md — mediana das razdes A/C, Ici — intervalo de confian¢a inferior, Ics —
intervalo de confianca superior.

Curva de Linearidade da Doxiciclina
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FIGURA 14 — Exemplo de curva de Linearidade para a Doxiciclina: A/C — area/concentragdo, Md
— mediana das razdes A/C, Ici — intervalo de confianca inferior, Ics — intervalo de confianca
superior.

Como todos os pontos estavam dentro do intervalo de linearidade, construiram-se
curvas analiticas sem exclusdo de nenhum dos valores. As equagdes das curvas analiticas e
os coeficientes de correlagdo obtidos sdo apresentados na Tabela 11, as curvas analiticas

encontram-se no Anexo 1.
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TABELA 11 — Exemplo de equacdes da curva analitica obtidas, intervalo de trabalho e
coeficientes de correlagdo para as TCs no sistema HPLC/UV nas condigdes do método de elui¢do
A, descrito no texto.

Hormonios Intervalo de trabalho Equacio Coeficiente de
estudado Y = A+B*X correlaciao
(mg L)

OTC 0,0125-0,15 Y =292,9 +20257,8X 0,997

TC 0,0125-0,15 Y =93,9+25817,1X 0,995

CTC 0,030 -0,48 Y =327,9+10918,7X 0,994

DC 0,030 - 0,48 Y =468,3 +12284,0X 0,993

Volume de injeg¢do =20 pL

Quanto ao coeficiente angular, os valores obtidos foram altos, o que implica em alta
sensibilidade, sendo que uma pequena variacdo na concentragdo dos analitos provoca uma
grande variacdo no valor medido da 4rea. Logo, é possivel distinguir concentragdes muito
préximas entre si. A precisdo mostrou-se bastante satisfatdria, pois os coeficientes de
variagdo obtidos para as repeti¢des (n=3) de cada ponto da curva analitica variaram entre 1
e 10 % (Tabela 12). Estes valores estdo bem abaixo do valor preconizado por Ribani et al.

(2004) que ¢ de até 20%

TABELA 12 - Concentragdes e coeficientes de variagdo (CV) das TCs, obtido da triplicata, para
0s 5 pontos da curva analitica (exemplo), utilizando o método A de eluicdo (Tabela 7)

Ponto 1 Ponto 2 Ponto 3 Ponto 4 Ponto 5
Conc. CV Conc. CV Conc. CV Conc. CV Conc. CvV
(mL™") (%) (mL") (%) | (mLY (%) mL") (%) | mL) (%)
OTC | 0,0125 5 0,025 4 0,05 4 0,10 2 0,15 3
TC 0,0125 8 0,025 5 0,05 6 0,10 2 0,15 4
CTC 0,030 7 0,060 5 0,12 10 0,24 1 0,48 1
DC 0,030 7 0,060 4 0,12 8 0,24 7 0,48 2

Os limites de deteccdo e quantificacdo do sistema HPLC/UV foram determinados
de duas formas: através da relag@o sinal:ruido e através do método baseado em pardmetros
da curva analitica (RIBANI, et al., 2004). Os valores obtidos estdo apresentados na Tabela

13.
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TABELA 13 - Limites de deteccdo (LD) e limites de quantificagio (LQ) do sistema
cromatografico (HPLC/UV) para as TCs utilizando o método A, descrito no texto

LD (ng L™ LQ (ngL™)
Antibiéticos Parametros  Sinal:Ruido  Parametros  Sinal:Ruido
da curva da curva
OoTC 15 3 44 12,5
TC 16 3 53 12,5
CTC 68 9 207 30
DC 74 9 223 30

Considerando-se que a resposta cromatografica é fung¢do de todas etapas por que
passa o analito no sistema analitico (injetor, coluna e detector) e que o método IUPAC ¢
mais adequado para métodos em que a resposta analitica ¢ obtida diretamente, como
métodos espectro e eletroanaliticos; considerando, ainda que os valores de LD e LQ
calculados desta meneira foram incongruentes com o comportamento de linearidade da
resposta, neste trabalho foram adotados os limites de detec¢do e quantificacido calculados
pelo método sinal:ruido. A aceitagdo desses valores pdde ser refor¢ada pelas curvas de
linearidade (Figuras 11, 12, 13 e 14), estas concentracdes estdo dentro do intervalo da
mediana (+ 3) estabelecida, indicando desta forma uma repetibilidade para esses valores de
concentragdo. Se fossem aceitos os valores do método TUPAC, o LQ seria obtido em
concentragdes maiores, o que seria uma irrealidade do sistema. A Figura 15 mostra o
cromatograma obtido nas concentragdes do LD do sistema HPLC/UV obtido pela relagao

sinal:ruido.
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FIGURA 15 - Cromatograma (HPLC/UV) obtido na separagdo das TCs de uma solu¢do padrio
com o método de analise A (isocratico) — ACN/MeOH/Ac. oxalico 0,01 mol L. Nas concentragdes
de, 3 ug L' para OTC e TC, 9 pug L™ para CTC e DC. Correspondentes aos LDs do sistema
HPLC/UV.
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Desta forma utilizou-se esses valores estudados como sendo os do sistema
analitico, o que estd de acordo com o recomendado para sistemas cromatograficos

(RIBANTI et al., 2004; ANDERSON et al., 2005).

3.5.3 Otimizacio da metodologia de extracio das TCs usando SPE

A validacdo do método foi efetuada pelo estudo de preparo da amostra por meio de
extragdo em fase polimérica Strata-X e Oasis-HLB. Para otimizar a extra¢do foram
testadas condi¢des disponiveis na literatura apds fortificagdo de dgua subterranea em pH
3.5.

Na Tabela 14 estdo apresentados os valores de recuperacdo e precisdo obtidos para
as duas fases poliméricas. Nota-se que as recuperagdes para o Oasis-HLB sdo superiores as
do Strata-X e que a precisdo também ¢é melhor, para todos os analitos. Isso pode ser
explicado pela melhor retencdo das TCs pelo Oasis-HLB, uma vez que a estrutura mais
insaturada da fase estaciondria, Figura 16, ¢ mais semelhante aos analitos, possibilitando

melhor recuperacio.



TABELA 14 - Recuperag@o e precisdo obtidas (n= 3) em dgua subterrnea
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Recuperacgdo (%) + sd

Tetraciclinas -
Oasis HLB Strata-X
OTC 84 +£2 65+5
TC 77 +4 76 +£ 10
CTC 74 £2 69+9
DC 82+2 59+ 13

[OTC ]=[TC]=75ng L' [CTC]=[DC] =240 ng L

CH=CH,

H=CH,

n

CH=CH,

CH,-CH,

y

sd = desvio padrio

N

CH
SCH,—H

n

Poliestireno-divinilbenzeno Poli(divinilbenzeno-co-N-vinilpirrolindona)

FIGURA 16 - Estrutura dos sorbentes dos cartuchos Strata-X (A) e Oasis-HLB (B).

Por este motivo o cartucho Oasis-HLB foi utilizado para realizacdo das
recuperagdes em agua superficial e esgoto tratado.

A adicdo de EDTA ao meio foi testada para as 3 matrizes de estudo: dgua
subterranea, agua superficial e esgoto tratado. Nao se observou variagdes nos valores de
recuperagdo em amostra de agua subterranea. Entretanto, em amostras de dgua superficial
os valores de recuperagdo aumentaram significativamente (Tabela 15), isto mostrou que a
adicdo de EDTA diminuiu a complexag¢do das TCs com metais que poderiam estar

presentes no meio (GRANADOS et al., 2005).

TABELA 15 - Efeito do EDTA na recuperacdo de TCs em agua superficial, SPE com Oasis-HLB
(n=3)

- Recuperacao (%) + sd
Tetraciclinas )
Sem EDTA Com EDTA 0,02 mol L
OTC 76 £ 8 96+ 5
TC 80+ 7 90 + 10
CTC 75+ 10 82+ 7
DC 76 + 10 86+ 6

[OTC ]=[TC] =75 ng L' [CTC] =[DC] =240 ng L™

sd = desvio padrio
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Para esgoto tratado ndo foi possivel a obtencdo de recuperacdes aceitdveis, dentro
dos critérios ja explicitados. Este comportamento foi observado com ou sem a adi¢do de
EDTA.

Outras altera¢des foram introduzidas, como a altera¢do do condicionamento do
cartucho, substituindo metanol por acetonitrila; o aumento no volume do solvente de
elui¢do de 3 para 5 mL; a troca do solvente de eluicdo de metanol por acetonitrila e a
adicdo de NaCl a amostra. Mesmo com todas essas modifica¢cdes o método mostrou-se nao
seletivo e ndo foi detectada a presenca das TCs nas recuperagdes realizada (Figura 17). Os
dados obtidos com a reducdo de volume da amostra de 1000 mL para 500, 250 e 100 mL,
também ndo evidenciaram melhora nos valores de recuperagdo das TCs. Segundo Kamper
(2008) a matéria organica ¢ um fator que contribui para a diminuicdo da concentragdo das
TCs, pois elas tendem a sofrer uma forte adsor¢do em material particulado suspensos na
agua, este pode ter sido um dos motivos para ndo ter obtido recuperagdes no esgoto
tratado. A ETE da UFMS néo possui represa de sedimentagdo, apos o processo de aeracao
o esgoto recebe a adi¢@o de cloro e o efluente € despejado no rio proximo a estagdo, desta
forma a matéria organica na forma de particula ndo ¢ eliminada, assim as TCs pode ter sido
adsorvidas pela matéria organica ndo sendo recuperadas no processo de extracio.

O esgoto foi submetido a um processo de filtragdo com filtro de fibra de vidro de
0,45 pm de poro para retencdo de particulas em suspensdo, ¢ provavel que as TCs tenham
sido eliminadas neste processo adsorvidas as particulas.

Como observado na Figura 17 (A), nos tempos de retencdo proximo da CTC e da
DC aparecem dois picos que poderiam ser considerados como sendo das TCs, essa
possibilidade foi descartada uma vez que na adi¢do do padrdo a amostra (cromatograma B)

ndo houve alterag¢do nas areas desses picos, o que indica que esses ndo sdo de CTC e DC.
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FIGURA 17 - (A) cromatograma HPLC/UV da amostra de esgoto tratado (500 mL) com adigdo de
EDTA 0,02 mol L; (B) cromatograma HPLC/UV de amostra de esgoto tratado com adigdo de
padrdes das TCs; (C) cromatograma HPLC/UV dos padrdes em concentragio de 150 pg L™ para

OTC e TC, 480 pg L' para CTC e DC.
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3.3.4 Validacio do método SPE-HPLC/UV para quantificacdo

3.3.4.1 Seletividade

A seletividade do método usando SPE-HPLC/UV foi avaliada através da
comparagdo de uma solugdo padrido mista contendo as quatro TCs nas concentragdes de
0,05 mg L' para OTC ¢ TC ¢ 0,12 mg L™ para CTC e DC, branco de laboratério e amostra
testemunha das matrizes 4gua de torneira e 4gua superficial.

De acordo com a Figura 18 pode-se afirmar que o método ¢ seletivo para a andlise
de 4guas subterraneas e superficiais, pois ndo existe nenhum pico cromatografico com
tempos de retencdo iguais ou proximos aos das TCs. No entanto ndo apresentou
seletividade para analise de esgoto tratado (Figura 17).

Observa-se também que ndo foi detectada a presenca dos analitos na amostra
testemunha, Figura 18 (C), demonstrando que a amostra esta isenta dos compostos de
interesse ou estes estdo em concentracdes inferiores aos limites de detec¢do, portanto a
agua coletada pode ser usada como matriz isenta de contaminagdo por TCs. Sendo assim,
estas amostras de 4gua puderam ser usadas para efetuar os ensaios de recuperagdo no

decorrer do processo de validagao.



59

A
- OTC
i : TC CTC DC
H g 3
M n‘l}‘% .WM
- B
é &0
C
E 55
®
25 o Ts ([T
10.0 -
D
9.5 |‘
ol
I
8.5 ||h||k/'|\\
| - _‘“_-_‘_‘—‘_‘—"‘—w-——-—-._..

7.9

s "o s o 25
Minutes

FIGURA 18 - Comparagio entre o cromatograma da solug¢do padrio misto contendo as TCs nas
concentragdes de 50 pg L™ para OTC ¢ TC e 120 pug L™ para CTC e DC (A), branco de laboratdrio
(B), testemunha de agua de torneira (C) e testemunha de agua superficial (D).
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3.3.4.2 Exatidao e precisao do método

O método otimizado foi submetido a avaliagcdo da recuperagdo, em trés niveis de
concentragdo para agua subterrdnea e dgua superficial. Para cada nivel foram efetuadas trés
repeti¢des e os resultados sdo mostrados na Tabela 16.

Os valores do intervalo de recupercdo aceitos para esse trabalho foram os
peconizados por Their & Zeumer (1987) de 70-120%, as recuperagdes obtidas estiveram
dentro desse intervalo. Os resultados sdo suficientes para considerar o método com
exatiddo adequado a finalidade que se propde tanto para agua superficial quanto
subterranea.

Para a avaliac¢do da precisdo, considera-se como critério, a obtenc¢do de coeficientes
de variacdo (CV) nos ensaios de recuperagdo adequados se inferiores ou iguais a 20 %
(RIBANI et al., 2004). Neste caso, nenhum dos valores esteve acima do percentual
estabelecido. Para os ensaios efetuados, com os valores de CV obtidos o método foi
considerado como tendo uma excelente precisao.

Os valores de recuperacdo nas concentragdes utilizadas para as amostras
enriquecidas além de estarem dentro dos pardmetros estabelecidos para uma andlise de
residuo, também sdo compativeis com os valores encontrados na literatura (Tabela 17).

Granados et al. (2005) e Chico et al. (2008) realizaram testes de recuperagdo
utilizando 4gua de diferentes rios. Em ambos trabalhos, os pesquisadores observaram
variagdes nos valores de recuperacdo para as amostras, que podem ser atribuidas as
diferengas de matrizes, ou seja, o efeito da matriz interfere na recuperacdo. Os métodos
desenvolvidos por esses autores utilizavam condi¢des de extragdo semelhantes com o
método aqui proposto, com o mesmo tipo de cartucho, pH da amostra e adicdo de EDTA
em agua superficial.

Em relagdo ao trabalho de Granados et al. (2005), a principal diferenga com o
método otimizado nesta tese consiste na troca de acido foérmico por acido oxalico no
condicionamento do cartucho, eluicdo apenas com MeOH sem a adi¢do de acido
trifluoacético (TFA), e a redissolug¢do do residuo, apds secagem do extrato (Figura 5, pg
45), com solucdo de acido oxdlico e ndo com agua. BATT & AGA (2005), obtiveram

recuperagdes acima de 100% para TC e CTC, em agua subterranea.
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TABELA 17 — Comparacdo dos resultados obtidos para a exatiddo do método proposto em relagdo a

alguns trabalhos da literatura

Referéncia Matriz Analito/concentracdo  Recuperacio (%) I;:;f::tg:
OTC (4 pg L™ 87+5 o
GRANADOS et Agua superficial TC(4 pg L™ 85+2 BRK.) (Eilnca
al., 2005 Volume 250 mL CTC (8 g L") 84+9 1(\42511; rr‘;;gi;
DC(8ugL™) 84+ 7
OTC (4 ug L™ 98 +2 . .
GRANADOS et Agua superficial TC(4 ugL™) 95+£2 Igo Noguena
al., 2005 Volume 100 mL CTC (8 gL 96 +3 1(\/1 e H‘;}Eﬁ;
DC(8ug L™ 95+3
OTC (4 pg L™ 90 + 7 Rio T
GRANADOS et Agua superficial TC4 pg L™ 9111 B ~ 4 er
al., 2005 Volume 250 mL CTC (8 ugL™) 92 +4 (szﬁfm(;nrgs)r
DC(8ug L™ 86+ 7
OTC (2,5 ug L™ 99 + |
BAT;;% SA GA, Agua superficial TC (2,5 ugL™) 103+5 (Nova lorque)
CTC (2,5 pg L"l) 124 + 8
OTC (2,5 ug L) 109 +2
BAT;;% SA GA, Agua subterrdnea TC (2,5 ugL™) 102+1 (Nova lorque)
CTC (2,5 ugL™h 114+3
OTC (40 pg L™ 83+3 Rio T
CHICOetal,  Agua superficial TC(40 pg LY 9242 B 10 q °r
2008 Volume 250 mL CTC (80 pg L™ 98 + 4 ;leagi‘;rrggg;
DC(80 ug L™ 85 +2
OTC (125 pg L") 96 +2 . A
CHICOetal,  Agua superficial TC(125 g L) 96 + 4 RB“’ N"f“e‘ra
2008 Volume 250 mL CTC (250 pg L™ 94 +7 fn:(fl‘;rrgrfzg
DC(250 pg L'? 94+3
OTC (80 pgL™) 94 + 4 o
CHICO et al., Agua superficial TC(80 pg L™ 101 +£2 BRK.) Cdlnca
2008 Volume 250 mL CTC (160 pg L™ 98 £ 5 fnea(;‘tamgnfg;
DC(160 pg L™) 90 + 8
Agua OTC (6,5 ng Ij_l) 93+9 Agua
A TC(6,5ng L") 90+3 subterrianea
Neste trabalho Subterrinea 1
Volume 1000 mL CTC (15ng L") N+4 (Campo
DC(15ng L )1 85+8 Grande-MS)
OTC (6,5ng L™ 93+4 .
Neste trabalho Agua superficial TC(6,5ng L™) 8710 Rl?g;ﬁ;i?"
Volume 1000 mL CTC (15ng L") 77+8 Grande-MS)
DC(15ng L") 80+7

Os limites de quantificacio do método foram estabelecidos como sendo o nivel de
concentragdo mais baixo da amostra enriquecida que tenha apresentado recuperagdo entre 70-
120% e CV < 20%. Os limites obtidos para este método encontram-se na Tabela 18 onde sdo

também apresentados os limites de quantificag@o reportados em alguns trabalhos.
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TABELA 18 — Comparagéo dos limites de quantificagdo do método proposto com os de alguns artigos
da literatura. Salvo indicacdo em contrario, os limites de quantificacdo do método aqui apresentados
foram as menores concentracdes das amostras enriquecidas, para as quais a recuperacio esteve entre
70-120% com CV < 20%, de acordo com os dados reportados pelos autores.

LQ
Técnica de
Referéncia Analito Técnica Método Técnica Método andlise/matriz /
3 Volume
pgL
OTC L4 ~ HPLC-UV
SANDERSON TC 2,4 5 Agua zllipc)srﬁmal
etal., 2005 CTC 32 300 mL (LQ)
DC 2,9 100 mL (LD)
OTC 0,060 0,20 LC/MS-MS
BATTe AGA, TC 0,043 0.15 Agua superﬁcial
2005 @ (rio)
CTC 0,059 0,20 500 mL
OTC 0.6 0,040 0,2
TC 03 ~ HPLC-Flu
GRANADOS et ; 0,030 0,2 Agua superficial
al., 2005 CTC 1,1 0.125 0.4 (rio e mar)
’ ’ 250 mL
DC 1.2 0,150 0,4
OTC 3 15ng L
o1 HPLC-Flu
CHICO et al., Tc 3 15ngL Agua superficial
2008 ® CTC 15 30ng L™ (rio)
2 L
DC 10 30ng L’ S0m
OTC 3 1,5ng L 12,5 6,5ng L
HPLC—UV;QH%
TC 3 1,5ng L' 12,5 6,5ng L’ Agua subterranea
e
Este trabalho CTC 9 45ng L’ 30 15ngL!  Agua superficial
(rio)
DC 9 4,5ng L 30 15ng L 1000 mL

(a) LD e LQ do método, reportados pelos autores, foram obtidos pelo enriquecimento de agua “NANOpure”. Considerando-se os
critérios utilizados nesta tese o limite de quantificagio do método seria 0,25 ug L™

(b) LQ reportados pelos autores referem-se a 3 vezes a relacdo sinal ruido do branco. Considerando-se os critérios utilizados nesta
tese os limites de quantificagio do método seriam 40 e 80 ug L™, para OTC /TC e CTC/DC, respectivamente.

O método desenvolvido apresentou valores inferiores de LQ para as quatro TCs ,

quando em comparacdo com os demais métodos reunidos na Tabela 18. Destes métodos. O

sistema de detec¢do € a principal diferenca entre os métodos desenvolvidos, sendo que os
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pesquisadores BATT & AGA (2005) utilizaram o sistema LC/MS-MS, que ¢ uma técnica mais
cara, o outro método foi desenvolvido utilizando HPLC/Flu (GRANADOS et al., 2005) e
neste trabalho utilizando HPLC/UV. O sistema HPLC/UV também foi utilizado por
SANDERSON et al., (2005) sendo que os valores obtidos foram muito superiores aos
determinados neste trabalho. Cabe salientar, ainda, que neste trabalho empregou-se 1 litro de
amostra para analise e volume final do extrato de 500 pL, resultando em uma pré-
concentracdo de 2000 vezes, sendo o volume injetado de 20 pL. Os demais trabalhos da
Tabela 18 utilizam de 100 a 250 mL de amostra (Tabela 17), volume final do extrato de 1 mL
em MeOH e injecdo de 20 uL (SANDERSON et al., 2005). Desta maneira, no presente
trabalho, a desvantagem da técnica HPLC/UV em relagdo a LC/MS-MS e HPLC/Flu (usando
derivagio com Mg”") quanto a detectabilidade foi compensada pelo maior fator de pré-
concentracdo. Outro diferencial importante do método apresentado nesta tese € a seletividade.
A Figura 19 (A) mostra os cromatogramas da extragdo em agua superficial no LQ so método,
um cromatograma da extracdo sem fortificacdo (B) e um cromatograma do pardrdo (C) na

mesma concentragdo da fortificagdo.
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FIGURA 19 — Cromatogramas HPLC/UV, obtidos nas condi¢des descritas no texto. (A) Amostra de
agua superficial(rio) fortificada com os padrdes das TC nos LD do método (Tabela 18); (B) Amostra
de agua superficial (rio) sem fortificagdo; (C) Solugdo padrio das TC no limite de quantificagdo do
sistema analitico (Tabela 18)
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Na literatura sdo encontrados valores tanto para LD quanto para LQ muitas vezes sem
fazer explicitar se referem-se ao método ou ao sistema analitico apenas. Também, muitas
vezes ndo sdo explicitados os critérios para estabelecimento destes limites. Desta maneira, a
comparagdo de limites de detec¢do e/ou quantificacio € bastante dificultada. Para
exemplificar, Sanderson et al. (2005) calcularam o LD a partir da variagdo de t (t(n — 1, 1 — o))
de até 99% com 7 graus de liberdade do método Student a partir da recuperagdo em agua
superficial; Chico et al. (2008) e Granados et al. (2005) utilizaram 3 vezes a relacdo
sinal:ruido do branco; Batt & Aga, (2005) calcularam tanto o LD quanto o LQ que foram
obtidos pela extrapolac¢do do eixo “y” da curva analitica, sendo 3 vezes esse valor para o LD e
10 vezes para o LQ.

Na determinacdo do limite de detecgdo, utilizando-se do método da relagdo sinal ruido
(RIBANI et al., 2004), pode-se observar que € possivel a analise qualitativa da TCs desde que
a concentragio no extrato final esteja acima de 3 pg L (Tabela 13) para o OTC e TC
(correspondendo a 1,5 ng L™ na amostra) e de 9 pg L' (Tabela 13) para CTC e DC
(correspondendo a 4,5 ng L™ na amostra). Sendo assim, consideraram-se 1,5 ng L™ como
sendo o limite de detecgdo para o OTC e TC e de 4,5 ng L' paraa CTC ¢ DC.

Nao existe uma estimava das concentragdes limites a partir das quais as TCs podem ter
algum tipo de efeito sobre a biota aquatica, sabe-se que na presenga cronica de baixas
concentragdes de antibidticos diversas bactérias tornam-se resistentes a eles, além do poder
alergénicos em seres humanos que também podem resultar, por isso o desenvolvimento de
métodos analiticos capazes de detectar baixas concentra¢des das TCs em matrizes ambientais
¢ de extrema importincia (HOLTEN-LUTZQFT et al., 1999; WOLLENBERGER et al.,
2000).

3.6 CONCLUSOES

O método validado apresentou exatiddo (recuperacdo > 77%) e precisdo (CV < 10%)
comparaveis aos descritos na literatura para os analitos estudados em agua superficial e

subterranea. Para esgoto tratado ndo foi possivel a validagdo do método. Os limites de
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quantificagdo do método desenvolvido foram menores do que os apresentados pelos métodos
encontrados na literatura. Os valores de LD ¢ LQ do método foram 10 a 20 vezes mais baixos
quando comparado com métodos que utilizam a analise por LC/MS/MS, um sistema analitico

muito mais caro do que o HPLC/UV.
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CAPITULO 4 —- ESTROGENOS

Na consecugao do objetivo geral desta trabalho, outro objetivo especifico precisou ser
cumprido, ou sjea, a otimizacdo e validacdo de método para analise dos estrogenos de
interesse (17 B estradiol, estrona e 17 o etinilestradiol) em 4gua superficial (rio), subterranea e
esgoto doméstico. As atividades desenvolvidas, os dados obtidos e sua discussdo estdo

apresentados neste capitulo.

4.1 REVISAO DA LITERATURA

4.1.1. Alteradores Endocrinos

Nos ultimos anos tem aumentado o interesse cientifico por um grupo de substancias
quimicas presentes no ambiente, ¢ que podem interferir no sistema endoécrino de humanos e
outros animais, afetando sua a satude, o crescimento e a reprodugdo. Essas substancias sdo
conhecidas como Alteradores Enddcrinos (AE) (BILA E DEZOTTI, 2007).

Os AE (também conhecidos como perturbadores enddcrinos, interferentes enddcrinos,
desreguladores endocrinos, disruptores endocrinos e interferentes hormonais) ndo sao
toxicantes” classicos. Interferem no sistema hormonal, comprometendo a comunicagio e
alterando os mensageiros quimicos presentes nos organismos. Como resultado, estamos
sujeitos aos seus efeitos danosos sobre a satde o que inclui anormalidades sexuais em criangas
¢ adultos, homens ¢ mulheres (SANTAMARTA, 2001; ALVES et al., 2007; BILA E
DEZOTTI, 2007). Os AE tém sido associados com efeitos degenerativos como: a redugdo da
fecundidade, mudanga em razdo do sexo (hermafroditismo), ocorréncia da degeneragdo em
animais € embrides humanos, bem como aumento de cdncer em humanos.

Alves et al. (2007) definiu os AE como: “‘sustncias quimicas exdgenas, naturais ou
sintéticas, com o potencial de causar efeitos adversos na salde de um organismo ou sua

descendéncia, como resultado de distdrbios na fungdo hormonal™.

* . ;. oy A . 7 I
termo toxicologico utilizado para toda substincia, endogena ou exdgena, que possa causar danos a um
organismo vivo
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A maioria dessas substancias sdo liberadas diretamente nas aguas superficiais ou
indiretamente como constituintes de efluentes de estacdes de tratamento de esgoto municipal
ou industrial (PAWLOWSKI et al., 2004).

Sado muitas as substancias que podem ser classificadas como AE (ALVES et al., 2007;
BJORKBLOM et al., 2007). Dentre elas, estio incluidas substincias naturais e sintéticas,
usadas ou produzidas para um grande numero de aplica¢des e que podem ser agrupadas em
duas classes

- Substancias sintéticas — como as utilizadas na agricultura e seus subprodutos, como
pesticidas, herbicidas, fungicidas e moluscicidas; utilizadas nas industrias e seus subprodutos,
como dioxinas, bifenilas policloradas (PCB), alquilfendis e seus subprodutos, hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (HPA), ftalatos, bisfenol A, metais pesados, entre outros; compostos
farmacéuticos, como os estrogenos sintéticos dietilestilbestrol (DES) e 17 a-etinilestradiol;

- Substancias naturais - fitoestrogénios, tais como, genisteina e metaresinol e
estrégenos naturais 17 B-estradiol, estrona e estriol (BIORKBLOM et al., 2007; MARKMAN
et al., 2007).

Um desses AE sintéticos, o bisfenol-A ¢ extensamente usado na producgdo de resinas e
de plasticos, podendo inclusive, atingir os seres humanos por serem utilizados em muitas
embalagens de alimentos. Da mesma forma, os ftalatos, utilizados como plastificantes,
também sdo encontrados em muitos produtos comerciais (MARKMAN et al., 2007).

Residuos de varios pesticidas vém sendo encontrados em alimentos, agua potavel e
corpos hidricos (GABET et al.,, 2007). Os pesticidas organoclorados foram largamente
utilizados no mundo por varios anos, sendo o maior grupo de substancias classificadas como
AE.

Pesquisas demonstram que os estrogenos 17 [B-estradiol, estrona e estriol sdo os
maiores responsaveis pela atividade estrogénica em ETE, sendo que o 17 B-estradiol possui
um efeito bioldgico maior que a estrona e o estriol. Estrogenos naturais também s@o
encontrados em aguas naturais, solo e lodo de estagdes de tratamento de esgoto municipal em
varias partes do mundo (BELFROID et al., 1999; TERNES et al., 1999; ROUTLEDGE et al.,
2002; RODRIGUEZ-MOZAZ, 2004; SERVOS et al, 2005; GABET et al., 2007,
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CHESHENKUO, 2008). Outras substancias que possuem caracteristicas de AE estdo listadas na
Tabela 19.



TABELA 19 - Algumas substincias quimicas classificadas como AE (BILA & DEZOTTI, 2007)

Ftalatos

dimetil ftalato (DMP)

dietil ftalato (DEP)
di-iso-butil ftalato (DIBP)
di-n-butil ftalato (DBP)
butilbenzil ftalato (BBP)
Dicicloexilo ftalato (DCHP)
di-(2-etil-exil) ftalato (DEHP)
di-n-octil ftalato (DOP)
di-isooctil ftalato (DIOP)
di-iso-nonil ftalato (DINP)
di-iso-decil ftalato (DIDP)

Pesticida

Inseticidas: Fungicidas:

DDT (2,2 bis-p-clorofenil- Vinclozolina
1,1,1-tricloroetano) Carbendazime

DDE (2,2 bis-p-clorofenil- Penconazol

1,1dicloroetileno Procloraz

Deltametrin Propiconazol
Carbofurano Epoxiconazol
Herbicidas: Procimidona

atrazina linuron Tridemorfo

Pesticidas organoclorados:

lindane (1,2,3,4,5,6-hexacloroexano)

Alquilfenois Compostos orgénicos de estanho
Nonilfenol tributilestanho (TBT) e trifenilestanho (TPT)
nonilfenol etoxilado Policlorados de bifenilas
Octilfenol 2,4,4’-triclorobifenil
Octilfenoletoxilado 2,2°,5,5’-tetraclorobifenil
Organoclorados 2,2’.4,5,5 -pentaclorobifenil

dibenzo-p-dioxina

TCDD (2,3,7,8-tetraclorodibenzeno-p-dioxina)

TCDF (2,3,7,8-tetraclorodibenzofurano)

2,3’,4,4° 5-pentaclorobifenil
2,2°,3,4,4°.5°-hexaclorobifenil
2,2’,4,4’,5,5 -hexaclorobifenil

Bisfenol 2,2°,3,4,4°,5,5’-heptaclorobifenil
bisfenol A Retardantes de chama bromado
Parabenos Polibromobifenila (PBB)
Benzilparabeno 2,2’,4,4’-tetrabromodifenil éter (BDE 47)
Isobutilparabeno 2,2’,4,4’,5-pentabromodifenil éter (BDE 99)
Butilparabeno 2,2°,4,4°,6-pentabromodifenil éter (BDE 100)

n-propilparabeno
Etilparabeno
Metilparabeno

Hidrocarbonetos aromaticos policiclicos

naftalina benzo[a]antraceno

decabromodifenil éter (BDE
209)

acenafteno benzo[b]fluoranteno

hexabromociclododecano
(HBCD)

fenantreno benzo[a]pireno

tetrabromobisfenol A (TBBA)

2,2°,4,4°,5,5’-hexabromodifenil éter (BDE 153)
2,2°,4,4’,5,6’-hexabromodifenil éter (BDE 154)
2,2°.3,4,4°,5,6-heptabromodifenil éter
octabromodifenil éter (BDE octa)

decabromodifenil éter (BDE 209)
Hexabromociclododecano (HBCD)

tetrabromobisfenol A (TBBA)

fluoranteno
dibenzo[ah]antraceno

pireno benzo[ghi]perileno

Agentes terapéuticos e farmacéuticos

naftalina benzo[a]antraceno

acenaftileno criseno

dietilestilbestrol (DES)

acenafteno benzo[b]fluoranteno

fluoreno benzo[k]fluoranteno

17 a-etinilestradiol (EE2)

fenantreno benzo[a]pireno

antraceno indeno[123-cd]pireno

Estrogénios naturais

fluoranteno pireno benzo[ghi]perileno estrona (E1)
dibenzo[ahJantraceno
Metais Pesados 17 B estradiol (E2)
Cédmio Fitoestrogénios
Chumbo Isoflavona: daidzeina e genisteina.

Mercurio

Lignanas: metaresinol e enterodiol

71
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4.1.2 Estrogenos

Estrogenos sdo substancias quimicas produzidas e secretadas pelas glandulas
endocrinas e que, langadas na corrente sangiiinea, coordenam o funcionamento do organismo
como um todo. Algumas fungdes que controlam sdo: atividades de 6rgdos completos, niveis de
sais, agucares ¢ liquidos no sangue, o uso ¢ armazenamento de energia, o crescimento € o
desenvolvimento de um determinado organismo, sua reprodugdo, suas caracteristicas sexuais
(GHISELLI e JARDIM, 2007).

Essas substancias podem ser classificadas em trés grupos principais: hormonios sexuais
femininos, ou estrégenos; hormdnios sexuais masculinos, ou andrégenos e, hormoénios da
gravidez, ou progestdgenos. Eles tém recebido maior atencdo por possuir uma atividade
bioldgica muito grande sendo relacionados como possivel causa de uma série de cancer (REIS
FILHO et al., 2006).

Podem-se citar como exemplo desses, os estrogenos naturais 17 B-estradiol e a estrona.
Nos organismos superiores, a estrona ¢ produzida como um metabolito do 17 B-estradiol.
Quanto aos estrogénios sintéticos, sdo exemplos o valerato de estradiol, o estriol, o sulfato de
estrona, o etinilestradiol, o mestranol e o dienoestrol (RANG et al., 2001). Essas substancias
sdo responsaveis pelo desenvolvimento de caracteristicas femininas no inicio da puberdade e
pelo aumento das glandulas mamarias durante a gravidez. Além dessas fungdes, também
assumem importante papel na diferenciacdo sexual e no desenvolvimento de caracteristicas
femininas pré e pds-nascimento (REIS FILHO et al., 2006).

Todos os seres humanos, bem como os animais, excretam estrogenos, através da urina
ou fezes, os quais sdo lancados no ambiente, sendo encontrado nos esgotos domésticos
chegando aos mananciais superficiais e/ou subterraneos (BILA e DEZOTTI, 2003, REIS
FILHO et al., 2006, GHISELLI e JARDIM, 2007). Na Tabela 20 estdo alguns valores de
excrecdes diarias para alguns hormdnios.

Uma vez que a producdo dessas substancias ocorre de forma natural ou através do
consumo na forma de medicamentos, elas sdo introduzidas de forma continua no ambiente
(REIS FILHO et al., 2006). A Figura 20 exemplifica o0 modo de entrada destes contaminantes

nos sistemas aquaticos.
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TABELA 20 - Excrecdo diaria (ug) per capita de estrogenos por humanos (BILA & DEZOTTI, 2007)

Categoria Estrona 17 B-estradiol estriol 17 a-etinilestradiol
Homens 39 1,6 1,5 -
Mulheres menstruando 8 3,5 4.8 -
Mulheres na menopausa 4 2,3 1 -
Mulheres gravidas 600 259 6,0 -
Mulheres - - - 3,5

Ingestdo ou produgdo

v v

Animais Seres Humanos
[ I
Excrecao
[
Residuos Esgoto
v A
Solo ETE

Y Y

Agua subterranea Agua superficial

\ 4

ETA

h 4

Agua Potavel

FIGURA 20 - Representacdo esquematica das principais via de entrada de alteradores enddcrinos
hormonais em sistemas aquaticos (REIS FILHO et al., 2006; LOPES, 2007). ETE = estacdo de
tratamento de esgoto; ETA = estagdo de tratamento de agua.
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4.1.3 Caracteristicas fisicas e quimicas

O destino e o comportamento dos interferentes endocrinos, tanto no organismo como
no meio ambiente, estdo diretamente relacionados com suas propriedades fisico-quimicas
(GHISELLI e JARDIM, 2007). Os estrogenos t€ém em comum um anel de ciclo-pentana-orto-
hidrofenantreno (YING et al., 2002). A diferenga entre as estruturas estd apenas nos radicais

ligados ao anel pentano (Figura 21).

HO HO

Estrona (E1) 17 B-estradiol (E2)

OH
C=CH

HO

17 a-etinilestradiol (EE2)

FIGURA 21 - Estrutura dos estrogénios estudados neste trabalho.

O grande nuimero de varidaveis que agem em conjunto no ambiente aquatico, como
temperatura, turbidez, pH, alcalinidade, oxigénio dissolvido, radiagdo, matéria organica e
concentracdo de diversas outras substancias, tornam dificil prever o comportamento destes
compostos no ambiente (REIS FILHO et al., 2006; GHISELLI e JARDIM, 2007).

Os estrogenos naturais, 17 B-estradiol e estrona tem solubilidade de aproximadamente
13 mg L' em agua. Esteroides sintéticos, 17 a-etinilestradiol, sdo menos soluveis, 4,8 mg Lt
Os altos valores de log K,y (Tabela 21) apresentados pelos estrogenos indicam, que a
interagdo com a matéria organica do solo ¢ favorecida, tornando a percolagdo limitada. Mesmo

tendo interagido com a matéria organica, os hormonios podem chegar aos corpos d’agua por
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escoamento superficial (lixiviagdo), quando ocorre aplicagdo de biossolido ou excretas de

animais no solo (LEE et al., 2003).

TABELA 21 - Propriedades fisico-quimicas dos estrogenos estudados
Solubilidade Agua Pressao Vapor

Nome Massa Molar » log K"
(mg L™ -20°C) (mm Hg)
Estrona 270,4 13 2,3x 10" 3,43
17 B-estradiol 272,4 13 2,3x 10" 3,94
17a-etinilestradiol 296,4 4,8 45x 10" 4,15

a — Coeficiente de parti¢do Octanol-agua  Fonte: Ying et al. (2002)

Estrogenos s@o substancias lipofilicas e apresentam baixa volatilidade, devido a essas
caracteristicas, o processo de sor¢do em sedimentos suspensos pode ser um fator significativo
na reducdo da sua concentracdo na fase aquosa (REIS FILHO et al.,, 2006). Alguns
mecanismos contribuem para a reducdo da concentragdo dos mesmos a jusante ou nos pontos
onde sdo lancados. Esses mecanismos consistem, principalmente, na biodegradagao, na sor¢ao
as particulas em suspensdo e aos sedimentos do corpo d’agua, na adsor¢do ao solo e na

fotolise (BAREL-COHEN et al., 2006).

4.1.4 degradacio ambiental

Grande parte dos estrogenos ¢ metabolizado e excretado na forma inativa, conjugadas
com &cido glicurdnicos e sulfatos (Figura 22). A acdo de enzimas produzidas por bactérias
comumente encontradas em areas de despejo de efluentes biotransformam em compostos

biologicamente ativos no ambiente aquatico (YING et al., 2002; REIS FILHO et al., 2006).



76

o o)
HO,C (0]
HO 0 o HoS
HO J
OH (¢}
Estrona conjugada com acido gluconico (E1G) Estrona conjugada com sulfato (E1S)
OH OH
o OH
o OH
CO,H
HO,C o
HO%O
HO
HO
E217G OH
E23G

Estradiol conjugada com acido glucénico

OH
C==CH

Etinilestradiol conjugado com sulfato (EE23S)

FIGURA 22 - Estruturas dos estrogénios conjugados.

O processo de quebra da conjugacdo ocorre no percurso do esgoto entre as residéncias
até as ETE ou dentro dos tanques dessas estagdes. Isso ocorre pelo contato com a elevada
popula¢do de Escherichia coli produtora da enzima glocuronidase arilsulfatase (D"ASCENZO
et al., 2003). Desta forma, a rede coletora e as ETE podem ser consideradas reatores que
convertem estrogenos da forma inativa (conjugada) em ativa (livre).

A biodegradagdo provocada por bactérias consiste no mecanismo mais eficiente que a
adsor¢do para a remog¢do dos estrégenos do ambiente. No entanto, a biodegradagdo do 17 B-
estradiol ¢ acompanhada pelo aumento da concentrag@o de estrona e, posteriormente, de outros
produtos que também apresentam potencial estrogénico conforme mostra a Figura 23 (LEE e

LIU, 2002).
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FIGURA 23 - Rota proposta de degradacdo do 17 B-estradiol (E2) por bactérias do esgoto (LEE e
LIU, 2001).

4.1.5 Efeitos da contaminacio ambiental por estrogenos

Os estréogenos possuem sua fungdo diretamente ligada ao controle da diferenciacdo
sexual, maturacdo e reprodugdo. Eles também regulam o crescimento uterino e tém sido
associados com o controle do crescimento e diferenciacdo neural (CHESHENKO, 2008).
Essas substncias sdo encontradas no meio ambiente em concentra¢des da ordem de ng L' e
ng L e sdo suspeitas de causarem efeitos adversos a saude humana e animal.

Alguns efeitos citados na literatura, tais como diminuicdo na eclosdo de ovos de
passaros, peixes e tartarugas; feminilizacdo de peixes machos; problemas no sistema
reprodutivo em peixes, répteis, passaros € mamiferos e, alteragdes no sistema imunologico de
mamiferos marinhos, t€ém sido associadas a exposi¢cdo aos AE. Em alguns casos esses efeitos
podem conduzir ao declinio da populagdo. Em seres humanos esses efeitos incluem a redugéo

da quantidade de esperma, o aumento da incidéncia de cancer de mama, de testiculo e de
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prostata e, a endometriose (SANTAMARTA, 2001; PAWLOWSKI et al., 2004; BILA e
DEZOTTI, 2007; BIORKBLOM et al., 2007; REIS FILHO et al., 2006).

Estudo da contaminagdo mostram que o 17 B-estradiol e 17 a-etinilestradiol estimulam
alteracdes no aparelho reprodutivo de cobaias (DASTON et al., 1997). Além disso, o 17 B-
estradiol pode ser transformado em metabdlitos, resultando na formagao de catecolestrogénios

(JOOSTEN et al., 2004).

4.1.6 Analise de estrogenos em agua

Estrégenos sdo um grupo de hormdnios esterdides definidos pela estrutura quimica. Na
andlise desses hormonios utilizando cromatografia liquida, basicamente se faz uso de colunas
de fase reversa (GABET et al., 2007). As formas estruturais sdo responsaveis pela diferenca de
polaridade entre os trés estrogenos que proporciona uma separacdo em um processo
cromatografico, sendo possivel analisar os trés em uma mesma andlise cromatografica
(POJANA et al., 2004). A Figura 24 mostra a posi¢cdo no anel pentano onde estdo localizados

os diferentes substituintes.

Estrona; R; =0
17 B-stradiol; Ry OHe R, H

17 a-etinilestradiol; Ry OHe R, C=C

FIGURA 24 - Diferenga estrutural dos estrogenos.

O estradiol e o etinilestradiol possuem dois isomeros, a (alfa) e B (beta), sendo que o
17 B-estradiol e 17 a-estradiol foram analisados simultdneamente tendo uma boa separagao,
utilizando coluna de CI18, tendo como fase modvel acetonitrila/dgua (30:70) inicialmente
durante 12 min, a partir de 12,3 min houve um acréscimo até 100% de acetonitrila (MAO et
al., 2004). Em estudos de andlises ambientais citados na literatura o 17 B-estradiol é o mais

estudado, em alguns estudos € citado apenas como estradiol, isto também ocorre com o
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etinilestradiol, na literatura pesquisada s6 foram encontrados relatos do 17 a-etinilestradiol,
sendo que os trabalhos o denominam em muitos casos apenas de etinilestradiol.

Com base nas semelhangas entre as propriedades fisicas e quimicas dos estrogénios, os
mesmos podem ser analisados simultaneamente (TERNES et al.,, 2001). Os métodos
publicados na literatura para a determinag¢@o de estrogénios em dgua sdo principalmente
baseados em extragdo em fase solida, derivagdo (silagdo) e detecgdo por CG/MS ou
CG/MS/MS (TERNES et al., 2001; XIAO et al., 2001; BOYD et al., 2003; CARGOUET et
al., 2004; LEUSCH et al., 2006; TAN et al., 2008). Esses estrogenos possuem pressido de
vapor muito baixa variando de 2,3 x 107'% a 4,5 x 10" mm Hg (Tabela 3). Neste caso, as
baixas pressdes de vapor apontam para a dificuldade de uma andlise direta por cromatografia a
gas, uma vez que as substancias sdo pouco volateis, a qual tem sido superada pela utilizagao
de cromatografia liquida ou derivagdo para analise por cromatografia a gas (LOPES, 2007).

Outras alternativas consistem na cromatografia liquida com deteccdo por fluorescéncia,
radioimunoensaio (SNYDER et al., 1999) ou espectrometria de massas (BARONTI et al.,
2000). Para isolamento e purificagdo os métodos analiticos descritos na literatura baseiam-se
na extragdo em fase sélida onde sdo empregados uma variedade de sorventes (LA FARRE et
al., 2001; LINDSEY et al., 2001; BOYD et al., 2003; SOLIMAM et al., 2004; LEUSCH et al.,
2006; ZHANG et al., 2006; LOPES, 2007; TAN et al., 2007; KOYUNCU et al., 2008).

Nos métodos de extragdo em fase solida para andlises desses hormdnios podem ser
usados cartuchos de fase polimérica como o HLB (copolimero hidrofilico - lipofilico), nestes
casos ¢ usado como solvente de eluigdo acetato de etila, MeOH ou misturas de MeOH com
MTBE (metil tert-butil-éter) (10/90 v/v), MeOH/Acetona (20/80 v/v) e MeOH/DCM (50/50
v/v), obtendo recuperagdes entre 75-100% (GABET et al., 2008). O uso de fase de
poliestireno-divinil-benzeno (Strata-X, Phenomenex) foi descrito para uma série de hormonios
(E1, E2, E3, e EE2) analisados simultaneamente em efluente de ETE. A eluicdo foi realizada
com MeOH e a recuperagdo realizada com a adigdo de padrdo em agua destilada foi acima de
81% (VULLIET e JEAN-BAPTISTE, 2007).

Discos e cartuchos de C18 também sao utilizados, geralmente a eluicdo ocorre com
acetona ou MeOH. Diferentes tipos de sorventes de SPME (micro extragdo em fase sélida)

podem ser empregados para extragdo dos hormdnios como PDMS (polidimetilsiloxano),
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poliacrilato, PDMS-divinilbenzeno, carboxin-PDMS e carbowax-divinilbenzeno
(CARPINTEIRO et al., 2004).

No processo de condicionamento dos cartuchos varias combinagdes de solventes sdo
utilizadas com o intuito de desembaracar as cadeias deixando-as totalmente abertas para a
penetracdo dos hormonios, aumentado a adsorg@o. Alguns métodos utilizam solugdo acida
(pH=3) para evitar que ocorra a ionizagdo dos grupos OH fenolicos dos estrogénios, uma vez
que possuem pKa relativamente elevados (estrona - 10,25; 17 B-estradiol - 10,27 ¢ 17 a-
etinilestradiol - 10,24) eles tendem a se ionizar aumentando a polaridade e prejudicando a
adsorc¢do dos analitos.

A mistura de solventes mais utilizadas para andlise por cromatografia liquida desses
compostos, citado na literatura, é acetonitrila com agua (BARONTI et al. 2000; OKHO et al.,
2002; D’ASCENZO et al., 2003).

O fracionamento por cromatografia liquida (analise preparativa) é pouco utilizado.
Cargouet et al. (2004) utilizaram cromatografia liquida de alta eficiéncia para obter fragdes de
amostras de dgua para bioenssaios in vitro de mutagenicidade dos estrogenos. Furuichia et al.
(2004) utilizaram cromatografia por permeacao em gel para obter fragdes de dgua de rios para
bioenssaios em células MVLN (células de cancer).

Na Tabela 22, sdo apresentados alguns aspectos dos métodos mais utilizados para a

determinacdo de estrogenos em aguas.
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Os detectores mais utilizados para quantificacio desses estrogénios sdo:
espectrometro de massas (la FARRE et al., 2001; LINDSEY et al., 2001; D’ASCENZO et
al., 2003; MIZUGUCHI et al., 2005) e de fluorescéncia (SNYDER, et al., 1999; OKHO et
al., 2002; MAO et al., 2004), acoplados a cromatografia liquida.

O espectrometro de massas (MS) ¢ usado com freqiiéncia empregando ESI
(Ionizagdo por “Eletrosplay”) no modo negativo, alguns estudos usam ESI e APCI
(Ionizagdo Quimica a Pressdo Atmosférica). Ambos os modos de ionizag¢do sdo associados
normalmente 4 ioniza¢do multipla (MS-MS também representada como MS?). Os LD do
método neste caso sdo da ordem de unidades de ng L' dependendo da matriz (GABET et
al., 2007).

Também ¢ utilizada cromatografia a gas com espectrometria de massas (TERNES
et al., 2001; ZHU et al., 2001; JEANNOT et al., 2002; MIAO et al., 2002; SOLIMAM et
al., 2004), neste caso devido ao fato de que os estrogenos serem pouco volateis e
termosensiveis, faz-se necessaria uma etapa de derivacdo como mostrado na Tabela 22.
Um dos agentes de derivagdo mais usado ¢ o N,O-bis(timetil-silil)trifluoroacetamida
(BSTFA) (JEANNOT et al., 2002; BOYD et al., 2003). Para matrizes aquosas, os LD
obtidos por GC/MS e GC/MS/MS geralmente estdo abaixo de 1 ng L' (GABET et al.,
2007).

Se para a cromatografia gasosa a baixa volatilidade dos estrogénios demanda uma
etapa de derivacdo, a maior limitagdo para a cromatografia liquida encontra-se na
solubilidade dos analitos na fase movel.

Os estrogenos possuem grupos fenolicos, ou seja, anel aromatico com duplas
conjugadas, estes anéis sdo cromoforos e fluordforos. Assim sendo, em principio, podem
ser analisados por UV ou fluorescéncia, no entanto pela maior sensibilidade e seletividade,
a deteccdo por fluorescéncia € melhor aplicada a analise destes compostos em matrizes
ambientais.

O detector de espectrometria de massas para HPLC tem sido cada vez mais
utilizado para andlise de contaminantes organicos em matrizes ambientais. Embora, os
limites de decteccdo e quantificagdo sejam superiores aos obtidos para o detector de
fluorescéncia, tem sido o mais utilizado porque tem a vantagem de permitir a andlise de
substancia de diferentes classes em uma sé analise (RODRIGUEZ-MOZAZ et al., 2004;
IRIS-CONSTANZE et al., 2005; CHEN et al., 2007; KOYUNCU et al., 2008).
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Na Tabela 23 sdo apresentados alguns métodos para determinagdo de estrogenos
em agua, com énfase a técnica cromatografica e parametros de validag¢do. Observa-se que o
maior limite de detec¢do (600 ng L) foi apresentado pelo método de Matsumoto et al
(2002) que baseou-se na analise por HPLC/FLU, utilizando a derivagdo pré-coluna com 5-
(4”-clorossulfonico-1’,1difenil-4’-yl)-1,1,1,2,2-pentafluoro-3,5-pentanodiona. Nesse caso,
os limites de deteccdo estiveram acima dos demais métodos descritos na literatura,
indicando que essa derivagdo ndo consiste em boa alternativa para andlise por
cromatografia liquida.

O métodos desenvolvido por Boyd et al. (2003) e Ternes et al. (1999) utilizando
como base a cromatografia gasosa com espectrometria de massas apresentou 0os menores
limites de deteccdo dentre os métodos consultados de 0,1 a 0,3 ng L'l, e 0,1 a 0,06 ng L!
respectivamente. Iris-Constanze et al. (2005) utilizando um sistema LC/MS/MS obteve um
limite de detecgdo de 0,02 ng L' para estrona sendo este o menor valor obtido entre todos
os estrogénios nos métodos consultados.

A decisdo em usar GC ou LC esta baseada nas caracteristicas fisicas e quimicas dos
estrogenos ou mesmo no tipo de matriz. Eles possuem grupos com fung¢@o polar e/ou sdo
termicamente sensiveis ndo podendo ser analisado diretamente por GC. A polaridade
relativamente alta proporciona a formagdo de picos cromatograficos pouco intensos sendo
necessaria a derivacdo para minimizar esse efeito. Assim a maioria dos métodos para
analise em GC que apresentam excelentes valores de LD incorpora uma etapa de derivacao
para aumentar a estabilidade térmica e reduzir a polaridade (BOYD et al., 2003; TAN et
al., 2007, GABET et al., 2007). Os métodos utilizando LC/MS/MS sdo tdo sensiveis
quanto o GC/MS ou MS/MS e ndo requerem o processo de derivacdo como pré-tratamento
da amostra (CHEN et al., 2007). Iris-Constanze et al. (2005) utilizaram um sistema de
extragcdo automatico (amostrador de alto volume) que dependendo do processo de extragdo
poderia concentrar de 19 a 104 litros de agua.

A cromatografia liquida apresenta vantagem para analise de compostos organicos
em agua, uma vez que os compostos volateis representam uma pequena fragdo de
compostos organicos contidos em agua e esgotos. A maior parte do carbono estd presente
como compostos ndo volateis, que podem ser diretamente analisados pela cromatografia
liquida e ndo pela gasosa. Principalmente para esgoto sanitario que contém muito material

htimico e compostos organicos polares (REIS FILHO et al., 2006).
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TABELA 23 — Pardmetros da validacéo analitica para alguns dos métodos disponiveis na literatura
para analise de hormonios estrogénicos em aguas naturais (Adaptada, LOPES, 2007)

Volume Analito Técnica LD ng L Recuperacio CV Referéncia
El,E2,EE2 e Ternes et al.
1L GC/MS/MS 0,1-0,06 88 — 908 -
outros (1999)
Snyder et al.
5L E2 e EE2 HPLC/FLU 1,6 63 -72 3-7
(1999)
El,E2,EE2 e Xiao et al.
2,5L GC/NCI/MS 0,2 84 -116 11-22
E3 (2001)
E1,E2, EE2 ¢ Matsumoto et
1L HPLC/FLU 600 — 650 86— 105 4-5,
E3 al. (2002)
El,E2,EE2 e Boyd et al.
1L GC/MS 0,1-0,3 118 -130 15-2
E3 (2003)
Rodriguez-
El,E2, EE2 ¢
0,5L LC/MS/MS 0,53 - 14,79 70-119 4-23 Mozaz et al.
outros
(2004)
El,E2,EE2 ¢ Iris-Constanze
19 - 104 LC/MS/MS 0,02 - 0,45 75 -80 -
E3 et al. (2005)
El1,E2e Leusch et al.
1L GC/MS 5 60— 120 -
outros (2006)
El1,E2e Tan et al.
1L GC/MS 1-5 97 -120 -
outros (2007)
El, E2, EE2, Chen et al.
1L LC/MS/MS 8-10 95-116 1,7-11
E3 (2007)
*#03 ng L'-
1L *El e **E2 HPLC/FLU £33 83 -93 Lopes (2007)
El, E2, EE2, Koyuncu et al.
1L LC/MS/MS 0,8-1,1 96 — 106 1-8
E3 e outros (2008)

E2, 17- estradiol; E1, Estrona; EE2, Etinilestradiol; E3, estriol.

4.2 PARTE EXPERIMENTAL

Todo o processo experimental de otimizacdo e validacdo das condi¢des de analise

dos estrogenos estrona e 17 B-estradiol, em agua superficial e potavel, foi desenvolvido em
conjunto com a Dra. Laudicéia G. Lopes (LOPES, 2007) e o Doutorando José Antonio de

Moura. A patir desse método em conjunto com o Doutorando José¢ Antdonio de Moura,
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estendemos as condicdes otimizadas para o 17 a-etinilestradiol avaliando todas as
condig¢des publicada por LOPES (2007) e introduzindo uma nova matriz, esgoto sanitario
antes e apos o tratamento. Nesta tese detalha-se a validag@o para esgoto sanitario apos o

tratamento (Gradeamento).

4.2.1 Materiais, equipamentos, reagentes

4.2.1.1 Materiais

- vidraria de uso comum em laboratério (béquer, erlenmeyer, pipeta, baldo
volumétrico);

- seringa de vidro de 5 mL, fabricada pela YALE;

- microsseringa de vidro de 100 e 250 uL, fabricada pela HAMILTON;

- unidade filtrante PVDF (fluoreto de polivilideno), Durapore, MILIPORE, 0,45 mm de
didmetro de poro e 13 mm didmetro do filtro;

- filtro de fibra de vidro GF-C, 47 mm de didmetro, 1,2 pm de didmetro de poro, marca
Schleicher & Schuell;

- pré-coluna com 30 mm de comprimento ¢ 4,6 mm de diametro, fabricada pela
PHENOMENEX;

- coluna C18 com 250 mm de comprimento por 4,6 mm de didmetro e tamanho de
particulas de 5 mm, fabricada pela SUPELCO;

- conjunto de filtragdo para extracdo em fase solida, com 19 posicdes, WATERS;

- conjunto de filtragdo, marca MILLIPORE;

- compressor-aspirador modelo DIA PUMP CAL, marca FANEM,;

- cartucho para extracdo em fase s6lida ACCUBOND C-18 de 500 mg e 6 mL,
AGILENT;

- outros materiais: suporte, garra, papel indicador de pH colorpHast.

4.2.1.2 Equipamentos

- banho de ultra-som, 40 Hz, 20 L, Thornton;
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- balanga analitica METTLER TOLEDO AG 245 (0,0001 g);
- cromatografo liquido Pro Star, com detector de fluorescéncia, modelo 360, e injetor
automatico modelo 400, acoplado a uma workstation VARIAN;

- espectrofotometro de fluorescéncia VARIAN, modelo Cary Eclipse;

4.2.1.3 Reagentes, solventes e padrdes

- detergente alcalino Extran, MERCK (Brasil);

- metanol (grau HPLC) e acetonitrila (grau HPLC) da J.T.BAKER (USA), hexano e
acetona (grau HPLC) da MALLINCKRODT (USA);

- 4gua deionizada obtida do sistema Milli-Q plus MILLIPORE;

- padrdes de hormodnios, com grau de pureza 100 e 99,4%, 98,8% para estrona, 17 B-

estradiol e 17 a-etinilestradiol, respectivamente, da marca FLUKA (Alemanha).

4.2.2 Limpeza da vidraria

A vidraria foi lavada utilizando o detergente alcalino Extran (2%). Em seguida

foram enxaguadas com agua de torneira, agua destilada, 4gua deionizada e secas ao ar.

4.2.3 Preparacao das solucoes-estoque

Todas as solugdes foram preparadas em acetonitrila. Primeiramente foram
preparadas solugdes de 100 mg L' dos horménios separadamente, a partir destas
prepararam-se as solugdes padrdo mistas de trabalho, para testes de sensibilidade,
separacdo, obten¢ao da curva de linearidade e da curva analitica.

Para determinar a separacdo entre os hormonios foi preparada uma solugdo
contendo os trés horménios em concentragdes de 10 mg L™ para estrona, 0,1 mg L™ para
17 B-estradiol e 17 a-etinilestradiol. As concentracdes diferiram de acordo com a

intensidade de fluorescéncia de cada composto.



87

4.2.4 Avaliacdo do desempenho do sistema HPLC/FLU

As condi¢des cromatograficas (HPLC/Flu) utilizadas por Lopes (2007), incluiam:
volume de injegdo (automatico) de 30 pL, vazio de 1,0 mL min"' no modo isocratico com
eluente consistindo de 50:50 (v/v) H;O/ACN, em coluna C-18, sendo que a deteccdo era
feita a 230 nm para Ay € 306 nm para Aep,.

Neste trabalho obteve-se o espectro de fluorescéncia 3D para o 17 a etinilestradiol,
para orientar a escolha das condi¢des de deteccio.

Para avaliar a resolucdo cromatografica, utilizou-se uma solugdo padrao contendo
os trés estrogenos e partiu-se das condi¢des utilizadas por Lopes (2007), que foram
otimizadas.

Uma vez estabelecidos os melhores comprimentos de onda para detec¢do ¢ a
melhor forma de elui¢do, efetuou-se o estudo da resposta do sistema cromatografico. Para
isso, foram utilizadas solugdes-padrdo mistas, em acetonitrila, contendo os 3 hormoénios
nas concentragdes entre 0,1 e 10 mg L' para a estrona e 12,5 e 100 pg L' para ol7 B-
estradiol e o 17 a-etinilestradiol.

A avaliagdo do desempenho do sistema cromatografico foi feita com base na
construgdo de graficos de linearidade Area/Concentracdo x Concentracdo, coeficientes de
correlagdo da curva analitica, coeficiente angular da equacdo da reta da curva analitica
(Area x Concentrago) e calculo dos coeficientes de variagdo para cada ponto da curva.
(BRITO et al., 2004)

A partir das curvas de linearidade também foi possivel obter o LD e o LQ,
determinados a partir da rejeicdo de andmalos com base na curva de linearidade utilizando
um procedimento chamado de “Teste de Huber” (VALENTE, 2006) descrito na parte
introdutdria desta tese. O LD foi determinado a partir da menor concentragdo na qual
houve uma variacdo de area que ficou fora da mediana, = 3%, estabelecido na curva de
linearidade. J4 o LQ foi determinado a partir da menor concentracdo na qual houve uma
variagdo de area que ficou dentro da mediana, + 3%, estabelecido na curva de linearidade.

Os limites de detec¢do (LD) e quantificacdo (LQ) também foram calculados pelo

método baseado em parametros da curva analitica. A curva analitica foi construida com 5



88

pontos e 3 repeticdes para cada ponto (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2003).

4.2.5 Otimizacio e valida¢ao do método de tratamento das amostras

Utilizando-se amostras de 4gua subterranea fortificadas com os analitos (8 pug L™
para estrona ¢ 74 ng L' para 17 B-estradiol e 17 a-etinilestradiol) aplicou-se o método

descrito por Lopes (Tabela 24).

TABELA 24 - Procedimentos de extragdo validado por Lopes (2007)
Volume de Massa de Condicionamento do Volume do

Método amostra sorvente cartucho eluente Referéncia
1.000 mL 500 mg 6 mL de Hexano 4 mL de Ternes et al
2 mL de Ace Ace (1999)
6 mL de MeOH
10 mL de H20 pH 3

A partir deste método foram introduzidas modifica¢des que culminaram no método
utilizado neste trabalho e que esta resumido na Figura 25.

Foram realizados testes de recuperagdo em trés niveis de recuperacio, alto, médio e
baixo, esses niveis foram estabelecidos apds a obtengdo do limite de quantificacdo, das
curvas de linearidade e calibragdo para o sistema cromatografico (HPLC/FLU). Para
validag¢do do método utilizou-se o estudo de recuperagdo para determinagdo da precisdo e
exatiddo conforme descrito por BRITO et al. (2004).

Para cada nivel foram realizadas trés extracdes, uma testemunha que consiste na
extracdo sem adi¢do do padrdo na amostra e um branco, que ¢ a passagem pelo cartucho de
C18 apenas dos solventes utilizados no condicionamento. A Tabela 25 apresenta os trés
niveis de fortificacdo utilizados no estudo de recuperacdo do método. Todos os ensaios
foram efetuados em triplicata.

O método selecionado foi aplicado nas recuperagdes dos hormdnios em efluente de

ETE, agua superficial e subterranea.
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FIGURA 25 - Método otimizado e validado por Lopes (2007). Em destaque as condigdes
modificadas neste trabalho, para a determinacéo de 17 o etinilestradiol.
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TABELA 25 - Estudo de recupera¢do do método - niveis de fortificagdo de dgua subterranea

Estrogenos Inferior Médio Superior
Estrona 2,5ug L’ 5ugL! 10 ug L
17 B-estradiol 6,25ng L 25ng L 0,1 pg L™
17 a-etinilestradiol 6,25ng L™ 25ng L 0,1 ug L™

Para remog¢do de material em suspensdo em agua superficial e esgoto tratado
realizou-se filtragdo com filtros de fibra de vidro GF/C (47 mm de didmetro, 1,2 um
diametro de poro) antes da extra¢do em fase solida. O clean up do cartucho de C18 antes
da eluicdo foi efetuado pela passagem de 10 mL de solu¢do H,O/MeOH (9:1, v/v). Para
esgoto tratado utilizou-se de 500 mL, e ndo 1.000 mL conforme utilizado anteriormente no
ensaio realizado para a validacdo do método.

A fim de promover a interagdo do padrido adicionado com os componentes das
amostras, agua superficial e esgoto tratado apos fortificacdo foram submetidas ao aging

(envelhecimento) durante 4 horas, a 4 °C, sob protegdo de luz (LOPES, 2007).
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4.3.1 Desempenho do sistema analitico HPLC/FLU

Para a selecdo dos comprimentos de onda na utilizacdo de cromatografia liquida

com detec¢do por fluorescéncia, foram elaborados espectros de fluorescéncia em 3D

(Figuras 26, 27 e 28), para estrona, 17 B-estradiol e 17 a-etinilestradiol.
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FIGURA 26 - Espectro de fluorescéncia 3 D de
emissdo e excitagdo da estrona (solvente: acetonitrila) (LOPES, 2007).
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FIGURA 27 - Espectro de fluorescéncia 3 D de emissdo
e excitagdo do 17 PB-estradiol (solvente: Acetonitrila)
(LOPES, 2007)

FIGURA 28- Espectro de fluorescéncia 3 D de emisséo
e excitagdo do 17 a-etinilestradiol (solvente:
Acetonitrila).



92

De acordo com o descrito por Lopes (2007) os estrogenos estrona e 17 B-estradiol
apresentam duas regides de maximos de excitagdo e emissdo, 0 mesmo comportamento
pode ser observado para o 17 o-etinilestradiol (Figura 28). Foram escolhidos os
comprimentos de onda 230 nm para excitagdo e 306 nm para emissdo por serem
coincidentes para as 3 moléculas de interesse.

Tendo selecionado as condi¢des para a deteccdo, as misturas de hormonios foram

injetadas no sistema HPLC/FLU onde aplicou-se o gradiente ACN/H,O (Figura 29).

50 - — o ® o 53

48 -56
zZ R
3 46 54
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S :

44 - -52

42 - o— & ¥, . 50

0 " 08:00  13:00  15:00

Tempo (min)

FIGURA 29 - Gradiente de elui¢do utilizado para os estrogenos em analise por cromatografia.

Lopes (2007) utilizou ACN:H,O 50:50 (v/v), no modo isocratico como fase mdvel
para separacdo de estrona e 17 B-estradiol, o gradiente ACN:H,O foi utilizado para
melhorar a resolugdo entre estrona e o 17 a-etinilestradiol. A resolucéo obtida entre o 17 -
estradiol e 17 o-etinilestradiol foi de 3,73 e do 17 a-etinilestradiol e estrona de 1,53, esta
resolugdo mostrou-se excelente e a separagdo/detec¢do dos analitos ocorreu em tempo

inferior a 13 minutos, conforme pode-se observar no cromatograma mostrado na Figura 30.
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FIGURA 30 - Cromatograma obtido da separagdo dos horménios Estrona (10 mg LY, 17 p-
estradiol (0,1 mg L) e 17 o-etinilestradiol (0,1 mg L) em Ac. Oxalico 0,01 mol L™,

A linearidade da resposta do sistema cromatografico ja havia sido estudada por
Lopes (2007), para estrona e estradiol, porém durante o desenvolvimento deste trabalho foi
necessaria a troca da ldmpada de xenonio do detector. Além disso, a mudanca da elui¢do
do modo isocratico para o modo gradiente também poderia afetar a resposta do detector.
Por isso fez-se novamente o estudo da linearidade para estrona e estradiol, juntamente com
etinilestradiol. Neste estudo foram utilizadas seis solugdes-padrdo mistas com diferentes
concentragdes. Cada uma foi injetada em triplicata nas condi¢des otimizadas
anteriormente. A linearidade do intervalo de trabalho foi estabelecida pelas curvas de
linearidade baseadas no Teste de Huber (Valente, 2006), para estrona, 17 B-estradiol e 17
a-etinilestradiol (Figuras 31, 32 e 33).
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FIGURA 31 - Curva de Linearidade para a estrona: A/C — area/concentragdo, Md —
mediana das razdes A/C, Ici — intervalo de confianga inferior, Ics — intervalo de confianga

superior.
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FIGURA 32 - Curva de Linearidade para a 17 B-estradiol: A/C — area/concentrag¢do, Md —
mediana das razdes A/C, Ici — intervalo de confianga inferior, Ics — intervalo de confianga

superior.
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Curva de Linearidade Etinilestradiol
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FIGURA 33 - Curva de Linearidade para a 17 a-etinilestradiol: A/C — area/concentra¢do, Md —
mediana das razdes A/C, Ici — intervalo de confianca inferior, Ics — intervalo de confianga superior.

Pelas curvas de linearidade pode-se observar para estrona e 17 B-estradiol que
apenas a triplicada do primeiro ponto esta fora do limite aceitavel pela curva, enquanto que
para 17 a-etinilestradiol este valor estd dentro do limite da curva, mas apresenta uma maior
dispersdo em relacdo aos outros pontos, desta forma este valor de concentracdo foi
excluido na obtencdo da curva de calibracdo. Com base nessa eliminag¢do determinou-se
que esse ponto seria o limite de detec¢do (LD), pois foi a menor concentragdo na qual se
pode observar estrona, 17 B-estradiol e 17 o-etinilestradiol sem que houvesse uma
reproducdo de area que fosse linear. Todos os demais pontos estdo dentro dos limites
estabelecidos pela curva com uma mediana + 3%. O segundo ponto foi aceito como sendo
o limite de quantificacdo (LQ), pois foi a menor concentragdo que ficou dentro dos limites
da curva de linearidade, sendo que também possui um bom coeficiente de variagdo (CV)
(LOPES, 2007).

Com a faixa de trabalho sendo linear se obteve as curvas analiticas para o trés
hormoénios, os principais dados da curva analitica estdo mostrados na Tabela 26. Um
exemplo das curvas analiticas obtidas estd no Anexo 2. Salienta-se que a cada conjunto de

amostras foi construida uma curva analitica para maior confiabilidade analitica.
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TABELA 26 - Equagdes da curva analitica, intervalo de trabalho, coeficientes de correlacdo e de
variac@o do fator de resposta do sistema cromatografico HPLC/FLU

Hormonios Intervalo de trabalho Equacio Coeficiente de
(mg L™ Y = A+B*X correlacio (R)

Estrona 1-10 Y =-14336,9+357066,9X 0,999

17 B-Estradiol 0,0125-0,1 Y = 812,9+2,26.10’X 0,999

17 a-Etinilestradiol 0,0125-0,1 Y =-8118+1,54.10’X 0,999

Por meio da constru¢do das curvas analiticas pode-se observar a sensibilidade
analitica do sistema através do coeficiente angular obtido da equacdo da reta podendo
assim distinguir concentracdes muito proximas entre si, pois quanto maior a inclinag¢do da
curva (b maior), mais sensivel € o sistema analitico. Por meio do coeficiente de correlagdo
proximo de 1, nota-se que a linearidade esteve bastante satisfatdria confirmando o
resultado da curva de linearidade e também esteve acima do valor recomendado pela
ANVISA, r > 0,99 (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2003) e
pelo INMETRO (INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA, NORMALIZACAO E
QUALIDADE INDUSTRIAL, 2003), r > 0,90. A precisdo mostrou-se bastante satisfatoria,
pois os coeficientes de variagdo obtidos para as repeticdes (n=3) de cada ponto da curva
analitica variaram entre 1 e 5 %.

Na Tabela 27, sdo apresentados os LD e LQ obtidos pelo método baseado nos
pardmetros da curva analitica e os obtidos através da curva de linearidade para os

hormonios.

TABELA 27 - Limites de detec¢io (LD) e limites de quantificagdo (LQ), em mg L™, do sistema
cromatograficos obtidos pelas curvas analitica e de linearidade

LD LQ
Horménios Curva Curva de Curva Curva de
analitica linearidade analitica linearidade
Estrona 0,1 0,5 0,3 1,0
17 B-Estradiol 0,0044 0,006 0,0133 0,0125
17 a-Etinilestradiol 0,0044 0,006 0,0149 0,0125

Volume de inje¢do =30 puL
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Destaca-se que as divergéncias existentes entre os limites de deteccdo e de
quantificagdo da estrona em relagdo ao 17 B-estradiol e do 17 a-etinilestradiol sdo

referentes as diferentes intensidades de fluorescéncia desses hormonios.

4.3.2 Validacao do método

Os resultados obtidos para as recuperagdes do método avaliado em relagdo ao

utilizado por Lopes (2007) sdo apresentados na Tabela 28.

TABELA 28 — Comparacdo das recuperacdes percentuais para métodos de extragdo de hormonios
em agua subterranea (V= 1000 mL)

Recuperacio (%) + sd

Hormonio
Lopes, (2007) Este Trabalho
Estrona 74+2 93+3
17 B-estradiol 100 + 4 90 +4
17 a-etinilestradiol - 110+2
[Estrona] = 10 pg L™, [17 B-estradiol] = [17 o-etinilestradiol] = 100 ng L™ sd = desvio padrdo

Considerando como critério de aceitagdo, a recuperacdo compreendida entre 70 e
120 % (THIER & ZEUMER, 1987) da concentragdo fortificada, nota-se que o método
atende aos requisito para os trés analitos.

Nas condi¢gdes experimentais do método, a extragdo ndo apresenta interferentes na
regido de elui¢do dos horménios. Na Figura 34 sdo mostrados cromatogramas da amostra
fortificada (dgua subterrdnea + analitos) dos extratos da amostra testemunha (agua

subterranea), e do branco de laboratorio (simulacdo da extrag¢do utilizando dgua ultrapura).
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FIGURA 34 - Cromatogramas HPLC/FLU. (A) Extrato de agua subterranea fortificada 17 B-
estradiol (E2), 17 a-etinilestradiol (EE2) e estrona (E1); (B) Extrato de amostra testemunha (agua
subterranea sem fortifica¢do); (C) branco (simulagdo da extragdo utilizando agua ultrapura).
Condigdes de extracdo por SPE e de analise como descritas no texto. Concentragdo: Estrona, 10 ug
L, 17 p-estradiol e 17 a-etinilestradiol, 0,1 pg L™".

Como o efeito matriz ndo foi importante, com o pode ser constatado pela Figura 24,
as curvas analiticas forams construidas apenas com os padrdes no solvente (acetonitrila),
pois considerou-se desnecessdria a sua construgdo sobre a matriz.

O método foi entdo submetido a avaliagdo da precisdo e exatiddo também com
experimento de recuperagdo, em trés niveis para agua subterranea, agua superficial e

esgoto tratado. Para cada nivel foram efetuadas trés repeticdes e os resultados sdo
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mostrados a seguir (Tabela 29). Os cromatogramas para cada extracdo estdo expostos no
anexo 3.

As recuperacdes obtidas estiveram entre 70 e 120 %, com excecdo de 17 o-
etinilestradiol em esgoto tratado, que no nivel inferior obteve um valor de 134 % com um
coeficiente de variacdo de 13%. Para essa matriz este foi o inico ponto que ndo apresentou
concordancia com o preconizado por Thier & Zeumer (1987), desta forma o segundo ponto
que estava dentro do limite de recuperacdo aceito tornou-se o limite de quantificagdo para
esta substancia. Esta variagdo pode estar relacionada com o efeito da matriz sobre a
substancia uma vez que na curva de linearidade este valor estava compreendido dentro do
limite estabelecido pela mediana (med + 3) e na amostra testemunha ndo foi detectada a

presenca do hormonio (Figura 35).
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FIGURA 35 - Cromatogramas HPLC/FLU. (A) amostra de esgoto tratado fortificada com 17Mm[§lis
estradiol, 17 a-etinilestradiol e estrona (B) amostra testemunha esgoto tratado sem fortificacdo;
Condigdes de extragio por SPE e de analise como descritas no texto. Estradiol, 10 pg L™, 17 B-
estradiol e 17 a-etinilestradiol, 0,1 pg L™.
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As recuperagdes obtidas estdo condizentes com as encontradas na literatura, como
pode ser visto na Tabela 30.

Ternes et al. (1999), utilizaram dois tipos de SPE na extragdo uma fase denominada
Lichrolut-EN (0,10 g) e uma fase reversa RP-C18 (0,25 g) condicionando-as com hexano
(3 x 2 mL), acetona (1 x 2 mL) e metanol (3 x 2 mL), além de uma etapa de limpeza
utilizando silica gel. A elui¢do foi feita com 1 mL de acetona.

Baronti et al. (2000), utilizou como SPE cartuchos contendo Carbograph (0,5), essa
fase foi condicionada com 5 mL de metanol, 20 mL de 4gua acidificada com HCI (pH 2) e
5 mL de 4gua destilada. A eluicdo foi feita com 12 ml de uma mistura
diclorometano/metanol (80:20, v/v).

Lopes (2007) utilizou a menor concentra¢do na recuperacdo do 17 B-estradiol e a
maior concentracdo para a estrona, esta diferenca estd relacionada com a capacidade de
deteccdo do fluorescéncia para essas duas substancias, o 17 B-estradiol possui umas

capacidade de ser detectado até 10 vezes mais que a estrona.
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Lagana et al. (2004), fooram os unicos que realizaram um procedimento de
extracdo utilizando um cartucho de SPE Oasis-HLB, condicionando com 10 mL de
diclorometano:metanol (50:50, v/v), 5 mL de metanol e 10 mL de agua a elui¢do foi
realizada com diclorometano/metanol (50:50, v/v).

Diferentes formas de extracdo obtiveram resultados semelhantes ao obtidos neste
trabalho. Os resultados sdo suficientes para se considerar o método com exatiddo adequado
a finalidade a que se propde. Uma unica ressalva ¢ feita para o 17 o-etinilestradiol em
esgoto tratado, onde se considera que a menor concentragdo avaliada ndo esta adequada
para a quantificagao.

Para a avaliag¢do da precisdo, considera-se como critério, a obtengdo de coeficientes
de variag@o (CVs) nos ensaios de recuperacdo adequados quando menores ou iguais a 20 %
(RIBANI et al. 2004). A precisdo para todas as amostras enriquecidas atenderam este
pardmetro. Para os ensaios efetuados, de acordo com os CV obtidos o método foi
considerado como tendo uma precisdo satisfatéria, pois atingiram as recomendagdes
exigidas pelo INMETRO (INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA,
NORMALIZACAO E QUALIDADE INDUSTRIAL, 2003) ¢ pela ANVISA (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2003).

Em seguida foram calculados os Limites de Quantificagdo do método, os quais sdo

apresentados na Tabela 31.

TABELA 31 - Limite de quantificagio (LQ) determinado experimentalmente para os hormoénios
no método proposto para agua subterranea, superficial e esgoto tratado
Limites de Quantificacio

Hormonios ] ]
Agua de subterrinea  Agua de superficial Esgoto Tratado
Estrona 0,5pgL” 0,5pgL’ 0,5ug L
17 B-estradiol 6,25 ng L 6,25ngL" 6,25ng L™
17 o-etinilestradiol 6,25 ng L 6,25ng L’ 25ng L

Para a 17 o-etinilestradiol, ndo foi possivel relacionar diretamente os limites do
método em esgoto tratado com os limites experimentais obtidos para o equipamento
expressos na Tabela 26, devido a recuperagdo acima de 130% obtida no nivel de

fortificagdo inferior, 6,25 ng L. Para este caso, foi considerado como limite de
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quantificagdo do método, a menor concentracdo onde a recuperacdo esteve acima de 70 %
e abaixo de 120%, ou seja, 25 ng L

Alguns hormonios sintéticos podem provocar efeitos bioldgicos na ordem de 1 ng
L' (BAREL-COHEN et al., 2006). Segner et al (2003) em um estudo de multi-gera¢io
definiu que o 17 a-etinilestradiol possui efeito bioldégico em uma concentragdo de 1,54 ng
L'l, mesmo o limite de detec¢do obtido estar acima desse valor, este método consegue
detectar o 17 a-etinilestradiol em concentragdes menores do que os métodos que utilizam
fluorescéncia encontrado na literatura (Tabela 23).

Os limites de quantificagdo se encontram préximo da menor concentragdo que
apresentam efeito biologico (peixes e plantas) para estrona e 17 B-estradiol, a qual consiste
em 10 ng L' (BAREL-COHEN et al., 2006). O LQ de 0,5 pg L da estrona apresentou se
acima do valor obtido para o 17 B-estradiol devido a limitacdo da sensibilidade do detector

a estrona, que apresenta menor fluorescéncia.

4.4 CONCLUSOES

O sistema HPLC/FIu apresentou um excelente intervalo de trabalho. A utilizacdo de
elui¢do no modo gradiente com vazdo de 1 mL min™ de acetonitrila/dgua, injegdo de 30 uL
e deteccdo com 230 x 306 nm mostrou-se como uma condi¢do 6tima. A coluna de C18 (25
cm; 4,6 mm; 5 mm de diametro de particula) apresentou boa seletividade.

O método validado para as diferentes matrizes (dgua subterranea, superficial e
esgoto tratado) apresentaram exatiddo (recuperagdo > 70%) e precisdo (CV < 13%)
comparaveis aos descritos na literatura para os analitos e matrizes estudados. Os limitres de
quantificacio obtidos para estradiol e etinilestradiol (6,25 ng L") e estrona (0,5 pg L) sdo
compativeis com os apresentados por outros autores. Salienta-se que na literatura os
métodos descritos que utilizam HPLC/Fluorescéncia obtiveram limites de quantificagcdo
menores do os deste trabalho. Técnicas como GC/MS/MS utilizada para analise de
estrogenos demandam da necessidade de derivacdo da amostra, ou o uso de equipamento
de custo muito mais elevado como o LC/MS/MS. Desta maneira, o método proposto e
validado neste trabalho representa um avanco analitico por permitir a andlise em baixas
concentragdes com seletividade e sensibilidade compativeis com os estudos ambientais e

representar analises mais econdmicas e rapidas.
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CAPITULO S5 - ESTUDO AMBIENTAL

5.1 CARACTERIZACAO DA AREA DE ESTUDO

A microrregido de Campo Grande fica situada sobre um planalto, é a de maior
densidade populacional do Estado de Mato Grosso do Sul com 94,5 hab./km?, possui uma
area de 28.351,95 km®. A cidade de Campo Grande segundo dados do IBGE (INSTITUTO
BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2008), possui uma populagdo de
aproximadamente 724.524 habitantes, o que representa aproximadamente 92% da
populacdo da microrregido. A Figura 36 mostra a localizacdo geografica da cidade de

Campo Grande.

FIGURA 36 - Localizagdo Geografica do Municipio de Campo Grande (POPPI & SANTIAGO-
SILVA, 2005).

A regido de Campo Grande esta situada sobre o Aqiiifero Guarani sendo que nesta
regido encontra-se uma das areas de recarga do aqiiifero, os rios que abastecem a cidade
tém suas nascentes sobre essa regido. O sistema Aqiifero Guarani t€ém posi¢do de
destaque. Ele constitui uma das maiores reservas subterraneas de agua doce do planeta,
ocupando uma 4rea total de 1,2 milhdes de km® nas Bacias Sedimentares do Parana e
Chaco-Parana. Estende-se pelos territorios do Brasil, Uruguai, Paraguai e Argentina.
Aproximadamente 2/3 de sua drea de ocorréncia situam-se na porcdo brasileira,
abrangendo partes dos Estados de Mato Grosso do Sul, Goias, Minas Gerais, Sdo Paulo,

Parand, Santa Catarina ¢ Rio Grande do Sul (Figura 37). As faixas de afloramento e areas



106

adjacentes, por ndo serem protegidas por lavas de basalto praticamente impermedveis,

apresentam elevada vulnerabilidade a poluigao.

Regido de
Campo Grande

g

FIGURA 37 - Mapa hidrogeoldgico do Aqiiifero Guarani (CETESB, 2005).

O municipio de Campo Grande possui duas modalidades de producdo animal que
merecem destaque pela quantidade de poluentes que podem gerar e pelo risco de
contaminagdo que podem representar: a de bovinos com mais de 660 mil cabegas e a de
aves com mais de 640 mil cabegas (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E
ESTATISTICA, 2008).

Inumeros farmacos veterindrios sdo utilizados na pecuaria do estado, entre os
principais destacam-se as TCs, ndo se tem estudos recentes sobre a quantidade e quais sdo
as mais utilizadas, um estudo da EMBRAPA (Empresa brasileira de pesquisa
agropecuaria) de 1984, utilizando questiondrios, determinou que 82,75% dos criadores de
gado utilizam tetraciclinas tradicionais e 1,72% utilizam oxitetraciclina que possui longa
acdo no combate a Anaplasmose bovina (anaplasmose: doenga parasitaria infecciosa que
acomete bovinos) (EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA, 2008).
No entanto, existem poucos estudos relativos a biotransformagado destes medicamentos e ao
gerenciamento dos residuos gerados por essas criacdes. O manejo mais utilizado na criagdo
destes animais ¢ o confinamento, o que acarreta em um grande nimero de animais
concentrado em um espaco restrito e gerando uma grande quantidade de dejetos, que por
ndo serem submetidos a tratamento e destinacdo adequados podem atuar como potenciais
contaminantes ambientais. Por outro lado, o tratamento de esgoto da cidade, que € do tipo

secundario, atinge apenas 18% dos domicilios.
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5.2 ABASTECIMENTO DE AGUA EM CAMPO GRANDE (MS)

A captagdo, tratamento e distribuicio de 4gua para a populacio ¢ de

responsabilidade da empresa Aguas Guariroba S/A.

5.2.1 Captacao

O sistema de abastecimento de 4gua de Campo Grande € constituido por unidades
de captagdo, adugdo, tratamento, reservacdo e distribuicdo. A captacdo de agua para
abastecimento publico é efetuada em mananciais superficiais e subterraneos.

Os pontos de captacdo superficiais encontram-se nos rios: Guariroba, Lajeado e
Desbarrancado, que representam 60% do abastecimento da cidade de Campo Grande,
sendo a do corrego Guariroba a principal delas. A bacia do Guariroba ocupa uma area de
389 km?. O lago da represa do Guariroba possui um volume de 3,7 milhdes m* e tem uma
area de aproximadamente 850.000 m> (AGUAS GUARIROBA, 2008).

As captacdes subterraneas (pocos) sdo responsaveis por 40% do total da dgua que
abastece o municipio. Atualmente existem cerca de 88 pocos em operagdo, sendo que
deste, 78 pogos estdo perfurados entre 80 a4 150 metros e 10 pogos captam agua do aqiiifero
Guarani ou Botucatu estes estdo a uma profundidade maior do que 500 metros (AGUAS
GUARIROBA, 2008). As aguas dos po¢os ndo sdo misturadas com as dos rios, como
tratamento essas aguas recebem a adicdo de cloro através de bombas mecanicas e sdo

canalizadas direta para consumo.

5.3 OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo avaliar a ocorréncia de hormoénios (estrona, 17 -
estradiol e 17 o-etinilestradiol) e de antibidticos (oxitetraciclina, tetraciclina,
clorotetraciclina e doxiciclina) em amostras de esgoto tratado, agua superficial e

subterranea da regido de Campo Grande (MS).
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5.4 OBTENCAO DAS AMOSTRAS AMBIENTAIS DESTE ESTUDO

As amostras de dgua superficial foram coletadas nos rios (Lageado e Guariroba)
que abastecem a cidade, em locais que estdo antes dos pontos da captacdo da ETA e
situados dentro de propriedades privadas do municipio de Campo Grande(MS).

As terras em torno do rio Lageado sdo basicamente utilizadas para pequenos
cultivos e por pequenas criagcdes de gado na forma extensiva, enquanto que na regido do rio
Guariroba, as terras sdo basicamente utilizadas para agricultura.

As amostras de agua subterranea foram obtidas de um pogo artesiano, 85 metros de
profundidade, dentro da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS). O esgoto
tratado também foi coletado na estagcdo de tratamento da UFMS, o processo de tratamento
seria semelhante ao do municipio, mas a estacdo trabalha em condi¢des precarias e ¢ feita
apenas a retirada de materiais solidos (gradeamento). Esta ETE trata o esgoto de todo o
campus da universidade incluindo o do Hospital Universitario. O campus possui
aproximadamente 7000 estudantes. A Figura 38 ilustra o local onde se localiza o pogo

artesiano e a ETE.

Departamento de Quimica - UFMS

FIGURA 38 - Localizagio do pogo artesiano e da ETE em Campo Grande-MS.
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O plano amostral incluiu a coleta de amostras nestes pontos por seis meses (julho a
dezembro de 2007), que compreendem os periodos de seca e chuva na regido, as coletas
eram realizadas no inicio do més entre os dias dois e seis de cada més, o horario de coleta
foi fixado entre 9-10h.

No ponto de coleta o rio Guariroba media cerca de 6 m. de largura por 2,5 m de
profundidade. Ja o rio Lageado apresenta-se como um pequeno riacho medindo 1,5 m de
largura com 60 cm de profundidade, no ponto de coleta. Para cada ponto foram tomados 4
L de amostra em frasco de vidro 4mbar, previamente lavado para previnir contaminagao.

As amostras foram transportadas em caixas isotérmicas contendo gelo ndo
reciclavel até o laboratorio da UFMS. Uma vez no laboratério as amostras foram
armazenadas sob refrigera¢do (10 °C) até o momento da analise. Todas as amostras foram
processadas em intervalo menor que 12 horas da coleta. Os pontos de coleta estdo

ilustrados na Figura 39.

FIGURA 39 - Localizagdo das represas dos rios Lageado e Guariroba que abastecem a cidade de
Campo Grande(MS). Fonte: Google Earth (2008)a.

A Figura 40 mostra a represa formada pelo rio Guariroba e a Figura 41 mostra o
leito do rio onde foi realizada a coleta, esta represa estd localizada a 37 km da area urbana
da cidade de Campo Grande (MS) em sua volta as terras sdo utilizadas para agricultura,
neste ponto ¢ feita apenas a captacdo da dgua, a canalizagdo conduz a agua para a ETA que

estd localizada dentro do perimetro urbano do municipio.
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FIGURA 40 - Ponto de coleta: represa do rio Guariroba. Fonte: Google Earth (2008)b.

FIGURA 41 - Ponto de coleta no rio Guariroba.

A Figura 42 mostra a represa formada pelo rio Lageado, esta represa estd localizada
ao lado do perimetro urbano da cidade neste ponto também ¢ feita apenas a captacdo da
dgua, a canalizagdo conduz & agua para a mesma ETA que trata a 4gua do rio Guariroba,
em torno da represa as terras sdo utilizadas para pequenos cultivos, milho e feijdo, e para
uma pequena criacdo de gado na forma extensiva. A Figura 43 mostra o leito do rio onde

foi realizada a coleta.
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FIGURA 42 - Ponto de coleta: represa do rio Lageado. Fonte: Google Earth (2008)c.

FIGURA 43 - Ponto de coleta no rio Lageado.

5.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos durante o periodo deste estudo estdo sumarizados na Tabela
32.

Os estrogenos foram detectados nas amostras de esgoto tratado e dgua superficial
dos rios Lageado e Guariroba, porém abaixo do limite de quantificacdo do método,

denotando uma pequena contaminagao.
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De agosto a dezembro a estrona foi detectada em todas as amostras de esgoto
tratado, sempre abaixo do limite de quantificagdo. As amostras de esgoto foram filtradas
em membrana de 0,45 um de poro para eliminar o material particulado antes da analise.
Como esses estrogenos tende a ficar adsorvidos as particulas solidas devido aos altos
valores de K,y, este pode ser um fator importante para diminuir a concentragido deste
horménio no meio. Este fato pdde ser comprovado por um estudo de sor¢do e
mobilidade desses hormodnios em sedimento orgénico, foi observado que quando ha um
aumento da matéria orgdnica ocorre um aumento da sor¢do e uma diminuicdo da
mobilidade dos hormonios, constituindo um mecanismo hidrofobico (LEE et al., 2003),
isto implica dizer que quanto maior a quantidade de matéria orgénica existente no meio
menor a concentragdo dos hormonios em agua.

No rio Guariroba foi detectada a presenca de estrona, 17 B-estradiol e 17 o-
etinilestradiol nos meses de agosto e setembro que corresponde ao periodo de seca da
regido, enquanto que no rio Lagedo apenas a estrona foi detectada no més de outubro. O
rio Lageado esta localizado mais préximo do perimetro urbano do que o rio Guariroba,
esperava-se encontra hormdnios como o 17 a-etinilestradiol que ¢ tipicamente usado
como contraceptivo. O municipio de Campo Grande ndo disponibiliza mapas
hidrogréficos da regido para uma analise do comportamento da bacia.

A Tabela 33 mostra a quantidade de chuva no periodo de coleta no municipio de
Campo Grande, pode se observa que de julho a setembro a quantidade de chuva foi

pequena aumentando progressivamente até dezembro.

TABELA 33 — Temperaturas e pluviosidade no Municipio de Campo Grande, durante o
periodo de coleta (Agritempo, 2008).

Meses (2007) ﬁ:}“‘l’gﬁ“g; {Zﬁ:’;?{“g Pluviosidade (mm)
Julho 28,77 16,22 0,55
Agosto 28,43 15,42 0,55

Setembro 31,36 17.67 0,03

Outubro 32.39 2034 0,73
Novembro 30,98 20,15 1,98
Dezembro 5,03

30,26 19,88
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Por estes indices pode se dizer que a lixiviagdo ndo foi um fator significativo na
contaminag¢do dos rios, uma vez que foi detectada a presenga de 17 B-estradiol e 17 a-
etinilestradiol nos meses de agosto e setembro, sendo os meses onde a quantidade de
chuva foi menor.

Uma possivel explicag@o para a presenga dos hormdnios no rio Guariroba seria a
proximidade deste do distrito de Anhadui que fica situado a 50 km da capital, a
populagdo ¢ de cerca de 4000 habitantes e esta localizada mais préximo do leito do rio,
entre 7 e 10 km, o distrito ndo possui sistema de tratamento esgoto e o sistema de coleta
de lixo ¢ precario. Outra fonte de contaminacgdo pode ser a sede de fazendas que estdo
localizadas préximas ao rio Guariroba se essas fazendas possuem sistemas de fossas
sépticas ou se os esgotos gerados por elas sdo despejados no rio ndo se tem nenhuma
informacao.

As TCs ndo foram detectadas em nenhuma das amostras analisadas, como sdo
muito soluveis em agua provavelmente encontram-se presentes no meio, mas em
concentragdes inferiores aos limites de detecg¢@o. Verificou-se a presenca de um niimero
pequeno de animais a margem dos rios proxima aos pontos de coleta, mesmo sendo uma
regido de grandes criagdes, a area especifica ¢ utilizada mais para a agricultura. As
pequenas criagdes existentes em torno do rio Lageado s@o de subsisténcia o que de certa
forma justifica o resultado encontrado. Como néo havia grande quantidade de produgio
animal em torno das represas de captacdo a contaminagdo por lixiviagdo ndo foi
constatada.

Quando em baixa concentragdo as TCs poderiam estar complexadas a espécies
inorganicas e adsorvidas ao material particulado (KEMPER, 2008). Outro ponto
importante ¢ que as TCs ficam fortemente ligadas ao solo organico, devido a presenca
de calcio que ocorrem em altas concentracdes no solo, diminuindo sua solubilidade em
agua (SAMUELSEN et al., 1992). Um fator para diminuir a concentra¢do de TCs no
meio ambiente é a degradacdo, que pode ocorrer por atividade microbiana, reagdes
enzimaticas ou pela transformacdo em outros compostos por hidrolizagdo,
descarboxilagdo e oxidacdo. A fotodegradacdo ¢ uma das principais formas de
degrada¢do quando elas ndo estdo protegidas da luz associadas ao barro ou lodo
(SENGELQV et al., 2003).

Alguns trabalhos da literatura demonstram a presenca dessas substidncias em
amostras de agua superficial, efluente de esgoto, dgua subterranea e agua potavel,

pesquisando regides onde o risco de contaminagdo ¢ evidente, ou seja, proximo a locais
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de criacdo de animais em confinamento e de pontos de langamento de esgoto tratado ou
in natura.

A Agéncia de Pesquisa Geoldgica norteamericana realizou um estudo entre 1999
e 2001 em 139 rios em 30 Estados Americanos, em pontos onde havia potencial de
contaminagdo por esgoto, residuos de produgdo agricola, agropecuaria e residencial. Em
rios que recebem efluentes de esgoto detectou-se a presenca de estrona e 17 B-estradiol
entre 7-10% das amostras de 4gua, em concentragdes de 93 a 112 ng L™ (KOLPIN et
al., 2002). 17 B-estradiol, na concentragio de 6 a 66 ng L, foi encontrado em agua
subterrdnea ¢ 2,6 pg L' na saida do sistema de tratamento de 4gua de Nevada
(KEMPER et al., 2008). Nesta pesquisa mais de 70 farmacos com atividade bioldgica
foram encontradas em concentragdes na ordem de pg L' em efluente de estacdo de
tratamento de esgoto, dgua superficial, 4gua subterranea e agua potavel (HEBERER,
2002).

O estudo mostrou a presenga de uma alta concentracdo de tetraciclina e
oxitetraciclina, 4 ¢ 1,2 pg L respectivamente, em esgoto ndo tratado (HEBERER,
2002). Neste mesmo estudo, em 144 de amostras de agua, tetraciclinas e sulfonamidas
foram encontradas em 9 locais em concentragio que variam de 0,07 a 15 ug L sendo a
maioria em agua superficial. Em agua subterrdnea obtida em Washington foram
encontradas tetraciclinas e sulfonamidas. Neste estudo a clorotetraciclina foi detectada
em agua superficial em uma concentragio de 0,15 pg L' ¢ da familia das tetraciclinas a
oxitetraciclina foi a que esteve presente em um maior nimero de amostras. (KOLPIN et
al., 2002). Granados et al. (2005) e Chico et al. (2008), analisaram aguas dos rios Ter,
Cinca e Noguera Ribagor¢ana na Bacia do mar Mediterraneo, Granados et al. (2005)
também analisou 4agua do mar Mediterraneo coletada proximo a Barcelona, em
nenhuma dessas amostras foram encontradas Tetraciclinas.

Em estudos realizados no Brasil, Ghiselli (2006) encontrou 4,8 pg L™ de estrona
e 6,7 ug L de estradiol no rio Atibaia, responsavel por 95% do abastecimento do
municipio de Campinas-SP. Raimundo (2007) analisou 34 amostras de 10 pontos
diferentes do rio Atibaia e de seus afluentes em 94% delas foram encontradas
substancias consideradas AE, o 17 B-estradiol foi encontrado em 35% das amostras
analisadas em concentragdes entre 106 ¢ 6.806 ng L™ enquanto que o 17a-etinilestradiol
foi encontrado em apenas 5 amostras em concentra¢des de 106 a 4.390 ng L™'. Estrona

ndo foi detectada acima do seu limite de detec¢do que foi de 16 ng L™



116

Lopes (2007) realizou um estudo em varios pontos do corrego Rico que abastece
o municipio de Jaboticabal-SP, na nascente do rio foi detectada a presenga de estrona na
concentragio de 0,6 pg L' e 17 B-estradiol na concentragdo de 16 a 30,6 ng L. Esta
regido ja tinha sido utilizada para criacdo de gado, no entanto, no periodo em questio
(2006), quando foi realizada essa amostragem, houve a implantacdo de horticultura em
area proxima a nascente que foi acompanhada da utilizagdo de residuos animais como
fertilizante. Essa coleta foi realizada durante o periodo chuvoso da regido, por esse
motivo essa contaminagdo ¢ atribuida ao escoamento superficial da area de produgdo.
Lopes (2007) também encontrou 6,8 ng L™ de 17 B-estradiol na 4gua potavel distribuida
no municipio, o que evidéncia que o sistema de tratamento de 4gua ndo foi eficiente

para remoc¢ao desta substancia.

5.6 CONCLUSAO

Os estrogenos estiveram presentes em varias amostras coletadas, porém abaixo
do limite de quantificacdo do método, denotando uma pequena contaminag¢do. De
agosto a dezembro a estrona foi detectada em todas as amostras de esgoto tratado. No
rio Guariroba foi detectada a presenca de estrona, 17 B-estradiol e 17 a-etinilestradiol
em suas aguas nos meses de agosto e setembro, enquanto que no rio Lageado apenas a
estrona foi detectada no més de outubro. Em todos os casos para o 17 B-estradiol as
concentragdes detectadas estiveram abaixo do nivel passivel de exercer efeito biologico
que ¢ de 10 ng L™, para o 17 a-etinilestradiol este nivel é de 1,54 ng L™, este valor é
menor que o LD do método, desta forma a presenca dessa substancia no meio pode estar
afetando o meio onde foi detectada (BAREL-COHEN et al., 2006). As TCs ndo foram
detectadas em nenhuma das amostras analisadas neste periodo o que pode ser um
indicativo que a contaminagdo por excreta animal nos pontos de amostragem estudados
¢ muito pequena ou que as TCs estejam associadas ao material particulado em

suspensdo ou ao sedimento.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

6.1 DIFICULDADES ENCONTRADAS

A principal dificuldade encontrada durante o desenvolvimento deste trabalho
consistiu-se na obtencdo das amostras para validacdo do método e aplicacdo da
metodologia, devido a ndo autorizagdo para as coletas de amostras nas ETA e ETE do
municipio de Campo Grande (MS). Por este motivo o plano amostral foi alterado, e as
amostras coletadas em um ponto de cada rio, uma vez que as extensdes dos rios ficavam

dentro de propriedades privadas.

6.2 ESTUDOS FUTUROS

Apesar dos resultados obtidos apontarem para uma baixa contaminag¢do nos
pontos amostrados, seria imprescindivel executar o plano amostral inicialmente
elaborado, que incluia a amostragem na entrada e saida das ETE e ETA de Campo
Grande (MS) e na rede de pogos artesianos da cidade. Durante todo um ano para avaliar
a contaminagdo, sua sazonalidade e inferir as possiveis fontes. Isso somente sera
possivel se o governo do municipio entender os beneficios que tal estudo podera trazer
no sentido de diagnosticar a contaminagdo, se existente, e subsidiar medidas de
minimizacao, ou erradicacdo da mesma.

Nos estudos futuros também deverd ser avaliada a ocorréncia dos contaminantes
enfocados neste trabalho nas matrizes solidas associadas aos recursos hidricos
(sedimento e material particulado em suspensdo na coluna d’dgua) bem como em solo

da regido.
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ANEXO 1 - CURVAS ANALITICAS PARA OS ANTIBIOTICOS
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1- Curva analitica para a Oxitetraciclina obtida no moda de analise A, em 4cido oxalico

0,01 mol L.
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2 - Curva analitica para a Tetraciclina obtida no moda de analise A, em acido oxalico
0,01 mol L™
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3 - Curva analitica para a Clorotetraciclina obtida no moda de andlise A, em acido
oxalico 0,01 mol L
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4 - Curva analitica para a Doxiciclina obtida no moda de anélise A, em &cido oxalico
0,01 mol L.
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ANEXO 2 —- CURVAS ANALITICAS PARA ESTROGENOS
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1 - Curva analitica para a Estrona dissolvida em ACN, obtida no sistema HPLC/Flu no modo
gradiente (ACN:H,0)
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2 - Curva analitica para o 17 B-estradiol dissolvido em ACN, obtida no sistema HPLC/Flu no
modo gradiente (ACN:H,0)
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3 - Curva analitica para o 17 a-etinilestradiol dissolvido em ACN, obtida no sistema
HPLC/Flu no modo gradiente (ACN:H,0)
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ANEXO 3 - CROMATOGRAMAS - RECUPERACAO
ESTROGENOS

Cromatogramas da recuperacio em Agua Subterrianea
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1 - Cromatograma HPLC/Flu da recupera¢do dos hormonios enriquecida com os analitos: E1l
[0,5 ug L], E2 e EE2 [6,25 ng L] — Nivel baixo
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2 - Cromatograma HPLC/Flu da recuperacdo dos hormonios enriquecida com os analitosmgmﬁl[
2,5 ug L], E2 e EE2 [25 ng L' - Nivel médio
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2 - Cromatograma HPLC/Flu da recuperag¢do dos horménios enriquecida com os analitos: E1[10
ng L', E2 e EE2 [0,1 ug L-1] - Nivel alto
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Cromatogramas da recuperacio em Agua Superficial

5 - Cromatograma HPLC/Flu da recuperagdo dos hormédnios enriquecida com os analitos: E1 [5
ng L], E2 e EE2 [6,25 ng L-1] - Nivel baixo
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6 - Cromatograma HPLC/Flu da recuperagdo dos hormonios enriquecida com os analitos: E1[
2,5 ug L', E2 ¢ EE2 [25 ng L'] - Nivel médio
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7 - Cromatograma HPLC/Flu da recuperagdo dos hormdnios enriquecida com os analitos: E1 [10
mg L], E2 ¢ EE2 [0,1 pg L-1] - Nivel alto
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8 - Cromatograma HPLC/Flu da testemunha (matriz sem os analitos)
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9 - Cromatograma HPLC/Flu do branco do cartucho utilizado na recuperagao
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