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RESUMO

A vinhaga € um residuo liquido proveniente da produgdo de etanol combustivel a partir
da cana-de-agucar. Este residuo tem sido utilizado h4 mais de 4 décadas na fertirrigacdo dos
solos dos canaviais, sendo um aporte de dgua e nutrientes. Apesar da importancia agrondmica
e econdOmica desta prética, a fertirrigacdo pode ser uma fonte de contaminantes para o meio
ambiente, especialmente com relacdo a antibidticos, os quais sao utilizados no processo de
producdo do etanol. Desta forma, o objetivo deste trabalho € avaliar possiveis riscos associados
a pratica da fertirrigacdo, do ponto de vista da dispersdo de contaminantes organicos no meio
ambiente, com maior foco em antibidticos, e avaliar o impacto da presenca de antibidticos na
biodigestao anaerdbia da vinhaca. Para isso, trés distintas abordagens foram adotadas, sendo: 1)
desenvolvimento de método LC-MS/MS para a andlise de antibidticos (monensina,
penicilina G, virginiamicina M1, virginiamicina S1, tetraciclina e eritromicina) em vinhacga,
sendo avaliadas as técnicas SPE, SALLE e SPE on-line para o preparo de amostras. ii) Andlise
de amostras de vinhaga, solo e dgua subterranea de dreas fertirrigadas com vinhaca, por dois
métodos. O primeiro, baseado em LC-MS/MS para a determinagcdo de 32 antibidticos de
multiplas classes, sendo avaliadas as técnicas de extragdo QUEChERS e ELP para as amostras
de solo. O segundo, baseado em andlise de investigacdo de compostos suspeitos (Suspect
Screening) empregando estratégias avancadas com base LC-HRMS para avaliar a presenca de
7811 contaminantes, incluindo pesticidas, produtos farmacéuticos e uma ampla gama de
produtos quimicos industriais, entre outras substancias. iii) Avalia¢do da inibi¢do da produgao
de metano na biodigestao anaerdbia da vinhaga contaminada com diferentes concentragdes dos
antibiéticos monensina, penicilina G e tetraciclina empregando reator em batelada (500 mL).
Como resultado, foi verificado que as técnicas SPE, SALLE e SPE on-line mostraram-se
adequadas para a extracao da maioria dos analitos na vinhaca. Além disso, com o método SPE
on-line-LC-MS/MS desenvolvido, foi verificado que a monensina € capaz de resistir ao
processo de producgdo de etanol e foi detectada em uma amostra de vinhaca na concentracdo de
14,3 ng mL!. Nas andlises LC-MS/MS para mudltiplas classes de antibiéticos nido foram
detectados contaminantes adicionais, sendo que as técnicas de extracdo QuUEChERS e ELP
alcancaram desempenho semelhante, com pontos positivos especificos para cada caso. As
andlises por LC-HRMS permitiram a identificacdo por tentativa de 19 contaminantes de
preocupacdo ambiental na vinhaca, 12 no solo e 25 na dgua subterranea de areas fertirrigadas.
Porém, nenhum destes compostos estdo diretamente ligados a vinhaga, sendo que os resultados
mostraram a existéncia de outras fontes potenciais de contaminacdo para as amostras
analisadas, principalmente associadas a atividade agricola moderna. Os estudos de biodigestao
permitiram verificar que os antibidticos estudados sdo capazes de inibir parcialmente a
producdo de metano nas concentragdes de 0,5 ppm para a monensina, 1,0 ppm para a tetraciclina
e 0,01 ppm para a penicilina. Estes resultados indicam que a vinhaca contaminada com
antibiéticos pode comprometer a eficiéncia da produgdo de biogds por biodigestao anaerdbia.

Palavras-chave: Vinhaca. Etanol Combustivel. Antibidticos. LC-MS/MS. Biodigestao
anaerdbia.



ABSTRACT

Vinasse is a liquid residue from sugarcane ethanol fuel production. This residue has been used
for more than 4 decades in the fertigation of the soil of the sugarcane fields, providing water
and nutrients. Despite the agronomic and economic importance of this practice, fertigation can
be a source of contaminants for the environment, especially in relation to antibiotics, which are
used in the ethanol production process. Thus, the objective of this work is to evaluate possible
risks associated with the practice of fertigation, from the point of view of the dispersion of
organic contaminants in the environment, with a greater focus on antibiotics, and to evaluate
the impact of the presence of antibiotics on anaerobic digestion of vinasse. For this, three
different approaches were adopted, being: i) development of LC-MS/MS method for the
analysis of antibiotics (monensin, penicillin G, virginiamycin M1, virginiamycin SI,
tetracycline and erythromycin) in vinasse, being evaluated the techniques SPE, SALLE and
on-line SPE for sample preparation. ii) Analysis of vinasse, soil and groundwater samples from
fertigates areas with vinasse, using two methods. The first, based on LC-MS/MS for the
determination of 32 antibiotics from multiple classes, being that QUEChERS and PLE
extraction techniques were evaluated for soil samples preparation. The second, based on suspect
screening analysis employing advanced strategies based on LC-HRMS to assess the presence
of 7811 contaminants, including pesticides, pharmaceuticals and a wide range of industrial
chemicals, among other substances. iii) Evaluation of the inhibition of methane production in
anaerobic digestion of vinasse contaminated with different concentrations of the antibiotics
monensin, penicillin G and tetracycline in a batch reactor (500 mL). As result, it was possible
to verify that the SPE, SALLE and on-line SPE techniques were suitable for the extraction of
most analytes in vinasse. In addition, with the developed on-line SPE-LC-MS/MS method, it
was possible to verify that monensin can resist to the ethanol production process and was
detected in a vinasse sample at a concentration of 14.3 ng mL'. In the LC-MS/MS analyzes for
multiple classes antibiotics, no additional contaminants were detected, and the QUEChERS and
PLE extraction techniques achieved similar performance, with specific positive points for each
case. The analysis by LC-HRMS allowed the identification by tentative of 19 contaminants of
environmental concern in the vinasse, 12 in the soil and 25 in the groundwater from fertigated
areas. However, none of these compounds are causally linked to vinasse, and the results showed
the existence of other potential sources of contamination for the analyzed samples, mainly
associated with modern agricultural activity. The digestion experiments showed that the studied
antibiotics can partially inhibit the production of methane at concentrations of 0.5 ppm for
monensin, 1.0 ppm for tetracycline and 0.01 ppm for penicillin G. These results indicate that
vinasse contaminated with antibiotics can compromise the efficiency of biogas production by
anaerobic digestion.

Keywords: Vinasse. Ethanol Fuel. Antibiotics. LC-MS/MS. Anaerobic Digestion.
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Introducao

O Brasil € o segundo maior produtor mundial de etanol combustivel, ficando atras
apenas dos Estados Unidos da América. Em 12/10/2020 havia no Brasil 362 usinas produtoras
de etanol combustivel autorizadas pela ANP (Agéncia Nacional do Petréleo, Gas Natural e
Biocombustiveis) para atuacdo no mercado do etanol combustivel (ANP, 2020a). A maioria
destas usinas sdo complexos industriais mistos, capazes de produzir tanto etanol quanto agucar.
Toda esta infraestrutura tem sua origem impulsionada pelo Programa Nacional do Alcool
(Proélcool) na década de 70 (AMORIM et al., 2011) e estd concentrada na regido centro-sul e
nordeste do pais, Figura 1, sendo responsavel por uma produgao total de 35,6 bilhdes de litros
de etanol e 224,5 milhdes de toneladas de agucar na safra 2019/2020 (CONAB, 2020). Vale
destacar que no ano de 2019 a quantidade de gasolina comum (gasolina com adi¢@o de etanol)
vendida no pais foi de 38,2 bilhdes de litros (ANP, 2020b). Desta forma, fica evidente a
importancia deste setor na composicdo da matriz energética brasileira como um setor

estratégico em termos energético e econdomico.

Figura 1 - Distribuicio das plantas produtoras de etanol combustivel no Brasil.
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Fonte: ANP (ANP, 2020c).

Para a produgdo do etanol combustivel no Brasil é utilizada como matéria prima
principalmente a cana-de-acucar. Nos ultimos anos, uma drea de aproximadamente 8,4 milhdes
de hectares tem sido dedicada a esta cultura (CONAB, 2020). A cana-de-agticar apresenta em

sua composi¢ao de 10-17% de sacarose, principal carboidrato que € fermentado e convertido
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em etanol. Entre as principais matérias-primas utilizadas mundialmente para a producdo de
etanol combustivel, a cana-de-acucar se destaca no Brasil e o milho nos Estados Unidos da
América (NOGUEIRA et al., 2008). O etanol € um combustivel renovavel que tem grande
destaque na diminuicdo da emissdo de gases de efeito estufa, quando comparado aos
combustiveis fosseis. Esta caracteristica € mais marcante para o etanol oriundo da
cana-de-actcar e, no cendrio atual, este combustivel constitui uma alternativa para amenizar os
efeitos nocivos da queima de combustiveis fésseis (SADEGHINEZHAD et al., 2014).

O uso do etanol combustivel, ao invés da gasolina, em veiculos com motores de ciclo
Otto, contribui com uma redu¢do de emissdo de 71% dos gases de efeito estufa, comparado
com a gasolina (2009/28/EC, 2009), embora este ganho na redu¢do da emissdo tenha sido
questionado, devido a diferentes metodologias aplicadas na andlise e falta de transparéncia no
dados utilizados (BICALHO; SAUER; PATINO-ECHEVERRI, 2019; DE SOUZA DIAS et
al., 2015). Da mesma maneira, o uso de misturas gasolina-etanol (~25% de etanol) também
traz vantagens ambientais pois permitem abolir o uso de aditivos para melhoramento da
octanagem como o MTBE (do inglés methyl tert-butyl ether) cujo impacto negativo no meio
ambiente devido a contaminagcdo de dguas subterraneas ja foi verificado (FACETTI et al.,
2019).

Embora o uso de etanol combustivel apresente vantagens ambientais em relacdo aos
combustiveis de origem féssil, um complexo agroindustrial do porte deste setor também impde
novos desafios ambientais a serem superados, como por exemplo, a gestdo dos residuos
gerados. Resumidamente, as etapas industriais envolvidas na producdo do etanol combustivel
estdo descritas abaixo (AMORIM et al., 2011; NOGUEIRA et al., 2008) e esquematizadas na
Figura 2:

1) Extracao do caldo da cana: esta etapa é realizada por moagem ou empregando
difusores, extraindo o caldo de cana e gerando uma grande quantidade de bagacgo de
cana. O caldo de cana extraido pode ser utilizado tanto para a produgdo de etanol
quanto de agucar.

2) Clarificacao do caldo: o caldo é submetido a tratamento quimico para coagulacao,
floculagdo e precipitagdo das impurezas e decantacao/filtracdo para remocao dos
s6lidos. Como resultado, tem-se um caldo com menor quantidade de sélidos e a torta

de filtro, que € o montante de s6lido removido.
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3)

4)

5)

6)

Evaporacao: o caldo de cana tratado, quando destinado a produgdo de acgucar, é
concentrado em evaporadores e cozedores para a cristalizagdo do acucar. Deste
processo, resulta ainda o melago (ou mel), solugao residual rica em actcar.
Fermentacao: o caldo de cana clarificado, ou o melago diluido resultante da
producdo de actcar, ou uma mistura dos dois (o mosto) € fermentada por leveduras
produzindo o “vinho” com uma porcentagem de etanol na faixa de 8-9%. Apds
finalizada a fermentacdo, as leveduras sdo recuperadas por centrifugacdo e tratadas
para serem empregadas em uma préxima batelada de fermentacdo. Ja4 o vinho, é
levado para a coluna de destilacao.

Destilacdo: nesta etapa o etanol é separado do “vinho” produzindo o etanol
hidratado com aproximadamente 96% (v/v) de etanol e vinhaga (ou vinhoto) na
propor¢ao aproximada de 1 L de etanol para 12 L de vinhaca. O etanol hidratado
pode ser o produto final, que € empregado diretamente como combustivel,
concorrendo com a gasolina, ou pode ser submetido a desidratacao.

Desidratacao: o etanol hidratado é enviado para colunas de desidratacdo para a
remogao de dgua, produzindo o etanol anidro com aproximadamente 99,7% (v/v) de

etanol.
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Figura 2 - Esquema resumido das etapas da producio de etanol combustivel a partir da cana-de-acticar.

Colheita e preparo da
cana-de-agucar

Extragao do caldo
(Moagem ou difusao)

Clarificagao
(Decantadores)

Fermentagao

Destilagao Vinhaca | Fertilizagao da plantagao

Etanol hidratado

Desidratacao ‘ Etanol anidro

Legenda: Principais produtos 5.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Como pode ser visto na Figura 2, os principais residuos gerados na producdo de etanol
combustivel a partir na cana de actcar sdo a torta de filtro, o bagaco e a vinhaga. Estes residuos
sdo, na verdade, subprodutos, sendo reaproveitados e empregados na cadeia produtiva como
matérias-primas para outros fins. No caso da torta de filtro e da vinhaga, estas sdo empregadas
na fertiliza¢do do solo do canavial, diminuindo a demanda por fertilizantes minerais, além de
diminuir a demanda por irrigacdo, no caso da vinhaga. J4 o bagaco € utilizado para queima no
sistema termoelétrico para geracdo de energia elétrica e térmica, as quais sdo utilizadas no
proprio processo de producdo do etanol, sendo que o excedente de energia elétrica € vendido
para o sistema de energia elétrica brasileiro (NOGUEIRA et al., 2008).

Entre os residuos gerados, a vinhaca € o residuo que enfrenta o maior desafio para a sua
adequada destinacdo. Neste caso, a adequada destinacao envolve o reaproveitamento da vinhaca

gerando o menor impacto possivel e geracdo de receita. A vinhaca é um residuo liquido,
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proveniente da etapa de destilacdo na produgdo de etanol. Sua composi¢ado € varidvel, contendo
elevada carga de matéria orgadnica e minerais como potdssio, nitrogénio, fosfato e 4gua, fazendo
desta uma 6tima fonte de nutrientes e dgua para o solo das plantacdes de cana-de-aguicar
(BORDONAL et al., 2018), justificando assim seu emprego na fertirrigacdo dos canaviais.
Atualmente, a fertirrigacdo dos canaviais com vinhaga é a prética mais empregada como
destinacdo final da vinhaga gerada (MORAES et al., 2014). Desta forma, tendo como referéncia
a producio de etanol da safra 2019/2020 e a proporcao de 12 L de vinhaga para 1 L de etanol
produzido (AMORIM et al., 2011), um montante de aproximadamente 400 bilhdes de litros de
vinhacga sdo reaproveitados anualmente por meio da fertirrigacao.

Tendo como base o volume de vinhaca que € reaproveitado anualmente por meio da
fertirrigacdo, diversas sdo as preocupacdes relacionadas com esta pratica. Entre estas estdo a
possibilidade de saliniza¢ao do solo (FUESS; GARCIA, 2014), aumento na emissdo de gases
de efeito estufa (N2O e CHs) (OLIVEIRA et al., 2013, 2015) e contaminacdo de aguas
subterraneas (GONZALEZ; MEIJIA, 2015). Desta forma, estes temas tém sido foco de pesquisa
com o intuito de conhecer os impactos ambientais relacionados a fertirrigacdo com vinhaca.
Além disso, a possibilidade da vinhaca ser uma fonte de dispersao de antibiéticos para o meio
ambiente tem chamado a atencdo recentemente (MORAES; ZAIAT; BONOMI, 2015;
SULEIMAN et al., 2018). O uso de antibidticos na producdo de etanol se d4d na etapa de
fermentagdo, sempre que os niveis de contamina¢do com bactérias colocam em risco a
produtividade das leveduras responsaveis pela conversao do actucar em etanol. Desta forma, a
contaminacdo pode ser eliminada e a produtividade mantida (AMORIM et al., 2011).

A dispersao de antibi6ticos no ambiente traz a preocupacgao relacionada ao aumento dos
microrganismos resistentes a antibidticos (MARTI; VARIATZA; BALCAZAR, 2014).
Antibidticos e genes responsdveis pela resisténcia podem alcancar os solos, as &4guas
superficiais e subterraneas por diferentes vias. A migracao de substancias entre os diferentes
compartimentos ambientais depende de propriedades fisico-quimicas de cada molécula, as
quais podem guiar processos importantes como solubilidade, sor¢do e reatividade que serdo
responsaveis pela sua mobilidade no ambiente. Desta forma, torna-se necessaria a anélise dos
diversos compartimentos do ambiente com o intuito de identificar a ocorréncia destes
contaminantes (BOY-ROURA et al., 2018).

Além da problemdtica relacionada a contaminacdo do ambiente, a presenca de
antibidticos na vinhaca pode comprometer a adocdo de processos para a reducdo da carga

organica da vinhaga por meio da producdo de biogds. Atualmente, o processo que demonstra
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maior viabilidade econdmica para esta tarefa € a biodigestdao anaerdbia, que permitiria reduzir
a carga organica da vinhaga, produzindo o biogds (mistura de gases contendo principalmente
metano) e isso sem diminuir a capacidade nutritiva da vinhaca para o solo (ESPANA-
GAMBOA et al., 2011). Entretanto, a presenga de antibidticos na vinhaga pode comprometer a
eficiéncia da conversdo da matéria organica em biogds no processo de biodigestdao anaerdbia, a
qual depende de um consércio de microrganismos que podem ser inibidos com a acdo dos
antibioticos (MORAES; ZAIAT; BONOMI, 2015). Desta forma, o uso de antibidticos na
producdo de etanol combustivel e a pratica da fertirrigacdo com vinhaca dos canaviais, como
forma de reaproveitamento e destinacdo final deste residuo, trazem novos riscos que requerem
maior investigacao com o intuito de dimensionar os impactos decorrentes destas praticas.

Entre as lacunas na literatura cientifica relacionadas a este tema, estd a falta de estudos
para a quantificacdo de antibidticos em vinhaga, além de solo e dgua subterrinea de dreas
tratadas com vinhaca. Os trabalhos de analitica com vinhaga t€m se restringido principalmente
a determinacao de sua composic¢ao/propriedade, como determinacdo de carbono organico total,
nitrogénio total, enxofre total, DBO (demanda bioquimica de oxigénio), DQO (demanda
quimica de oxigénio), sélidos em suspensdo, sélidos dissolvidos, turbidez, salinidade, pH,
carboidratos, aminoacidos, acido oxalico, acido acético, acido latico, acido fumarico, acido
succinico, glicerol, etanol, fons metélicos, nitratos, sulfatos, amoénio entre outros (BENKE;
MERMUT; CHATSON, 1998; CERON; AYERBE, 2013; CRESPI et al., 2011; DOELSCH et
al., 2009; WILKIE; RIEDESEL; OWENS, 2000).

Na literatura cientifica é possivel encontrar trabalhos de determinacdo de antibidticos
em diversas matrizes, como carne, peixe, ovo, leite, urina, racdo animal, grdos secos de
destilaria (traducao literal do termo em inglés “dried distillers grains’), aguas superficiais,
efluentes, solo, sedimento, entre outros (CHA; YANG; CARLSON, 2005; CHIESA et al.,
2015; DASENAKI; THOMAIDIS, 2015; DE ALWIS; HELLER, 2010; DELAHAUT et al.,
2010; FERRER; THURMAN, 2012; GOMEZ-PEREZ et al., 2015; SEKAR; WU, 2006;
TURNIPSEED et al., 2001; ZHOU et al., 2012). Na maioria destes trabalhos a técnica analitica
utilizada € a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em tandem (LC-
MS/MS), uma ferramenta capaz de realizar andlises qualitativas e quantitativas de amostras
complexas com elevada seletividade e com a capacidade de alcancar limites de detec¢do muitas
vezes inferiores a ng mL"!.

Entre os antibiéticos mais comumente aplicados durante o processo de fermentacdo

etandlica estdo a penicilina G, virginiamicina (composta pela mistura de virginiamicina M1 e

26



virginiamicina S1), monensina, tetraciclina e estreptomicina (HYNES et al., 1997; ISLAM,;
TOLEDO; HAMDY, 1999; MORAES; ZAIAT; BONOMI, 2015; MUTHAIYAN;
LIMAYEM; RICKE, 2011; OLIVA-NETO; YOKOYA, 2001), os quais foram alvo de estudo

neste trabalho.

Objetivos

Este trabalho tem o objetivo de suprir lacunas no conhecimento sobre as consequéncias
do uso de antibidticos na producdo de etanol combustivel. Para isso, nos proximos capitulos

serdo abordados os seguintes estudos:

I.  Desenvolvimento de método analitico para determinacdo de antibidticos em
vinhaca empregando LC-MS/MS.

II.  Avaliacdo de contaminantes em vinhaca, solo e dgua subterrineas de areas
fertirrigadas com vinhaga por abordagens do tipo alvo e andlises de compostos
suspeitos (suspect screening).

III.  Avaliagdo da inibi¢do da biodigestdo anaerdbia termofilica da vinhaca por
antibidticos.
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Capitulo 1: Desenvolvimento de Método Analitico para Determinacio de Antibidticos
em Vinhaca Empregando LC-MS/MS

1.1 Introdugdo

A resisténcia a antibidticos é um problema a nivel global que faz com que a eficiéncia
dos antibidticos no combate as infeccdes seja reduzida devido ao surgimento de bactérias
resistentes (HEUER; SCHMITT; SMALLA, 2011; MARTI; VARIATZA; BALCAZAR,
2014). Estima-se que atualmente 700.000 pessoas morrem por ano no mundo por conta de
microrganismos resistentes (MATTHIESSEN et al., 2016). Apesar do impacto deste tema na
saude publica, ndo ha regulamentagdo para o uso de antibidticos na industria sucroalcooleira.
Desta forma, o setor sucroenergético passa a ser um potencial dispersor de antibidticos no
ambiente devida a pratica de uso de antibidticos no processo produtivo do etanol combustivel
e da fertirrigacdo dos canaviais com vinhaca.

A capacidade de alguns antibidticos de resistirem ao processo industrial similar ao da
producgdo de etanol a partir da cana-de-acucar e estarem presentes nos residuos gerados ja foi
anteriormente demonstrada por Duelge e colaboradores, ao analisarem graos de destilagao, um
residuo sélido oriundo da producdo de etanol de milho (DUELGE; NISHSHANKA; DE
ALWIS, 2017). Desta forma, espera-se que o0 mesmo aconteca com a producio de etanol a partir
da cana-de-acucar. No entanto, hd uma lacuna de conhecimento sobre a existéncia ou nao de
antibidticos na vinhaca e, por consequéncia, se a pratica de fertirrigacdo é responsdvel pela
dispersdo destes contaminantes no ambiente.

A andlise de antibidticos e outros compostos farmacéuticos em diferentes matrizes,
como amostras ambientais (GROS; RODRIGUEZ-MOZAZ: BARCELO, 2013;
RODRIGUEZ-MOZAZ et al., 2015; VALSECCHI et al., 2015), alimentos (MORENO-
GONZALEZ et al., 2017; MORENO-GONZALEZ; GARCIA-CAMPANA, 2017), esgoto
(GROS; RODRIGUEZ-MOZAZ; BARCELO, 2013; RODRIGUEZ-MOZAZ et al., 2015) e
outras (DUELGE; NISHSHANKA; DE ALWIS, 2017; LIMA GOMES et al., 2015) tem sido
realizadas com elevada acurdcia e alcancando baixos niveis de detec¢do empregando a
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em tandem (LC-MS/MS) e
utilizando técnicas de extragao como SPE (GROS; RODRIGUEZ-MOZAZ:; BARCELO, 2013;
RODRIGUEZ-MOZAZ et al., 2015), SALLE (MORENO-GONZALEZ et al., 2017;
MORENO-GONZALEZ; GARCIA-CAMPANA, 2017) e SPE on-line (GUSMAROLI; INSA;
PETROVIC, 2018; LIMA GOMES et al., 2015; VALSECCHI et al., 2015). Desta forma, as
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trés técnicas de extracdo (SPE, SALLE e SPE on-line) seguida da andlise por LC-MS/MS sao
abordagens promissoras na andlise de antibidticos em diferentes matrizes, tendo sido as
abordagens selecionadas para realizacao deste trabalho. Mais detalhes sobre estas técnicas serdo

abordados na sequéncia.

1.1.1 Técnicas de Preparo de Amostra para Andlise de Contaminantes de Preocupacdo
Ambiental

Na maioria dos casos, o preparo de amostra ¢ uma etapa obrigatdria para a andlise
quimica. Isso se deve ao fato de que poucos sdo os instrumentos analiticos totalmente
automatizados capazes de realizar a manipulacdo da amostra e a andlise em etapa tnica. O
preparo de amostra pode ter dois objetivos principais. O primeiro € isolar o analito, eliminando
componentes da matriz e promovendo uma limpeza da amostra (clean up). O segundo objetivo
€ concentrar os analitos, ou seja, transferir os analitos da amostra para um volume menor. Com
estes dois objetivos, pode-se entdo eliminar componentes da matriz, que poderia afetar a
performance do método e aumentar a detectabilidade (BORGES; PEREIRA; MANO, 2015).

No contexto dos métodos cromatogréficos, o preparo de amostra em geral € a etapa que
demanda maior tempo do analista. (GRECCO et al., 2018). Esta etapa pode envolver
procedimentos simples de manipulacio da amostra como dilui¢do e/ou filtracio ou
procedimentos mais complexos, envolvendo o emprego de técnicas de extracdo. No que diz
respeito a andlise de contaminantes organicos em amostras ambientais por LC-MS/MS, a
técnica de extragdo mais empregada € a extracdo em fase s6lida SPE (do inglés solid phase
extraction) (KIM et al., 2018). Apesar dos diferentes sorventes empregados em SPE, o que
permite o emprego da técnica para uma vasta gama de analitos, e da grande capacidade de
enriquecimento do analito na amostra, a SPE é uma técnica muito laboriosa, fato que € superado
pela extra¢do em fase solida on-line (SPE on-line). Outra técnica, que em termos de frequéncia
analitica se coloca na posicdo intermedidria entre SPE e SPE on-line, é a SALLE. Neste
trabalho, as trés técnicas citadas sao alvo de estudo para a extragdo de antibiéticos em amostras

de vinhaca.

1.1.1.1 Extracdo em Fase Sdélida (SPE)

A SPE tem sua origem na década de 70 como uma alternativa a extragao liquido-liquido

trazendo vantagens como a diminui¢do no consumo de solvente organico, auséncia de
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emulsoes, possibilidade de automacao, maior seletividade, entre outros. Esta é uma técnica de
extracdo liquido-sélido, extraindo o analito de uma fase liquida por meio da interacdo da
amostra com um sorvente s6lido. Os dispositivos utilizados na SPE, denominados cartuchos de
extragdo, podem apresentar variados formatos e os mecanismos de reten¢ao do analito no
sorvente pode envolver particdo, adsorcdo, troca idnica (catidnica e anidnica), entre outros
(ANDRADE-EIROA et al., 2016; JARDIM, 2010).

De forma geral, as etapas envolvidas na aplica¢do da SPE estdo resumidas na Figura 3

e incluem:

1. Condicionamento: ativar/equilibrar o cartucho com solvente compativel com o
solvente da amostra.

2. Introducao/percolacio da amostra: a amostra é percolada no cartucho
promovendo a interacdo da amostra com o sorvente responsdvel pela extracdo
do analito.

3. Limpeza com solvente (clean up): nesta etapa € possivel eliminar componentes
da amostra retidos no sorvente utilizando um solvente apropriado, que nao seja
capaz de eluir o analito e que possa eluir outras substancias presentes.

4. Eluicado: empregando o solvente apropriado, os analitos podem ser removidos

do sorvente e coletados para andlise.

Figura 3 - Etapas da extracio em fase sélida.

# analitos

® 4 % interferentes

*
condicionamento introducéo lavagem com eluigédo dos
da amostra solvente ou clean-up analitos

Fonte: Jardim e colaboradores (JARDIM, 2010).

Usualmente, ap6s a etapa de elui¢do, o extrato coletado € secado sob fluxo de nitrogénio
e redissolvido em solvente apropriado para a andlise. Como pode ser notado, s@o vdrias as

etapas no procedimento de extracdo por SPE, o que demanda tempo de preparo e aumenta a
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possibilidade de erro durante sua execugdo, sendo estas as principais desvantagens da técnica.
Outra desvantagem € o elevado custo dos cartuchos de extracdo, pois os mesmos sdo de uso
unico, e apos a extracdo sdo descartados (JARDIM, 2010). Apesar dos aspectos negativos
apontados, a SPE oferece solugdes para diversos problemas analiticos relacionados ao preparo
de amostras. Sao diversos sorventes disponiveis comercialmente, o que faz a técnica apropriada
para analitos (semivolateis e ndo volateis) com uma ampla faixa de propriedades, incluindo
compostos neutros, polares, apolares, ionizaveis, entre outros. Além disso, analitos em baixa
concentracdo podem ter sua concentracdo aumentada em até 5000 vezes, possibilitando sua
andlise quantitativa ou qualitativa em nivel de tracos (ANDRADE-EIROA et al., 2016;
JARDIM, 2010).

A extragdo em fase sélida € conhecida por ser uma técnica de extragdo laboriosa e
associada com baixa frequéncia analitica, porém, a possibilidade de automacao e a SPE on-line
surgem para superar a limitag@o citada. Em ambos os casos, a necessidade de instrumentagdo
dedicada a automacdo se torna um dos primeiros impasses para sua implementacao. Outro fator
limitante que pode ser um problema € a ocorréncia de efeito memoria (carryover), que pode
limitar ou inviabilizar sua aplicagdo. Mas, superados os pontos destacados, tanto a automacao
quanto a SPE on-line trazem o aumento da frequéncia analitica, melhora da precisdo e exatidao
(ROSSI; ZHANG, 2000). Mais detalhes sobre a SPE on-line serdo dados na se¢ao 1.1.1.2.

Os materiais mais largamente empregados como sorvente em SPE consistem em grupos
organicos ligados quimicamente a silica, como por exemplo os grupos C18 (octadodecil), C8
(octil), fenil, ciano, diol, amino, amina quaternéria, 4cido sulfonico, acido carboxilico entre
outros. Os materiais poliméricos também se destacam, como por exemplo os sorventes baseados
em copolimeros contendo dois monOmeros que resultam em caracteristicas hidrofilica e
lipofilica em um tnico material (ANDRADE-EIROA et al., 2016; JARDIM, 2010), como € o
caso dos sorventes HLB Supel™-Select, HLB Oasis® e Strata™-X, por exemplo. Este tipo de
sorvente apresenta muitas vantagens em relacdo aos sorventes baseados em grupos organicos
quimicamente ligados a silica, como por exemplo tolerdncia a uma ampla faixa de pH e
capacidade de retencdo de compostos em uma faixa de polaridade maior. Desta forma, estes
materiais sdo os mais indicados para o desenvolvimento de métodos multirresiduos (que
envolve uma grande quantidade de analitos) e multiclasses (que envolve vdrias classes de
analitos), nos quais a necessidade de extrair substincias com diferentes propriedades é
recorrente (GROS; RODRIGUEZ-MOZAZ; BARCELO, 2013). De fato, um dos cartuchos de

extracdo mais utilizados na extracdo de antibiéticos em dguas ambientais é o HLB Oasis®. Este
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grupo de substancia se apresenta em uma grande faixa de propriedades, incluindo substincias
polares, apolares, dcidas, basicas entre outras (SEIFRTOVA et al., 2009), fato motivador para
o emprego de cartuchos de extragdo do tipo polimérico com caracteristicas hidrofilica-lipofilica

neste trabalho.

1.1.1.2 Extracdao em Fase Sdélida on-line (SPE on-line)

A SPE on-line proporciona preparo de amostra e andlise cromatografica em etapa unica.
Isso significa menor manipulagdo da amostra e por consequéncia menor possibilidade de erro.
Para isso, € utilizado um sistema cromatografico bidimensional no modo comutacio de coluna
(column switching). Neste sistema, a primeira dimensdo € a coluna de extragdo, e a segunda é
a coluna cromatogréfica. A coluna de extracdo é responsdvel pela extracdo dos analitos e
limpeza da amostra, ja a coluna cromatogréfica é responsavel pela separacdo cromatografica
propriamente dita. Ambas as dimensdes trabalham simultaneamente, porém, o caminho que 0s
analitos seguem no sistema cromatografico é determinado pela posi¢ao da valvula comutadora

que une as duas dimensdes, como pode ser visto na Figura 4.

Figura 4 - Configuracao do sistema cromatografico bidimensional empregado na SPE on-line no modo

back-flush.
Posicao de carregamento Posicao de eluicao
Bomba da injegao Bomba da injegao
I I
Auto - Injetor Descarte Auto - Injetor Descarte
Coluna Bomba quaternaria Coluna Bomba quaternaria
cromatografica  (Separagdo cromatografica) | cromatografica  (Separagdo cromatografica)

Fonte: elaborada pelo autor.

A injecao da amostra é realizada na posi¢ao de carregamento. Nesta posi¢ao, a bomba
da injecdo é responsavel por levar a amostra injetada pelo injetor automatico até a coluna de
extracdo por meio do bombeamento da fase mével da injecdo. Na coluna de extragdo os analitos

sdo retidos e por um curto periodo, a fase movel da injecdo, fluindo continuamente, promove a
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limpeza da amostra. Simultaneamente, a fase moével da separagdo cromatogréfica flui pela
coluna cromatografica a equilibrando para o posterior recebimento dos analitos. Apds finalizada
a etapa de injecao/extracao/limpeza da amostra, a valvula comutadora é acionada mudando para
a posi¢do eluicdo. Nesta posicdo, a fase mével da separacdo cromatografica flui diretamente
para a coluna de extracdo, em sentido contrdrio ao da fase mével de injecdo, promovendo a
eluicdo dos analitos e os transportando para a coluna cromatografica, onde ocorrerd a separacdo
cromatografica. Desta forma, em etapa tnica, ocorre a extra¢ao e a separagdo cromatografica

(EUGENIA; QUEIROZ, 2017; KATAOKA; SAITO, 2012).

1.1.1.3 Extracdo Liquido-Liquido Assistida pelo Efeito salting-out (SALLE)

A SALLE € uma técnica de extracdo que se baseia na separacdo de fase entre dois
liquidos misciveis, sendo um deles 4gua, promovida pela adicdo de alta concentracio de sal,
1-10 mol L. Neste processo sdo formadas duas fases, uma aquosa com alta concentracio
salina, e outra organica. Devido a alta concentragdo salina na fase aquosa os analitos migram
para a fase organica, ocorrendo entdo a extracdo dos analitos na fase organica. Os primeiros
relatos da aplicacdo desta técnica de extragdo remonta a década de 70 e desde entdo tem sido
aplicada principalmente na andlise de amostras bioldgicas (GRECCO et al., 2018; VALENTE,;
GONCALVES; RODRIGUES, 2013). De forma genérica, as etapas envolvidas na aplicacdo da
SALLE podem ser vistas na Figura S.

Diversos fatores afetam a eficiéncia da extracdo por SALLE, como por exemplo a
identidade e a concentracao de sal utilizada, o tipo de solvente organico (solvente extrator) e as
propriedades fisico-quimicas do analito. Diversos sais como cloreto de sédio, sulfato de
amonio, sulfato de magnésio, acetato de amonio, entre outros, ja foram empregados na extragao
por SALLE em uma larga faixa de concentracdo. Varios solventes extratores também ja foram
estudados, como etanol, isopropanol, acetona, acetato de etila, acetonitrila, entre outros. A
efetiva separacdo de fase vai depender do solvente extrator empregado e do tipo e concentracao
de sal. Em uma situacdo de efetiva separagdo de fase, a capacidade de extracao serd diretamente
afetada pela solubilidade do analito no solvente extrator. Desta forma, definir o tipo e
concentragdo de sal, o solvente extrator, e a propor¢ao entre solvente extrator:amostra sdo os
desafios iniciais para o desenvolvimento de método de extragao por SALLE (GRECCO et al.,

2018; VALENTE; GONCALVES; RODRIGUES, 2013).
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Figura 5 - Etapas evolvidas no emprego da SALLE.

Amostri gaubsa Sistema bifasico
Acetonitrila Acetonitrila/Agua
Adigao do sal Acetonitiila B A1.1a1.15fe direta
Agitacao » &+ Diluicao
Centrifugagao = « Evaporagao/redissolucao

Fonte: elaborada pelo autor.

1.1.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A cromatografia é uma técnica fisico-quimica de separa¢do de componentes presentes
em uma amostra. A separacdo cromatografica se da devido a distribuicdo das espécies e duas
fases em contato. Estas fases sdo classificadas como fase estaciondria e fases mével (gés de
arraste no caso da cromatografia gasosa), sendo que a fase movel flui pela fase estaciondria
gerando um fluxo que transporta os componentes presentes na mistura a ser separada. Desta
forma, as substincias transportadas pela fase moével, interagem com as fases estaciondria e
moével de maneira imposta pelas propriedades fisico-quimicas das espécies envolvidas e, como
resultado, tem-se que substancias diferentes, no geral, migram pela fase estaciondria em
velocidades diferentes, ocorrendo assim a separacdo cromatografica (COLLINS, 1997).

O surgimento da cromatografia remonta os primeiros anos do século 20, com os
trabalhos de Ramsey, realizando a separacdo de gases e vapores empregando carvdo como
sorvente e Michael Tswett, que separou pigmentos de plantas empregando um cilindro de vidro
preenchido com sélidos finamente divididos e solventes organicos percolados por gravidade
(MCNAIR; MILLER, 2009). Vale destacar que o conhecimento em métodos de separagdo, de
uma forma empirica, ja foi relatado muito antes do século 20, remontando a histéria da
humanidade. Porém, somente no trabalho de Tswett ¢ que o mecanismo de adsor¢do foi
corretamente atribuido ao fendmeno envolvido na separagdo e o termo cromatografia foi
empregado pela primeira vez. Desta forma, os trabalhos de Tswett sdo considerados como o
marco inicial das técnicas cromatograficas e o século 20 € muitas vezes denominado o século

da cromatografia (COLLINS, 2009).
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As separacdes cromatograficas podem ser realizadas de diversas maneiras e uma
variedade enorme de técnicas cromatograficas estdo atualmente disponiveis para serem
empregadas aos mais diversos problemas de separagao. Pode-se dividir a cromatografia em dois
grandes grupos, como a cromatografia planar e a cromatografia em coluna. Na cromatografia
planar, a fase estaciondria € disposta em uma superficie planar, como por exemplo a
cromatografia em papel e a cromatografia em camada delgada. Em ambos os casos, a base da
fase estaciondria € imersa na fase moével, a qual flui por capilaridade pela fase estaciondria
transportando a mistura a ser separada, cujos componentes migram diferencialmente e como
consequéncia tem-se a separacdo. Ja na cromatografia em coluna, a fase estaciondria € disposta
em tubos cilindricos e a fase mével flui pela fase estaciondria por gravidade ou bombeamento
(se a fase movel 4 liquida) ou por pressao (no caso de a fase movel ser gasosa). Dentro da
cromatografia em coluna, é possivel ainda realizar a classificacdo baseada no estado fisico da
fase moével, como por exemplo cromatografia liquida (a fase moével é um liquido),
cromatografia gasosa (a fase moével € um gas) e cromatografia de fluido supercritico (a fase
moével é um fluido super critico) (COLLINS, 1997). Neste trabalho, nos restringiremos a falar
sobre a cromatografia liquida em coluna.

A cromatografia liquida em coluna, como inicialmente empregada por Michael Tswett,
fazia uso da gravidade para promover um fluxo de fase movel através da fase estaciondria.
Porém, o desenvolvimento da instrumentacdo em cromatografia, assim como o
desenvolvimento de colunas cromatograficas contendo fase mdvel com caracteristicas
apropriadas para a separacdo cromatografica de substancia com diversas propriedades, levou
ao desenvolvimento da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE ou HPLC, do inglés
High Performance Liquid Chromatography). O primeiro equipamento de CLAE
comercialmente disponivel foi inserido no mercado em 1960 pela Waters Associates e DuPont,
sendo que deste entdo, a CLAE se consolidou como uma das técnicas de separa¢do mais
empregadas mundialmente (SNYDER; KIRKLAND; DOLAN, 2010b).

Equipamentos modernos de CLAE siao compostos por varios médulos controlados por
um computador. Esquematicamente, estas partes podem ser vistas na Figura 6 e estao descritas

na sequéncia:

1. Reservatoério de fase mével: parte responsavel por acondicionar a fase mével

utilizada na separagdo cromatografica.
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Desgaseificador: modulo responsdvel por remover gases dissolvidos na fase
movel.

Bomba: mdédulo responsavel por promover o fluxo de fase mével no sistema
cromatogréfico.

Injetor automatico (autoinjetor): moédulo responsavel por acondicionar e
injetar as amostras no sistema cromatogréfico.

Forno da coluna: moddulo responsdvel por acondicionar a coluna
cromatografica sob temperatura controlada. A coluna cromatogrifica tem
formato cilindrico, geralmente de aco inoxidédvel, que é preenchido com a fase
estaciondria, geralmente composta por particulas de silica modificada.
Detector: modulo responsdvel por gerar um sinal analitico em decorréncia da
presenca de uma substancia. Sendo assim, o detector é responsdvel pela
deteccao, identificacdo ou quantificacdo das substancias envolvidas.
Reservatorio para descarte: apés passar por todo sistema cromatografico,
transportando as substancias a serem separadas, a fase movel segue para o

reservatorio de descarte ou € coletada para outras finalidades.
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Figura 6 - Esquema representando as partes integrantes de equipamentos modernos de HPLC com
destaque para a fase estacionaria empregada na coluna cromatografica.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

A grande versatilidade de aplicacdo da CLAE se origina, principalmente, nos diversos
tipos de detectores existente, assim como na grande variedade de tipos de colunas disponiveis
comercialmente. Entre os detectores largamente empregados em CLAE podem ser destacados
os detectores baseados em espectrofotometria no UV-Visivel, no indice de refragdo,
fluorescéncia, amperometria, condutividade, espalhamento de luz evaporativo, espectrometria
de massas, entre outros (SNYDER; KIRKLAND; DOLAN, 2010a). Mais detalhes sobre a
CLAE empregando a detec¢do por espectrometria de massas pode ser visto na se¢ao 1.1.2.1. Ja
quanto as colunas cromatogréficas disponiveis, a maioria delas se baseiam em particulas de
silica, podendo ou ndo ser quimicamente modificadas, material denominado fase estaciondria
quimicamente ligada (MALDANER; COLLINS; JARDIM, 2010).

Além das classificacdoes da CLAE j4 citadas, outras duas distingdes sdo importantes para
direcionar as discussdes neste texto. A CLAE pode ser classificada como de fase reversa,
CLAE-FR, (a qual emprega colunas com fase estaciondria apolar e fase mével polar, sendo uma
mistura de dgua e outro solvente organico) (SNYDER; KIRKLAND; DOLAN, 2010c) e de fase

normal (a qual emprega colunas com fase estaciondria polar, como a silica, e fase mével menos
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polar e livre de dgua) (SNYDER; KIRKLAND; DOLAN, 2010d). Vale destacar que,
atualmente, a CLAE-FR ¢ a modalidade mais empregada e a de fase normal tem seu emprego
mais vantajoso em situagdes onde a baixa retencdo da CLAE-FR inviabiliza seu emprego
(SNYDER; KIRKLAND; DOLAN, 2010d).

A CLAE-FR ¢é uma técnica de separacdo cuja aplicacdo € bastante diversificada, e isso
se da devido a vasta gama de colunas cromatograficas disponiveis. As fases estaciondrias
quimicamente ligada, predominantes em CLAE-FR, contendo um grupo organico
quimicamente ligado na superficie de um material suporte, geralmente a silica, proporcionam
diferentes possibilidades de interacdo com as moléculas alvo da separacdo. Desta forma, o
recobrimento organico nas particulas de silica possibilita a particdo das moléculas em contato
intimo com a fase estaciondria. Este fato ndo impede que outros tipos de interagdo, como a
adsor¢do, ocorram, Porém, o mecanismo de particdo é tido como o principal no processo de
separacdo cromatografica por CLAE-FR. Os grupos organicos mais comumente empregados
como fase quimicamente ligadas sdao C8 (Octil), C18 (Octadecil), fenil, PFP (Pentafluorofenil),
ciano, entre outros (SNYDER; KIRKLAND; DOLAN, 2010e).

A migracdo diferencial dos analitos em uma coluna cromatografica cria bandas
cromatogréficas que ao chegar no detector geram um sinal analitico que é registrado em fun¢do
do tempo pelo sistema de aquisi¢do de dados. Este registro € denominado cromatograma e um
exemplo deste registro pode ser visto na Figura 7 para a separacdo das substancias X, Y e Z.
No cromatograma mostrado nesta figura, o tempo de eluicdo de uma substancia que nao € retida
pela fase estaciondria estd representado por to. Este € o tempo que uma substancia, que nao é
retida pela coluna, leva para se deslocar do injetor até o detector do cromatdgrafo. J4 substancias
que podem ser retidas pela coluna cromatogréfica, devido as interacdes com a fase estacionéria,
apresentam um tempo de reten¢do maior, como pode ser visto na Figura 7 os picos
cromatograficos para as substancias X, Y e Z, com destaque para trx), 0 tempo de retencao da
substancia X. O tempo de retencdo de uma substancia, associado ao sinal analitico gerado
(espectro de absorcao no UV-Visivel ou espectro de massas, por exemplo) sdo importantes
parametros qualitativos que permitem identificar uma substancia. Além disso, a
proporcionalidade entre sinal analitico e a concentracdo da substancia € uma caracteristica que

permite realizar a quantificagdo de substancias por meio a CLAE.
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Figura 7 - Cromatograma genérico para as substancias X, Y e Z.

ta(X) »
3 X
@©
©
k%) Y
&
= =
0 1 2 3 4 o
t (min)

Fonte: adaptado de Snyder e colaboradores (SNYDER; KIRKLAND; DOLAN, 2010c).

1.1.2.1 Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de Massas

A espectrometria de massas (EM ou MS do inglés Mass Spectrometry) € uma técnica
que permite a andlise de fons (orgéanicos e inorganicos) em fase gasosa e sob vécuo utilizando
um espectrometro de massas. Desta forma, para que a espectrometria de massas seja apropriada
para a andlise de uma determinada molécula, necessariamente, esta deve ser passivel de
ionizacdo (LANCAS, 2009). O desenvolvimento da MS remonta os trabalhos de J.J. Thomson,
com os experimentos realizados com tubos de raios catédicos em 1897, e tem um grande marco
na década de 80, que foi a demonstracdo da aplicabilidade pratica da ionizagdo por electrospray
(ESI, do inglés Elestrospray ionization) realizada por John Fenn em 1984, o que acelerou o
acoplamento da cromatografia liquida de alta eficiéncia com a espectrometria de massas
(LANCAS, 2009). O grande desafio no acoplamento da entre a CLAE e MS (denominado
LC-MS, do inglés Liquid Chromatography Coupled to Mass Spectrometry) foi o
desenvolvimento de uma interface que possibilitasse a transferéncia do analito, que estd na fase
movel que € liquida) para a fase gasosa na sua forma ionizado. Este desafio foi superado com
o desenvolvimento das fontes de ionizacdo a pressdo atmosféricas, sendo as principais a
ionizacao por electrospray (ESI), ionizacdo quimica a pressdo atmosférica (APCI, do inglés
Atmospheric Pressure Chemical lonization) e fotoionizacdo a pressao atmosférica (APPI do
inglés Atmospheric Pressure Photon lonization). De forma genérica, um espectrometro de
massas ¢ formado pelas seguintes partes principais: fonte de ionizacdo, interface para vacuo,

analisador de massas e detector, como esquematizado na Figura 8.
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Figura 8 - Partes principais de um espectrometro de massas.
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Fonte: adaptado de Lancas e colaboradores (LANCAS, 2009).

Entre as técnicas de ionizagdo a pressdo atmosférica, a ESI é de longe a mais empregada
em LC-MS e entre os motivos estd a sua aplicabilidade. A ESI é compativel com moléculas de
média a alta polaridade contendo grupos quimicos passiveis de ionizacao, podendo ter massa
molecular de até 100.000 Da. Desta forma, a ESI é empregada tanto para andlise de pequenas
quanto para grandes moléculas, como por exemplo as proteinas (HOLCAPEK; JIRASKO;
LISA, 2012). Em um sistema de LC-MS, a fonte de ionizagio é a parte responsdvel por
transferir a molécula a ser analisada da fase liquida para a fase gasosa, sendo que a molécula
pode ou ndo ja estar ionizada na fase liquida. Na ESI, a ionizacdo da molécula alvo ocorre
principalmente na fase liquida, sendo que a fonte de ionizag¢do por ESI € entdo responsavel pela
separacdo destas cargas ja existentes no efluente do cromatdgrafo gerando goticulas com carga
liquida diferente de zero. O efluente do cromatégrafo entra continuamente no espectrometro de
massas por meio da sonda do electrospray. Esta sonda consiste em um capilar metélico
circundado por um fluxo de um gis (N2 ou Ar, por exemplo) para promover a nebulizagdo do
efluente cromatogréfico. Entre a entrada do espectrometro de massas e o capilar metélico é
aplicada uma diferenca de potencial na faixa de £2 a +6 kV, que € responsdvel pela separacdo
de cargas no efluente cromatogréfico, e com isso € gerado um spray com goticulas carregadas
(com carga liquida diferente de zero). Conforme ocorre a evaporacdo do solvente, as gotas
geradas ficam com uma densidade de cargas cada vez maior, a ponto de que sucessivas
explosdes de Coulomb ocorrem levando a formacdo de fons em fase gasosa, os quais s@o
direcionados para dentro do espectrometro de massas (HOLCAPEK; JIRASKO: LISA, 2012;
LANCAS, 2009). Esquematicamente, os eventos que sucedem a saida do efluente em um
cromatdgrafo liquido, incluindo a formagdo de fons em fase gasosa e a posterior entrada destes

no espectrometro de massas, podem ser vistos na Figura 9.
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Figura 9 - Processo de ionizacdo por electrospray.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Uma vez vencida a etapa de ionizagao, os fons gerados na fonte de ionizacao entram no
espectrdmetro de massas por um orificio muito pequeno, passando por uma interface que separa
uma regido de pressdo atmosférica de uma regido de alto vacuo, sendo direcionados para o
analisador de massas (AB SCIEX, 2011). Atualmente, diferentes analisadores de massas sao
empregados, sendo que cada um possui caracteristicas proprias que definem sua aplicagdo.
Entre os analisadores de massas disponiveis comercialmente podemos citar os com capacidade
para alta resolucdo, como os analisadores do tipo tempo de voo (TOF, do inglés Time-of-Flight),
setor magnético, ressondncia ciclotronica de fons com transformada de Fourier (FT-ICR, do
inglés Fourier-transform ion cyclotron resonance) e orbitrap. J4 entre os analisadores de baixa
resolucdo, podemos citar o quadrupolo linear (Q), armadilha de fons linear (LIT, do inglés
Linear Ion Trap), armadilha de fons de Paul (QIT do inglés Quadrupole ion Trap) (GROSS,
2017). Além disso, mais de um analisador de massas podem ser utilizados em série em um
espectrometro de massas, dando origem a espectrometria de massas em sequencial no espago,
ou ainda, a analisadores de massas hibridos, que € quando mais de um tipo de analisador €
empregado em série. Com isso, os equipamentos hibridos unem a potencialidade de mais de um

analisador de massas, expandindo a capacidade da técnica (GROSS, 2017).
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A espectrometria de massas em tandem no espago geralmente apresenta dois estagios
de andlise de massas. O primeiro € responsdvel pela selecdo de uma faixa de m/z (selecdo dos
ions precursores), e o segundo € responsavel pela andlise dos fons produtos, gerados na célula
de colisdo (q), localizada entre os dois analisadores de massas. Desta forma, uma das vantagens
da espectrometria de massas em tandem estd na possibilidade da obtenc¢do de espectro de massas
de fons produto, ou simplesmente espectro de MS? (GROSS, 2017). A abreviacio LC-MS/MS
€ muito utilizada para designacdo da cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
em tandem, tendo seu uso mais empregado quando o analisador de massas é do tipo triplo
quadrupolo (QgqQ) (GROSS, 2017). Porém, abreviacdes como LC-QqLIT, LC-QqQ ou LC-
QqTOF, entre outras, também sao muito utilizadas para designar o tipo de analisador de massas
presente no espectrometro de massas (JAKIMSKA; KOT-WASIK; NAMIESNIK, 2014;
PETROVIC, 2014).

As andlises quantitativas empregando LC-MS sdo realizadas principalmente com
sistemas do tipo como LC-QqQ e LC-QqLIT. Isso porque estes podem trabalhar no modo de
monitoramento de multiplas reagdes (MRM, do inglés Multiple reaction monitoring) de
aquisicdo de dados, conferindo elevada sensibilidade e seletividade aos métodos (JAKIMSKA;
KOT-WASIK; NAMIESNIK, 2014; PETROVIC, 2014). De forma resumida, os eventos que
ocorrem em um espectrometro de massas operando no modo MRM podem ser vistos na Figura
10. Apos a separagdo cromatografica, o eluente contendo o analito entra na fonte de ionizagao,
onde o analito ionizado € transferido da fase liquida para a fase gasosa. Desta forma, o valor de
m/z previamente conhecido para o analito € selecionado no primeiro quadrupolo (Q1), isso
significa que apenas os ions que contém o valor de m/z selecionado seguirdo para a célula de
colisdo. Na célula de colisdo (q), um fluxo de gas (geralmente N>) colide com o ion selecionado
no QI fragmentando o ion selecionado e gerando fragmentos denominados ions produto. Os
ions produtos seguem para o Q3, onde 2 deles serdo selecionado e atingirdo o detector. Desta
forma, o que atinge o detector sdo, na verdade, fragmentos do fon precursor (o analito) o que
confere elevada sensibilidade, pois o equipamento trabalha focado em m/z especifica, e
seletividade, pois raras serdo as moléculas que formam fons precursores e fons produtos com

mesmas m/z (GROSS, 2017).
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Figura 10 - Caminho percorrido por uma molécula e sequéncia de eventos em um LC-MS/MS.
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Fonte: elaborada pelo autor.

A LC-MS/MS € uma técnica analitica que se destaca para andlise de contaminantes
organicos no ambiente e em amostras de interesse ambiental (efluente doméstico, hospitalares,
industriais, entre outros) e em baixas concentracdo. De fato, esta técnica tem sido largamente
utilizada para a anélise compostos farmacéuticos, produtos de higiene pessoal, drogas de abuso,
retardantes de chamas, aditivos industriais, surfactantes, agrotoxicos, inibidores de corrosao,
entre outros, nas mais diversas matrizes (JAKIMSKA; KOT-WASIK; NAMIESNIK, 2014:
PETRIE; BARDEN; KASPRZYK-HORDERN, 2015; RICHARDSON; KIMURA, 2020;
SILVA; COLLINS, 2011). Com isso, a LC-MS/MS aparece como primeira op¢ao para a

realizacdo do estudo proposto.

1.2 Objetivo

O objetivo deste capitulo € avaliar as técnicas de extracdo SPE, SALLE e SPE on-line
para a extragdo de antibidticos em amostras de vinhaca e desenvolver método empregando LC-
MS/MS para a quantificag@o dos antibidticos comumente utilizados na etapa de fermentagao da
producdo de etanol combustivel como a penicilina G, monensina, tetraciclina, eritromicina,

virginiamicina S1 e virginiamicina M1.
1.3 Materiais e Métodos

Os padroes analiticos usados neste trabalho foram sal dissédico do dacido
benzilpeniciléico (ABP) > 95% (Vetranal®), cloridrato de tetraciclina (TC) 98% (Vetranal®),
penicilina G potdssica (Pen) 99% (Vetranal®), monensina sédica (Mon) 86,3% (Vetranal®),
virginiamicina M1 (VM) ~ 90% (Toronto Research Chemicals) e virginiamicina S1 (VS) >
99% (Sigma), eritromicina A di-hidratada (Eri) (Vetranal®) e sesquisulfato de estreptomicina
97,7% (Vetranal®). Os padrdes internos isotopicamente marcados (ILIS, do inglés Isotopically

Labeled Internal Standards) usados foram penicilina G-d7 (Pen-d7), virginiamicina M1-d2
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(VM-d2) e eritromicina-d6 (Ery-d6), todos da Toronto Research Chemicals. O reagente acido
formico ACS, 88-91% (Sigma-Aldrich) foi usado como modificador de fase movel e sulfato de
amonio > 99% (Sigma-Aldrich) como agente precipitante de proteina e agente de salting-out.
O reagente Na2EDTA ACS, 99,4-100,6% (Sigma-Aldrich) foi usado como agente quelante.
Solventes de grau de cromatografia da J.T. Baker, acetonitrila (ACN), metanol (MeOH) e
isopropanol foram utilizados no preparo das amostras e na andlise cromatogrifica. Agua

ultrapura foi obtida do sistema de purificacdo Simplicity® UV Milli-Q.

1.3.1 Preparo das Solug¢des dos Analitos.

As solucdes estoques dos analitos foram preparadas pesando aproximadamente 10 mg
do padrdao em balanca analitica e transferindo-se quantitativamente a massa pesada para um
baldo volumétrico de 10 mL. Apés isso, foi adicionado metanol ao baldo, exceto no caso da
estreptomicina, cujo solvente utilizado foi uma mistura 1:1 de dgua:metanol. Completada a
solubilizacdo de cada analito, o menisco da respectiva solucdo foi ajustado na marcagdao do
baldo volumétrico, resultando em solugdes de aproximadamente 1,0 mg mL!'. Em seguida, a
solucdo de cada analito foi fracionada em aliquotas de aproximadamente 1,5 mL, protegidos da
luz e armazenados em freezer a -18 °C, ficando uma aliquota disponivel para uso e as demais

totalmente protegidas da luz e do aumento de temperatura.

1.3.2 Otimizagdo da Deteccdo por Espectrometria de Massas.

A otimizacdo da deteccao por espectrometria de massas (MS) envolveu o estudo dos
parametros declustering potential (DP), potencial de entrada (EP), potencial de entrada na
célula de colisdo (CEP), energia de colisdo (CE) e potencial de saida da célula de colisdo (CXP).
A otimizag¢ao destes parametros foi realizada empregando a ionizacao por electrospray no modo
positivo, ESI(+), e infusdo direta da solucdo de cada analito por meio de uma bomba do tipo
seringa com uma seringa de vidro de 1 mL e 4,6 mm de diametro e uma vazao de 10 pL/min.
A solugdo dos analitos foi preparada em uma mistura dgua:acetonitrila (1:1 em volume) com
0,1% 4cido férmico na concentraciio de 2 ug mL™! para a estreptomicina e 0,3 ug mL"! para os
demais. Os parametros da fonte de ionizagdo utilizados foram: cortina de gas de 10 psi,
voltagem do ionspray 5500 V, gis nebulizador 12 psi. Os parametros estudados, assim como a

faixa e incremento estdo reunidos na Tabela 1.
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Tabela 1 - Parametros otimizados para deteccao por MS.

Parametros estudados Faixa Incremento
DP 1-400 V 5V

EP 1-12V 0,5V

CEP 0-125 V 2V

CE 5-130 V 2V

CXP 0-58 V 3V

1.3.3 Otimizagdo dos Parametros da Fonte de Ionizagdao

A otimizacdo dos parametros da fonte de ionizagdo, cortina de gas (CUR), voltagem do
ionspray (IS), temperatura (TEM), gds de nebulizacdo (GS1) e gés secante (GS2) foi realizada
por FIA (do inglés flow injection analysis). A fase mével empregada foi uma mistura 1:1
agua:acetonitrila acidificada com 0,1% v/v de 4cido férmico a uma vazao de 0,7 mL min!.
Neste estudo foram feitas inje¢des de 10 puL de uma solugio de estreptomicina 150 ug mL!' em

dgua:acetonitrila 1:1. A faixa de cada pardmetro estudada estd resumida na Tabela 2.

Tabela 2 - Pariametros da fonte de ionizacio otimizados.

Parametros estudados Faixa avaliada
CUR (psi) 12, 15e 18

IS (V) 4500, 5000 e 5500
TEM (°C) 650 e 700

GS1 (psi) 40,45 e 50

GS2 (psi) 40, 45 ¢ 50

1.3.4 Otimizagdo da Separacao Cromatografica

Ap06s definidos os valores dos parametros para detec¢do de cada composto (DP, EP,
CEP, CE e CXP) e os parametros da fonte de ionizacdo (CUR, GS1, GS2, IS e TEM) a
otimizacao da separacdo cromatografica foi iniciada empregando um gradiente exploratério no
sistema LC-MS/MS Agilent Series 1200 acoplado ao espectrometro de massas API 3200
QTRAP SCIEX®. Neste estudo, foram testadas as colunas de fase reversa Kinetex® C18 (5 pm,
2,1 x 50 mm), Kinetex® PFP (5 pm, 4,6 x 150 mm) e Luna® Fenil-hexil (5 pm, 4,6 x 150 mm).
Além disso, também foi realizado estudo com o reagente de pareamento i6nico PFPA (97%,
Sigma Aldrich). Exceto quando mencionado, nos experimentos de otimizacdo da separacdo
cromatogréfica, o volume de injecao, a temperatura do forno da coluna e a vazdo da fase mével

foram mantidos fixos em 10 puL, 30 °C e 0,7 mL min’! respectivamente.
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1.3.5 Separacdo Cromatografica sem Pareamento [6nico

Os métodos cromatogrificos sem pareamento idnico foram estudados por meio da
andlise de uma solugio dos analitos em dgua deionizada na concentragdo de 150 ng mL™'. Como
fase movel foi utilizada dgua (A) e acetonitrila (B) ambos os solventes contendo 0,1% (v/v) de
dcido férmico. As colunas estudadas foram a Kinetex® C18, Kinetex® PFP, e Luna® fenil-hexil.

Os programas de solventes utilizados com cada coluna podem ser vistos na Tabela 3.

Tabela 3 - Programa de solvente utilizado com as diferentes colunas estudadas.

Kinetex® C18 Kinetex® PFP Luna® fenil-hexil
Tempo (min) A(%) B(%) Tempo (min) A(%) B(%) Tempo (min) A(%) B(%)
0 95 5 0 85 15 0 80 20
15 0 100 0,5 85 15 1,0 80 20
16 0 100 1,5 55 45 5,0 10 90
17 95 5 32 46 54 8,0 0 100
22 95 5 5,2 46 54 10,0 0 100
7,0 5 95 10,50 80 20
12 5 95 14,0 80 20

1.3.6 Separacao Empregando Pareamento I6nico com PFPA

Os testes com o reagente de pareamento i6nico PFPA foram realizados com fase mével
bindria (4gua e acetonitrila) inicialmente com o modificador apenas na fase aquosa na
concentragio de 2 mmol L™ e posteriormente com o modificador nas duas fases, o programa de
solvente utilizado pode ser visto na Tabela 4. Em seguida, foi estudado o efeito da concentracao
do modificador na fase mével. As concentragdes estudadas foram 2, 5, 10, 15 e 20 mmol L™! de
PFPA na 4dgua e na acetonitrila. A concentraciio dos analitos utilizada foi de 450 ng mL"! para

a estreptomicina e 150 ng mL"! para os demais.
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Tabela 4 - Programa de solvente empregado no estudo da concentracio de PFPA na fase movel.

t/min  %B
0 15
0,5 15
1,5 45
32 54
5,2 54
7,0 95
12 95
12,5 15
17,5 15

1.3.7 Estabilidade Térmica dos Antibiéticos na Condicao Térmica da Destilacdo

Os antibidticos em estudo, virginiamicina M1, monensina, penicilina G e eritromicina,
foram submetidos a condicao térmica de aproximadamente 100 °C, simulando a destilagdo, em
um sistema em refluxo — composto por baldo de fundo chato, condensador e aquecedor — por
3,0 h. Neste estudo foram utilizados 100 mL de solucdo de cada antibiético na concentragdo de
1,0 a 5,0 ug mL™! em meio aquoso. Durante o intervalo de 3 h de aquecimento (em ebuli¢io),
foram coletadas aliquotas da solucao nos tempos t = 0 (controle), 30, 60, 90, 120 e 180 min.

Para verificar a estabilidade dos antibidticos e a formacdo de produtos de
degradacao/transformacdo devido a alta temperatura no processo, as aliquotas foram
comparadas entre si, tendo como referéncia a aliquota coletada em t = 0, a qual nao passou pelo
processo de aquecimento. As aliquotas coletadas foram analisadas por LC-MS/MS com
varredura nos modos EMS (do inglés Enhanced Mass Spectrometry), EPI (do inglés Enhanced
Product Ions) e PI (do inglés Precursor lon). As condi¢des cromatogrificas empregadas
incluem volume de inje¢cao de 20 pL, temperatura do forno de 30 °C, vazdo de fase movel 0,7
mL min™!, coluna cromatogrifica Kinetex® PFP. O programa de solvente empregado pode ser

visto na Tabela 5.
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Tabela 5 - Programa de solvente empregado para virginiamicina M1, penicilina G, monensina e
eritromicina. (A = agua com 0,1% de acido formico e B = acetonitrila com 0,1% de acido férmico).

VM e Pen Mon Eri

Tempo (min) %B Tempo (min) %B Tempo (min) %B
0 20 0 50 0 30
10,0 95 10,0 95 10,0 95
12,0 95 12,0 95 12,0 95
12,1 20 12,1 50 12,1 50
16,0 20 16,0 50 16,0 30

1.3.8 Preparo de Amostra

1.3.8.1 Precipitacdo de Proteina

Em todos os experimentos de SPE foi realizada a precipitacao de proteinas. O estudo
da precipitagcdo de proteinas foi realizado adicionando 1,64, 2,26, 2,91 e 3,61 g de (NH4)>SOq4
em 4 diferentes aliquotas de 10,0 mL de vinhaga em tubo conico de 15,0 mL. As quantidades
do sal adicionadas s@ao o equivalente a respectivamente 30, 40, 50 e 60% da concentracdo de
saturacao do (NH4)>SOs4 em dgua. Em seguida, a mistura foi deixada em repouso por 30 min
em banho de gelo e centrifugada em 4000 rpm (2594 x G). Apés centrifugagdo o sobrenadante
foi transferido para outro tubo conico e foi adicionado 0,60 e 0,62 g de (NH4)>SO4 as aliquotas
correspondentes a saturacdes de 50 e 60% (BURGESS, 2009). Novamente, a mistura foi
deixada em repouso por 30 min em banho de gelo (~1 °C) e centrifugada em 4000 rpm (2594 x
G). A concentragdo de sal adequada para a precipitacdo foi escolhida ao nido observar a

formacdo de precipitado apds a segunda adicdo do mesmo.

1.3.8.2 Extracdo em Fase Soélida

Todos os experimentos de SPE foram precedidos de precipitacdo das proteinas
conforme condi¢Oes definidas em estudo descrito no topico 1.4.5.1 e diferentes cartuchos de
extracdo, incluindo HLB Oasis® (200mg, 6 mL), HLB Supel™-Select (200 mg, 6 mL),
Strata™-X (200 mg, 6 mL) e Strata™ CI18-E (500 mg, 3 mL) foram estudados. A SPE foi
realizada utilizando um sistema composto por manifold de 20 canais Agilent® e uma bomba de
viacuo Prismatic® modelo 121. Foram realizadas as etapas cldssicas da SPE sendo

condicionamento, passagem da amostra, limpeza e eluicdo. Nas duas primeiras etapas foram
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tomados os devidos cuidados para que o sorvente do cartucho ndo secasse. Ja apds as duas
ultimas os cartuchos foram secos com o auxilio da bomba de vicuo. As etapas de
condicionamento e eluicao foram realizadas sem o auxilio da bomba de vacuo, j4 as etapas de
passagem da amostra e limpeza foram realizadas empregando bomba de vicuo com o intuito
de controlar a vazdo em aproximadamente 1 a 2 gotas s’

Para avaliar a recuperacio obtida nos experimentos de SPE, duas configuracdes (A e B)
de experimentos foram realizadas. Na configuracdo A, a amostra foi fortificada antes de ser
percolada no cartucho de extracdo. Ja na configuracao B, a fortificacdo foi realizada no eluato

(ap6s eluicdo). Desta forma, a comparacdo do sinal analitico obtido nas duas configuracdes

permite verificar a recuperacdo (RE) de cada analito por meio da equacdo RE = j—A * 100%,
B

sendo Aa a drea do pico cromatogrifico obtido para determinado analito na SPE com a
configuragdo A e Ap a drea do pico cromatografico obtida para o mesmo analito na SPE com a
configuracdo B (MATUSZEWSKI; CONSTANZER; CHAVEZ-ENG, 2003). As fortificacdes
realizadas em todos os estudos de recuperagdo por SPE foram feitas nas concentragdes de 60,0
ng mL"' para a monensina e virginiamicina M1, 180 ng mL"' para a penicilina e é4cido
benzilpeniciléico, 90,0 ng mL™! para a tetraciclina, 360,0 ng mL"! para a virginiamicina S1,

600,0 ng mL™! para a eritromicina e 120,0 ng mL! para a anidrotetraciclina.
1.3.8.2.1 Estudo Inicial da Etapa de Limpeza Empregando Cartuchos HLB

Este estudo foi realizado empregando 5 mL de metanol seguido de 5 mL de solucao
aquosa contendo 0,18 g mL™! de (NH4)2SO4 na etapa de condicionamento. Em seguida 10,0 mL
de vinhaga (fortificada e nao fortificada) foi diluida com 10,0 mL de 4gua ultrapura e foi
percolada no cartucho com auxilio do sistema manifold-bomba de vacuo. A etapa de limpeza
foi realizada percolando pelo cartucho 5,0 mL de 4gua ultrapura e em seguida 1,0 mL de
diferentes solucdes de limpeza, contendo as seguintes porcentagens de metanol em 4gua: 20,
40, 60, 80 e 100%. Em seguida, os cartuchos foram secos e a eluicao foi realizada com 7 mL
de metanol seguida da secagem dos cartuchos novamente.

Os eluatos foram coletados em tubos de ensaios e secos com o auxilio de fluxo de No,
sendo os tubos mantidos a temperatura constante de 30° C em um concentrador de amostra.
Ap6s a secagem dos eluatos, os mesmos foram redissolvidos em uma mistura contendo 15%

v/v de acetonitrila em dgua e analisados por LC-MS/MS.
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1.3.8.2.2 Estudo do pH da Amostra

Neste estudo foram avaliados os pHs 2,6; 4,0 e 5,5 utilizando para isso o tampao citrato-
fosfato, o qual foi preparado conforme literatura (GOMORI, 1955). Além disso, ao invés de
10,0 mL de vinhaga, utilizados no estudo anterior, neste estudo foram utilizados 5,0 mL de
vinhaca. A SPE foi entdo realizada com o condicionamento dos cartuchos com 5 mL de metanol
seguido de 5 mL de solugiio aquosa contendo 0,18 g mL™! de (NH4),SOs. Em seguida 5,0 mL
de vinhacga (fortificada e nao fortificada) foram diluidos com 5,0 mL de tampao no pH desejado
(2,6; 4,0 e 5,5) e foi percolada no cartucho com auxilio do sistema manifold-bomba de vacuo.
A etapa de limpeza foi realizada percolando pelos cartuchos 5,0 mL de dgua ultrapura e 1,0 mL
da solu¢do de limpeza contendo 60% v/v de metanol em dgua. Os cartuchos foram entdo
secados e a eluicdo foi realizada com 7 mL de metanol. Apds a secagem dos eluatos, 0s mesmos
foram redissolvidos em 1 mL uma mistura contendo 15% v/v de acetonitrila em 4gua e

analisados por LC-MS/MS.
1.3.8.2.3 Influéncia da Adi¢do de EDTA

Neste estudo foi avaliado efeito da adicdo de EDTA nas concentragdes 1,0 x 10%e 2,0
x 107 mol L™! no tampao com pH 5,5 utilizado para diluir a vinhaca. A SPE foi entfio realizada
com o condicionamento dos cartuchos com 5 mL de metanol seguido de 5 mL de solu¢do
aquosa contendo 0,18 g mL! de (NH4)SO4. Em seguida aliquotas de 5,0 mL de vinhaga
(fortificada e ndo fortificada) foram diluidas com 5,0 mL de tampao citrato-fosfato no pH 5,5
sem a adi¢ao de EDTA e contendo as concentragdes em estudo do mesmo (1,0 x 104e2,0x 1073
mol L!). A amostra resultante foi percolada no cartucho com auxilio do sistema
manifold-bomba de vacuo. A etapa de limpeza foi realizada percolando pelo cartucho 5,0 mL
de uma solucao aquosa pH 5,5 de 4cido férmico e em seguida 1,0 mL da solu¢do de limpeza
contendo 60% v/v de metanol em dgua. Em seguida os cartuchos foram secados e a eluicao foi
realizada com 7 mL de metanol. Apds a secagem dos eluatos, os mesmos foram redissolvidos

em 1 mL da mistura de 15% v/v de acetonitrila em 4dgua e analisados por LC-MS/MS.

1.3.8.2.4 Estudo da Etapa de Limpeza com Solugdes Acida, Basica e Menor Concentragio de

Solvente Organico

Duas diferentes solu¢des de limpeza foram avaliadas por meio da adicdo de &cido

férmico e hidréxido de amoénio na concentracio de 0,1% v/v na solugcdo 60% v/v de metanol
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em agua utilizada na limpeza nos estudos anteriores. Desta forma, a SPE foi entdo realizada
com o condicionamento dos cartuchos com 5 mL de metanol seguido de 5 mL de solu¢do
aquosa contendo 0,18 ¢ mL! de (NH4)2SO4. Em seguida aliquotas de 5,0 mL de vinhaca
(fortificada e nao fortificada) foram diluidas com 5,0 mL de tampao no pH 5,5 sem a adi¢ao de
EDTA. A amostra resultante foi percolada no cartucho com auxilio do sistema manifold-bomba
de vacuo. A etapa de limpeza foi realizada percolando pelo cartucho 5,0 mL de uma solu¢do
aquosa pH 5,5 de acido férmico e em seguida 1,0 mL da solucao de limpeza 60% v/v de metanol
em agua contendo o aditivo em estudo (0,1% é&cido férmico ou hidréxido de amoénio). Em
seguida os cartuchos foram secados e a elui¢do foi realizada com 7 mL de metanol seguida da
secagem dos cartuchos novamente. Apds a secagem dos eluatos, os mesmos foram
redissolvidos em uma mistura contendo 15% v/v de acetonitrila em 4gua e analisados por

LC-MS/MS.

1.3.8.2.5 Comparacdo entre os Sorventes HLB Supel™-Select, HLB Oasis®, Strata™-X e
C18-E

Diferentes sorventes foram comparados neste estudo partindo das condig¢des
estabelecidas nos experimentos anteriores. Os sorventes testados foram HLB Supel™-Select,
HLB Oasis®, Strata™-X e Strata™ C18-E. As etapas de condicionamento, percolacdo da
amostra e eluicdo foram iguais para todos os cartuchos, sendo o condicionamento feito com 5
mL de metanol seguido de 5 mL de solugiio aquosa contendo 0,18 g mL™!' de (NH4)2SOa. 5,0
mL de vinhaca (fortificada e ndo fortificada) foram diluidas com 5,0 mL de tampao citrato-
fosfato no pH 5,5 e percoladas no cartucho com auxilio do sistema manifold-bomba de vacuo
e a eluicdo feita com 7 mL de metanol. J4 a etapa de limpeza foi realizada com a percolacdo de
5,0 mL de uma solucdo aquosa pH 5,5 de 4cido férmico para todos os cartuchos seguida da

percolacdo de 1mL das seguintes solugdes:

* HLB Supel™-Select: solu¢des contendo 60 e 40% de metanol em agua.
* HLB Oasis®: solucdes contendo 60, 70 e 80% de metanol em dgua.
e Strata™-X: solucdo contendo 60% de metanol em agua.

* Strata™ C18-E: solu¢des contendo 10, 20 e 30% de metanol em 4gua.

Em seguida, os melhores valores de recuperacio obtidos para cada analito nos diferentes

sorventes foram comparados.
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1.3.8.3 Preparo de Amostra com Extracdo liquido-liquido Assistida por salting-out (SALLE)
1.3.8.3.1 Estudo com Diferentes Solventes Extratores

Inicialmente trés solventes foram avaliados para sua utilizacdo como solvente extrator
no preparo de amostra por SALLE. A utiliza¢do dos solventes acetonitrila, etanol e isopropanol
como solvente extrator foi avaliada visualmente, com foco na obten¢do de uma amostra mais
limpa, fato evidenciado analisando a coloracdo da fase organica. Desta forma, 1,0 mL dos
solventes citados foram misturados a 2,0 mL de vinhaca submetida anteriormente a precipitacao
de proteina contendo 0,36 g mL™!' de (NH4)2SO4. A coloracdo da fase organica foi avaliada para

a escolha do solvente extrator que forneceu menor extragdo de componentes da matriz.
1.3.8.3.2 Estudo Inicial de Recuperacao

Ap6s escolha do solvente extrator, foi realizado teste inicial para avaliar a recuperagao
dos analitos partindo de condi¢cdes definidas por Moreno-Gonzédlez e colaboradores
(MORENO—GONZALEZ; GARCIA-CAMPANA, 2017). Neste teste, 1,0 mL de vinhaca
(fortificada e ndo fortificada) foi adicionado a um tubo conico de 15,0 mL contendo 1,25 g de
(NH4)2SO4 seguida da adi¢do de 1,5 mL de tampao fosfato-citrato em pH 4,0. A mistura foi
submetida a agitacao por 20 s em agitador vortex e apds a dissolucdo do sal foram adicionados
3,2 mL de acetonitrila seguida de nova agitagdao por 20 s e repouso por 30 min em geladeira.
Em seguida, a mistura foi centrifugada por 10 min em 4000 rpm (2594 x G) e uma aliquota de
800 pL foi coletada. A esta aliquota foram adicionados 36 uLL do padrdo contendo os analitos,
quando se tratava de vinhaga ndo fortificada, ou 36 uLL de metanol, quando se tratava de vinhaca
fortificada antes da extracdo. Em seguida a amostra foi filtrada em filtro de PTFE 0,22 um de
poro e 1,2 cm de diametro e analisada por LC-MS/MS.

A concentracdo de fortificagdo para todos os estudos de SALLE foi de 300,0 ng mL!
para a monensina e virginiamicina M1, 900,0 ng mL' para a penicilina e 4cido
benzilpeniciléico, 450 ng mL™! para a tetraciclina, 1.800,0 ng mL™! para a virginiamicina S1,
3.000,0 ng mL! para a eritromicina e 600,0 ng mL™! para a anidrotetraciclina.

A recuperacdo da extragdo (RE) de cada analito foi calculada pela equacdo j4 citada:

A p . Lo . . .
RE = A—A * 100%, sendo Aa a drea do pico cromatografico obtido para determinado analito
B

fortificado antes da realizacdo da SALLE e Ag a area do pico cromatografico obtida para o

mesmo analito fortificado apds a SALLE. O efeito matriz (EM) foi calculado pela equacado
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A . . . . . .
EM = A—B * 100%, sendo Ap a area do pico cromatogréfico obtido para determinado analito
Cc

fortificado apds a realizagdo da SALLE e Ac a drea do pico cromatografico obtida com a andlise
de acetonitrila fortificada com a mesma concentracdo. Desta forma, EM < 100% indica
supressdo na ionizagdo causada pela matriz, EM = 100% indica auséncia de efeito matriz e EM

> que 100% indica aumento na ionizac¢do causada por efeito matriz.
1.3.8.3.3 Estudo de Diferentes Propor¢des entre Solvente Extrator e Amostra

O estudo da propor¢@o entre o solvente extrator e a amostra (extrator:amostra) foi
realizado mantendo as condi¢des experimentais empregadas no estudo anterior, porém,
variando o volume de solvente extrator de modo a obter as seguintes proporg¢des: 3,2:1, 2:1, 1:1

e 0,5:1, sendo o volume de vinhaca 1,0 mL.
1.3.8.3.4 Estudo do pH

Este estudo foi realizado adicionando 1,0 mL de vinhaca a um tubo conico de 15,0 mL
contendo 1,25 g de (NH4)2SO4 seguida da adi¢do de 1,5 mL de tampao fosfato-citrato no pH
em estudo, sendo 3,0, 4,0, 5,0 e 6,0. A mistura foi submetida a agitacdo por 20 s em agitador
voértex e apods a dissolugdo do sal foi adicionado 1 mL de acetonitrila seguida de nova agitacao
por 20 s e 30 min de repouso. Em seguida, a mistura foi centrifugada por 10 min em 4000 rpm
(2594 x G) e uma aliquota de 800 pL foi coletada. A esta aliquota foram adicionados 36 uL do
padrdo contendo os analitos, quando se tratava de vinhaca ndo fortificada, ou 36 uLL de metanol,
quando se tratava de vinhaca fortificada antes da extragdo. A amostra foi entdo filtrada em filtro

de PTFE 0,22 um poro e 1,2 cm de didmetro e analisada por LC-MSMS.

1.3.8.4 Preparo de Amostra por Extracdo em Fase Solida on-line

Para a aplicacdo da extragdo em fase solida on-line foram estudadas duas colunas de
extra¢do, uma com sorvente comercial a Oasis HLB® (2,1 x 20 mm, 5 um) uma coluna RAM
(do inglés Restricted Access Material) composta do sorvente C18/BSA (2,1 x 50 mm, 10 um).
Inicialmente foi verificada a retenc@o dos analitos em cada fase estaciondria em modo isocratico
para a escolha do solvente de carregamento da amostra. Os solventes compostos por 100%
agua, 4gua com 5% de acetonitrila e 4gua com 10% de acetonitrila foram estudados para este

fim. A vazdo empregada foi de 1,0 mL min™!, com injecdo de 10 pL dos analitos em 4gua na
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concentragio de 100 ng mL'. O programa de solvente utilizado foi o modo isocrético do
solvente em estudo por 3 min, seguido de 2 min em 100% de solvente orginico e mais 3 min
de recondicionamento.

Ap6s definido o solvente de carregamento da amostra na coluna de extragdo, o sistema
bidimensional no modo column switching foi montado com uso de uma valvula comutadora de
6 porticos (vélvula da extracdo) como mostrado na Figura 4 (secdo 1.1.1.2). Para a comparacao
das duas colunas de extracdo foram analisados o formato e a 4drea de pico obtidos para cada
analito com cada uma delas analisando uma amostra de vinhaca fortificada com 130 ng mL"!
de cada analito. Para a andlise da vinhaca utilizando a SPE on-line o tinico manuseio da amostra
empregado foi a centrifugacao, realizada a 2,0 °C a 15.000 rpm (21.130 x G) seguida de dilui¢ao
1:1 de vinhaga:agua ultrapura. O volume de injecdo foi de 60 uL, a temperatura do forno da
coluna foi de 30 °C. A separacdo cromatografica foi realizada com a coluna Luna® fenil-hexil
no modo gradiente utilizando como fase mével dgua ultrapura com 0,1% de 4cido férmico (A)
e acetonitrila com 0,1% de acido férmico (B). O programa de solvente empregado na separacdo
cromatogréfica, a posicdo da vélvula da extracdo e da véalvula de desvio do espectrometro de

massas (diverter valve) no decorrer da andlise pode ser visto na Tabela 6

Tabela 6 - Programa de solvente e posicoes das valvulas da extracio e de desvio utilizados no método com
extraciao em fase sdlida on-line.

Programa de solvente Valvula da extracao Valvula de desvio

Tempo (min) A(%) B(%) (Tlflﬁ‘lg"’ Posiciio (Tlflﬁ‘lg"’ Posiciio

0 80 20 0 Carregamento 0 Descarte

3.0 80 20 20 Eluigiio 6,5 ggﬁiﬁ?e“o
7,0 10 90 15,0 Carregamento 14,0 Descarte

10,0 0 100

13,0 0 100

13,5 80 20

17,0 80 20

1.3.9 Validagdao do Método Analitico

A validagdao do método analitico foi realizada empregando no preparo de amostra a
extracdo em fase so6lida on-line com coluna RAM. Os parametros avaliados foram: limite de
deteccao, limite de quantificacao, linearidade, exatidao, precisdo (repetibilidade) e seletividade.

Este estudo foi realizado fortificando uma mistura composta por volumes iguais de 4 amostras
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de vinhaca sem antibidticos. O emprego dos padrdes internos deuterados penicilina G-d6,
virginiamicina M1-d2 e eritromicina-d6 foi realizado na concentraciio de 50,0 ng mL!. Apés
cada fortificacdo realizada neste estudo a amostra foi agitada para homogeneizagdo e deixada
em repouso por 20 min para a ocorréncia da interacao nos analitos com a matriz.

O limite de deteccao foi definido como sendo a concentracdo minima de analito que
proporcionou uma razao sinal/ruido > 3 nos cromatogramas para cada analito e o limite de
quantificacdo como sendo a concentracdo que proporcionou uma razao sinal/ruido > 10. A
linearidade foi avaliada analisando o grafico area de pico vs concentracdo para cada analito
obtido analisando a mistura de vinhaca fortificada na regido de 1,0 a 500 ng mL™! em triplicata.
A seletividade foi avaliada monitorando da razdo entre as transi¢des monitoradas para cada
analito. A andlise da exatidao foi realizada por meio de estudo de recuperacdo realizado em

uma mistura de amostras de vinhaca fortificada nas concentracdes de 10 e 300 ng mL! em
%

Xref

triplicata. Para célculo da recuperacgao (R) foi utilizada a equagdo R = -100% , sendo X o

valor médio obtido para a concentragdo na andlise € X, a concentragdo de fortificagdo. A
andlise de precisdo (repetibilidade) foi realizada por meio da andlise do desvio padrdo relativo
obtido analisando uma mistura de vinhaga fortificada nas concentragdes de 10 e 300 ng mL!
em triplicata. Para os analitos penicilina G, virginiamicina M1 e eritromicina foi utilizada a
calibrag¢ao por padrdo interno, com os respectivos deuterados de cada analito, sendo penicilina
G-d7, virginiamicina M1-d2 e eritromicina-d6. Para os demais analitos, a calibrag¢do por adi¢do

de padrdo foi utilizada para a quantificacao dos analitos.

1.4 Resultados e Discussoes

1.4.1 Otimizagdo da Deteccao por Espectrometria de Massas

A infusado direta da solugdo de cada analito permitiu verificar a presenca do analito
ionizado para cada caso, possibilitando definir o fon precursor para o desenvolvimento do
método de MRM. A Figura 11 mostra o espectro de massas em full scan obtido com a infusio
direta de uma solucdo 0,3 pg mL™! virginiamicina S1 em meio 1:1 de 4dgua:acetonitrila com
0,1% de 4cido féormico. No caso da virginiamicina S1 é possivel verificar a formacao do ion
[M+H]* de m/z 824.,4, sendo M a massa molecular da molécula neutra. Fazendo a mesma anélise

para os demais analitos, foi possivel verificar a formacdo do mesmo tipo de fon para os demais
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analitos [M+H]*, exceto para a monensina, a qual foi ionizada pela formacdo do aduto de s6dio
[M+Nal]* de m/z 693,4.

Figura 11 - Espectro de massas em full scan obtido por ESI(+) do antibidtico virginiamicina S1.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Ap6s definir o fon precursor de cada analito foi realizada a otimiza¢do dos parametros
que dependem de cada composto (DP, EP, CEP, CE e CXP) para a constru¢cao do método MRM.
Este estudo foi realizado de modo univariado, sendo que a escolha do valor de cada parametro
foi feita com o objetivo de obter o maior sinal analitico. Além dos parametros citados, neste
estudo foi possivel definir as transi¢des de maior intensidade para cada analito, as quais foram
utilizados para compor o método MRM. A transi¢do de sinal mais intenso foi utilizada para
quantificacdo do analito e a segunda mais intensa foi utilizada como parametro qualitativo,
aumentando a confiabilidade da identificagdo de cada analito. Os valores dos parametros
otimizados, o fon precursor e os ions produtos (transicdes) monitorados de cada analito e padrao
interno estdo reunidos na Tabela 7, sendo que a transic@o para quantificacdo estd em negrito.
Ap06s definidos os parametros da detec¢do por espectrometria de massas para cada composto,

os parametros da fonte de ioniza¢ao foram otimizados utilizando os valores aqui definidos.
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Tabela 7 - Valores obtidos na otimizaciao da deteccio de cada analito.

Analito  [omprecursor,  Transighes ., ppy) CEP(V) CE(V) CXP(V)
(m/z) (m/z)

STP [M+H]*, 582,3 263,2:2463 111 8 22 37:45 44
Mon [M+Na]*, 6934  461.4;4794 96 10 24 4935 68
Pen [M+H]*, 3351  1602;1762 31 7.5 19 15:17 4,4
TC [M+H] ", 4452 4102:4272 36 6 14 2017  6:4
VM [M+H]*, 5263  3552;1092 41 8 18 23:47 64
Vs [M+H]*, 8243  2052:1772 76 8 30 57:101 44
Eri [M+H]*,734,5  158; 83 46 5 26 37:69 44
ATC [M+H]*, 4271 4102;1540 31 8 12 19;44 4,6
ABP [M+H]*,353,1  160,1;309,1 31 6.5 16 1715 4.4
Pen-7  [M+H]*,3422  160,1 31 6.5 16 1715 4,4
VM-d2  [M+H]*,5284 510, 31 8,0 24 15 4
Eri-d6  [M+H]*,740,6 1644 56 55 24 37 4

1.4.2 Otimizagdo dos Parametros da Fonte de Ionizagao

Os parametros da fonte de ionizacdo foram otimizados com o intuito de aumentar a
deteccao dos analitos pelo espectrometro de massas. Este estudo foi realizado em funcdo da
estreptomicina, pois esta apresentou menor sinal analitico. A vazio de fase movel escolhida foi
de 0,7 mL min’!, valor adequado para as dimensdes da coluna a ser utilizada, particulas de 5
um e didmetro interno de 4,6 mm e compativel com a fonte de ioniza¢do do espectrometro de
massas.

A cortina de gés tem a funcdo de proteger o espectrometro de massas da entrada de
espécies ndo carregadas e da contaminacdo por espécies nao volatilizadas. O potencial do
ionspray é o responsavel pela separagdo de cargas no eluente e consequente formacgao de
goticulas carregadas na fonte. O géds secante (ou gds auxiliar), geralmente em elevada
temperatura, € o responsdvel por secar as goticulas formadas no spray pelo gas de nebulizagdo.

Desta forma, fica evidente que estes parametros influenciam a transferéncia dos ions em
fase liquida (inicialmente no eluente do sistema cromatografico) para a fase gasosa,
transferéncia necessdria para a entrada dos ifons no espectrometro de massas que trabalha em
condi¢des de vacuo com pressdo da ordem de 107 torr. O melhor valor da cortina de gis deve
ser escolhido levando em consideracdo a protecdo do sistema e a manutencdo de um sinal
analitico de intensidade apropriada. Valores altos para a cortina de gids protegem o

equipamento, mas podem levar a diminui¢ao do sinal analitico. Por outro lado, um valor baixo
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pode deixar a entrada do espectrometro de massas susceptivel a contaminagao por espécies nao
volatilizadas, sendo recomendado valores intermedidrios. A escolha dos demais parametros se
baseiam na obtencdo do maior sinal analitico e estabilidade. A resposta obtida na andlise por
FIA em cada nivel para cada parametro pode ser vista na Figura 12 e os valores escolhidos que

permitiram a obtencdo de maior sinal analitico estdo sumarizados na Tabela 8.

Figura 12 - Intensidade de sinal obtida em cada nivel dos parimetros estudados. (n=3).
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Fonte: elaborada pelo autor.

Tabela 8 - Valores obtidos na otimiza¢io dos parametros da fonte de ionizacao.

Parametros estudados Valor otimizado
CUR 15 psi

IS 5500 V

GS1 40 psi

GS2 50 psi

TEM 650 °C

Ap6s definidos os parametros da fonte de ionizacdo, foi dado inicio aos estudos para

realizar a separacao cromatografica dos analitos.

1.4.3 Otimizagdo da Separagao Cromatografica

Na otimizacdo da separacdo cromatogréfica foi utilizado inicialmente um gradiente
exploratdrio, que é uma excelente estratégia para iniciar o desenvolvimento de um método
cromatografico. Com esta estratégia, varia-se a forca da fase mével aumentando a porcentagem
do solvente organico até aproximadamente 100% de forma linear. No caso de cromatografia de
fase reversa, quanto maior a parte organica na fase mével maior € sua forca, e assim é possivel
verificar a faixa de retencdo apresentada pelos analitos e tracar estratégias a partir desta

informagdo para alcancar a separagdo apropriada (LEWIS; SNYDER; DOLAN, 1996).
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1.43.1 Separacio Cromatogrifica com Coluna Kinetex® C18

No primeiro gradiente exploratério, 5 a 100% de B de 0 a 15 min, empregando como
fase movel dgua (A) e acetonitrila (B), ambos contendo 0,1% de acido férmico, foi possivel
verificar a reten¢do de cada analito, sendo a monensina a mais retida e a estreptomicina a menos
retida, Figura 13. Como pode ser visto nesta figura, a estreptomicina apresentou tempo de
retencao de 0,22 min, valor muito préximo ao tempo de reten¢do de um composto nio retido

tedrico. Desta forma, deve-se buscar estratégias para aumentar a retengio deste analito.

Figura 13 - Cromatograma obtido no primeiro gradiente exploratério gradiente.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Outro fato que se destacou no cromatograma da Figura 13, foi a duplicacdo do pico
cromatogréfico da tetraciclina, marcados com o TC1 e TC2, a qual pode estar relacionada com
a distribui¢do de tetraciclina entre as espécies monoprotonada e neutra (resultado de 1 carga
negativa e 1 carga positiva). Desta forma, ajuste no pH poderia contribuir para a eliminacdo da
duplicagdo do pico cromatografico.

A baixa retencdo da estreptomicina em colunas de fase reversa ja é conhecida na
literatura cientifica, sendo que a utiliza¢ao de pareamento i6nico e de colunas HILIC (do inglés
Hydrofilic Interaction Liquid Chromatography) sdo as estratégias mais utilizadas para os
aminoglicosideos, classe de antibidticos a qual pertence a estreptomicina. Isso se dd devido a
elevada polaridade desta classe de compostos, o que permite a utilizagdo de colunas HILIC, e
ao cardter basico, que permite o emprego do pareamento idnico com acidos como HFBA
(heptafluorobutyric acid) e PFPA (pentafluoropropionic acid) (ZHU et al., 2016).

Embora as colunas de fase reversa apresentem baixa retencao para a estreptomicina, a

existéncia de trabalho publicado envolvendo a determinagdo de estreptomicina com a coluna

de fase reversa bifenil (CHIESA et al., 2015) motivou a realizagcdo de testes utilizando outras
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colunas de fase reversa, entre elas a PFP e a fenil-hexil. Mesmo sendo de fase reversa, estas

colunas possuem maior retencao para compostos polares que as colunas C18 comuns.

1.4.3.2 Separacdo Cromatografica com Coluna Kinetex® PFP

A coluna Kinetex® PFP possui como fase estaciondria particulas de silica do tipo core-
shell (superficialmente porosas) com o grupo pentafluorofenil, (PFP do inglés
Pentafluorophenyl), ligado em sua superficie e capeadas com o grupo trimetilsilil (TMS). Esta
fase estaciondria possui como caracteristica principal a elevada seletividade para compostos
arométicos e halogenados. Além disso, também apresenta maior retencdo para compostos
polares, quando comparado com colunas com fase C18 (ZHANG, 2008). Com esta coluna
foram obtidos picos cromatograficos bem definidos para a maioria dos analitos, sendo que duas
excecoes foram observadas, para a anidrotetraciclina e eritromicina. Além disso, a afinidade da
estreptomicina por esta coluna também ndo possibilitou retencdo apropriada. Os
cromatogramas obtidos neste estudo podem ser vistos na Figura 14.

Vale destacar que no pH da fase mével empregada, que € 2,7, a eritromicina encontra-
se totalmente na forma monocarregada positivamente. Desta forma o formato de pico verificado
ndo tem relagdo com a existéncia da molécula em diferentes estados de ionizagdo. J4 a
anidrotetraciclina apresenta uma distribui¢do entre as duas espécies, sendo uma monocarregada
positivamente e outra com carga liquida neutra (resultado de 1 carga positiva e 1 carga negativa)
na proporcdo de 8:2 respectivamente, fato que pode contribuir para a nao definicdo do pico
cromatogréafico. Desta forma, o emprego de pH 5,2, ponto isoelétrico da anidrotetraciclina, no
qual esta encontra-se majoritariamente com carga liquida neutra, pode contribuir com a melhora

no formato de pico deste analito.
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Figura 14 - Cromatogramas de ions extraidos para cada analito empregando a coluna PFP Kinetex®.
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Fonte: elaborada pelo autor.

1.4.3.3 Separacdo Cromatografica com Coluna Luna® fenil-hexil

Outra coluna estudada foi a coluna fenil-hexil Luna®. Na literatura, é possivel verificar
o emprego de coluna cromatogréafica com fase estaciondria fenil para a andlise da maioria dos
analitos estudados neste trabalho (DE ALWIS; HELLER, 2010), fato que motivou a realizagao
deste teste. Com esta coluna foram obtidos picos cromatograficos bem definidos para todos os
analitos, mostrando-se assim uma op¢ao mais apropriada que a coluna PFP para a separacdo do
analitos estudados. Porém, a ndo retencdo da estreptomicina persistiu, como pode ser visto na
Figura 15.

Ap6s verificar a ndo retencdo da estreptomicina com as colunas de fase reversa testadas,

foi dado inicio ao estudo da separagdo cromatografica com o agente de pareamento i6nico acido
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pentafluoropropidonico, PFPA. Vale destacar que cronologicamente, o estudo com a coluna

fenil-hexil foi realizado posteriormente ao estudo com pareamento i0nico.

Figura 15 - Cromatogramas de fons extraidos para cada analito empregando a coluna fenil-hexil Luna®.
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Fonte: elaborada pelo autor.

1.4.3.4 Separacdo Cromatogréfica por Pareamento [6nico com PFPA

O primeiro estudo com PFPA foi realizado empregando 2 mmol L' deste modificador
na fase aquosa e acetonitrila sem modificador. Com isso j foi possivel observar maior retencao
da estreptomicina, porém, ainda com pico cromatografico mal definido, fato que foi superado
com a adigdo de 2 mmol L' de PFPA também na acetonitrila. Apés o bom resultado obtido
empregando o pareamento i6nico com PFPA para a retencao da estreptomicina em coluna de

fase reversa (PFP), juntamente com os demais analitos em corrida cromatografica tnica, foi
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estudado o efeito da concentragdo deste modificador na fase mével. A importancia deste estudo
se da devido ao fato de que elevada concentracdo do agente de pareamento i0nico geralmente
leva a supressao da ionizacdo (KOSTIAINEN; KAUPPILA, 2009), desta forma, deve-se avaliar
o efeito da concentracdo deste modificador no sinal cromatografico a fim de obter maior
intensidade e apropriado formato de pico. Para este fim, foram avaliadas as concentracdes de
2,510, 15 e 20 mmol L' de PFPA na fase aquosa e na acetonitrila.

Ap6s a realizacao deste estudo foi possivel verificar que a variagdo na concentragdo do
modificador proporcionou relevante variacdo na area do pico para cada analito, com destaque
para a anidrotetraciclina, a qual teve sua drea aumentada em quase 6 vezes, comparando o uso
de 2 e 15 mmol L' de PFPA e para a virginiamicina M1, a qual teve sua drea reduzida em quase
9 vezes, comparando as concentragdes de 5 e 20 mmol L. Seguindo o mesmo comportamento
da anidrotetraciclina, porém menos intenso, a tetraciclina e o 4cido benzilpeniciléico também
apresentaram aumento da drea de pico com o aumento da concentracdo de PFPA. J4 os demais
analitos, apresentaram o comportamento mais comum, queda de sinal, provavelmente associado
a supressao de ionizacao.

A supressdao da ionizacdo em electrospray pelo uso de pareamento idnico estd
relacionada a questdes como a instabilidade do spray (devido a alta condutividade da fase
movel), mascaramento de moléculas protonadas (devido a forte interacdo anion-molécula
protonada) e reducdo na eficiéncia de separacdo de cargas (como hd muitas cargas em fase
liquida, a separagdo perde eficiéncia)(KOSTIAINEN; KAUPPILA, 2009). J4 o aumento de
sinal, provavelmente estd relacionado com a melhoria na formagao da banda cromatografica,
por questdes de equilibrio 4cido-base. O efeito da concentracdo de PFPA na é4rea de pico para
cada analito pode ser visto na Figura 16, na qual o termo area de pico normalizada refere-se a
razdo Ac/A2mM, sendo Ac a area de pico obtida para cada analito na concentracdo em estudo

de PFPA e A2mM ¢ a 4rea de pico obtida na concentragio de 2 mmol L.
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Figura 16 - Efeito da concentracio de PFPA na drea do pico cromatografico. (Analitos em 450 ng mL™!
para a estreptomicina e 150 ng mL! para os demais. n=2).
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Fonte: elaborada pelo autor.

No que diz respeito a intensidade de sinal, a concentragao que proporcionou melhor
resultado foi 5 mmol L' de PFPA para a monensina, penicilina, virginiamicina M1 e S1, 10
mmol L para a estreptomicina, € 15 mmol L' para a tetraciclina, anidrotetraciclina e 4cido
benzilpenicildico. Desta forma, foi possivel verificar que a concentragdo de modificador que
produz maior sinal analitico ndo coincide para todos os analitos. Porém, quando analisamos os
cromatogramas obtidos em cada uma das concentracdes do modificador, esta escolha se torna
mais fécil, pois os cromatogramas obtidos com 10, 15 ¢ 20 mmol L' de PFPA na fase mével
apresentaram picos cromatograficos mais bem definidos e auséncia de coelui¢des, sendo que o
resultado obtido com a concentracdo de 10 mmol L' de PFPA na fase mével, Figura 17,

apresentou um equilibrio entre separagao cromatogréfica e intensidade de sinal.

Figura 17 - Cromatogramas obtidos empregando 10 mmol L' de PFPA na fase mével. (concentracio dos
analitos de 450 ng mL"! para a estreptomicina e 150 ng mL"! para os demais).
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1.4.3.5 Comparagdao dos Métodos com e sem Pareamento [6nico

Entre os analitos estudados, a estreptomicina possui caracteristicas como elevada
polaridade e basicidade que dificulta sua andlise juntamente com os demais analitos
empregando colunas de fase reversa. A utilizagdo de pareamento idnico com PFPA permitiu
superar esta dificuldade e esta estratégia tem sido realizada com sucesso para a andlise de
substancias muito polares e basicas, como € o caso dos aminoglicosideos, classe de antibidticos
que inclui a estreptomicina (ZHU et al., 2016). Porém, a supressdo da ionizag¢do causada pelo
aditivo de pareamento pode levar a diminuicao de sinal analitico e inviabilizar seu uso. Entre
os analitos alvos deste trabalho, apenas a estreptomicina requer a utilizacio do pareamento
10nico para sua reten¢do em coluna cromatografica de fase reversa, ndao sendo necessario para
os demais analitos. Além disso, nos estudos do preparo de amostra ndao foi verificada a
possibilidade de realizd-lo em etapa tnica, sendo necessario um método para a extragido da
estreptomicina e outro para os demais analitos, o que demanda duas andlises cromatogréficas
para andlise de todos os analitos. Desta forma, a utilizagdo de um tinico método cromatografico
nao necessariamente € a melhor opcdo de andlise para os analitos em estudo.

Ap6s os estudos com as colunas fenil-hexil e PFP, uma comparacdo em termos de drea
de pico cromatografico pode mostrar os reais ganhos de sinal analitico obtidos com o método

sem pareamento idnico. Esta comparagao foi feita calculando a razdo X, X = A../A,;, onde

pi>
Ace € a drea de pico para um determinado analito obtida para a coluna em estudo € A,; € a drea
de pico obtida para um determinado analito com pareamento i0nico. Desta forma, se a razao X
€ maior que 1, indica que o método sem pareamento permite a obtencao de maior sinal analitico
e se a razdo X é menor que 1 indica que o método com pareamento idnico permite a obten¢do
de maior sinal analitico. Os resultados obtidos nesta compara¢do podem ser vistos na Figura

18.
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Figura 18 - Comparacao da area de pico dos analito utilizando os métodos sem pareamento iénico.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Analisando esta figura, pode-se verificar que a utilizacdo de pareamento i6nico trouxe
pouca ou nenhuma supressao na ionizacdo da monensina, tetraciclina, virginiamicina M1 e
anidrotetraciclina quando utilizada a coluna fenil sem pareamento idnico. Por outro lado,
moderada supressao foi observada para penicilina, virginiamicina S1 e 4cido benzilpeniciléico,
o que foi evidenciado com o aumento na area de pico para estes analitos de aproximadamente
3 vezes com os métodos sem PFPA. J4 para a eritromicina a supressao da ionizagao foi bastante
acentuada, pois sua drea de pico aumentou em mais de 20 vezes com os métodos sem
pareamento.

Com este estudo pode-se concluir que a utilizacdo da coluna PFP permitiu a separacao
dos analitos monensina, penicilina, tetraciclina, d4cido benzilpenicildico, virginiamicina M1 e
S1, sendo que houve ganho de sinal analitico para penicilina, virginiamicina S1 e acido
benzilpenicildico. Porém, nao foi obtido pico cromatogrifico bem definido para a eritromicina
e anidrotetraciclina. J4 a utilizacdo da coluna fenil-hexil permitiu a obtencdo de picos
cromatograficos bem definidos para todos os analitos e ganho de sinal analitico para penicilina,
virginiamicina S1, dcido benzilpenicildico e eritromicina, mostrando assim ser superior aos
métodos com a coluna PFP e com o aditivo de pareamento. Porém, como o emprego do aditivo
PFPA acarretou nenhuma ou moderada supressao na ionizagdo de parte dos analitos, pode ser
concluido ainda que este pode ser um bom aditivo para fase mével quando se necessita fazer o

uso de pareamento i0nico para reten¢do de analitos basicos e polares em coluna de fase reversa.

1.4.4 Estudo da Estabilidade Térmica dos Antibidticos

Na etapa de destilagdo, o vinho (produto da fermentacdo) € levado a ebulicdo para

esgotar o etanol presente, sendo provavelmente a principal fonte de degradacao/transformacao
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para os antibidticos devido a elevada temperatura. O tempo de residéncia da vinhaca na coluna
de destilacdo é estimado em 20 min, podendo variar entre plantas industriais diferentes. Com
isso, € necessario conhecer a estabilidade dos antibidticos frente a elevada temperatura
(ebulic@o), com o intuito de avaliar os riscos a0 meio ambiente associados ao uso de antibidticos
na producdo de etanol em virtude da fertirrigacao, priatica comum nas plantagdes de cana no
Brasil.

A fim de estudar as transformacdes pelas quais os antibidticos passam durante o
processo de producdo do etanol combustivel foi realizado um teste simulando as condi¢des de
temperatura da destilacdo para conhecer a estabilidade e os produtos de
degradacao/transformacdo gerados devido ao aquecimento. A estabilidade térmica dos
antibidticos provavelmente terd uma relacao direta com a sua capacidade de resistir ao processo
de produgao do etanol combustivel. Como consequéncia da estabilidade térmica, os antibiéticos
capazes de resistir a altas temperaturas sao mais provaveis de estarem presentes na vinhaca,

caso sejam empregados na etapa de fermentagdo.

1.4.4.1 Virginiamicina M1

Ap6s submetida uma solucio 1,0 pg mL"' do antibidtico virginiamicina M1 as
condig¢des da destilacio foi possivel verificar que o mesmo foi detectado em solucao até 2,0 h
de destilacdo, indicando assim relevante estabilidade. Os cromatogramas de varredura de ions
(EMS) das aliquotas coletadas em Oh, 1,0 h e 3,0 h podem ser vistos na Figura 19. Como pode
ser visto nesta figura, o cromatograma referente a aliquota em t = 0 (sem passar pelo
aquecimento) apresentou apenas 1 pico cromatogréfico, que se refere a virginiamicina M1 em
tr=7,27 min. J4 no cromatograma da aliquota referente a t = 1,0 h é possivel observar o
surgimento de dois picos cromatograficos, em tr = 7,50 e 7,69 min, evidenciando a formacao
de novos produtos. J4 no cromatograma da aliquota de t = 3,0 h, é possivel verificar o
surgimento de um novo pico cromatograficos, em tr = 8,38 min, e a completa extingdo do pico

referente a virginiamicina M1.
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Figura 19 - Cromatograma no modo EMS obtido da solucao de virginiamicina M1 submetida as condicoes

da destilacao por diferentes tempos.
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Fonte: elaborada pelo autor.

A partir da anélise da Figura 19, podemos identificar a formacdo de 3 novos produtos

de transformacdo, os quais serdo denominados a partir de agora de produto 1, produto 2 e

produto 3 nos tempos de retengdo respectivamente em 7,50, 7,69 e 8,38 min. Analisando o

espectro de massas para cada um destes picos podemos identificar os ions responsaveis pela

formacdo do pico. O espectro de massas para os picos da virginiamicina M1, produtos 1, 2 e 3

podem ser vistos na Figura 20.
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Figura 20 - Espectro de massas referentes aos picos da virginiamicina M1 e aos produtos gerados.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Analisando esta figura, € possivel verificar que os fons responsdveis pelo pico
cromatografico da virginiamicina M1 possuem m/z 337,2, 355,2, 508,2, 526,2, 548,2 e 564,2.
Como estes fons coeluem, e trata-se de uma solucao do padrio, podemos concluir que estes ions
sdo formados na fonte de ionizacdo a partir de uma molécula comum, por fragmentagcdo ou
formacdo de aduto. O fon esperado para a ionizacdo da virginiamicina M1 por electrospray no
modo positivo, [M+H]", possui m/z 526,2. Os fons com m/z inferiores a este valor foram
verificados em experimento de MS?, e sdo, portanto, fragmentos gerados na fonte de ionizacio.
Ja os ions de m/z 548,2 e 564,2 sdo condizentes com os adutos de sddio e potdssio

respectivamente, sendo provavelmente ions do tipo [M+Na]* e [M+K]*.
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Analisando o espectro de massas do pico referente ao produto 1 € possivel verificar
elevada semelhanga com o espectro da virginiamicina M1, com os fons comuns de m/z 508,2,
526,2, 548,2 e 564,2, indicando assim a formag¢ao de isomeros sendo o ion 508,2 um fragmento
de 526,2 verificado por experimento de MS? no modo EPI, e os fons de m/z 548.,2 e 564,2 adutos
de sddio e potéssio respectivamente.

Quando comparamos os espectros de massas referentes aos produtos 2 e 3, também
podemos observar uma semelhanca entre estes, os ions de m/z 508,2, 530,3 e 546,2.
Experimentos de EPI para os fons 530,3 e 546,2 nao detectaram fragmentos de m/z 508,2, o que
nos leva a conclusao de que o fon 508,2 neste caso ndo € fragmento, sendo entdo os produtos 2
e 3 ionizados na forma [M+H]* com M = 507 Da e os fons 530,3 e 546,2 adutos de sddio e
potassio respectivamente (507+23 = 530 e 507+39 = 546). Assim, considerando a diferenca de
18 Da entre a virginiamicina M1 e os produtos 2 e 3 podemos concluir que estes sdo formas
isoméricas da desidratacao da virginiamicina M1 favorecida pela elevada temperatura.

Vale destacar ainda que o surgimento do produto 3, ausente até 1 h de destilagado, se deu
com a diminui¢do da drea do pico referente ao produto 2. Como os produtos 2 e 3 possuem a
mesma massa, podemos concluir que o produto 3 surge devido a isomeriza¢do do produto 1.
Além disso, com este experimento foi possivel verificar que a virginiamicina M1 resistiu no
meio sob em ebulicdo por 2,0 h e sua transformacao levou a formacao de novos produtos com

massa molecular de 525 Da (para o produto 1) e 507 Da (para os produtos 2 e 3).

1.4.4.2 Monensina

Ap6s submetida uma solucdo 5 ug mL™! de monensina, em meio aquoso, i ebuli¢io por
3,0 h, foi possivel verificar surgimento de novas espécies, por meio do surgimento de novos
picos cromatogréficos. Apesar da formacao de novas espécies, foi possivel verificar também
que apenas parte da monensina se transformou durante as 3 h, os cromatogramas em EMS para
as aliquotas em t = 0 e t = 3h podem ser vistos na Figura 21. Analisando o cromatograma da
aliquota em t = 0 é possivel verificar a presenca de um pico referente a monensina no tr = 8,22
min e outro em tr = 6,89, referente a uma impureza. J4 no cromatograma da aliquota em t = 3
h, € possivel verificar a formagao de dois produtos, o produto 1 em tr 4,08 min e o produto 2

em 4,71 min.
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Figura 21 - Cromatograma em varredura de ions (EMS) da solu¢io de monensina sem passar por
aquecimento (t = 0) e apos 3,0 h em ebulicao.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Analisando o espectro de massas referente aos picos cromatograficos observados na
Figura 21 podemos inferir algo sobre a identidade da impureza verificada. A monensina possui
massa molecular de 670 Da, desta forma, espera-se um fon de m/z 669 com ionizagdo por ESI(-)
para este composto, o que foi confirmado na Figura 22. J4 o fon responsdvel pelo pico da
impureza apresentou m/z de 655, o que é compativel com a presenca da monensina B, um
homdlogo da monensina. Como a pureza do padrao analitico utilizado € de 86% de monensina
sddica, € provdvel que este contaminante seja a monensina B, pois ambas substincias sao
produzidas a partir da mesma bactéria, Streptomyces cinnamonensis (BERAN et al., 1983).

J4 os picos cromatogréficos referentes aos produtos 1 e 2 possuem m/z de 655 e 669
respectivamente. Isso sugere que ocorreu a isomerizagdo da impureza e da monensina. Como
ha impureza no padrdo, isso dificulta fazer afirmacdes a respeito da origem dos produtos
formados, podendo ser oriundos tanto da transformacado da monensina como da impureza, pois
ambas tiveram suas dreas diminuidas com o tempo de exposicdo a elevada temperatura. Apesar
disso, podemos concluir que a monensina apresentou elevada estabilidade, resistindo em meio

aquoso em ebulic@o por 3 h, que foi o periodo monitorado.
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Figura 22 - Espectros de massas referentes aos picos cromatograficos observados nos cromatogramas da

Figura 21.
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Fonte: elaborada pelo autor.

1.4.4.3 Penicilina

Submetendo uma solucdo de penicilina 5,0 pg mL™"' 2 condicdio da destilacdo, foi
possivel verificar que a mesma possui baixa estabilidade, resistindo no meio por tempo menor
que 1,5 h. Além disso foi possivel verificar a formag¢do de 2 picos cromatograficos apoés

processo de aquecimento, como podem ser vistos nos cromatogramas da Figura 23.
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Figura 23 - Cromatograma no modo EMS da aliquotaemt=0eemt=1h.

3.2e8 6.79 t=0
&
2
5
E
0.0 \ \ \ ‘ ‘ ‘ ‘ ; ; ;
1.0 2.0 3.0 4.0 50 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0
Time, min
1.9e8
&
2z 1.0e8
g
E
0.0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0
Time, min

Fonte: elaborada pelo autor.

O pico referente a penicilina, tr 6,79 min, nao foi observado na amostra coletada com
1,5 h de aquecimento, indicando completa transformacao. Esta transformacao levou a formacao
de dois novos produtos, sendo o produto 1 no tr 4,20 min e o produto 2 no tr 4,99 min. O ion
[M+H]* esperado para a penicilina possui m/z 335. Mas além da ionizacgdo por protonagao, foi
observado ionizagdo por formagdo de aduto com sédio ([M+Na]* = 357), por potassio [M+K]*
= 373 e fragmentos de m/z menores gerados na fonte de ionizagao verificados por experimentos
de MS?, Figura 24.
Ja o pico cromatogréfico referente ao produto 1, tr = 4,20 min, é formado pelo fon de
m/z 335, mesmo m/z da penicilina indicando uma isomerizacdo. H4 na literatura cientifica
produto de degradag@o conhecido para a penicilina G com massa molecular de 334 Da, sendo
o 4cido penilico. Além disso, o espectro de MS? obtido para este produto apresentou os
principais ions produtos relatados na literatura para este composto (ALDEEK et al., 2016).
O pico cromatogréfico referente ao produto 2, tr = 4,99 min, é formado pelo ion de m/z
309. Este ion € condizente com 4cido penildico, que também € um produto de degradacao da
penicilina conhecido (ALDEEK et al., 2016). Além disso, o espectro de MS? obtido para este
produto apresentou os principais ions produtos relatados na literatura para este composto
(ALDEEK et al., 2016). Em resumo, temos que, nas condi¢des estudadas, a penicilina resiste
em meio com elevada temperatura, aproximadamente 100 °C, por tempo entre 1,0 e 1,5 h,

gerando 2 produtos de transformacao, os acidos penilico e penildico.
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Figura 24 - Espectro de massas referentes aos picos da penicilina (tr = 6,79 min) em A, ao produto 1 (tr =
4,20 min) em B, ao produto 2 (tr = 4,99 min) em C.
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Fonte: elaborada pelo autor.

1.4.4.4 Eritromicina

A andlise das aliquotas da solucdo de eritromicina (2 pg mL™') permitiu verificar a
estabilidade deste antibidtico em condi¢do de elevada temperatura. Mesmo ap6s o término do
experimento (3,0 h em ebulicio em sistema em refluxo) foi verificada a presenca da
eritromicina na solugdo, além de 4 novos picos cromatograficos, indicando a formacgao de 4
novos produtos. A comparacdo dos cromatogramas obtidos com a solucao de eritromicina sem
passar pelo tratamento térmico e apds 3,0 h em ebuli¢do pode ser vista na Figura 25. Como
pode ser visto nesta figura, o cromatograma da solucdo de eritromicina sem passar pelo
aquecimento apresentou 2 picos cromatograficos, um referente a eritromicina (tr = 7,25 min) e
outro referente a uma impureza (tr = 8,42 min). Ja o cromatograma da solugdo que ficou em
ebuli¢do por 3,0 h, apresentou 5 picos cromatograficos, um referente a eritromicina (tr = 7,29
min), e outros quatro referentes aos produtos 1 (tr = 8,69 min), 2 (tr = 9,02 min), 3 (tr = 9,29

min) e 4 (tr = 9,60 min).
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Figura 25 - Cromatograma no modo EMS da solucio de eritromicina antes e apés 3,0 h em ebulicao.
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Fonte: elaborada pelo autor.

O pico referente a impureza (tr 8,42 min) € formado pelos ions de m/z 716, 738 e 754,
coerentes com fons do tipo [M+H]*, [M+Na]* e [M+K]* respectivamente, sendo M = 715 Da.
Estes dados nos levam a concluir que se trata da anidroeritromicina, uma impureza comum. J&
o pico referente a eritromicina, € composto pelos fons de m/z 734, 756 e 772, ions formados por
protonacao e por formacao de adutos de s6dio e potassio. Os espectros de massas referentes aos
picos cromatograficos da eritromicina e dos produtos formados podem ser vistos na Figura 26.

Os picos referentes aos produtos formados durante o aquecimento de 3,0 h apresentaram
a mesma composi¢ado, fons de m/z 716, 738 e 754, além de fragmentos gerados na fonte de
ionizacdo. Este fato chama muito a atencdo, pois indica a formacao de 4 isdmeros de massa
molecular de 715 Da, com diferenca de massa de 18 Da, resultante da desidratacdo da
eritromicina. Além da formacgdo de 4 novos produtos, neste estudo foi possivel verificar que a
eritromicina apresenta estabilidade suficiente para resistir as condi¢cdes da destilagdo (no que
diz respeito a temperatura) e desta forma seu uso na fermentagao durante a producao de etanol

se torna um grande risco para ambientes nos quais € empregada a fertirrigacdo com vinhaca.
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Figura 26 - Espectro de massas referente ao pico da eritromicina e aos produtos gerados. A) eritromicina
em tr = 7,25 min, B) produto 1 (tr = 8,69 min), C) produto 2 (tr = 9,02 min), D) produto 3 (tr = 9,29 min) e

E) produto 4 (tr = 9,60 min).
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Fonte: elaborada pelo autor.

1.4.5 Otimizagdo do Preparo de Amostra

A vinhaca é um subproduto formado na destilagdo, no processo de produgdo do etanol

combustivel. Na sua composi¢do tem aproximadamente 82,3% de agua, 10,6% de cinza, 6,2%
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de protefna e 0,9% de carboidratos de massa molecular baixa. Esta possui cerca de 4,6 g L! de
sélidos suspensos e 10,5 g L! de sélidos dissolvidos, como as espécies inorganicas sulfato,
fosfato, nitrato, potdssio, sédio, cobre, ferro, célcio, manganés e aluminio (AHMED;
SULIEMAN; ELHARDALLOU, 2013). Além disso, substiancias como melanoidinas,
compostos fenodlicos, caramelo e furfural contribuem para sua coloracio marrom. (WILKIE;
RIEDESEL; OWENS, 2000) mostrando-se assim uma matriz complexa. Com isso, um dos
principais desafios deste trabalho € o preparo de amostra, o qual foi superado estudando técnicas

como precipitagdo de proteinas, SPE, SALLE e SPE on-line.

1.4.5.1 Precipitacdo de Proteinas

A precipitacdo de proteina € uma técnica de preparo de amostra muito utilizada para
andlise de amostras bioldgicas por métodos cromatograficos. A presenga de proteina na amostra
pode levar a danos na coluna ou diminuicdo da sua vida util, sendo entdo necessdria sua
remocgdo. Para isso, alguns agentes precipitantes como solventes organicos (metanol, etanol e
acetonitrila), 4cidos (tricloroacético e fosférico) e sais (sulfato de amoénio) tem sido empregados
(POLSON et al., 2003). Como a vinhaga ¢ uma amostra rica em proteinas sua precipitacdo se
faz necessaria, sendo que o emprego de (NH4)>SOs foi escolhido para esta finalidade. A
precipitacdo de proteinas empregando sal se baseia no fato de que o sal diminui a
disponibilidade de moléculas de 4gua para solvatar as proteinas devido a hidratacao preferencial
resultante da interacao fons do sal com as moléculas de dgua, desta forma a possibilidade de
interacdo proteina-proteina aumenta e ocorre a precipitagdo (POLSON et al., 2003).

Neste estudo, diferentes concentragdes de (NH4)>SOs foram estudadas, conforme
metodologia disponivel na literatura (BURGESS, 2009). Na primeira etapa de adi¢do do sal foi
possivel observar a precipitacdo de uma maior quantidade de proteina para as amostras
contendo a concentragdo do sal referente a 50 e 60% da concentrag¢do de saturacao. Assim, apds
coleta do sobrenadante e nova adicao de sal, para repetir o procedimento de precipitacao nestas
amostras, foi observada nova precipitacio na aliquota contendo inicialmente a concentracao de
50% de saturacdo. J4 na aliquota contendo inicialmente 60% de saturacdo nao foi observada
nova precipitacdo. Desta forma, a concentracdo referente a 60% da concentracdo necessaria
para a saturacao foi suficiente para realizar a precipitacao, sendo esta concentracdo igual a 0,36
gmL"! ou 2,7 mol L. O efeito da adi¢do do sal na vinhaca pode ser visto na Figura 27. Como

pode ser visto nesta figura, apés a adi¢do do sal e repouso por 30 min a ~1,0 °C, houve a
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formag¢do de um agregado de proteinas na parte superior do tubo e a mistura ficou visualmente

mais limpa.

Figura 27 - Vinhaca bruta (5 mL) sem (esquerda) e com a adicao de 1,8 g de (NH4)2SO4 e incubacio por 30
min a ~1,0 °C (direita).
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Fonte: elabofada pelo autor.

1.4.5.2 Extracdo em Fase Soélida

O emprego de sorventes poliméricos contendo sitios de interagdo hidrofilica e lipofilica
€ uma op¢ao que deve ser considerada quando hé a necessidade de extragdo de compostos com
grande faixa de polaridade. Além disso, € uma 6tima opg¢do para eliminar interagcdes com
silandis residuais, problema comum na extracao de composto polares quando se utiliza sorvente
a base de silica. A obtencdo de polimeros modificados formados pelos mondmeros
N-vinilpirrolidona, estireno e divinilbenzeno/N-vinilpirrolidona dao origem a sorventes
amplamente utilizados como, respectivamente, Strata™-X, HLB Supel™-Select e HLB Oasis®
(PHENOMENEX, 2010; SUPELCO, /[s. d.]; WATERS CORPORATION, [s. d.]) . Apesar
das caracteristicas dos sorventes poliméricos, os sorventes a base de silica funcionalizada com
octadodecil (C18) compdem uma extensa lista de op¢des de sorventes para SPE. No caso do
C18, este € a primeira op¢ao quando os analitos alvos sdo compostos de média a baixa

polaridade.
1.4.5.2.1 Estudo Inicial da Etapa de Limpeza Empregando Cartuchos HLB

A vinhaca é uma matriz complexa, contendo muitos sais, carboidratos, proteinas,
melanoidinas, compostos fendlicos, dcidos carboxilicos, entre outros (AHMED; SULIEMAN;
ELHARDALLOU, 2013). Desta forma, a etapa de limpeza da amostra ¢ um desafio no preparo
de amostra. Este desafio ficou evidenciado no primeiro estudo de limpeza realizado com

cartuchos HLB Supel™-Select. Neste estudo, 1,0 mL de diferentes solucdes de limpeza
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contendo (metanol-dgua) 100, 80, 60, 40, 20 e 0% de metanol foram utilizadas nesta etapa e foi
possivel verificar a elevada reten¢do de componentes da matriz nos cartuchos, Figura 28.
Como pode ser visto nesta figura, a retencdo dos componentes da matriz pode ser
visualmente confirmada pela intensa cor marrom do sorvente apds passagem da amostra,
Figura 28 B. Por meio de uma inspecdo visual, € possivel ver que a limpeza realizada com 1
mL de metanol (100%) resultou em um cartucho com colora¢do mais clara do que a solugdo
contendo 20% de metanol. Porém, a etapa de limpeza impde a necessidade de eluir a maior
quantidade de componentes da matriz sem perdas de analitos, buscando assim um valor

compromisso entre limpeza da amostra e recuperacao dos analitos.

Figura 28 - SPE realizada com solucoes de limpeza contendo 20, 40, 60, 80 e 100% de metanol (da
esquerda para direita). Em A: 10 mL de vinhaca diluida 2x. Em B: cartuchos HLB apés passagem da
vinhaca. Em C: apés diferentes solucoes de limpeza. Em D: eluato obtido com 7 mL de metanol. Em E:
eluato apés secagem e redissolucio em 1 mL contendo 15% de ACN em agua.

Fonte: elaborada pelo autor.

A recuperacdo obtida com as diferentes solugdes de limpeza pode ser verificada na
Figura 29. Como pode ser visto nesta figura, a recuperagdo empregando solucdes de limpeza
contendo 100 e 80% de metanol apresentaram os piores resultados, o que esta de acordo com a
forca de eluicdo das solugdes testadas, sendo 100% a mais forte e 0% a mais fraca.
Recuperacdes acima de 60% foram obtidas para a maioria dos analitos cujas solucdes de

limpeza utilizadas foram as solugdes contendo 60, 40, 20 e 0% de metanol.
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Figura 29 - Recuperacio obtida para cada antibiético em diferentes solucoes de limpeza no SPE.
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Fonte: elaborada pelo autor.

A principal excecdo foi a estreptomicina (ndo mostrada na Figura 29) para a qual nao
foi observada recuperagdo alguma, o que sugere a necessidade de outro sorvente, como troca
catiOnica por ser muito bésica, por exemplo. Os analitos que apresentaram recuperacdes baixas,
mesmo para as solugdes de limpeza com menor for¢a de elui¢do, foram a tetraciclina, a
anidrotetraciclina, o &acido benzilpeniciléico. Os dois ultimos apresentaram recuperacoes
similares tanto com a solu¢do de limpeza com 60 e 0% de metanol, indicando que este fato foi
independente a solug¢do de limpeza. J4 a tetraciclina apresentou recuperacdo de 55% com
solucdo de limpeza contento 0% de metanol e 27% de recuperacdo com a solucdo de limpeza
contendo 60% de metanol, o que indica que a solu¢do de limpeza teve influéncia na
recuperagdo. Apesar da solucdo de limpeza contendo 60% de metanol ter resultado em uma
recuperagdo para a tetraciclina inferior as solu¢des com menor concentragdo de metanol, esta
solugdo proporcionou uma limpeza superior na amostra. Por isso, esta foi escolhida para
prosseguir os estudos com SPE na expectativa de aumentar a recuperacdo dos analitos com
baixa recuperagao por meio de controle de pH e adi¢do de espécies complexantes. Além disso,
o volume de vinhaga utilizada nos estudos posteriores foi reduzido para 5 mL, com intuito de

obter um eluato mas limpo.

1.4.5.2.2 Estudo do pH da Amostra

O ion citrato é um agente complexante para fons metdlicos e por isso o tampao citrato-
fosfato (também conhecido como tampao Mcllvaine) é muito empregados na extracdo de
tetraciclinas (ANDERSON; RUPP; WU, 2005). Além disso, este tampao fornece uma ampla
faixa de tamponamento abrangendo a faixa de pH de 2,6 até 7,0 (GOMORI, 1955). Desta forma,
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este tampao foi escolhido para estudar o efeito do pH da amostra na recuperagdo dos analitos,
com enfoque naqueles que apresentaram baixa recuperagdo (4cido benzilpenicildico,
anidrotetraciclina e tetraciclina). Os pHs estudados foram 2,6; 4,0 ¢ 5,5. O pH de 2,6 foi
escolhido com o objetivo de diminuir a ionizagdo do dcido benzilpenicildico, apesar de
aumentar a chance de degradacdo da maioria dos analitos devido ao pH baixo. O pH 4,0 € o pH
mais empregado para a extracdo de tetraciclina, assim como pH 5,5 que € o seu ponto
isoelétrico. pH maior que 5,5 favorece a formacdo do anion bivalente da tetraciclina, o que
levaria a uma menor retengdo no cartucho de extragdo e por isso esta faixa de pH nao foi
estudada.

A adicdo do tampdo citrato-fosfato aumentou a recuperacdo da tetraciclina e da
anidrotetraciclina nos trés pHs estudados, fato citado na literatura como tendo origem na
capacidade o fon citrato atuar com agente complexante para fons metélicos, competindo com a
tetraciclina e consequentemente a mesma fica entdo em sua forma ndo complexada, o que
favorece sua retencdo no sorvente do cartucho de SPE (ANDERSON; RUPP; WU, 2005).
Apesar da melhoria alcangada, a recuperacdo da tetraciclina foi de ~38%, valor que pode ser
melhorado para aumentar a capacidade de pré-concentracdo da extra¢do. O pH 2,6 favoreceu a
recuperagdo do 4cido benzilpenicildico, porém, neste pH foi alcancado uma recuperacio de
25%, valor inferior ao desejavel. Os valores das recuperagdes obtidos para os analitos nos pHs

estudados podem ser vistos na Figura 30.

Figura 30 - Recuperacio obtida em diferentes pHs utilizando o cartucho HLB Supel™-Select.

140

S

€ 105

2

r I I I

(D]

e 35 I I

: i i

a Mon Pen TC VM VS ATC ABP  ERI
mpH26 mpH4,0 =mpHS5,5

Fonte: elaborada pelo autor.

Como pode ser visto nesta figura, recuperagdes maiores que 60% foram obtidas para a
maioria dos analitos, ficando apenas a tetraciclina e o 4cido benzilpenicildico em valores mais
baixos. Apesar do pH 2,6 melhorar a recuperacdo do acido benzilpenicildico, neste pH houve

maior retencdo de componentes da matriz, fato indesejavel e que pode ser verificado
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observando a maior intensidade na coloracdo do eluato obtido, Figura 31. Este fato indica a
presenca de componentes de carater 4cido na matriz, que em pH baixo, menor que o pKa, estao
ndo ionizados e sdo mais retidos pelo sorvente. Por isso, o pH 5,5 foi escolhido para continuar
os estudos. Além disso, este pH prioriza a recupera¢do da monensina, um dos antibiéticos mais

empregados na produgdo de etanol.

Figura 31 - Eluatos obtidos com amostras no pHs 5,5; 4,0 e 2,6 (da esquerda para direita).
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Fonte: elaborada pelo autor.

1.4.5.2.3 Influéncia do EDTA na Recuperacdo dos Analitos

O uso de EDTA no preparo de amostras para a extragdo de tetraciclina tem sido uma
pratica recorrente cujo fundamento se encontra na capacidade do EDTA complexar ions
metalicos. Desta forma, ocorre uma competi¢do entre 0 EDTA e a tetraciclina para complexar
os fons metalicos presentes na amostra e como resultado ocorre a liberagao da tetraciclina que
estava na forma de complexo, deixando-a mais susceptivel a interagdo com a fase extratora
(ANDERSON; RUPP; WU, 2005). Porém, nao foi verificada melhoria no resultado obtido
quando comparado com e extracdo realizada sem a adi¢do de EDTA. A adi¢cdo de EDTA nas
concentragdes de 1,0 x 10* e 2,0 x 10 mol L! na amostra teve um efeito negativo na
recuperacgao da tetraciclina, como pode ser visto na Figura 32. Com este resultado, a adi¢ao de

EDTA na amostra nao foi adotada.
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Figura 32 - Efeito da adicio de EDTA na recuperacio dos analitos.
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Fonte: elaborada pelo autor.

1.4.5.2.4 Estudo da Etapa de Limpeza com Solugdes Acida, Basica e Menor Concentracio de

Solvente Organico.

Com o intuito de explorar um pouco mais a etapa de limpeza, foram testadas limpezas
com solucdo 60% de metanol contendo 0,1% de 4dcido férmico e 0,1% de hidréxido de amonio.
A utilizacao da solugdo de limpeza contendo base levou a obtencdo de um eluato mais limpo,
de coloragdo mais clara. Este fato indica presenga de compostos dcidos na amostra, pois em pH
elevado os componentes da amostra possuem menor interacdo com o sorvente, resultado da
desprotonagdo, como ja citado anteriormente. Porém, tanto a solucdo 4cida quanto a solucdo

basica levaram a menor recuperagdo para os analitos, como pode ser visto na Figura 33.

Figura 33 - Recuperacio obtida empregando solucées de limpeza contendo 0,1% de acido férmico, 0,1%
de hidréxido de amoénio e sem a adicio de aditivo.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Desta forma, a estratégia inicial de utilizar uma solu¢do de limpeza com elevado
propor¢ao de metanol (60% v/v) visando a limpeza da amostra mostrou-se inapropriada para
tetraciclina e dcido benzilpenicildico. Assim, foram testadas limpezas com solu¢des contendo

50 e 40% de metanol, visando melhorias na recuperagdo destes analitos.
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Neste teste foi observado um aumento na colora¢do do eluato com a diminui¢do do
solvente organico na limpeza, como ja esperado. Porém, empregando a solugdo de limpeza
contendo 40% de metanol foi possivel alcangar uma recuperagao de 64% para a tetraciclina. Ja
para o acido benzilpenicildico, a recuperagdo alcangada continuou baixa. Desta forma, o
emprego de 1 mL da solu¢do de limpeza contendo 40% de metanol permitiu alcangar um melhor
equilibrio entre limpeza da amostra e recuperagdo da tetraciclina. Os valores de recuperagdo
obtidos para os analitos neste estudo podem ser vistos na Figura 34.

Figura 34 - Recuperacio obtida empregando soluc¢oes de limpeza contendo 60, 50 e 40% de metanol em
agua.
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Fonte: elaborada pelo autor.

1.4.5.2.5 Comparagio entre os Sorventes HLB Supel™.-Select, HLB Oasis®, Strata™-X e
C18-E

A variedade de sorventes poliméricos que possibilitam interagdes hidrofilicas e
lipofilicas disponivel no mercado fornece opg¢des para que diante de determinada necessidade,
o analista tenha a possibilidade da escolha mais apropriada para a anélise. Além da diversidade
em termos de composi¢ao/propriedades quimica, vale ressaltar a diferenca em termos de custo.
Entre os sorventes testados, em ordem crescente de custo tem-se: HLB Supel™-Select >
Strata™-X > HLB Oasis®, sendo que o primeiro tem o preco cerca de 2-3 vezes menor que 0s
demais, fator decisivo em muitos casos.

Neste teste foi verificada uma maior retencao dos analitos, assim como dos componentes
da matriz, para os sorventes Strata™-X e HLB Oasis®, os quais possibilitaram recuperacdes
acima de 59% para todos os analitos mesmo sendo empregada uma solucdo de limpeza
contendo 60% de metanol. J4 o sorvente HLB Supel™-Select apresentou uma recuperagcao
similar para a maioria dos analitos, empregando solu¢do de limpeza contendo 40% de metanol,

exceto para o acido benzilpenicildico, cuja recuperacao foi de 13%.
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J4 com o sorvente Strata™ C18-E foram obtidos menores valores de recuperagdo para
a penicilina, tetraciclina, 4cido benzilpenicildico e anidrotetraciclina. Para este cartucho foram
testadas solucdes de limpeza contendo 10, 20 e 30% de metanol em dgua e o melhor resultado
foi obtido com a solucdo de limpeza contendo 10% de metanol. Os resultados de recuperagao
obtidos neste teste, considerando as melhores condi¢des experimentais para cada cartucho,
podem ser vistos na Figura 35. Desta forma, buscando um equilibrio entre custo e beneficio, o
sorvente HLB Supel™-Select € mais vantajoso que os demais. Porém, para a anélise especifica
de vinhagca contendo penicilina (e consequentemente seu produto de degradacdo &cido

benzilpeniciléico), o emprego do sorvente Strata™-X ou HLB Oasis® é mais adequado.

Figura 35 - Recuperacio obtida com cartuchos de extracio HLB Supel™-Select, HLB Oasis®, Strata™-X
e Strata™ C18-E. n = 2.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Além dos valores de recuperagio, o formado do pico cromatografico de cada analito
deve ser analisado para a escolha do melhor sorvente para a extragdo dos analitos. Os
cromatogramas de fons extraidos contendo duas transi¢des para cada analito obtidos na andlise
de amostra de vinhaga fortificadas e preparadas por SPE com o sorvente HLB Supel™-Select
e empregando na etapa de limpeza 1,0 mL da solucao aquosa contendo 40% de metanol podem
ser vistos na Figura 36. As concentragdes de fortificagdo para cada analito foram 60,0 ng mL"!
para a monensina e virginiamicina M1, 180 ng mL' para a penicilina e dcido benzilpenicil6ico,
90,0 ng mL™! para a tetraciclina, 360,0 ng mL! para a virginiamicina S1, 600,0 ng mL"! para a
eritromicina e 120,0 ng mL! para a anidrotetraciclina.

Como pode ser visto na Figura 36, foram obtidos picos bem definidos para a maioria
dos analitos em vinhaca. Valendo destacar a exce¢do ocorrida com a eritromicina, cujo pico
cromatografico em 5,53 min foi acompanhado de outros picos ao seu redor. Este

comportamento foi verificado para todos os sorventes estudados. E importante observar que
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para a eritromicina foram monitoradas duas transi¢des (dois fons produtos oriundos do mesmo
fon precursor) que foram 734—158 ¢ 734—83. E esperado que apenas moléculas muito
parecidas apresentem transi¢des idénticas e ainda com mesmas propor¢des em intensidade de
sinal. Com isso foi considerada a possibilidade de ocorréncia de isomerizacao da eritromicina
durante o preparo de amostra.

Assim, foi possivel concluir que o método de extracdo em fase s6lida empregando
cartuchos de extracao HLB-Supel™-Select mostrou-se apropriado para a extragdo dos analitos
tetraciclina, anidrotetraciclina, penicilina, virginiamicina M1, virginiamicina S1 e monensina,
apresentou baixa recuperacdo para o acido benzilpeniciléico, o que pode ser superado com o
emprego de cartuchos Strata™-X e HLB Oasis®, e mostrou-se inapropriado para o preparo de

amostra para a eritromicina devido ao surgimento de picos cromatograficos nao identificados.

Figura 36 - Cromatogramas de ions extraidos de cada analito obtidos em vinhaca fortificada.
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Fonte: elaborada pelo autor.
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1.4.5.3 Preparo de Amostra com Extracdo Liquido-Liquido Assistida por Salting-Out
(SALLE)

O emprego SALLE para andlise de compostos organicos envolvendo andlises por
LC-MS ganhou evidéncia em 2009 no trabalho de Zhang e colaboradores (ZHANG et al.,
2009), no qual foi mostrada a compatibilidade da SALLE com LC-MS e o desenvolvimento de
método de alta frequéncia analitica. Entre as caracteristicas que fazem desta técnica uma opgao
vidvel e atraente para andlises por LC-MS estd a possibilidade de automagdo, boa capacidade
de limpeza da amostra, possibilidade de extracao de analitos com ampla faixa de polaridade e

baixo custo se comparado com SPE (ZHANG et al., 2009).
1.4.5.3.1 Estudo com Diferentes Solventes Extratores

Para alcancar adequada recuperacao empregando SALLE alguns parametros devem ser
estudados, como o solvente extrator, concentragao de sais, uso de aditivos e propor¢cao
amostra:solvente extrator. Inicialmente foi verificado o efeito do solvente extrator, tendo com
condi¢des gerais de partida o trabalho de Moreno-Gonzilez e colaboradores (MORENO-
GONZALEZ; GARCfA—CAMPANA, 2017), o qual utilizou o (NH4):SO4+ como agente
salting-out. Neste teste foram estudados os solventes acetonitrila, etanol e isopropanol, sendo
que todos sdo misciveis em dgua e a separacdo de fase € obtida com salting-out. A partir de
uma inspecdo visual dos resultados obtidos, Figura 37, foi possivel concluir que a acetonitrila
apresentou menor extracao de componentes da matriz, baseado na coloragdo da fase organica,

e por isso foi escolhida para seguir com os estudos de extragao.

Figura 37 - SALLE empregando como solventes extratores acetonitrila, etanol e isopropanol.
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Fonte: elaborada pelo autor.
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1.4.5.3.2 Estudo Inicial de Recuperacao

Ap6s verificada a menor extracdo de componentes da matriz utilizando acetonitrila
como solvente extrator, foi realizado o estudo de recuperacdo utilizando 1,0 mL de vinhaca,
1,25 g de (NH4)2SOs4, 1,5 mL de tampao citrato-fosfato pH 4,0 e centrifugagao (2800 rpm por
10 min) apés a mistura ficar em repouso por 10 min em banho de gelo. Apds este procedimento
foi verificada uma boa recuperagdo para todos os analitos, maior que 63%. Além disso, foi
possivel verificar também elevada limpeza na amostra, no que diz respeito a baixa coloragdo
da fase extratora. Os valores de recuperacdo obtidos para os analitos, assim como a amostra

apos etapa de centrifugacdo, podem ser vistos na Figura 38.

Figura 38 - Recuperacio obtida (esquerda) e separacio de fase apos centrifugacio (direita) empregando
SALLE.n =3.
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Fonte: elaborada pelo autor.

1.4.5.3.3 Estudo de Diferentes Propor¢des entre Solvente Extrator e Volume de Amostra

Estudar a propor¢do entre o volume de amostra e volume de solvente extrator € uma
etapa importante, pois permite explorar a capacidade de pré-concentracdo do método.
Considerando um mesmo valor de recuperacdao para um determinado analito, quando se
emprega menor volume de solvente extrator um maior sinal analitico serd obtido em virtude da
maior concentragdo de analito no solvente extrator. Porém, pode ser esperado o mesmo efeito
para componentes da matriz. Por isso, foram avaliados os parametros recuperacdo e efeito
matriz empregando as propor¢des 3:1, 2:1, 1:1 e 0,5:1 entre acetonitrila:amostra utilizando 1
mL de vinhaca.

Valores de recuperacdo maiores que 62% para todos os analitos foram favorecidos nas
extracdes realizadas com propor¢des contendo maior volume de acetonitrila e com a propor¢ao

1:1. Jd empregando a propor¢do com menor volume de acetonitrila (0,5:1), foi verificado menor
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recuperagao para a tetraciclina (47%) e para o dcido benzilpenicildico (54%). Para estes analitos
foi verificada uma queda na recuperacdo dos mesmos seguindo a diminuicdo no volume do
extrator, indicando assim uma saturacdo destes na fase organica. Vale destacar que em termos
de log Kow (log do coeficiente de particdo octanol-dgua), a tetraciclina e o 4cido
benzilpenicildico sdo os analitos mais polares do grupo estudado, sendo respectivamente -1,9 e
-1,2, o que limita a solubilidade destes em acetonitrila. A recuperacdo obtida para cada analito

empregando as diferentes propor¢des extrator:amostra pode ser vista na Figura 39.

Figura 39 - Recuperacio dos analitos empregando diferentes proporcoes de acetonitrila:vinhaca.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Com relagdo ao efeito matriz, vale a pena destacar o comportamento divergente entre
alguns analitos. Enquanto para analitos como penicilina, tetraciclina e virginiamicina S1 a
propor¢do entre extrator e amostra teve pouca influéncia no efeito matriz, para os analitos
virginiamicina M1 e eritromicina foi verificado um aumento na ioniza¢do com a diminui¢do do
volume de extrator. J4 para a monensina houve diminui¢do na ionizagcdo e para o acido
benzilpenicildico foi verificada diminui¢do no efeito matriz com a diminui¢do do volume de
extrator. Os resultados obtidos para o efeito matriz empregando diferentes propor¢des solvente
extrator:amostra podem ser vistos na Figura 40. Como pode ser visto nesta figura, para todas
as proporgoes estudadas o efeito matriz se manifestou para a maioria dos analitos. Desta forma,
autilizacdo de métodos analiticos capazes de corrigir o efeito matriz como, por exemplo, adicao
de padrdo ou padronizagdo interna com padrao isotopicamente marcado € requerida para esta

matriz.
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Figura 40 - Efeito matriz para os analitos utilizando diferentes proporcoes solvente extrator:amostra.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Como resultado do efeito matriz e da recuperacdo obtida empregando diferentes
propor¢des extrator:amostra tem-se o sinal analitico, aqui expresso em drea de pico
cromatografico. Avaliar o sinal analitico absoluto é um passo importante, quando se tem o foco
em alcancar menores limites de deteccdo. A intensidade de sinal obtida foi avaliada em termos
de area de pico normalizada (A,) em funcdo da drea de pico obtida para a propor¢do 3:1. Esta
normalizacgao foi feita utilizando a razao An=Aextrator:amostra/ A3:1, sendo que Aextrator:amostra € @ rea
de pico de cada analito obtida na propor¢do em estudo e Asz.1 € a drea de pico obtida para cada

analito utilizando a propor¢ao 3:1. Os resultados podem ser vistos na Figura 41.

Figura 41 - Area de pico normalizada para cada analito nas diferentes proporcdes extrator:amostra.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Como pode ser visto nesta figura, a propor¢do que permitiu alcancar maior sinal
analitico foi 0,5:1, como ja esperado. Porém, nesta propor¢do, a recuperacdo da tetraciclina e
do 4cido benzilpenicildico alcangaram os menores resultados, de 47% e 54% respectivamente.
Com o objetivo de manter um equilibrio entre recuperagdo e sinal analitico a proporc¢do de 1:1
¢ a mais apropriada para a extragdo, permitindo uma recuperacdo maior que 62% para todos os

analitos.
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1.4.5.3.4 Estudo do pH

O pH de uma solucao influencia o grau de ionizacao de substancias ionizdveis, € como
consequéncia, tem influéncia em sua solubilidade. Desta forma, em SALLE, o pH do meio pode
influenciar tanto a extracdo dos analitos como a extragdo de componentes da matriz,
justificando assim o estudo deste parametro. Neste estudo foram avaliados os pHs 3,0 4,0, 5,0
e 6,0. Nos pHs 3,0 e 4,0 foram obtidos valores de recuperacdo maiores que 61% para todos os
analitos. Nos pHs 6 e 8 foi observada menor recuperagdo para a tetraciclina, ~52%, e para o
acido benzilpeniciléico, menor que 31%, o que torna estes pHs menos apropriados que os
demais, no que diz respeito a recuperacdo. Desta forma, os resultados obtidos no estudo de
recuperagdo indicam que os pHs 3,0 e 4,0 sdo mais adequados para realizar a extracdo, sendo
que no pH 3,0 foi alcangado uma recuperacao maior que 74% para todos os analitos. Os valores

de recuperagao obtidos nos diferentes pHs para os analitos podem ser vistos na Figura 42.

Figura 42 - Recuperacio para cada analito nos diferentes valores de pH. (n = 3).
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Fonte: elaborada pelo autor.

Como o pH pode afetar a extragdo de componente da matriz, € plausivel imaginar que o
efeito matriz é também dependente do pH. Sendo assim, foi verificada a influéncia do pH no
efeito matriz para cada analito. De forma geral, foi observado um aumento na drea de pico como
resultado do efeito matriz para todos os analitos, com especial destaque para a tetraciclina, dcido
benzilpenicildico e eritromicina, os quais tiveram efeito matriz na faixa de 125 e 156%,
considerando os pHs estudados. Porém, a varia¢do do pH teve pouca influéncia no efeito matriz,

o que pode ser visto na Figura 43.
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Figura 43 - Efeito matriz observado para cada analito nos diferentes valores de pH.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Os cromatogramas obtidos para cada analito na andlise de vinhaga fortificada preparada
por SALLE apresentaram em sua maioria picos bem definidos, sendo que apenas duas excecoes
foram observadas, referente a tetraciclina e anidrotetraciclina. No caso da tetraciclina, foi
observada a formagao de um pico cromatogréfico adjacente (tr = 4,83 min) ao esperado para
este analito, assim como para a anidrotetraciclina, para a qual foi observada formacao de um
pico cromatografico em 5,69 min. Este fato dificulta a integracdo da area do pico para estes
analitos. Além disso, o formato do pico obtido mostrou relacdo com o pH utilizado na SALLE,
como pode ser visto na Figura 44. Estes cromatogramas foram obtidos empregando o método
cromatografico com pareamento idnico como descrito no item 1.4.3.4 e as concentragdes de
fortificacdo de 300,0 ng mL™!' para a monensina e virginiamicina M1, 900,0 ng mL™! para a
penicilina e 4cido benzilpenicilSico, 450 ng mL! para a tetraciclina, 1.800,0 ng mL™"! para a
virginiamicina S1, 3.000,0 ng mL' para a eritromicina e 600,0 ng mL!' para a

anidrotetraciclina.

92



Figura 44 - Cromatogramas de ions extraidos para tetraciclina e anidrotetraciclina em diferentes pHs.
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Fonte: elaborada pelo autor.

A partir da andlise dos cromatogramas na Figura 44, ¢ possivel verificar que o preparo
de amostra realizado nos pHs 3,0 e 4,0 levou a obten¢ao de formato de pico inapropriado para
andlise quantitativa dos analitos tetraciclina e anidrotetraciclina. Por outro lado, é possivel
verificar que no pH 6,0 foi alcancado melhor formato de pico, sendo o pH apropriado para
realizar o preparo de amostra por SALLE. Os cromatogramas obtidos para os demais analitos
com o preparo de amostra realizado no pH 6,0 mostraram picos bem definidos e podem ser

vistos na Figura 45. Com isso, a recuperagdo alcangada para a extracdo realizada em pH 6,0
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foi maior que 78% para a maioria dos analitos, sendo a tetraciclina e o dcido benzilpenicildico

excecoes com recuperacoes respectivamente de 52 e 31%.

Figura 45 - Cromatogramas de ions extraidos para cada analito em pH 6,0.
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Fonte: elaborada pelo autor.

1.4.5.4 Preparo de Amostra por SPE on-line

No desenvolvimento de método de extracdo empregando a SPE on-line a escolha do

solvente de percolacdo (ou carregamento da amostra) da amostra deve ser feita de modo a

permitir a retencdo dos analitos e possibilitar a eluicdo dos componentes da matriz da amostra,

buscando assim um equilibrio entre a reter os analitos e limpar a amostra. Com este objetivo,

os solventes contendo 100% &dgua, d4gua com 5 e 10% de acetonitrila foram estudados como

solventes de carregamento. Para a coluna RAM, os analitos apresentaram adequada retencao
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empregando os solventes de carregamento contendo 100% de 4dgua e dgua com 5% de
acetonitrila, sendo este ultimo mais apropriado para favorecer a limpeza da amostra. Com o
solvente composto por dgua com 10% de acetonitrila a coluna RAM nio foi capaz de reter a
tetraciclina. J4 a coluna HLB Oasis®, apresentou adequada retenciio dos analitos apenas com o
emprego de 100% de dgua como o solvente de percolacdo da amostra. Com os outros solventes,
a retencdo do 4cido benzilpenicildico foi comprometida. O cromatograma obtido para cada

coluna com o apropriado solvente de percolacdo da amostra pode ser visto na Figura 46.

Figura 46 - Cromatograma obtido com as colunas HLB Oasis®, em A, e RAM, em B.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Como pode ser visto nesta figura, os analitos permaneceram retidos nas colunas durante
os 3 primeiros minutos da andlise, periodo no qual a reten¢do foi avaliada. A elui¢do se deu
apenas apos a mudanga da fase mével para 100% de acetonitrila. Ap6s este estudo foi definido
o tempo de percolacdo da amostra na coluna de extra¢do de 2,0 min, tempo superior a 10 vezes
o volume da coluna, contribuindo assim para a etapa de limpeza da amostra.

Ap6s definida etapa de percolagdo da amostra, foi possivel avaliar a aplicagdo das duas
colunas na andlise de uma amostra de vinhaca fortificada com 130,0 ng mL™! dos analitos
utilizando o sistema configurado no modo bidimensional (Column Switching). Neste estudo foi
observado pouca diferenga em termos de formato e area de pico cromatografico. A comparagdo
entre a drea de pico obtida empregando as duas colunas na anélise de uma amostra de vinhaca
fortificada com os analitos pode ser vista na Figura 47, comparagdo realizada por meio da

andlise da drea normalizada pela drea obtida com a coluna RAM.
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Figura 47 - Area de pico normalizada obtida para cada analito com diferentes colunas de extracio.
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O aspecto negativo da aplicacao da SPE on-line neste trabalho foi a ocorréncia de efeito
memoria (carryover) para os analitos tetraciclina e anidrotetraciclina. Vale destacar que estes
dois analitos possuem estruturas e propriedades semelhantes, sendo que ambos estao sujeitos a
interacdes hidrofilicas e idnicas por estarem protonados no pH da fase modvel utilizada na
separacdo cromatogrifica. Foi observado um efeito memoria de 3,5% para a tetraciclina e
17,6% para anidrotetraciclina, calculados comparando a 4rea de pico obtida na andlise de uma
solucdo dos analitos em dgua na concentracdo de 50,0 ng mL™!' com a drea obtida com a inje¢do
de acetonitrila na sequéncia.

Virias estratégias para a eliminagdo do efeito memoria foram empregadas, como as

citadas abaixo:

» Utilizacdo de diferentes solventes (acetonitrila, metanol, isopropanol) com e sem
aditivos como 4cido férmico e hidréxido de amonio na limpeza da agulha do
autoinjetor.

» Utilizacdo de programa de solvente com gradiente na bomba da injecao apds
etapa de percolacdo da amostra com e sem aditivos como dcido férmico e
hidréxido de amonio.

* Aumento no tempo de limpeza com 100% de solvente organico no final da

corrida cromatografica.

Estas tentativas ndo resultaram na eliminacdo do efeito memdoria. Porém, para a coluna
RAM, foi observada, a completa extingdo do efeito memoria para a tetraciclina ap6s 2 ou 3
injecdes de acetonitrila. Desta forma, foi adotada a estratégia da realizacdo de 2 injecdes de

acetonitrila antes das anélises, viabilizando assim a utilizacdo do método com a coluna RAM.
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Os cromatogramas obtidos analisando uma vinhaca fortificada com 130,0 ng mL' dos

antibidticos alvo deste trabalho podem vistos na Figura 48.

Figura 48 - Cromatogramas obtidos na analise de uma amostra de vinhaca fortificada com 130,0 ng mL!
dos analitos utilizando SPE on-line com coluna RAM.
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Fonte: elaborada pelo autor.

1.4.6 Validagdo no Método Analitico

Ap6s estudos de preparo de amostra com SPE, SALLE e SPE on-line, e defini¢cdo das

condi¢des cromatografica, o método empregando SPE on-line com LC-MS/MS foi validado e

os resultados podem ser vistos na sequéncia.

1.4.6.1 Limites de Deteccdo e Quantificacdo

ApOs analisar uma mistura de vinhagas fortificadas com os antibiéticos em estudo na

regidio de concentracio de 0,5 a 20 ng mL™"' foi possivel verificar experimentalmente a

concentracdo para cada analito que proporcionou uma razdo sinal/ruido > 3 ou 10 para
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determinar os limites de detec¢do (LD) e quantificacdo (LQ) respectivamente. Os resultados

obtidos podem ser vistos na Tabela 9.

Tabela 9 - Limites de deteccio e quantificacio obtidos para os analitos estudados.

Analito LD (ng mL!) LQ (ng mL?)
Monensina 1,0 2,5

Penicilina G 3,0 6,0
Tetraciclina 2,0 6,0
Virginiamicina M1 3,0 6,0
Virginiamicina S1 3,0 7,0
Anidrotetraciclina 3,0 5,0

Acido benzilpeniciléico 5,0 10,0
Eritromicina 0,5 2,5

Como pode ser visto nesta tabela, foram obtidos limites de quantificacio na faixa de 2,5
a 10 ng mL'. Levando em consideracdo a faixa de concentra¢do de antibidtico utilizada na
etapa da fermentaciio na producio de etanol, que é de 1.000 a 10.000 ng mL™!, os limites de
quantificagcdo alcancados indicam que o método desenvolvido terd a capacidade de quantificar
os antibidticos na vinhaca mesmo que ocorra degradacdo dos mesmos de aproximadamente

99% em relagdo ao utilizado inicialmente na etapa de fermentagao.

1.4.6.2 Estudo da Regido Linear

Diferentes regides lineares foram obtidas para os analitos estudados. O elevado
coeficiente de determinacdo (1), > 0,99 para todos os analitos, mostrou o apropriado ajuste
entre o modelo descrito pela equagao da reta e os dados experimentais. Vale destacar ainda que
a regido linear obtida para os analitos ficou na faixa de concentracdo 2,5 a 370 ng mL"!. Os
valores obtidos para faixa linear, equacdo da reta e coeficiente de determinacdo para cada

analito pode ser visto na Tabela 10.
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Tabela 10 - Dados obtidos para faixa linear, equacao da reta e coeficiente de determinacio no estudo de

linearidade.

Analito Faixa linear (ng mL') Equacio da reta r?
Monensina 2,5-370,0 y = 540,36x + 326,53  0,9977

_— i y =486,24x + 390,31  0,9983
Penicilina G 6,0 - 370,0 #y = 0,0253x + 0,0231 0,999
Tetraciclina 6,0 - 370,0 y =15529x + 329,31  0,9992
Virginiamicina M1 6,0 - 250,0 *y =0,0052x + 0,0287 0,9927
Virginiamicina S1 7,0 - 310,0 y =247,83x - 1022,1  0,9986
Anidrotetraciclina 5,0 -370,0 y=614,37x+ 998,51 00,9994
Acido benzilpeniciléico 10,0 - 370,0 y =418,17x + 867,9 0,9995
Eritromicina 2,5-310,0 y=1141,1x - 18929 09961

*y =0,0201x - 0,0204  0,9989
*regressao linear obtida utilizando calibrag¢do por padrio interno.

1.4.6.3 Seletividade

A seletividade € um parametro que garante que a origem do sinal analitico € proveniente
somente do analito. Desta forma, € um parametro importante de ser avaliado. Entre as formas
de avaliar a seletividade para métodos LC-MS/MS, estd a defini¢dao da abundancia relativa entre
duas transi¢des monitoradas para o analito (MRM1/MRM?2) (96/23/EC, 2002; BERENDSEN
et al., 2015). Desta forma, espera-se verificar a mesma abundancia relativa entre as transi¢oes
monitoradas para o analito, tanto em solvente quanto na amostra. Para abundancia relativa >
50%, espera-se uma diferenga méxima de 20% entre abundancia relativa obtida para o analito
na amostra e em solvente. J4 para abundancia relativa inferior a 50%, espera-se uma diferenca
maxima de 25% (96/23/EC, 2002). Os valores obtidos para a abundancia relativa entre as
transi¢cdes monitoradas para cada analito em solvente e em amostra fortificada podem ser vistos
na Tabela 11. Como pode ser visto nesta figura, foi verificado abundancia relativa das
transi¢des monitoradas dentro da faixa esperada, comparando andlises realizadas com os
analitos em solvente e na amostra fortificada. Desta forma, foi verificada seletividade

apropriada para o método.
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Tabela 11 - Abundéncia relativa das transicdes monitoradas para cada analito obtida em solvente e em
amostra fortificada. n = 5.

Analito MRM1/MRM2 (solvente) MRM1/MRM2 (amostra fortificada)
Monensina 75,8 +£3,2 73,8 +2,6

Penicilina G 110,3+£6,5 103,2 £2,7

Tetraciclina 45,5+£2.6 49,5 £ 8,0

Virginiamicina M1 68,1 44 72,9 £4,6

Virginiamicina S1 57,3 +4,0 66,1 £11,5

Anidrotetraciclina 432 +572 44,3 + 6,6

Acido benzilpeniciléico 83,6 £ 6,1 86,1 +7,9

Eritromicina 58,4 +3,8 55,8 +2,8

1.4.6.4 Exatidao e Precisao

Estudos de exatiddao devem preferencialmente ser realizados por meio da andlise de
materiais certificados de referéncia ou por comparagdo com outro método. No caso deste
trabalho, ambas as situagdes nao sdo aplicaveis. Desta forma, o estudo de recuperagdo € a tinica
forma de estimar a exatidao do método.

Para ambas concentracdes € esperado uma recuperagao na faixa de 80 a 110% para um
adequado desempenho do método seguindo normativas e guias de validagdo reconhecidos
mundialmente (96/23/EC, 2002). Para a maioria dos analitos esta faixa de recuperagdo foi
alcancada, mostrando assim um bom desempenho. Apenas para a anidrotetraciclina os valores
de recuperacdo obtidos nas duas concentracdes ficaram fora da faixa esperada. Vale destacar
que no caso da anidrotetraciclina a ocorréncia de efeito memoria (carryover) pode ser a causa
de uma recuperacdo superestimada, indicando assim que o método € inadequado para sua
quantificacdo. Além disso, neste estudo foi obtido um desvio padrao relativo (DPR) no intervalo
de 2,7 a 16%, mostrando assim uma adequada repetibilidade. Os valores obtidos para

recuperacao e repetibilidade podem ser vistos na Tabela 12.
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Tabela 12 - Recuperacio e repetibilidade obtida por adi¢cao de padrao (AP) ou padrao interno (PI).

Recuperacao (%) / Precisao (DPR)

Analito
10 ng mL! 300 ng mL!

Monensina (AP) 94,9% / 3,6% 103,8% / 6,0%
Penicilina (PI) 109,0% / 9,2% 77,0% / 9,2%
Tetraciclina (AP) 87,0% / 4,0% 85,2% / 7,6%
Virginiamicina M1 (PI) 88,0% / 16% 86,7% / 3,0%
Virginiamicina S1 (AP) 83,3% /5,1% 134,1% / 7,6%
Anidrotetraciclina (AP) 163,3% / 8,9% 131,1% / 9,2%

Acido benzilpeniciléico (AP) 118,8% /12,6%

Eritromicina (PI) 107,0% / 4,4%

103,8% / 3,0%
83,9% / 2,71%

1.4.7 Analise

das Amostras de Vinhaca

Nesta etapa foram analisadas 5 amostras de vinhaga de diferentes usinas. Apesar da

tentativa de obter a informacdo se havia sido utilizado algum antibitico na etapa de

fermentacdo do processo que gerou a vinhaga coletada, esta informagdo ndo foi disponibilizada

pelas usinas. Entre as amostras analisadas, foi encontrado antibidtico apenas em uma delas,

sendo o antibiético monensina na concentracdo de 14,3 ng mL™!. A curva de adi¢dio de padrio

e o cromatograma obtido para esta amostra pode ser vista na Figura 49. Como pode ser visto

nesta figura, adequada linearidade e um pico cromatografico bem definido foi obtido para a

monensina. Além disso, foi verificada abundancia relativa entre as transicdes monitoradas de

69,1 £5,7, dentro da faixa esperada para a monensina (Tabela 11).

Figura 49 - Curva de adicio de padrio e cromatograma obtido na analise de monensina em amostra de

vinhaca.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Comparando o valor da concentragdo de monensina detectada na vinhaga com a

dosagem recomendada para a fermentag¢io, que é de no minimo 3000 ng mL' (REAL
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QUIMICA, 2021) podemos concluir que o valor detectado corresponde a no méximo 0,5% do
total inicialmente utilizado, sendo que o restante pode ter sido degradado durante o processo de
produgdo do etanol ou ficou adsorvido na matéria sélida em suspensao. Esta segunda hipétese
encontra subsidios no trabalho de Hoff e colaboradores, que detectaram monensina em
levedura comercial, oriunda da producdo de etanol, para a alimentacdo de animais, na faixa de
0,47 a 263,5 mg kg'! (HOFF et al., 2021). Os resultados do trabalho de Hoff e colaboradores
indicam alta adsorcdo da monensina nas leveduras durante o processo de fermentagao, fato em
acordo com o log kow da monensina, que € de 5,43. Desta forma, podemos concluir que futuros
trabalhos de andlise de antibidticos em vinhaga devem levar em consideracido a andlise dos
sOlidos suspensos presentes na matriz. Apesar da baixa concentragdo detectada podemos
concluir ainda que este antibiético apresenta estabilidade suficiente para resistir ao processo de
fermentacdo e destilagdo e seu uso no processo fermentativo representa uma fonte de

contaminante ao ambiente decorrente da pratica de fertirrigacdo dos canaviais com vinhaga.

1.5 Conclusoes

Neste capitulo foi desenvolvido um método cromatogrifico para a determinacdo de
antibiéticos em vinhaca de etanol de cana de acicar. O método desenvolvido alcangou limites
de quantificacfio na faixa de 2,5 a 10,0 ng mL! e exatiddo na faixa de 80 a 110% para a maioria
dos analitos. As técnicas de preparo de amostra estudadas, SPE, SALLE e SPE on-line,
mostraram-se apropriadas para a extragdo da maioria dos analitos estudados na vinhaga, sendo
que a SPE on-line foi utilizada para o desenvolvimento do método devido sua maior capacidade
de automatizacdo e menor custo. O estudo da estabilidade térmica dos antibidticos
virginiamicina M1, monensina, penicilina e eritromicina mostrou que todos possuem
estabilidade suficiente, no que diz respeito a temperatura, para resistir a destilacdo. Mostrando
assim os riscos associados a fertirrigacdo com vinhaga contaminada. A aplicacdo do método
em 5 amostras de vinhaca permitiu verificar a presenca de monensina em uma delas na
concentragio de 14,3 ng mL!. A partir deste resultado evidenciou-se a necessidade da
realizacdo de monitoramento de antibidticos em vinhagas com o objetivo de dimensionar a
quantidade de antibidtico que tem sido dispersada no ambiente por meio da fertirrigacdo. Além
disso, fica claro também a necessidade de realizar a analise de antibidticos em solo tratado com
vinhaca e em dguas subterraneas nas regides em que a fertirrigacao € empregada para verificar

a ocorréncia destes contaminantes.
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Capitulo 2: Avaliacio da Contaminaciio da Vinhaca, Solo e Agua Subterrinea de
Areas Fertirrigadas com Vinhaca Empregando Abordagem Alvo e Investigacio de
Compostos Suspeitos

2.1 Introdugdo

O reaproveitamento de residuos organicos na agricultura pode ser uma forma adequada
para a destinacdo e para o gerenciamento destes residuos, contribuindo para a reposi¢ao de
macro e micronutrientes nos solos das lavouras. No entanto, sua reciclagem inadequada pode
ser uma importante fonte de contaminacdo para o meio ambiente (JIANG et al., 2012;
MARTINEZ-PIERNAS e al., 2018; SHARMA et al., 2017, 2019). Entre os residuos
amplamente utilizados na fertilizac@o das planta¢des de cana de agticar no Brasil estd a vinhaca
(OLIVEIRA, 2011), sendo que anualmente, aproximadamente 400 bilhdes de litros de vinhaca
sdao empregados na fertirrigacdo das plantacdes de cana-de-agicar (MORAES et al., 2014).
Assim como ocorre com outros fertilizantes organicos, como esterco animal ou biossélidos, o
uso indiscriminado de vinhaca como fertilizante pode causar efeitos adversos ao meio ambiente
e 4 saide humana (FU et al., 2016; GARCIA-GALAN et al., 2010; SULEIMAN et al., 2018).

O uso de residuos organicos como fertilizantes pode ser uma fonte de dispersdo de
contaminantes organicos no meio ambiente, sendo que estes podem ser transportados do solo
para os corpos d’dgua. Este transporte depende de vérios fatores, como por exemplo, das
propriedades fisico-quimicas do contaminante, que vao refletir em sua solubilidade, capacidade
de sorcdo e reatividade (PETRIE; BARDEN; KASPRZYK-HORDERN, 2015). Desta forma,
para entender o destino de um contaminante, uma vez inserido no meio ambiente, se faz
necessario a andlise dos diferentes compartimentos ambientais (BOY-ROURA et al., 2018;
PAN et al., 2017). No contexto da fertirrigacdo com vinhaca, trés matrizes devem ser
investigadas quanto a possiveis contaminacgdes, sendo a vinhaga, solo e dgua subterrdnea das
areas fertirrigadas. Entre estas matrizes, a dgua subterranea desperta mais atengdo, pois a
qualidade das dguas subterraneas € uma questao de saide publica, e especialmente no Estado
de Sdao Paulo, onde 5,5 milhdes de pessoas dependem das dguas subterraneas para
abastecimento de dgua potdavel (CETESB, 2019). Vale destacar que o estado de Sao Paulo €
responsavel pela producdo de aproximadamente 50% da produgdo nacional de etanol
combustivel (ANP, 2019), e por consequéncia, ¢ onde se emprega a maior quantidade de

vinhaca na fertirrigacdo das lavouras de cana-de-actcar.
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Tradicionalmente, a avaliacdo da contaminacdo de uma amostra se dd por meio do
desenvolvimento de método analitico especifico para uma lista definida de contaminantes. Esta
abordagem, denominada target, em inglés, e neste trabalho, abordagem do tipo alvo,
proporciona métodos capazes de identificar ou quantificar um nimero muito restrito de analitos,
frente a quantidade de outros contaminantes possiveis de estarem presentes na amostra. Além
disso, estes métodos sdo inapropriados para a investigacdo de contaminantes desconhecidos, ou
cuja presenca na amostra nao foi prevista anteriormente. Em um contexto em que uma visao
mais holistica sobre o grau de contamina¢ao de uma amostra é necessaria, abordagens do tipo
nao alvo (Non-targeted) e investigacdo de compostos suspeitos (Suspect screening), podem
direcionar o desenvolvimento de métodos especificos mais coerentes com a realidade da
amostra e a aquisi¢do de padrdes analiticos para a comprovacdo e quantificagdo dos
contaminantes detectados (GAGO-FERRERO et al., 2018; OBERACHER et al., 2020).

O emprego da investigacdo de compostos suspeitos, utilizando uma lista abrangente de
contaminantes suspeitos, no contexto da fertirrigacdo com vinhaca, é uma abordagem que
permite uma visao mais completa sobre o grau de contaminacdo das amostras de vinhaga, solo
e 4gua subterranea das dareas fertirrigadas. Além disso, a verificacdo de um mesmo
contaminante em mais de uma matriz seria um dado que poderia ser utilizado para fazer
inferéncias sobre a origem e sobre a transferéncia deste contaminante de uma matriz para outra,
podendo assim indicar se vinhaga é um vetor importante de contaminantes para o ambiente.

Desta forma, neste trabalho foi empregada unido de duas abordagens, anélise do tipo
alvo com LC-MS/MS e investigagdo de compostos suspeitos com cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas de alta resolucio (LC-HRMS, do inglés Liquid
Chromatography coupled to High Resolution Mass Spectrometry). O preparo das amostras
liquidas foi realizado por SPE conforme literatura (GROS; RODRIGUEZ-MOZAZ:
BARCELO, 2013) e para as amostras de solo foram estudadas as técnicas extracio por liquido
pressurizado (ELP) e QuUEChERS (acronimo para quick, easy, cheap, effective, rugged and
safe). Mais detalhes sobre as técnicas de preparo de amostra por QUEChERS e ELP e sobre a

abordagem de anélise de compostos suspeitos por LC-HRMS serdao abordados na sequéncia.

2.1.1 Preparo de Amostra Empregando ELP

A andlise de contaminantes organicos, como antibidticos, em solo agricola tem sido

realizada por meio de diferentes técnicas tradicionais de preparo de amostras, como extragao
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por Soxhlet, extragdo assistida por ultrassom, extracao assistida por micro-ondas e extracao por
liquido pressurizado. Dentre as técnicas tradicionais, a ELP trouxe diversos avancos como o
menor consumo de solvente organico, automacio e altas recuperacdes de extracio (JELIC;
PETROVIC; BARCELO, 2009). No entanto, depende de instrumentagdo cara (RASHID et al.,
2010) sendo que sua disponibilidade € restrita a poucos laboratdrios.

A extracdo por ELP faz uso de liquido aquecido e pressurizado para promover a extracao
de analitos presentes em amostras sélidas ou semissélidas contidas em uma célula de extracao
de aco inox. Geralmente, a amostra € manualmente misturada com um suporte s6lido, como
terra diatomdceas, para preencher todo o volume da célula e inserida na célula de extragdo
contendo membranas filtrante na parte superior e inferior. O liquido aquecido e pressurizado é
percolado na célula de extracdo e o extrato resultante € coletado. O aquecimento do liquido
aumenta a solubilidade dos analitos, além de promover a diminuicdo da viscosidade,
favorecendo a interacdo com a amostra, facilitando a quebra de interagdes entre o analito e a
amostra (HOFF; PIZZOLATO, 2018).

Na extracdo por ELP, varios parametros sao importantes para obter elevada recuperacao,
como por exemplo, o solvente de extragdo, temperatura, nimero de ciclos de extra¢ao e duragcdo
do ciclo (ANDREU; PICO, 2019). A temperatura é um pardmetro importante para a extragio,
pois a alta temperatura melhora a solubilidade e a taxa de difusdo dos analitos. Por outro lado,
o mesmo efeito pode ocorrer com os demais componentes da amostra e, portanto, podem
aumentar o efeito de matriz. Outro efeito esperado com altas temperaturas € a degradacdo
potencial de analitos sensiveis a temperatura, portanto, a temperatura pode ser um fator
limitante no procedimento de extracdo. O pH da extracdo com solvente tem um efeito
importante na solubilidade dos analitos, assim como na natureza dos solventes. Assim, €
importante considerar a influéncia desses parametros para obter maiores recuperacdes de
extracdo. Neste trabalho, os parametros instrumentais foram definidos de acordo com a
literatura (JELIC; PETROVIC; BARCELO, 2009), sendo otimizados os parametros

temperatura, composi¢do do solvente de extracdo e pH.

2.1.2 Preparo de Amostra Empregando QuUEChERS

A extracdo de contaminantes organicos empregando QuEChERS foi originalmente

desenvolvida para a andlise de agrotoxicos em produtos agricolas, como frutas

(ANASTASSIADES; LEHOTAY, 2003). Desde entdo, esta abordagem foi submetida a
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diversas alteracodes e hoje existem mais de 2.000 publicacdes mostrando o potencial da técnica
para a extracdo de diferentes classes de compostos, como antibidticos, hormonios, micotoxinas,
Hidrocarbonetos Policiclicos Arométicos (HPAs) e vérios poluentes organicos persistentes em
um grande nimero de matrizes como alimentos (leite, carne, ovos, cereais, frutos do mar, frutas,
vegetais), polen de abelha, bem como amostras ambientais (solo, sedimento) entre outros. As
principais vantagens da extracdo por QUEChERS ¢ a reducdo do tempo e do consumo de
solventes utilizados durante a extracdo, em comparagdo outras técnicas de extragdo, como a
SPE, por exemplo. Além disso, a técnica também ¢é adequada para a extracdo de uma ampla
gama de classes de compostos (MARTfNEZ—PIERNAS et al., 2018), devido a diversidade de
solventes de extracdo disponiveis como acetona, acetato de etila e acetonitrila em combinagio
com o controle de pH, utilizando um tampao apropriado. Os tampdes frequentemente utilizados
para as extracoes por QUEChERS sao o citrato e acetato (KIM et al., 2019a), os quais sao usados
no método padrao CEN EN 15662 (EUROPEAN COMMITTEE FOR STANDARDIZATION
(CEN), 2018) e no método Oficial AOAC (LEHOTAY et al., 2007), respectivamente. Além
disso, os sais de particdo sdo de extrema importancia e devem ser escolhidos corretamente,

sendo o NaCl e o MgSOs os mais utilizados (KIM et al., 2019a).

2.1.3 Investigacdao de Compostos Suspeitos Empregando LC-HRMS

O acoplamento da cromatografia liquida com a espectrometria de massas de alta
resolugdo (LC-HRMS) tem sido apontada como a ferramenta mais completa para investigar o
grau de contaminacdo de amostras de interesse ambiental (GAGO-FERRERO et al., 2018;
HOLLENDER et al., 2019). O grande diferencial da HRMS em relag¢do a espectrometria de
massas de baixa resolug@o estd em sua capacidade em diferenciar ions com uma diferenca de
m/z muito pequena. Enquanto que sistemas LC-MS/MS de baixa resolugdo sdo capazes de
diferenciar ions que apresentam uma diferenga de m/z de 1 unidade, as técnicas de LC-HRMS
podem chegar a diferenciar ions com diferenca de m/z na quarta casa decimal (JAKIMSKA;
KOT-WASIK; NAMIESNIK, 2014).

O resultado direto da alta resoluc@o alcancada, € a possibilidade de obter a férmula
molecular de um analito com erros inferiores a 0,001 Da (JAKIMSKA; KOT-WASIK;
NAMIESNIK, 2014). Uma comparagio entre um sistema de baixa resolucio e outro de alta

resolugdo pode ser visto no espectro de massas mostrado na Figura 50.
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Figura 50 - Espectro de massas de baixa resolu¢io (MS/MS) vs alta resolucao (QTOF) para tetraciclina.
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Fonte: adaptada de (JAKIMSKA; KOT-WASIK; NAMIESNIK, 2014).

Como pode ser visto na Figura 50, os trés fons detectados, referentes ao padrio
isotopico da tetraciclina, sdo claramente discriminados entre si empregando HRMS, enquanto
o mesmo efeito € menos pronunciado na espectrometria de massa de baixa resolucao.

Como consequéncia da alta capacidade de diferenciar valores de m/z muito similares,
um conceito muito importante em HRMS € o conceito de massa exata. A massa exata de um
ion ou molécula é sua massa calculada com relagdo a apenas um isétopo especifico de cada
atomo. Quando a massa exata € calculada com relagdo ao isétopo de ocorréncia natural mais
abundante, a massa exata € denominada massa monoisotépica (VESSECCHI et al., 2011).
Muitas vezes, os conceitos massa exata € massa monoisotdpica sao utilizados como sindnimos.
Aplicando o conceito de massa exata, a explicacdo para a deteccdo de trés ifons para a
tetraciclina (C22H24N20g), como mostrado na Figura 50, ¢ facilmente explicada. O primeiro
ion (m/z aproximadamente 445), é decorrente de moléculas de tetraciclina contendo apenas o
12C como 4tomos de carbono. J4 o segundo fon (m/z aproximadamente 446) e o terceiro (m/z
aproximadamente 447) sao decorrentes de moléculas contendo respectivamente 1 e 2 d&tomos
de 13C em sua constituigio.

Equipamentos de HRMS hibridos, baseados nos analisadores de massas TOF ou
orbitrap, unem a capacidade de obtencdo de espectros de massas em full scan com elevada
sensibilidade com a possibilidade de obtencao de espectros de fragmentagao. Com isso, o grau
de confianca na identificacdo de um analito € potencializado, em relagdo a espectrometria de

baixa resolugdo (96/23/EC, 2002). A elevada sensibilidade e seletividade obtida com a HRMS
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tem aumentado as possibilidades de andlise de contaminantes organicos fora do escopo das
andlises do tipo alvo.

A LC-HRMS tem possibilitado a realizagao de anélises do tipo ndo alvo, notadamente,
andlises de investigacdo de compostos suspeitos (Suspect screening) empregando extensas
listas de contaminantes (GAGO-FERRERO et al., 2015, 2019; MARTINEZ-PIERNAS et al.,
2018). A lista de compostos a serem investigados pode ser construida pelo préprio analista,
baseado no conhecimento que se tem sobre a amostra, ou ainda, empregar listas abrangentes
(com milhares de compostos), com o intuito de minimizar erros de tendéncia na elaboragao da
lista e evitar que contaminantes importantes sejam negligenciados por falta de informacao sobre
a amostra (GAGO-FERRERO et al., 2015). Para o segundo caso, no qual uma lista abrangente
¢ empregada, € importante que se tenha disponivel ferramentas computacionais apropriadas
para o processamento dos dados (ALYGIZAKIS et al., 2018, 2019).

Entre as ferramentas computacionais disponiveis, a Norman Digital Sample Freezing
Platform (DSFP) foi desenvolvida com o intuito de proporcionar uma ferramenta capaz de
realizar de forma automatizada anélises retrospectivas de dados de milhares de contaminantes
organicos utilizando dados brutos de LC-HRMS convertidos em formato apropriado. A DSFP
possui uma extensa lista de produtos quimicos e, associados a esta, metadados como a massa
exata, previsao de tempos de reten¢do baseada na estrutura quimica, ajuste isotopico, fragmento
qualificador, identificadores das substancias como o nimero CAS, SMILES (do inglés
Simplified Molecular-Input Line-Entry System) e InChlKey (Identificador compacto derivado
do InChl - do inglés International Chemical Identifier), entre outros. Desta forma, esta
ferramenta apresenta grande potencial para a investigacdo do grau de contaminagdo das

amostras analisadas neste trabalho.

2.2 Objetivo

O objetivo deste trabalho € avaliar se o reaproveitamento da vinhaca na fertirrigacdo é
um dos principais vetores de contaminantes organicos para o solo e dgua subterranea em dreas
fertirrigadas. Para atingir este objetivo, amostras de vinhaca, solo e dgua subterranea foram
analisadas seguindo duas abordagens diferentes: (i) andlise do tipo alvo, baseada em LC-
MS/MS, para a determinagdo de 32 antibidticos de multiplas classes, incluindo penicilinas,
cefalosporinas, fluoroquinolonas, quinolonas, macrolideos, tetraciclinas, lincosamidas,

sulfonamidas, ion6foros e estreptograminas. (ii) andlise de compostos suspeitos empregando
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estratégias avancadas com base LC-HRMS para avaliar a presengca de 7811 contaminantes,
incluindo pesticidas, produtos farmacéuticos e uma ampla gama de produtos quimicos

industriais, entre outras substancias.

2.3 Materiais € Métodos

2.3.1 Reagentes

Solventes grau HPLC da Lichrosolv, acetonitrila (ACN), metanol (MeOH) e &agua,
foram utilizados no preparo dos padrdes analiticos, no preparo das amostras e nas andlises do
tipo alvo por UHPLC-QqLIT. Nas andlises por LC-HRMS, foram utilizados solventes grau
espectrometria de massas da Fisher Scientific. O hidréxido de aménio 30% (PA-ACS), 4cido
citrico anidro, dcido acético glacial grau HPLC, 4cido cloridrico 37% e 1,0 mol L', EDTA
dissédico 0,1 mol L utilizados foram da Scharlau. O citrato de sédio diidratado foi adquirido
da Panreac. O acido férmico 98% foi adquirido da Merck, o acetato de sédio e o sulfato de
s6dio (>99%) foram adquiridos da Sigma-Aldrich.

Os padrdes analiticos utilizados neste trabalho foram comprados da Sigma-Aldrich com
pureza > 93%. Padrdes internos isotopicamente marcados (ILIS — do inglés Isotopically
Labelled Internal Standards) forma obtidos da Sigma-Aldrich e da Toronto Research
Chemicals. Solugdes estoques individuais dos padrdes analiticos dos antibidticos e ILIS foram
preparadas na concentracdo de 1000 mg L' em metanol, com exce¢io das quinolonas e
fluoroquinolonas, que foram preparadas com a adi¢do de 100 pL de hidréxido de sédio 1,0 mol
L' e metanol, da cefalexina, que foi preparada em dgua, da ampicilina, penicilina V e ceftiofur,
que foram preparadas em ACN:Agua (1:1, v/v). Além disso, a solucdo estoque de ceftiofur foi
preparada na concentragdo de 100 mg L!. Uma solugio intermedidria de 20 mg L' contendo
todos os analitos foi preparada e utilizada para preparar as solucdes de trabalho nas
concentragdes 500, 50 e 10 ug L' em metanol:dgua (20:80, v/v). A lista dos antibidticos e 0s

respectivos ILIS utilizados podem ser consultados na Tabela 13.
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Tabela 13 - Lista dos analitos e respectivos ILIS utilizados no trabalho.

Classe do Formula
antibiotico Composto Molecular UL
Amoxicilina Ci16H19N305S Amoxicilina -d4
Penicilinas Ampicilina Ci6H19N304S Ampicilina -d5
Penicilina V Ci6H1sN2OsS Penicilina V-d5
) Cefalexina Ci16H17N304S Cefuroxima -d3
Cefalosporinas - :
Ceftiofur C19H17N507S3 Ceftiofur -d3
Ciprofloxacina C17H1sFN303 Ciprofloxacina -d8
) Enrofloxacina Ci9H»FN303 Enrofloxacina -d5
Fluoroquinolonas : )
Norfloxacina Ci6H1sFN30O3 Norfloxacina -d5
Marbofloxacina C17H19FN4O4 Norfloxacina -d8
Quinolonas Acido pipemidico Ci14H17N505 Acido oxolinico-d5
Azitromicina Ci3sH72N2012 Azitromicina-d3
Macrolideos Claritromicina Ci3sHeoNO 13 Claritromicina-d3
Tilmicosina Ca6HgoN2013 Tilmicosina-d3
Tetraciclina C2H24N>0g Tetraciclina-d6
Lo Doxiciclina C22H24N208 Doxiciclina-d3
Tetraciclinas . .
Clortetraciclina C2H23CIN,Og Tetraciclina-d6
Oxitetraciclina C2H24N209 Tetraciclina-d6
) ) Lincomicina CisH34N206S Lincomicina-d3
Lincosamidas : . ) ..
Clindamicina Ci1sH33CIN,OsS Clindamicina-d3
Sulfametoxazol Ci10H11N305S Sulfametoxazol-d4
. Sulfametazina Ci2H14N4O,S Sulfametazina-d4
Sulfonamidas — —
Sulfadiazina CioH10N4O,S Sulfadiazina-d4
Sulfapiridina C11H11N30.S N-acetilsulfapiridina-d4
Inibidor da
Dihidrofolato Trimetoprima Ci14H13N4O3 Trimetoprima-d3
redutase
L . Metronidazol CsHoN30O3 Metronidazol-d4
Nitroimidazdlicos - -
Metronidazol-OH CsHoN30y4 Metronidazol-OH-d4
Pleuromutilinas Tiamulina CosH47/NO4S Tiamulina-'3C4
Anfenicois Florfenicol C12H14C1L,FNO4S Florfenicol -d3
) Monensina Cs6He2011 -
Tono6foros - —
Salinomicina C4H70014 -
) Virginiamicina M1 C23H35N304 Virginiamicina M1-d2
Estreptograminas

Virginiamicina S1

C43H10N7010

Virginiamicina M1-d2
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2.3.2  Coleta das Amostras de Agua Subterranea, Solo e Vinhaga

As amostras de dgua subterranea e solo foram coletadas no periodo de agosto a outubro
de 2018 em dreas fertirrigadas com vinhacga localizadas nos estados de Sao Paulo e Minas
Gerais. As informagdes sobre localizacdo, tipo de fonte de dgua e tipo de solo estdo reunidos
na Tabela 14. As amostras de 4gua subterraneas foram coletadas em seis pontos distintos, sendo
quatro deles pogos artesianos e dois deles nascentes. Em todos os casos, as fontes de dgua s@o
utilizadas para abastecimento de dgua potdvel em fazendas e em um caso para abastecimento
publico. As amostras AS1-ASS5 foram coletadas em fazendas contendo plantagdes de cana-de-
acucar que sao fertirrigadas com vinhaga. A amostra AS6 foi coletada em um pogo artesiano na
cidade de Araraquara que € utilizado no abastecimento publico da cidade. Vale destacar que a
cidade de Araraquara estd rodeada por plantagdes de cana-de-agucar.

As coletas das amostras oriundas dos pogos artesianos foram realizadas por
bombeamento descartando a dgua bombeada nos primeiros 2 min. As amostras foram
acondicionadas em frascos ambar de poli(tereftalato de etileno) (PET) sob refrigeracio em
caixa térmica com gelo e transportadas para o laboratdrio, onde foram armazenadas a -20 °C.
Para as amostras de dgua foram realizadas medidas de pH e condutividade.

As amostras de solo (n=9) foram coletadas em diferentes plantacdes de cana-de-acticar
fertirrigadas com vinhacga. As coletas foram realizadas apds remocao da palha na superficie do
solo coletando as amostras a uma profundidade de 10-20 cm com o auxilio de um enxaddo e
armazenadas em sacos plasticos selados com ziper. As amostras foram transportadas para o

laboratdrio sob refrigeracdo em caixa térmica com gelo, liofilizadas e armazenadas a -20 °C.
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Tabela 14 - Localizacio dos pontos de coletas, fonte de agua e tipo de solo nas areas de coleta.

Local da coleta Municibio Agua Solo*
(Coordenadas geograficas) P Subterranea
Fazenda 1 Boa Esperanga AS1 Solol e Solo2
(-21.887975, -48.465981)  do Sul — SP (Nascente)  (Latossolo-Argissolo)
Fazenda 2 Nova Europa—  AS2 (Poco  Solo3
(-21.795361, -48.544417) Sp artesiano) (Latossolo-Argissolo)
Fazenda 3 Catanduva — SP AS3 Solo4 e Solo5
(-21.081345, -48.952063) o (Nascente)  (Argissolo-Latossolo)
Fazenda 4 Pirgjuba— MG >4 (Poco SI? o ?OICI)\Z I
(-19.858240, -48.761268) ! artesiano) ~ (Latossolo- Neossolo
Quartzarénico)

Fazenda 5 AS5 (Pogo Solo8 e Solo9

Frutal - M .
(-20.074489, -48.771057) rutal =MG artesiano)  (Latossolo)
Cidade de Araraquara-SP AS6 (Poco
(-21.769108, -48.170334) Araraquara =SSP Gano)

"Classificagio do solo baseada no mapa de solos do Brasil (SANTOS et al., 2011).

As amostras de vinhaga (n = 5) foram fornecidas por diferentes usinas sucroalcooleiras
localizadas no estado de Sao Paulo. As amostras foram coletadas em frascos PET ambar,

transportadas até o laboratério sob refrigeracdo em caixa térmica com gelo e armazenadas

a-20°C.

2.3.3 Otimizagdo do Preparo das Amostras de Solo

A metodologia empregada para o preparo de amostra para a andlise das amostras de solo
foi definida apds a avaliacao de duas abordagens. A primeira abordagem avaliada foi o emprego
da técnica de extracdo QuUEChERS, empregando o kit Dispersive SPE Vet Drugs in Foods
(contendo 50 mg PSA, 150 mg C18EC e 900 mg Na>SO4) da Agilent Technologies e a segunda

foi o emprego da técnica extracdo por liquido pressurizado (ELP).

2.3.3.1 Otimizagdo da Técnica de Extracdo por Liquido Pressurizado

Assim como descrito para os estudos com QuEChERS, uma mistura de nove diferentes
solos foi utilizada para a otimizacao da técnica ELP. As amostras foram extraidas utilizando o

sistema Thermo Scientific™ Dionex™ ASE™ 350 equipado com células de extragdo de aco
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inoxidédvel de 22 mL empregando diferentes solventes de extragcdo, temperaturas e pHs, como

resumido na Tabela 15.

Tabela 15 - Diferentes testes realizados utilizando a técnica de extracio ELP.

Teste Solvente extrator (1:1) Temperatura °C
ELP-A Tampdo citrato pH 4,0*: ACN 50
ELP -B Tampao citrato-fosfato pH 2.6%: ACN 70
ELP -C Tampao citrato pH 4,0%¥: ACN 70
ELP-D Tampao citrato-fosfato pH 7.0*: ACN 70
ELP-E Tampao citrato-fosfato pH 2.6*: MeOH 70
ELP -F Tampao citrato pH 4,0*: MeOH 70
ELP -G Tampao citrato-fosfato pH 7.0*: MeOH 70

*Q preparo das solu¢des tampao foi realizado conforme literatura (GOMORI, 1955).

Para a realizacdo da extracao, 1,0 g de amostra homogeneizada em almofariz foi pesada
em frascos de vidro Ambar de 20 mL e homogeneizado com terras diatoméaceas (Dionex ™MASE®
Prep DE) em quantidade suficiente para o total preenchimento da célula de extragdo. Dois filtros
de fibra de vidro foram colocados na parte inferior e um na parte superior da célula de extragdo.
Os parametros instrumentais utilizados na extra¢do foram: pré-aquecimento de 5,0 min, 3 ciclos
de extracdo de 5 min cada e 60 s de purga com nitrogénio, de acordo com literatura (JELIC;
PETROVIC; BARCELO, 2009). Apés a extragdo por ELP, os extratos foram diluidos com 500
mL de 4gua ultrapura e 15 mL de Na,EDTA 0,1 mol L'. Os extratos diluidos foram filtrados
em membrana de PVDF de 0,45 um e submetidos a SPE utilizando o cartucho de extracdo
Oasis® HLB (200 mg, 6 cc) da Waters Corporation (Milford, MA, U.S.A.). Antes da realizacio
da SPE, os cartuchos foram condicionados com 5,0 mL de metanol seguidos de 5,0 mL de dgua
grau HPLC. Os extratos diluidos oriundos da extracao por ELP foram percolados nos cartuchos
com uma vazao de 3-4 gotas/s com o auxilio de um manifold Agilent 20 canais e sistema de
vacuo. Em seguida, foi percolada uma solugdo para a limpeza dos cartuchos (5,0 mL de dgua
grau HPLC) e os cartuchos foram secados sob vacuo por 25 min para a eliminacdo da dgua. Os
extratos foram eluidos com 2 por¢des de 4,0 mL de metanol, secados sob vazdo suave de
nitrogénio e redissolvidos com 500 pL de metanol:dgua (20:80, v/v) contendo os ILIS na

concentragio de 25,0 ug L' e transferidos para vials de vidro Ambar de 1,5 mL.
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2.3.3.2 Otimizacdo da Técnica de Extragdo QuEChERS

Diferentes parametros foram investigados para a otimizacdo da extragdo por
QuEChERS, incluido o tipo de tampao, emprego de Na,EDTA e diferentes pHs, como pode ser
visto na Tabela 16. Para os estudos de otimizagdo foi utilizada uma mistura de 9 amostras de
solo, sendo que 1,0 g desta mistura foi pesada, homogeneizada com o auxilio de um almofariz
e transferido para um tubo de centrifuga em PPL de 50,0 mL. Em seguida, 5,0 mL do solvente
1 foi adicionado seguido de intensa agitacdo por vortex durante 30 s para hidratar e
homogeneizar a amostra. Na sequéncia, 6,0 mL do solvente 2 foi adicionando e a mistura foi
agitada manualmente por 5,0 min. Apds a agitacdo, foi adicionado o sal para promover a
separacdo de fase seguido de intensa agitacdo por vortex durante 30 s. As amostras foram
centrifugadas a 10.000 rpm por 5 min a 4 °C e 4,0 mL do sobrenadante foram transferidos para
um tubo de centrifuga de 15,0 mL contendo 50 mg PSA, 150 mg C18 e 900 mg de Na>SO4
seguido novamente de agitacao por vortex durante 30 s. A mistura foi centrifugada novamente
e 3,0 mL do sobrenadante foi coletado em um tubo de vidro e evaporado sob fluxo suave de
nitrogénio. O extrato foi redissolvido com 500 uLL de metanol:agua (20:80, v/v) contendo os
ILIS na concentracdo 25 pug L, filtrado em filtro de seringa PVDF 0,22 um (Merck Millipore)

e transferidos para vial de vidro ambar.

Tabela 16 - Solventes e sais empregados na otimizacao das extracoes por QuEChERS.

Teste Solvente 1 Solvente 2 Separador de fases

Q-A  Agua grau HPLC ACN com 1% HAc 1.5 g NaOAc + 6 g Na,SO4
Q-B  EDTA 0,1 mol L*! ACN com 1% HAc 1.5 g NaOAc + 6 g NaxSOq4
Q-C  Tampao citrato-fosfato pH 2.6* ACN 6.0 g NaxSOq4

Q-D Tampao citrato-fosfato pH 4.0*  ACN 6.0 g NaxSOq4

Q-E  Tampao citrato-fosfato pH 7.0*  ACN 6.0 g NaxSOq4

*Q preparo das solugdes tampao foi realizado conforme literatura (GOMORI, 1955).

2.3.4 Preparo de Amostras para as Andlises de Agua Subterrinea e Vinhaca

As amostras de dgua subterranea foram filtradas em membranas de fibra de vidro de 1
pum (Whatman, UK) e de PVDF 0,45 um (Merck Millipore) e 500 mL de cada amostra, em
triplicata, foram submetidos a SPE conforme procedimento descrito por Gros e colaboradores
(GROS; RODRIGUEZ-MOZAZ:; BARCELO, 2013) utilizando o cartucho de extracao Oasis®
HLB (200 mg, 6 cc) da Waters Corporation. De forma resumida, o preparo de amostra envolveu

o ajuste de pH em 2,5 com 4cido cloridrico 37% e adi¢do de 15 mL de Na,EDTA 0,1 mol L!
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antes da realizacdo da SPE. Para a realizacao da SPE, os cartuchos foram condicionados com
5,0 mL de metanol seguidos de 5,0 mL de dgua acidificada com pH 2,5. As amostras foram
percoladas no cartucho a uma vazao de 3-4 gotas/s com o auxilio de um manifold Agilent 20
canais e sistema de vacuo. Em seguida, foi percolada uma solugdo para a limpeza dos cartuchos
(5,0 mL de 4gua acidificada com pH 2,5) e os cartuchos foram secados sob vacuo por 25 min
para a eliminac@o da dgua. Os extratos foram eluidos com 2 porcdes de 4,0 mL de metanol,
secados sob vazdo de nitrogénio e redissolvidos com 500 uLL de metanol:dgua (20:80, v/v)
contendo os ILIS na concentracdo de 25,0 ug L.

Para as amostras de vinhaga, um volume de 5,0 mL de amostra foi submetido a
centrifugacao a 5.000 rpm por 10 min a 5,0 °C seguida de filtragdo em filtro seringa de PVDF
de 0.22 ym (Merck Millipore) e 4,5 mL foram diluidos com o mesmo volume de 4gua
acidificada com &cido cloridrico com pH 2,5. Em seguida, cada amostra foi dividida em trés
aliquotas de 3,0 mL com a adi¢do de 45 uL de Na;EDTA 0,1 mol L' em cada aliquota antes da
realizacdo da SPE. Na sequéncia, foi realizada a SPE conforme ja descrito para as amostras de
agua, sendo que na etapa de redissolucdo do extrato, um volume de 200 uL de metanol:agua

(20:80, v/v) contendo os ILIS na concentragiio de 25 ug L™ foi utilizado.

2.3.5 Anadlises Cromatograficas

As analises cromatogréficas foram realizadas utilizando duas abordagens: (i) andlise
direcionada para a quantificacdo de antibidticos nas amostras utilizando UHPLC-QqLIT e (ii)
investigacdo de compostos suspeitos (abordagem denominada suspect screening em inglés)

utilizando LC-HRMS.

2.3.5.1 Andlise Quantitativa por UHPLC-QqLIT

As andlises quantitativas foram realizadas utilizando o sistema UHPLC Acquity da
Waters Corporation acoplado ao espectrometro de massas 5500 QTRAP da SCIEX (Foster,
CA, USA) com ionizacao por electrospray no modo positivo (ESI(+)) de acordo com o método
de Gros e colaboradores (GROS; RODRfGUEZ—MOZAZ; BARCELO, 2013). A separacao
cromatogréfica foi realizada empregando a coluna Acquity HSS T3 (50 mm x 2,1 mm) com
particulas de 1,8 um da Waters Corporation. A elui¢ao foi realizada no modo gradiente com a
fase mével composta por acetonitrila (A) e dgua grau HPLC acidificada com 0,1% de acido

férmico (B) a uma vazio de 0,5 mL min!. O programa de solvente utilizado iniciou com 5%
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de A alcancando 70% em 3,0 min e 100% em 3,5 min. Esta composi¢dao de fase mével foi
mantida até 5,0 min retornando a condi¢do inicial em 5,1 min. A condig¢do inicial foi mantida
até 6,0 min para equilibrar a coluna para a préxima injecao e o volume de injecao utilizado foi
5,0 uL.

A deteccdo por espectrometria de massas foi realizada no modo Scheduled MRM (do
inglés Multiple Reaction Monitoring) com um target scan time de 0,25 s e uma janela de
deteccao de 20 s. Os parametros da fonte de ionizacao utilizados foram: temperatura de 650 °C,
voltagem do ionspray de 5500 V, cortina de géds de 30 psi, gas de nebulizacdo de 60 psi e gés
secante de 50 psi. O tempo de retencdo para a detec¢do por Scheduled MRM, a m/z para os ions

precursores e as transi¢cdes monitoradas (MRM1 e MRM2) estdo reunidas na Tabela 17.
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Tabela 17 - Tempo de retencio (tr) para a deteccao por Scheduled MRM, ions precursores e transicées
monitoradas dos analitos.

Antibiéticos tr (min) fon precursor (m/z) MRM-1 MRM-2
Acido pipemidico 1,0 304.,0 217,0 189,1
Amoxicilina 0,7 366,0 113,9 349,1
Ampicilina 1,0 350,0 106,0 113,9
Azitromicina 1,4 749,0 591,5 116,0
Cefalexina 1,0 348,0 158,0 106,0
Ceftiofur 1,8 529,9 240,9 1248
Clortetraciclina 1,5 479,0 4441 260,0
Ciprofloxacina 1,2 332,0 288.0 2451
Claritromicina 2,1 748.,0 158,1 590,4
Clindamicina 1,5 425,0 126,2 377,0
Doxiciclina 1,6 445.0 429,0 154,0
Enrofloxacina 1,2 360,1 316,3 2452
Florfenicol 1,7 358,0 340,0 241,0
Lincomicina 1,0 407,0 359.0 389,0
Marbofloxacina 1,1 362,1 72,1 320,2
Metronidazol 0,9 172,0 128,0 82,0
Metronidazol-OH 0,7 188,0 126.0 123.0
Monensina 5,5 693,2 675,2 461,1
Norfloxacina 1,1 320,0 276,2 233,0
Oxitetraciclina 1,2 461,0 426,2 4432
Penicilina V 2,2 350,9 160,0 114,1
Salinomicina 4,8 773,3 431,2 531,2
Sulfadiazina 1,0 251,0 156,0 92,0
Sulfametazina 1,3 278.,9 185,9 91,9
Sulfametoxazol 1,7 254,0 156,1 92,0
Sulfapiridina 1,1 250,0 156,0 92,0
Tetraciclina 1,3 445.,0 410,0 427.0
Tiamulina 2,1 4942 192,0 118,9
Tilmicosin 1,6 869.,4 696,3 88,0
Trimetoprima 1,1 291,0 230,2 261,1
Virginiamicina M1 24 526,1 508,1 355,0
Virginiamicina S1 2,9 824,3 177,1 122,0
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2.3.5.2 Investigacdo de Compostos Suspeitos por LC-HRMS

As andlises por LC-HRMS foram realizadas empregando o sistema HPLC Aria TLX-1
acoplado ao espectrometro de massas LTQ-Orbitrap Velos™ (Thermo Fisher Scientific) com
ionizacdo por electrospray nos modos positivo e negativo (ESI(+) e ESI(-)). A separacdo
cromatogréfica foi realizada com a coluna Zorbax Eclipse XDB C18 (150 mm x 4,6 mm) com
particulas de 5 um da Agilent Technologies. A eluicao foi realizada no modo gradiente
utilizando fase mével com composi¢ao distinta para as andlises com ioniza¢do no modo ESI(+)
e ESI(-). Para as andlises no modo positivo, a fase mével foi composta por solucdo aquosa
contendo 10 mmol L' de formiato de amdnio (A) e por acetonitrila (B). Para as andlises no
modo negativo, a fase mével foi composta por solucdo aquosa contendo 6,5 mmol L'! de acetato
de amdnio (A) e acetonitrila (B). Nos dois casos foi utilizada uma vazido de 0,5 mL min’!,
volume de inje¢ao de 20 uLL e 0 mesmo programa de solvente. O programa de solvente utilizado
iniciou com 5% de B e foi mantido até 1,0 min. De 1,0 min até 10,0 min a porcentagem de B
alcancou 95% e atingiu 100% em 13 min. A composi¢do inicial foi restabelecida em 16 min e
mantida até 17 min.

A aquisi¢do de dados foi realizada no modo DIA (do inglés Data Independent
Aquisition) sendo realizadas duas varreduras sequenciais. A primeira varredura (full scan) foi
realizada na faixa de m/z de 60-1000 em baixa energia de colisdo (4 eV) e utilizando uma
resolucao de 60.000 FWHM (do inglés Full Width at Half Maximum). A segunda varredura
(full scan) foi realizada na faixa de m/z de 60-750 utilizando alta energia de colisao (35 = 15 eV)
com resolucdo de 30.000 FWHM. Os parametros utilizados para a fonte de ionizagao foram
350 °C e 300 °C para a temperatura do capilar e da fonte, respectivamente, 40 psi para o gés
nebulizador, 20 psi o gas auxiliar, 3,5 kV e -2,5 kV para a ionizacdo nos modos positivo e

negativo respectivamente.

2.3.6  Avaliacdo da Performance dos Métodos Analiticos

A performance dos métodos analiticos quantitativos por UHPLC-QqLIT para a andlise
de antibidticos em dgua subterranea, vinhaca e solo foi avaliada por meio da determinagdo da
recuperacdo (RE), repetibilidade, dos limites de detec¢ao (LD) e quantificagdo (LQ), efeito
matriz (EM) e da linearidade. A recuperacao foi calculada por meio da fortificagdao das amostras
com uma concentra¢do conhecida (C.) dos analitos antes do processo de extracdo e comparando

este valor com a concentracdo obtida (C,) apds o emprego do procedimento analitico. O valor
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de C, foi determinado por calibracio por padrdo interno utilizando padrdo interno
isotopicamente marcados (ILIS do inglés Isotopically Labeled Internal Standards) e a
recuperagao foi determinada utilizando a equagdo RE = (C,/C,) * 100%. A repetibilidade foi
determinada calculando o desvio padrao relativo (DPR) obtido no teste de recuperagdo. Os
limites de deteccdo e quantificacdo foram definidos a partir da determinacdo da concentracdo
responsavel por gerar uma razdo sinal ruido de 3 e 10 respectivamente. A linearidade foi
avaliada empregando o modelo de regressao linear por minimos quadrados na faixa de 0,5-100
ug L1, Um padrio de calibragio foi injetado repetidamente a cada 20-25 injec¢des para verificar
a estabilidade de sinal do equipamento.

Para as andlises qualitativas por LC-HRMS, o espectrometro de massas foi calibrado
nas duas polaridades no dia de cada andlise. A calibracdo foi realizada utilizacdo padrdes de
calibracdo seguindo as recomendacdes do fabricante para garantir a exatidio de massa. A
presenca dos ILIS nas amostras injetadas foi monitorada para garantir a adequada performance
do sistema LC-HRMS. Brancos do procedimento analitico, incluindo todas as etapas analiticas,

foram analisados para descontar qualquer sinal analitico que possa gerar falso positivo.

2.3.7 Processamento dos Dados de HRMS

A investigacdo de compostos suspeitos foi realizada utilizando a NORMAN Digital
Samples Freezing Platform (DSFP) (ALYGIZAKIS et al., 2019) por meio da andlise
retrospectiva. Os dados brutos obtidos diretamente das andlises por LC-HRMS foram
convertidos para o formato mzML utilizando o programa ProteoWizard (CHAMBERS et al.,
2012). Nesta conversao, foram obtidos arquivos separados para as duas varreduras sequenciais
adquiridas em cada anélise, sendo um arquivo para a varredura em baixa energia de colisdo e
outro para alta energia. Os arquivos convertidos, assim como seus metadados (incluindo um
indice de tempo de reten¢do calculado com padrdes de calibra¢do) foram carregados na DSFP.
Na sequéncia, foi realizada a andlise retrospectiva para 7811 composto de relevancia ambiental
(5459 em ESI(+) e 2352 no modo ESI(-)). A andlise retrospectiva foi realizada baseada na (i)
exatiddo de massa, (ii) no uso de modelo de predi¢ao de tempo de retengdo (AALIZADEH et
al., 2016; AALIZADEH; NIKA; THOMAIDIS, 2019) e na inspecao dos fragmentos MS/MS
gerados (assim como outros metadados relacionados a indicadores comerciais) (GAGO-

FERRERO et al., 2018).
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Apenas os compostos que atenderam os critérios de exatiddo de massa (2 mDa), tempo
de reten¢do em concordancia com modelo preditivo e presenga de ao menos um fragmento
caracteristico foram considerados para posterior investigagdo. Vale destacar que apenas
compostos representativos (detectados na maioria das amostras) foram levados em
consideragdo baseando-se na frequéncia de deteccdao (FD) da seguinte forma: FD > 80% para
vinhaca, FD > 50% para 4dgua subterranea e solo. Além disso, todos os compostos detectados
nos brancos foram excluidos. O grau de confianca na identificagdo dos compostos detectados
foi realizada seguindo os niveis de confianca descritos por Schymanski e colaboradores

(SCHYMANSKTI et al., 2014).

2.4 Resultados e Discussoes
2.4.1 Analises Quantitativas por UHPLC-QqLIT

2.4.1.1 Otimiza¢ao da Extracdo dos Antibidticos em Solo por ELP

A eficiéncia da técnica de extragao ELP depende de varios parametros experimentais.
Entre os parametros mais importantes para a obtencao de uma recuperacdo apropriada estdo a
composi¢do do solvente de extracdo, temperatura, nimero de ciclos de extra¢do e duracdo de
cada ciclo (ANDREU; PICO, 2019). Neste trabalho, os pardmetros niimero de ciclo e duracio
de cada ciclo foram definidos como trés ciclos de 5,0 min baseado no trabalho de Jeli¢ e
colaboradores (JELIC; PETROVIC; BARCEL(), 2009). J4 os parametros como temperatura e
composi¢do do solvente de extragdo foram estudados, conforme Tabela 15, permitindo avaliar
o efeito da temperatura, do pH e do emprego de metanol e acetonitrila na recuperacdo dos
analitos.

O uso de alta temperatura em ELP aumenta a solubilidade e a taxa de difusdao dos
analitos, favorecendo a extragdo. Porém, o aumento da temperatura pode levar a degradacao de
analitos termoldbeis. Desta forma, a temperatura € um parametro importante que deve ser
avaliado durante o desenvolvimento de métodos de extracdo por ELP. O efeito da temperatura
foi avaliado a 50 e 70 °C utilizando como solvente extrator a mistura tampao citrato pH
4,0:ACN (1:1) e os resultados estdo reunidos na Tabela 18 (testes ELP-A a 50 °C e ELP-C a
70° C). Como pode ser visto na Tabela 18, o emprego da temperatura maior levou a um
aumento na eficiéncia da extragdo da maioria dos antibidticos. Este resultado mostra que os

efeitos positivos do aumento da temperatura na extragdo, como aumento da solubilidade e
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difusdo dos analitos, superaram possiveis efeitos negativos, como a degradacdo, por exemplo.
Desta forma, a temperatura de 70 °C foi escolhida como a temperatura de extragdo no preparo
de amostra por ELP.

Outro parametro que tem influéncia no processo de solubilidade e adsor¢do dos analitos
€ o pH do solvente de extracdo. Este fato estd relacionado com o estado de ioniza¢do de uma
molécula que em muitos casos é dependente do pH do meio. Desta forma, o pH também é um
parametro que deve ser estudado durante o desenvolvimento do método de extra¢ao por ELP.
Para verificar a influéncia do pH, os pHs 2,6, 4,0 e 7,0 foram avaliados empregando tampao
citrato e tampao citrato-fosfato. No caso das amostras de solo, 0 emprego de tampao contendo
ions citrato tem funcao adicional, pois este ion atua como agente quelante para ions metalicos,
prevenindo a formag¢do de complexos metdlicos entre os antibiticos e ions metdlicos
favorecendo desta forma a extragao (MORENO—GONZALEZ; GARCIA-CAMPANA, 2017).
Além disso, o tampao citrato-fosfato possui uma extensa faixa de tamponamento, indo de 2,6 a
7,0 (GOMORI, 1955), o que permite avaliar a influéncia de uma extensa faixa de pH na extracdo
dos analitos.

Nos testes envolvendo os diferentes valores de pHs, uma mistura tampao: ACN (1:1) foi
empregada, sendo que os pHs 2,6, 4,0 e 7,0 foram avaliados respectivamente nos testes ELP-
B, ELP-C e ELP-D, como descrito na Tabela 15. De forma geral, os pHs 4,0 e 7,0 levaram a
obtenc¢do de maiores recuperagdes, quando comparados com o pH 2,6. Porém, o pH 7,0 levou
a uma melhor recuperacdo para a salinomicina, que € um antibitico importante no contexto
deste trabalho, e por isso, o pH 7,0 foi definido como o mais apropriado para a realizacdo da
ELP. A recuperagdo obtida para cada analito nos diferentes pHs podem ser vistos na Tabela 18
nos testes ELP-B, ELP-C e ELP-D.

O estudo do pH também foi realizado utilizando a mistura tampao:metanol (1:1) como
solvente de extragdo. Os resultados obtidos foram similares aos obtidos com tampao:ACN,
sendo que o melhor resultado também foi obtido em pH 7,0. Os resultados obtidos com os pHs
2,6, 4,0 e 7,0, empregando como solvente de extracdo tampao:metanol (1:1), podem ser vistos
respectivamente nos testes ELP-E, ELP-F e ELP-G na Tabela 18. Comparando os resultados
obtidos empregando as duas combinacdes de solventes em pH 7,0 (teste ELP-D realizado com
tampao:ACN e ELP-G realizado com tampao:metanol) é possivel verificar que o emprego de
metanol ao invés de acetonitrila leva a melhores recuperacdes. Desta forma, a mistura tampao

citrato-fosfato pH 7,0:methanol foi escolhida como solvente de extracdo em ELP.
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Tabela 18 - Recuperacao obtida para cada analitos nos diferentes testes realizados com ELP.

%0 Recuperacao (%DPR) n=2

Antibioticos

ELP-A  ELP-B ELP-C ELP-D  ELP-E ELP -F ELP -G
Cefalexina 40(04) 4538 4345 4121 6409 54(50)  55(5.06)
Ceftiofur 0 0 0 0 0 0 30,5 (9,2)
Trimetoprima 14,0 (0,7) 22,0(2,6) 38,6 (22,0) 61,5(2,5) 84,0(54)  869(3,7) 90,3 (0,5
Ciprofloxacina 8,1 (2,1) 163 (3,7) 18,9(163) 159(188) 6,6(14,3)  8.8(0,0) 17,8 (9,1)
Enrofloxacina ?126’79) 27.8(6,1) 22.8(27,8) 59.8(1.9) 33 (246) 65(2.6) 41,6 (54)
Marbofloxacina 5,7 (10,2) 10,6 (15,7) 13,5(10,6) 19,6 (0.8) 6.6 (35.6) 89(3.3) 54,6 (5.2)
Monensina 0 0 0 0 0 0 21,2 (3,0)
Salinomicina (129i88) 0 94(268) 656(86) 0 47 (385) 622 (9.5)
Clindamicina (211i90) 30,1 (15,5) 45094) 772(1,8) 762(52) 75057 90,7 (2,3)
Lincomicina 13(65) 1,7(5.6) 1.8(1,7) 442  49(184) 10,1(3.8) 61.8(23)
Azitromicina 0 0 254(0,0) 72(262) 233(568) 0 19,2 (29,6)
Claritromicina 87,3 (1,6) 82,6(5.8) 883 (12) 77.1(10,6) 80,6 (28) 80,027 61,6 (17,9
Metronidazol 1,8(72)  13(10,0) 25112 1234 14907  157(09) 156 (0.4)
ggmmdml- 08(1,5) 0827  L1(7.00 08@3.1) 4207 4107  41(10)
Florfenicol 90,7 (0.8) 759 (24) 795(12) 7137  T149(3.6)  73.5(25) 76,0 (8.2)
Tiamulina 64,7 (2.8) 63,1(56) 648(09) 50,725 785(1,6) 77,535 629 (17.8)
Acido
Pipemidico 103 (1,5 12,0(04) 12,1(120) 10,8(0,8) 13,1(11,3) 12,6(22)  27.8(2,0)
&rglmam“ma 355(2,8) 658(34) 650(61) 551800 61,925 62609 553 (13)
;’Irglnlamlcma 40,3 (6,00 443(1,6) 413(3,8) 394(1,4) 458(105) 390(94)  33,3(26,8)
Sulfadiazina 144 (23) 10,6(9,8) 187(103) 58(7,5)  449(105) 454(1,7)  50,6(3.8)
Sulfametazina 59,2 (2,9) 48,5(2,6) 70,0 (1,6) 54,1(6,0) 684 (0.8) 712(143) 81,1(8.2)
Sulfametoxazol 70,0 (4,0) 78,0 (2,5)  78,7(09) 45,1(53) 73.6(6,1)  70,7(9,8) 83,5 (4.9)
Sulfapiridina ?;3:22) 61,1 (183) 73,1 (33) 333(3.8) 1044(182) 1223(1,0) 88.2(19,9)
Clortetraciclina 244 (3,5) 194 (56) 23.8(19.4) 258(3.3) 168(120) 158(84) 20,6 (10,8)
Doxiciclina 50,5(3,1) 45225  459(17.6) 551(2,8) 249(1,7)  313(11,3) 52,1(0.8)
Oxitetraciclina 4,1 (17,7) 4,7 (28,0) 7747 0 1638,1) 163500 114 (9,0)
Tetraciclina 112(05) 11,6(124) 17,5(11L6) 9,1(0,5)  240(7,1)  268(84) 53,6 (21)
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2.4.1.2 Otimizagdo da Extracdo dos Antibidticos em Solo por QUEChERS

A eficiéncia da extracdo realizada por QUEChERS ¢ dependente de vérios parametros,
como por exemplo, da adequada escolha da composicao do solvente extrator e do sal para a
promocao do efeitos salting-out. Além disso, o emprego de aditivos como EDTA para prevenir
a formacdo de complexos metdlicos entre os analitos e fons metélicos presentes nas amostras
também pode ser uma estratégia importante (GROS; RODRIGUEZ-MOZAZ; BARCELO,
2013). O sal utilizado neste trabalho para promover a separagao da fase aquosa da fase organica
(ACN) foi o NaxSOs. Este sal foi escolhido, ao invés do MgSOs4, com o intuito de prevenir a
formacdo de complexos entre os fons Mg?* e antibi6ticos, em especial as tetraciclinas e
fluoroquinolonas, o que poderia afetar negativamente a extra¢ao destas espécies (GROS et al.,
2019).

Inicialmente foi avaliado o efeito do uso de EDTA na extragdo dos antibidticos,
conforme Tabela 16, nos testes QA e QB. Comparando os resultados obtidos nos testes QA e
QB, ambos tamponados com tampado acetato e com a adicdo de EDTA em QB, é possivel
verificar que o uso do EDTA nao proporcionou melhores valores de recuperagao, Tabela 19.
Desta forma, o emprego de EDTA na extracdo por QUEChERS foi descartado.

Além do emprego do tampdo acetato, o tampao citrato-fosfato em diferentes pHs
também foi avaliado. As vantagens do uso do tampao citrato-fosfato ja foram citadas na
otimizacdo das extragdes por ELP e, seguindo a mesma légica, os pHs 2,6, 4,0 e 7,0 foram
avaliados nos testes QC, QD e QE, respectivamente. Os resultados obtidos nestes testes
mostraram que o tampao citrato-fosfato é mais apropriado que o tampao acetato para realizar a
extracdo por QUEChERS, sendo que o emprego do tampao citrato-fosfato favoreceu a extracdo
das tetraciclinas, fluoroquinolonas, cefalosporinas e do acido pipemidico. De forma geral, o pH
7,0 proporcionou maiores valores de recuperacdo, como por exemplo para lincomicina,
tetraciclinas, sulfonamidas, salinomicina e monensina. Desta forma, as condicdes descritas no
teste QE, empregando como solvente de extracdo uma mistura tampao citrato-fosfato pH

7,0:ACN (1:1), proporcionaram os maiores valores de recuperagdo para os analitos.
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Tabela 19 - Recuperacao obtida para cada analitos nos diferentes testes empregando QuEChERS.

% Recuperacao (%RSD) n=3

Antibiotics
QA QB QC QD QE

Cefalexina 0 0 9,2 (11,5) 7,7 (14,8) 13,5 (2,3)
Ceftiofur 0 0 41,0 (2,2) 43,6 (1,6) 39,7 (3,6)
Trimetoprima 87,6 (0,6) 84,8 (2,0) 99,8 (8,0) 99,5 (9,8) 141,7 (6,3)
Ciprofloxacina 0 0 13,2 (9,1) 11,9 (4,3) 5,2 (13,6)
Enrofloxacina 0 0 19,2 (30,3) 25,3(25,6) 20,4 (0)
Marbofloxacina 0 0 17,6 (4,4) 20,5 (10,1) 10,8 (4,4)
Monensina 0 0 0 0 12,4 (0.4)
Salinomicina 40,4 (8,4) 423(164) O 0 108,7 (0,9)
Clindamicina 105,2 (0,8) 102,44 (1,1) 80,8 (8.,5) 90,1 (10,9) 114,3(3,3)
Lincomicina 22,9 (4,3) 18,1 (5,5) 49,7 (6,5) 53,9 (7,9) 82,5 (3,1)
Azitromicina 78,2 (0,7) 79,4 (5,0) 46,6 (14,7) 74,9 (10,1) 48,8 (0,5)
Claritromicina 103,1 (7,00  100,3(0,4) 91,4(4,9) 92,7 (4,5) 90,2 (1,3)
Tilmicosin 114,5(5,3) 117(1,9) 67,4 (6,2) 95 (5,7 81,7 (2,3)
Metronidazol 92,2 (5,6) 97,1 (0,4) 128,3 (2,7) 134,2(1,6) 123,8(2,1)
Metronidazol-OH 53,5 (3.,4) 54,3 (1,3) 95,3 (1,5) 99,5 (0,8) 98,8 (1,7)
Florfenicol 130,0 (3,5) 1309 (2,1) 29,5(5,6) 36,4 (4,2) 45,8 (4,6)
Tiamulina 110,9 (3,7) 109,1 (1,7) 98,8 (2,9) 107,3 (1,6) 102,3 (1,8)
Acido pipemidico 0 0 28,5 (1,1) 28,4 (0,6) 27,1 (0,4)
VirginiamicinaM 14,3 (22,5) 5,8 (41,7) 38,2 (1,0) 429 (2,9 29,7 (6,8)
Virginiamicina S~ 39,5 (18,3) 26,1 (10,3) 28,2 (7,1) 31,4 (12,3) 60,8 (0,4)
Sulfadiazina 43,1 (2,3) 27,8 (14,2)  39,2(5,5) 47,9 (7,1) 80,2 (4,4)
Sulfametazina 73,8 (3,4) 39 (16,0) 31,6 (8,5) 39,0 (3,4) 78,8 (2,1)
Sulfametoxazol 77,6 (7,7) 53 (6,4) 53,0 (8,1) 59,2 (3,0) 90,7 (1,6)
Sulfapyridine 53,8 (0,0) 27,7 (14,8) 30,8 (9,0) 39,0 (7,0) 109,2 (4,1)
Clortetraciclina 0 0 45,6 (2,8) 54,2 (4,8) 17,6 (9,1)
Doxiciclina 0 0 36,7 (14,4) 50,4 (10,1) 49,3 (8,6)
Oxitetraciclina 0 0 41,3 (16,8) 54,4 (8,7) 34,6 (7,2)
Tetraciclina 0 0 27,7 (8,2) 34,8 (4,9) 144,7 (2,6)

2.4.1.3 Comparagdo entre as Técnicas de Extracdo ELP e QUEChERS

O melhor resultado obtido com cada uma das duas técnicas de extracdo avaliadas,
QuEChERS (QE) e ELP (ELP-G) estao reunidos na Figura 51. Os resultados obtidos mostram
que ambas as metodologias sdo capazes de fornecer adequada recuperacdo para a maioria dos

antibidticos estudados. Porém, ndo foram capazes de realizar a extragdo das penicilinas e da
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norfloxacina. A metodologia baseada na técnica QUEChERS € mais apropriada para a anélise
dos macrolideos azitromicina e tilmicosina, nitroimidazdis, tetraciclinas e da estreptogramina
virginiamicina S, enquanto a metodologia baseada em ELP é mais apropriada para a extragao
das fluoroquinolonas, da monensina, do florfenicol e da estreptogramina virginiamicina M1.
Em termos gerais, foram obtidos melhores resultados com QuEChERS, sendo que para 14
compostos foram obtidas recuperacdes > 60%, enquanto que com ELP este valor foi obtido
apenas para 10 compostos. No entanto, a escolha da metodologia a ser utilizada depende da
aplicacdo e da importancia de cada analito no estudo a ser realizado. No nosso caso, a melhor
recuperagdo obtida para a monensina, um dos principais antibidticos empregados no processo
de producao do etanol combustivel, com ELP foi um motivador para a escolha da metodologia
ELP-G para a realizacdo da extragdo dos antibidticos nas amostras de solo. Desta forma, foi
realizada a validagdo do método analitico utilizando a condi¢des de extracao definidas no testes

ELP-G, utilizando a mistura tampao citrato-fosfato pH 7,0:metanol como solvente de extragao.

Figura 51 - Comparacao dos resultados de recuperacao obtidos por ELP (n=2) e QuEChERS (n=3).
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Vale destacar ainda que, em termos gerais, a recuperacio obtida tanto por QUEChERS
quanto por ELP neste trabalho foram similares aos obtidos por outros estudos ji relatados
anteriormente (BIEL-MAESO; CORADA-FERNANDEZ; LARA-MARTIN, 2017; GARCIA-
GALAN; DIAZ-CRUZ; BARCELO, 2013; MARTINEZ-PIERNAS et al., 2018), sendo que
representa avancos para a extragdo de sulfonamidas em solo quando comparado com alguns
trabalhos (GARCIA-GALAN; DIAZ-CRUZ; BARCELO, 2013; MARTINEZ-PIERNAS et al.,
2018). Além disso, foram avaliadas diversas classes de antibidticos, e foi realizada a
comparacao entre duas técnicas de extracdo (ELP e QUEChERS), o que ndo foi abordado em

estudos anteriores (BIEL-MAESO; CORADA-FERNANDEZ; LARA-MARTIN, 2017;
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CHITESCU et al., 2012; GARCIA-GALAN; DIAZ-CRUZ:; BARCELO, 2013; MARTINEZ-
PIERNAS et al., 2018; POPOVA; MORRA; PARIKH, 2019; XU et al., 2015).

2.4.1.4 Validacao dos Métodos Analiticos

O método analitico baseado em SPE e UHPLC-QqLIT para a andlise de dgua
subterrinea € o método baseado em ELP e UHPLC-QqLIT para a andlise de solo foram
submetidos a validacdo para verificar a adequabilidade dos mesmos para a andlise dos analitos
em estudo nas respectivas matrizes. Para isso, foi realizada a determinag¢do dos parametros
recuperacgdo, repetibilidade, efeito matriz, linearidade, limite de deteccdao (LD) e limite de
quantificacdo (LQ). Os métodos analiticos foram capazes de realizar a andlise simultanea de
diferentes classes de antibidticos. Os valores de recuperacdo obtidos foram maiores que 60%
para a maioria dos analitos. A repetibilidade obtida foi menor que 20% para a maioria dos
analitos, indicando boa precisdo dos métodos. O efeito matriz (EM), que pode causar supressao
no sinal analitico (quando <100%) ou aumento (quando >100%) variou de 44 a 386% para dgua
subterranea e de 22,1 a 281,2% para solo. Estes resultados mostram que alguns dos analitos
estdo sujeitos a intenso efeito matriz, € que por conta disso o método de quantificacdo deve ser
capaz de corrigir este problema. Por isso, neste trabalho foi empregada a calibrac¢io por padrao
interno isotopicamente marcado, estratégia reconhecidamente capaz de fazer a correcdo do
efeito matriz (GROS; RODRIGUEZ-MOZAZ; BARCELO, 2013). Desta forma, foi utilizado
para cada analito o respectivo composto andlogo isotopicamente marcado como padrao interno.
Para os casos em que o composto andlogo nao estava disponivel, um composto estruturalmente
relacionado, com grupos funcionais semelhantes, foi utilizado, garantindo assim a correcdo do
efeito matriz. A linearidade obtida para os analitos ficaram na faixa de 0,5 a 100,0 ug L! com
> > 0,99 mostrando bom ajuste dos dados experimentais com o modelo mateméatico da
regressdo linear. Foram obtidos LDs na faixa de 0,06 a 2,26 ng L"! para dgua subterranea e 0,03
a 3,1 ng g! para solo, indicando capacidade para a deteccdo dos analitos em estudo em baixa
concentracdo. Ja os LQs obtidos, ficaram na faixa de 0,19 a 7,54 ng L! para dgua subterranea
e 0,1 e 10,2 ng g! para solo. As informacdes detalhadas contendo os valores dos parAmetros de
validacdo para cada analito estdo reunidas na Tabela 20 para d4gua subterranea e na Tabela 21

para solo.
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Tabela 20 - Parametros da valida¢io para agua subterrinea. n=3.

Recuperacao, %

Antibiéticos (DPR, %) EM, % Linearidade (r’) LD (ngL"') LQ (ngL")
10,0 ng L*!
Tiamulina 72,7 (9,7) 80,8 0,9978 0,06 0,19
Florfenicol 97,2 (4,2) 91,2 0,9968 0,25 0,82
Clindamicina 46,8 (18,7) 80,0 0,9971 0,19 0,64
Trimetoprima 105,4 (9,9) 55,0 0,9967 0,06 0,20
Tetraciclina 66,8 (14,4) 123,1 0,9967 0,37 1,24
Oxitetraciclina 64,8 (22,6) 131,1 0,9913 0,67 2,22
Doxiciclina 59,8 (4,5) 140,2 0,9939 2,26 7,54
Clortetraciclina 71,5 (4,4) 133,4 0,9969 0,51 1,70
Ciprofloxacina 50,4 (15,0) 263.8 0,9954 0,42 1,39
Enrofloxacina 39,5 (15,6) 150,4 0,9955 0,15 0,50
Marbofloxacina 40,9 (17,7) 87,4 0,9988 0,14 0,45
Norfloxacina 44,5 (9,3) 378.,2 0,9982 0,41 1,36
Cefalexina 68,5 (12,9) 109,6 0,9985 0,18 0,60
Ceftiofur 64,1 (22,9) 96,5 0,9996 0,16 0,52
Ampicilina 48,3 (36,4) 84,7 0,9941 0,98 3,26
Penicilina V 30,3 (19,8) 89,4 0,9948 0,67 2,15
Amoxicilina 13,3 (19,1) 95,2 0,9960 0,85 0,25
Acido pipemidico 44,7 (9,0) 122,6 0,9926 0,10 0,34
Azitromicina 76,5 (35,4) 313,8 0,9941 0,11 0,36
Claritromicina 73,3 (3,9) 67,2 0,9901 0,13 0,43
Tilmicosina 107,2 (6,5) 268,2 0,9955 0,10 0,34
Sulfametoxazol 49,6 (24,1) 78,5 0,9962 0,14 0,48
Sulfametazina 45,1 (22,3) 66,3 0,9979 0,09 1,92
Sulfadiazina 49,6 (23,0) 44,1 0,9975 0,58 1,92
Sulfapiridina 61,9 (33,8) 46,3 0,9757 0,13 0,43
Metronidazol 27,3 (3,3) 76,2 0,9972 0,10 0,32
Metronidazol-OH 13,2 (5,7) 96,0 0,9982 0,89 0,27
Virginiamicina M 75,6 (13,7) 92,8 0,9978 0,76 2,52
Virginiamicina S 106,1 (8,5) 78,4 0,9987 0,08 0,28
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Tabela 21 - Parametros da validacio para solo. n=3.

Recuperacio, % (DPR, %) EM, %Linearidade (r>)LD (ng g )LQ (ng g!)

Antibioticos
10,0 ng g' 30,0 ng g' 50,0 ng g!

Ceftiofur 429 2,8) 48,2(3,8) 30,5(9,2) 96,3 0,9993 0,2 0,8
Trimetoprima  128,7 (7,2) 151,1 (3,1) 138,9 (8,8) 59,4 0,9987 0,1 0,4
Enrofloxacina 35,5 (14,0) 32,9 (18,1) 26,7 (15,7) 281,2 0,9925 0,5 1,7
Marbofloxacina 34,7 (4,4) 39,2 (15,1) 38,6 (15,6) 123,7 0,9964 0,3 0,9
Monensin 22,5(15,9) 23,2(8,0) 21,2(3,0) 29,1 0,9991 0,06 0,2
Salinomycin 31,4 (27,9) 55,8(5,0) 55,1 (34) 82,5 0,9988 0,3 0,9
Clindamicina 127,7 (4,7) 154,4 (2,6) 152,4 (4,5) 96,8 0,9983 0,1 0,3
Lincomicina 109,0 (2,8) 120,3 (7,1) 115,5(1,5) 74,8 0,9986 0,5 1,7
Claritromicina  116,3 (11,7)157,1 (4,1) 151,3 (6,9) 56,9 0,9958 0,2 0,8
Metronidazol 25,9 (16,7) 27,8 (3,6) 27,3(9,5) 76,5 0,9976 0,2 0,8
Florfenicol 50,8 (6,1) 61,8 (10,3) 66,9 (6,8) 70,3 0,9978 0,4 1,2
Tiamulina 99,3 (9,1) 129,3 (4,00 131,7(9,1) 63,8 0,9982 0,06 0,2
Acido pipemidico10,0 (0,6) 10,3 (3,5) 11,3(3,9) 168,2 0,9868 0,7 2,4
Virginiamicina M66,2 (2,3) 63,1 (7,2) 72,5(2,1) 120,0 0,9970 0,03 0,1
Virginiamicina S 72,7 (3,6) 82,4 (0,6) 87,9 (0) 96,5 0,9989 0,4 1,2
Sulfadiazina 114,7 (4,8) 127,7 (14,2)121,4 (2,9) 61,0 0,9969 0,09 0,3
Sulfametazina  106,2 (1,8) 111,7 (1,3) 112,4 (5,4) 72,4 0,9987 0,06 0,2
Sulfametoxazol 119,7 (2,9) 139,3 (2,1) 142,8 (4,1) 79,5 0,9976 0,06 0,2
Sulfapiridina 122,3 (19,6)140,0 (11,5)117,3 (8,7) 60,8 0,9957 0,1 0,5
Clortetraciclina 18,4 (6,5) 24,3 (3,6) 29,3 (26,0) 22,1 0,9983 0,7 2,5
Doxiciclina 73,4 (4,4) 64,0(13,1) 66,3 (19,7) 180,3 0,9962 1,4 4,8
Oxitetraciclina 18,8 (10,0) 14,8 (11,3) 21,9 (38,9) 117,5 0,9935 3,1 10,2
Tetraciclina 42,7 (12,3) 53,8 (8,7) 52,9 (21,8) 137,0 0,9983 2,1 7,0

2.4.1.5 Ocorréncia dos Antibidticos nas Amostras Analisadas

Ap6s a validagdo dos métodos analiticos, seis amostras de dgua subterrinea, cinco de
vinhaca e nove de solo foram analisadas. Porém, nenhum dos antibidticos alvo deste estudo foi
detectado. A auséncia destes contaminantes nas amostras pode ser atribuida a varios fatores
como a sua degradacdo durante o processo de producdo de etanol combustivel (WALTER et
al., 2020) ou a baixa frequéncia de uso de antibidticos neste processo. Na literatura cientifica
ha pouca informagao sobre a degradacdo dos antibidticos durante o processo de fermentagao.

Porém, no processo de producdo de etanol combustivel a fermentacdo é realizada a uma

temperatura de 32-34 °C em um pH de 3,8-4,5 com uma duracio de 6-12 h (AMORIM et al.,
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2011; DE OLIVA-NETO et al., 2013) e essas condi¢des favorecem a degradacdo de varios
antibidticos, como tetraciclinas (PENA ef al., 2000) e penicilinas (ISLAM; TOLEDO;
HAMDY, 1999). Além disso, € bem conhecido que vdrios antibidticos sao termoldbeis
(SVAHN; BJORKLUND, 2015), e a etapa de destilacdo ocorre a uma temperatura préxima de
110 °C (NASCIMENTO, 2015). Neste sentido, Walter e colaboradores estudaram a cinética de
degradacao da virginiamicina M1 em condig¢des de destilacio e verificaram uma degradacao de
70% deste antibidtico submetido a 95 °C por 180 min (WALTER et al., 2020). Outro estudo
recente mostrou que a cefalosporina C pode ser removida de residuos de fermentacao quando
submetido a alta temperatura, com uma reducdo de 72 e 87% a 60 e 90 °C respectivamente
(CHU et al., 2020). Outro exemplo, o 4cido clavulanico, um antibidtico da classe dos [-
lactamicos, também apresenta rdpida degradacdo quando submetido a alta temperatura
(GOMEZ-RIOS et al., 2019).

Desta forma, a auséncia de antibidticos nas amostras pode ser devido a degradagdo ou
pode ser ainda que as amostras analisadas ndo foram expostas a antibidtico devido ao fato de
que a vinhaca empregada na fertirrigac@o era proveniente de etanol no qual ndo foi empregado
o uso de antibidtico em sua produgdo. Com isso, os resultados obtidos neste estudo, sdo um
indicativo pontual da auséncia destes antibidticos, nao servindo para a generalizacdo do fato de
que a fertirriga¢do com vinhaca ndo € uma fonte relevante de antibidticos para o meio ambiente.
Como visto no Capitulo 1, no qual método especifico para andlise de antibitico em vinhaca foi
desenvolvido, a monensina foi detectada em amostra de vinhaca a uma concentracao de 14,3
ng mL!. Para conclusdes mais robustas a respeito do impacto do uso de vinhaca contaminada
com antibidticos seria necessdario realizar amostragem de vinhaca em quantidade representativa
com o objetivo de se conhecer o montante de vinhaga contaminada que anualmente € dispersada

nas plantacdes de cana-de-agucar.

2.4.2 Andlises Qualitativas por LC-HRMS

2.4.2.1 Identificagdo de Compostos Suspeitos em Vinhaca, Solo e Agua Subterranea

A presenca de 7811 compostos de releviancia ambiental como pesticidas, compostos
farmacéuticos, conservantes, corantes, surfactantes e uma longa lista de compostos quimicos
industriais e produtos de transformac@o foram investigados nas amostras analisadas por meio

da anélise retrospectiva utilizando a plataforma Norman DSFP, como descrito na se¢ao 2.3.7.
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As etapas do processo de identifica¢do, juntamente com o ndmero de compostos detectados na
vinhaga (V), solo (S) e 4gua subterranea (A) em cada etapa de identificacdo, estdo resumidas

na Figura 52.

Figura 52 - Etapas do processo de identificacio e niimero de suspeitos detectados apds cada etapa em cada
matriz.

Analise retrospectiva de 7811 compostos Compostos detectados:
1 utilizando NORMAN DSFP V: 2724; S: 1402; A: 1263

» Exatidao de massa: <2.0 mDa
» Tempo de retengao plausivel
2 * No minimo 1 fragmento qualificador

Compostos detectados:
V: 1226; S: 338; A:343

» Frequéncia de detecgao:

« > 80% para vinhaca Compostos detectados:

3 * >50% para solo e agua subterranea V:133; 5:93; A: 164
» Exclusao de compostos detectados no Compostos detectados:
A branco do procedimento V: 136; S: 50; A: 90

: ¢ Exclusao de i1someros S:oilz)%?sst:ozg;e:f:;afos:

» Compostos identificados por tentativa
baseado na avaliagao dos cromatogramas,
6 espectros de MS? e metadados

Compostos detectados:
V:19; S: 12; A: 25

Como pode ser visto na Figura 52, 1226 compostos suspeitos foram detectados na
vinhaga, atendendo aos requisitos (threshold) de exatiddo de massa, tempo de retencdo plausivel
de acordo com o modelo de predi¢do de tempo de retenc¢do, e a presenga de no minimo um
fragmento qualificador esperado para o composto. No caso do solo e da 4gua subterranea, nesta
etapa foram detectados 338 e 343 compostos respectivamente. Devido ao grande nimero de
compostos suspeitos detectados, e com o objetivo de focar os esforcos na identificacdo de
compostos de grande incidéncia nas amostras, e desta forma com maior relevancia ambiental,
a frequéncia de detecc¢do (FD) foi utilizada como um critério para priorizar os compostos a

serem avaliados em maior profundidade. Apds esta etapa, e apds a exclusdo dos compostos
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suspeitos detectados no branco do procedimento, o nimero de compostos suspeitos detectados
foram 136 na vinhaga, 50 no solo e 90 na dgua subterranea. Nesta etapa, foi possivel verificar
a deteccdo de compostos suspeitos tendo a mesma férmula molecular, tempo de retencdo e
alguns fragmentos comuns. Para estes compostos, apenas uma estrutura foi priorizada para
posterior avaliacdo. Esta priorizacio foi feita considerando os dados de espectros de MS? e os
dados de mercado disponiveis para cada suspeito, como descrito na literatura por Gago-Ferrero
e colaboradores (GAGO-FERRERO et al., 2018). Por tltimo, os cromatogramas e espectros de
MS? para cada composto suspeito, remanescente apds as vérias etapas de selecdo baseada em
critérios pré-estabelecidos, foram avaliados em profundidade. Pardmetros como pico
cromatogrifico bem definido, tempo de retencdo coincidente para um mesmo composto
detectado em amostras diferentes, presenca do fragmento qualificador no tempo de retengao do
respectivo composto suspeito e comparagio com biblioteca de MS? do MassBank (quando
disponivel) foram utilizados para a conclusdo final do processo de identificacdo por tentativa.
ApOs este processo, foi possivel a identificagdo por tentativa de 19 compostos na vinhaga, 12
no solo e 25 nas amostras de d4gua subterranea. A metodologia, para a identifica¢do por tentativa
dos compostos suspeitos, descrita anteriormente seguem exemplificada a seguir para o
composto carbendazim, identificado por tentativa nas amostras de solo.

O carbendazim (CoH9oN30O7) é um fungicida que ndo tem registro no Brasil para uso na
cultura da cana-de-actiicar. Porém, este composto € um metabdlito do fungicida
tiofanato-metilico, fungicida registrado para uso no Brasil na cultura de cana-de-actcar, o qual
foi detectado em seis das nove amostras de solo analisadas. O aduto protonado do carbendazim
[CoH10N302]" (m/z 192,0767) foi detectado dentro da exatiddo de massa definida de 2 mDa, no
modo full scan em baixa energia de colisdo, com um pico cromatografico bem definido no
tempo de reten¢do de 7,26 min, como pode ser visto na Figura 53-a (cromatograma) e na
Figura 53-b (espectro de massas). Este composto apresentou um tempo de retencdo em
concordancia com o modelo de predicdo de tempo de retengcdo e o fragmento qualificador
(diagnéstico) m/z 160,0499 correspondente ao fragmento [CsHsON3]* também foi detectado no
mesmo tempo de retengdo que o carbendazim Figura 53-c. O fragmento [CsHsON3]" aparece
como sendo o tnico ion produto gerado na fragmentagdo do carbendazim em todas os registros
presentes no MassBank obtidos em energia de colisdo similar. A comparag¢do entre o fragmento
detectado para o carbendazim e o fragmento contido na biblioteca do MassBank (registro
UF405003) pode ser vista na Figura 53-d e Figura 53-e. Desta forma, este composto foi

identificado por tentativa no nivel 2 (provavel estrutura) de acordo com os critérios definidos
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por Schymanski e colaboradores (SCHYMANSKI et al., 2014). Além disso, a maioria dos
compostos suspeitos foram identificados até o nivel 3 (tentative candidates) devido a auséncia

de bibliotecas para a comparagao.
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Figura 53 - Identificacido do carbendazim nas amostras de solo: a) cromatograma de ions extraidos (XIC)
para o correspondente [M+H]* (+ 2 mDa); b) espectro de massas contendo o correspondente [M+H]*; c)
XIC para o fragmento qualificador (m/z 160.0499) em alta energia de colisdo (35eV) e o respectivo
espectro de massas em d. e) Espectro de MS? do carbendazim obtido do MassBank (registro UF405003).
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2.4.2.2 Relevancia Ambiental e Distribuicdo dos Compostos Identificados por Tentativa na

Vinhaga, Solo e Agua Subterranea.

No total, 56 compostos foram identificados nas diferentes matrizes estudas, sendo que
a distribui¢do destes compostos pode ser vista na Figura 54. Como pode ser visto nesta figura,
nenhum dos compostos identificados foi detectado simultaneamente em mais de uma matriz.
Desta forma ndo foram obtidas evidéncias da transferéncia de contaminantes organicos da
vinhaca para as matrizes ambientais. Apesar disso, a metodologia aplicada para a investigacao
de compostos suspeitos permitiu a identificacdo de varios contaminantes organicos com
diferentes propriedades e usos, fornecendo uma visdo qualitativa da ocorréncia destes

contaminantes nas amostras analisadas.

Figura 54 - Distribuicio dos compostos detectados nas matrizes.

Agua subterranea

25
0 0
0
Solo Vinhaga
12 0 19

Os compostos detectados nas amostras de solo e de dgua subterrdnea ndo estdo
diretamente relacionados com o uso da vinhaga como fertilizante. Na realidade, a principal
origem destes contaminantes parece estar relacionada com as praticas da agricultura moderna,
sendo que a maioria dos contaminantes detectados sdao agrotdxicos ou substincias relacionadas.
Além de agrotoxicos ou substincias relacionadas, também foram detectados aditivos
alimentares, compostos de ocorréncia natural e outros compostos de uso industrial. Informagdes
detalhadas sobre os compostos detectados em cada matriz e sua relevancia ambiental podem

ser obtidas na sequéncia.
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2.4.2.2.1 Vinhaca

Nas amostras de vinhaga, 19 contaminantes foram identificados por tentativa incluindo
diferentes classes como aditivos alimentares (2), metabdlitos de organismos vivos (8)
agrotoxicos ou compostos relacionados (6) e 3 outros compostos. A lista dos compostos
detectados nas amostras de vinhaca, incluindo o tempo de reten¢do, férmula molecular, o aduto
e os fragmentos de MS? detectados e outras informacdes relacionadas ao uso de cada composto
pode ser vista na Tabela 22. Entre os contaminantes detectados, compostos como fenuron,
isoxabem e 3-cetocarbofurano (um produto de transformacdo dos agrotdxicos carbosulfano,
carbofurano e benfuracarbe) estdo entre os compostos detectados que geram maior preocupacgao
ambiental, pois sdo classificados como Classe III de acordo com o Limiar de Preocupacgido
Toxicolégica (TTC - do inglés Threshold of Toxicological Concern) (LEWIS et al., 2016),
sugerindo significante toxicidade.

Estes compostos sdo utilizados na agricultura moderna para combater organismos que
podem trazer dano a agricultura como ervas daninhas, insetos e nematoides. Embora sua
transferéncia para os corpos de dgua seja possivel, estes compostos sdo classificados como nao
persistentes no ambiente, como resultado da sua degradacio (CAMPER; KIM; RILEY, 2001;
LEWIS et al., 2016). Desta forma, sua deteccdo nas amostras de dgua e solo € pouco provavel
e pode explicar o fato destes compostos nao terem sido detectados nas amostras de solo e dgua.
Assim, apesar da vinhaca conter residuos de agrotdxicos, seu uso na fertirrigagao nao representa
um risco adicional para a disseminacdo destes compostos no meio ambiente.

Os compostos detectados na vinhaca classificados como aditivos alimentares
correspondem a compostos fendlicos e metabdlitos de plantas, os quais sdo utilizados na
industria de alimentos como aromatizantes e conservantes (KIM et al., 2019b). Sua ocorréncia
na vinhaga estd explicada no fato de que estas substancias ocorrem naturalmente na cana-de-
actucar ou sao formadas durante a produgdo de etanol (BARRERA; BETORET; SEGUI, 2020:
RIOS LEAL; RODRfGUEZ—VAZQUEZ; GALINDO, 1994). Por se tratar de substincias de
ocorréncia natural e baixa toxicidade, sua dispersdo nas plantacdes por meio da fertirrigacdo, a
primeiro momento, ndo despertam preocupagdo. Outro grupo de substancia detectadas foram
os metabolitos de organismos vivos. Estas substancias s@o de ocorréncia natural no meio
ambiente, sendo metabolitos de organismos vivos, como plantas, bactérias e fungos, como pode
ser visto na Tabela 22. Algumas destas substancias, como o dcido cafeico, e 4cido p-cumadrico

ja formam detectados anteriormente em cana-de-acicar (BARRERA; BETORET; SEGUI,
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2020), assim como as micotoxinas, que tem sua origem na contaminacao da cana-de-agucar por
fungos durante o armazenamento antes de moagem para a extragdo do caldo. IAMANAKA et
al., 2019; SILVA et al., 2019). A presencga das micotoxinas aflatoxina B e citrinina na vinhaga
gera preocupacdo ambiental devido pratica de fertirrigagdo, pois estas substincias sdo
reconhecidamente téxicas (OSTRY; MALIR; RUPRICH, 2013). Porém, nenhuma evidéncia da

transferéncia destas micotoxinas para o solo e dguas subterraneas foi obtida.
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Tabela 22 - Detalhes dos compostos identificados por tentativa na vinhaca, nivel de confianca 3 (tentative candidate) (SCHYMANSKI et al., 2014).

Composto, formula e aduto

. 2 . . A .

detectado tr (min) Fragmentos (MS?) Principal uso / Ocorréncia Classe
Fenuron, CoH2N,O, [M+H]* 6,04 120,0438 72,04378 Herbicida Agrotéxico
Acido 1Pdolacetlco, C10HoNO3, 6.18 158.0591 130,0642 Regulador (le .cresmmento. Também é um metabdlito de plantas, atuando Agrotéxico
[M+H] como hormonio.
I bem, Ci1sH24N>04, .. .

soxabetn, Tsthaaal 9,84 93,0334 Herbicida Agrotéxico
[M-H]
Acido _qumohmco, C/HsNO,, 2,53 94,02846 Usado na fabricacao do herbicida imazapir e do 4cido nicotinico. RelaC}OQado com
[M-H] agrotoxico
Acetoacetato de_ metila, 377 99,04357 85.02793 Agerllt.e aromatizante. Utilizado na sintese de substiancias como antibidtico, RelaC}opado com
CsHs05, [M-H] herbicida, entre outras. agrotéxico
5-metoxindol, CoHgNO, Utilizado na sintese de produtos como perfumes, agrotéxicos, farmacos e Relacionado com

N 6,23 133,0512 ..

[M+H] corantes. agrotoxico
3-ceto-carbofurano, 6.36 177,0533 179,0687 Produto de transformacdo dos agrotéxicos carbofurano, carbosulfano e Relacionado com
Ci2Hi3sNOy, [M+H]* ’ 133,064 benfuracarbe. agrotoxico
Bendi be, .. . . ..
CTL:?I\CIECI;4,G[M+H] . 5,90 51;?,7(;22(8)3 109,0278 Inseticida utilizado na sauide priblica. Pesticida
?ﬁiﬁ?ﬁﬂbenza}deldo’ CHe0, 5,60 95,04854 Agente aromatizante. Metabdlito de plantas. Aditivo alimentar
Etil 3,4-dihidroxibenzoato, 121,0641 111,0435 .. . .. .
CoH 1004, [M+H]* 6,23 137.0224 Antioxidante. Metabdlito de plantas. Aditivo alimentar
Glucoronolactona, C¢HgOs, 245 157,012 113,0226 Substancia de ocorréncia natural. E um componente estrutural presente no Metabdlito de
[M-HJ ’ 131,033 tecido conjuntivo. organismos vivos
Acido (iafelco, CoHsOs, 3,78 163,038 Encontrado em todas as plantas. Metab.()hto de.
[M+H] organismos vivos
Leucilprolina, CiiH20N203, 5 95 116,070070,06482  Dipeptideo. Metabglito de
[M+H] organismos vivos
2,5-Dihidroxibenzaldeido, 5,00 109,0281 109,0314 Ocorre em todos os organismos vivos, desde bactérias até humanos. Metabdlito de

C7HqO3, [M-HJ

organismos vivos
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Composto, formula e aduto

. 2 . . A .

detectado tr (min) Fragmentos (MS?) Principal uso / Ocorréncia Classe
3,4-Diidroxifenilacetona 579 149,0592 121,0641 Encontrado em alimentos de origem animal. Metabdlito de
CoH 1003, [M+H]* ’ 131,0483 Componente de fumaca de madeira. organismos vivos
3,3,4,5,7-pentahidroxiflavona, Onipresente em fontes de alimentos vegetais. Usado em tinturas, como Metabolito de

_ 5,95 229,0512 . R .. L . .
Ci5sH1007, [M-H] medicamento veterinario e antioxidante em cosméticos. organismos vivos
Aflatoxina B1, . . Metabdlito de
C17H120¢, [M+H]* 7,06 1570639 Micotoxina organismos vivos
Citrinina 74 175,0375 135,0792 Micotoxina Metabdlito de
Ci13H140s, [M-H] ’ 189,0543 organismos vivos
Etil 5-amino-1-(1,3-dimetil-4-
nitropirazol-5-il) pirazol-4- 6.41 162,0537 175,0854 i Outros

carboxilato, C11H4NeOs4,
[M+H]*

107,0486
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2.4.2.2.2 Solo e Agua Subterrinea

No total, foram identificados por tentativa 12 compostos nas amostras de solo e 25 nas
amostras de dgua subterranea. A lista dos compostos identificados contendo detalhes como tempo de
retencdo, férmula molecular, adutos e fragmentos de MS? detectados e informacdes relacionadas ao
uso de cada composto pode ser vista na Tabela 23 para solo e na Tabela 27 para d4gua subterranea.
Como mencionado anteriormente, nenhum destes compostos foram detectados nas amostras de
vinhaga, da mesma forma que a deteccdo de nenhum composto coincidiu nas amostras de dgua
subterranea e solo Figura 54. Isso pode ser explicado pelo transporte e ocorréncia dos compostos ao
longo da coluna de solo que sdo influenciados pelas propriedades do solo (tipo de solo e teor de
matéria organica presente, sendo que os poluentes organicos apresentam baixo potencial de lixiviacado
em solos com elevada quantidade de matéria organica), condi¢des climaticas (a quantidade de chuva
afeta a lixiviagdo), ou mesmo pela limitagdo dos métodos analiticos empregados, os quais utilizaram
diferentes métodos de preparo de amostras para as matrizes, o que afeta diretamente a detectabilidade.
Além disso, as amostras de dgua subterranea analisadas estdo susceptiveis a outras fontes de
contaminac¢do devido a destinacdo rudimentar do esgoto doméstico realizada nas propriedades rurais.

O transporte de compostos orgéanicos ao longo da coluna de solo depende de vdrios fatores,
como sua reatividade, solubilidade, capacidade de ionizag¢do (predita pelo pKa) e, portanto, da
interacao eletrostatica entre o composto ionizado e sitios de adsor¢cao também carregados no solo, ou
ainda, da hidrofobicidade (predita por log Kow € log Koc). Compostos com alta solubilidade em dgua,
elevada polaridade (log Kow < 1) e ionizdveis no pH do solo, tem maior capacidade para migrar ao
longo da coluna de solo e alcancar a dgua subterranea. Por outro lado, compostos com baixa
solubilidade em dgua, baixa polaridade (log Kow > 1) e neutros no pH do solo tende a adsorver no
solo (PETRIE; BARDEN; KASPRZYK-HORDERN, 2015).

Como indicado na Tabela 25, a maioria dos compostos detectados no solo tem valores de
log Kow maiores que 1, indicando baixa polaridade e por consequéncia baixa mobilidade ao longo da
coluna de solo. Além disso, os compostos detectados estdo protonadas ou na forma neutra no pH do
solo, potencializando sua adsor¢do e retencdo no solo. Por outro lado, os compostos detectados com
os menores valores de log Kow e maior solubilidade em dgua foram detectados nas amostras de dgua
subterranea, como indicado na Tabela 26. Outros compostos, com log K,w maiores que 1 e moderada
ou baixa solubilidade, como pirimicarbe, propiconazol e crotamiton, também foram detectados nas
amostras de dgua subterraneas, fato ja relatado em trabalhos anteriores (GONCALVES; DA SILVA;
ALPENDURADA, 2007; KURODA et al., 2012; MILHOME et al., 2015), refletindo assim, a
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complexidade dos multiplos fatores que afetam a mobilidade de contaminantes organicos no meio
ambiente.

Nas amostras de solo, 58% dos compostos identificados por tentativa sdo agrot6xicos ou
compostos relacionados com agrotoxicos, como descrito na Tabela 23. J4 nas amostras de dgua
subterranea, 36% dos compostos identificados pertencem a esta classe de contaminantes (Tabela 24),
refletindo assim o impacto das atividades agricolas nas dreas estudadas. Alguns destes compostos sdo
largamente utilizados na agricultura brasileira, como o herbicida metribuzin e o fungicida
carbendazim, que também € um produto de transformacao do fungicida tiofanato-metilico, os quais
jéa foram detectados em amostras ambientais em estudos anteriores (DORES et al., 2006; SCHEEL,;
TEIXEIRA TARLEY, 2020). Desta forma, estes resultados indicam a presenga de contaminantes
relacionados a atividade agricola. Porém, € necessdrio a implementacdo de estudos regulares de
monitoramento da contaminagdo das dguas subterraneas, empregando métodos quantitativos, para a
avaliar o risco imposto pela contaminagdo desta matriz por agrotéxicos. Além dos contaminantes de
origem agricola, outras substancias de uso industrial, presentes em produtos de uso doméstico,
também foram identificados por tentativa nas amostras de dgua subterraneas, indicando que ha

multiplas fontes de contaminagdo, além das atividades agricolas, como esgoto doméstico.
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Tabela 23 - Detalhes dos compostos identificados por tentativa no solo, nivel de confianca 3 (tentative candidate) (SCHYMANSKI et al., 2014).

Composto, formula e

. 2 . . A .
aduto detectado tr (min) Fragmentos (MS®)  Principal uso / Ocorréncia Classe
Metamitron .. .
C1oH1oNLO, [M+H]* 6,00 175,0979 Herbicida. Agrotéxico
Simeton .. .
CsH,sN<O, [M+H]* 7,16 114,0662 Herbicida. Agrotéxico
Carbendazim* Fungicida. Também um produto de transformacao do o
CoHoN30,, [M+H]* 7,26 160,0504 fungicida tiofanato-metilico. Agrotoxico
Atraton .. .
CoH7N5O, [M+H]* 7,31 170,1032/114,0661 Herbicida. Agrotéxico
Acido indolbutirico . ..
C1oHNO,, [M+H]* 7,55 186,0915/130,0647  Regulador de crescimento vegetal. Agrotéxico
- Ocorre naturalmente em algumas folhas de tabaco e é .
2,6-xilidina - . Relacionado com
5,98 107,0731 usado na producdo de outros produtos quimicos, como .
CsHi N, [M+H]* .. . ~ agrotoxico
pesticidas, corantes, medicamentos e fragrancias

Metamitron-desamino ~ .. . Relacionado com
C1oHoN30. [M+H]* 6,23 160,0867 / 119,0601  Produto de transformacdo herbicida metamitron agrotoxico
Butanoato de butila . . .
CsHicOs, [M+H]* 8,54 89,05957 Agente aromatizante Aditivo alimentar
Acido 2-hidroxicindmico Agente aromatizante ou adjuvante. Presente em todos Metabdlito de

_ 4,02 119.0496 . . . .
CoHs03, [M-H] 0S 0Organismos vivos. organismos vivos
Diacetoxiscirpenol, . . Metabdlito de
C1oHagOy, [M+H]* 6,10 123,0804 Micotoxina organismos vivos
Daidzeina _ 8.54 224.0470 1 209.0602 Isoflavona. EnconFrado em vdrias plantas, com Metabohto dq
C15H1004, [M-H] destaque para a soja. organismos vivos
Formononetina 8,56 252,0419 Abundante em vegetais Metabdlito de

CisH1204, [M-H]

organismos vivos

* Identificado com nivel de confianga 2 (provavel estrutura), de acordo com (SCHYMANSKI et al., 2014).
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Tabela 24 - Detalhes dos compostos identificados por tentativa em agua subterrinea, nivel de confianca 3 (fentative candidate) SCHYMANSKI et al., 2014).

Composto, formula e aduto

. 2 . . A .

detectado tr (min) Fragmentos (MS®) Principal uso / Ocorréncia Classe
Pirimicarbe . . ..
C11H1sN:Os, [M+H]* 6,29 109,0755 Inseticida. Agrotéxico
Aminocarbe . . ..
C11H1eN2Os, [M+H]* 6,65 152,1057 Inseticida. Agrotéxico
Sebutilazina .. ..
CoH16CLiNs, [M+H]* 12,01 174,0525 Herbicida. Agrotéxico
Propiconazol .. .
C15H2CNsO», [M+H]* 13,07 158,9751 Fungicida. Agrotéxico
Trietanolamina 270 70.0647 Utilizado na fabricacdo de agroquimicos, cosméticos, detergentes domésticos, Relacionado com
CeHi1sNOs, [M+H]* ’ ’ processamento de papel e madeira, plastificantes e outros usos. agrotoxico
Hexametilenotetramina . ~ L. . Relacionado com
CeH1aNs, [M+H]* 2,82 85,07558 Utilizado na producéo de plastico, borracha e produtos agricolas. agrotoxico
Tolifluanida DMST ~ .. . . Relacionado com
COH14N202S, [M+H]+ 6,35 151,1216 Produto de transformacdo do fungicida Tolifluanida. agrotoxico
Diceto metribuzin ~ .. o Relacionado com
C-HaN:Os, [M+H]* 6,46 69,06931 Produto de transformacio do herbicida metribuzin agrotoxico
Oxido de decilamina Tensoativo, produtos agricolas (ndo pesticidas), produtos para lavagem de roupa  Relacionado com

+ 9,44 184,2045 ..
C12H27NO, [M+H] e loucga, entre outros. agrotoxico
Oxido de decilamina 3,5-di-terc-
butil-4-hidroxibenzil alcool 12,42 217,1572 160,0871 Aditivo alimentar: antioxidante. Aditivo alimentar
Ci5H240,, [M-HT
Pentaetilenoglicol . L . . . .
C1oHnOe, [M+H]* 6,29 151,0954 107,0696 Fluidos funcionais, ajustadores de viscosidade. Uso industrial
Tetrapropilenoglicol . . .. . - . .
C1oHoeOs, [M+H]* 7,79 117,0902 Fluidos industriais, mineragdo. Uso industrial
Sebacato de dimetila Utilizado na producio de estabilizadores de luz. Plastificante, amaciante e . .
C12H204, [M+H]* 7,88 95,08503 solvente para resinas celuldsicas, resinas sintéticas e borrachas. Uso industrial
Pentaproprilenoglicol . . - - . . .
C15HO6, [M+H]* 8,29 117,0905 Anticongelante, anticorrosdo, fabricag@o de resina. Uso industrial
2-(2-(2-butoxietoxi) etoxi) etanol 8.62 151,0952 Utilizado em combustiveis e aditivos, fluidos funcionais, lubrificantes, Uso industrial

Ci10H204, [M+H]*

exploracdo de petrdleo e gas, fabricac@o de tintas, solventes, agentes tensoativos.
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Composto, formula e aduto

. 2 . . A .
detectado tr (min) Fragmentos (MS*) Principal uso / Ocorréncia Classe
Hexapropilenoglicol . . . .
C15H350y, [M+H]" 8,86 117,0905 233,1725 Fluido de freio. Uso industrial
Oxido de trlfemlfo+sf1na 10,70 201,0449 95,04862 Utilizado em retardantes d? chama, como um catalisador de cura epoxi e, mais Uso industrial
CisH;sOP, [M+H] recentemente, para produzir nanoestruturas.
Linoleato de glicerila . . . .
CorHagOs, [M+H]* 13,25 263,2351 245,2242 Emoliente, emulsificante. Uso industrial
Glicilprolina - Metabdlito de
C:HpNOs5, [M+H]* 2,75 116,0700 70,06456 Metabdlito. organismos vivos
Acido urocanico . Metabdlito de
CeHeN>O», [M+H]* 4,06 121,039 93,04437 Metabdlito. organismos vivos
Verrucarol . . Metabdlito de
C15HO, [M+H]* 6,88 97,06424 143,0884 Micotoxina. organismos vivos
Perilartine . . Metabolito de
C1oHsNO, [M+H]* 7,54 124,0748 91,05399 Agente adogante. E um composto organico natural encontrado nas plantas. organismos vivos
Metil-(S)-3-(terc-butoxicarbonil)-
2,2—d11¥1e.t11—4- . 6.34 74.05965 100,0387 UtlllZZ.ldO na glr}tese de farmacos e esflngohpldlos, € o0 amino agucar encontrado CompoAsto.
oxazolidinocarboxilato na caliqueamicina. E um potente agente antitumoral. farmaceéutico
C12H21N05, [M+H]+
Crotamiton . . - .. Composto
C13HNO, [M+H]* 10,39 91,05383 134,059 Medicamento antipruriginoso e escabicida. farmacéutico
Desoxicarbadox 6.94 156.0576 Produto de transformagdo do agente de promog¢ao de crescimento, Composto
C1iH10N4+O», [M+H]* ’ ’ antimicrobiano, carbodox. veterinario
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Tabela 25 - Propriedades fisico-quimicas dos compostos detectados no solo (CHEMICALBOOK, 2020;
CHEMSPIDER, 2020; KIM et al., 2019b; WISHART et al., 2018).

Composto, formula molecular Log Kow Ko (pH5,5) pka Solubilidade em agua

2,6-xilidina, CsH; N 1,86 174,11 3,95 82gL'(25°C)
Acido 2-hidroxicinamico, CoHsO3 0,751 9,16 4,04 1,15gL"!

Atraton, CoH17NsO 1,9 475,04 431 1,67 gL' (25°C)
Butanoato de butila, CsHi602 2,83 558,03 - 1,36 g L
Carbendazim, CoHgN3O; 1,52 47,3 4,48 <0,01 gL' (21°C)
Daidzeina, Ci5H;0O04 1,124 882,49 7,01 Insolivel
Diacetoxiscirpenol, Ci19H2607 1,33 138,36 - Moderadamente solivel
Formononetina, C;sH204 1,44 993,92 6,99 Praticamente insoluvel
Acido indolbutirico, C1,H;3NO; 2,34 79,96 483 025gLt!

Metamitron, C;oH;0N4O 0,83 70,57 1,54 1,8gL'(20°C)
Metamitron-Desamino, C;0HoN;O 2,1 10,15 - 04¢g L1(20°C)
Simeton, CsH;sNsO 2,21 335,75 46 32gL'(21°C)
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Tabela 26 - Propriedades fisico-quimicas dos compostos detectados na agua subterranea
(CHEMICALBOOK, 2020; CHEMSPIDER, 2020; KIM et al., 2019b; WISHART et al., 2018).

Composto, formula molecular Log Kow Ko (pHS,5)  pka Solubilidade em agua
Pentaproprilenoglicol, CisH3,0¢ -1,97 4,14 - Miscivel com dgua
Glicilprolina, C7H12N»O3 -1,34 1,0 g% 279 g !
Trietanolamina, CsH;sNOj3 -1,11 1,0 7,76 Soluvel
Pentaetilenoglicol, CioH2,0s -0,85 44,51 - 196,6 g L'!
Tetrapropilenoglicol, Ci2H260s -0,84 31,99 - 90,1 gL'
Acido urocanico, CsHsN-O» -0,138 1,0 2’?3; 1,5gL' (17 °C)
Diceto metribuzin, C;H12N4O; 0,22 8,65 10,06 124 gLt
2-(2-(2-butoxietoxi) etoxi) etanol, 0.28 37.08 ) Solivel
Ci1oH2204
Hexapropilenoglicol, CigH3307 0,5 1190 - 20,8 g Lt
Tolifluanida DMST, CoHiuN,O,S 0,55 128,9 - 2,38 gLt
Verrucarol, CisH»O4 0,7 88,87 - 6,25 gLt
Pirimicarbe, C;;HsN4O» 1,7 185,02 4,34 3,1gL!
Desoxicarbadox, C;1H10N4O> 1,72 188,07 8,36
Metil-(S)-3-(terc-butoxicarbonil)-
2,2-dimetil-4- 4
oxazolidinocarboxilato, 1,74 201,51 ) 34l
C12H2:1NOs
Aminocarbe, C;1HsN2O; 2,01 198,26 12,25 09 gL' (20°C)
Crotamiton, C13:H;7NO 2,17 45477 1,14 Praticamente insolivel
Hexametilenotetramina

’ 2,17 51,53 5,1 895 ¢ L' (20°C
CsH12Ny el )
Oxido de trifenilfosfina, 0
C1sH,<OP 2,87 2374,32 - 040¢gL
Sebacato de dimetila, C2H2,04 2,92 1091,47 - Insoldvel em dgua
Oxido de decilamina 3,5-di-terc-
butil-4-hidroxibenzil alcool, 3,0 3191,23 - 0,13 gL"!
Ci5H2402
Sebutilazina, CoH6CliNs 3,16 942,64 2,50  0,12gLt!
Perilartine, C10H;sNO 3,33 652,65 éléél" 0,26 gL
Propiconazol, Ci5H17Ci2N30, 3,88 1941,84 2,94 0,10 gL' (20 °C)
Oxido de decilamina, C1,H»;NO 4,15 517,13 479 055¢gL!
Linoleato de Glicerila, C>1H3504 6,81 38079,21 13,16 Praticamente insoluvel
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2.5 Conclusao

Nao foram detectados antibidticos nas amostras de vinhaga, solo e d4gua subterranea,
indicando que estes compostos nao sdo regularmente utilizados na producdo de etanol ou que
os mesmos se degradam no processo. No entanto, estudos contendo maior amostragem siao
necessarios para confirmar estas hipdteses. A ampla investigacdo de compostos suspeitos
permitiu a identificacdo por tentativa de 19 contaminantes de preocupacdo ambiental na
vinhaca, 12 no solo e 25 na 4gua subterranea. Nenhum destes compostos foram detectados
coincidindo em mais de uma matriz. Desta forma, ndo foram obtidas evidéncias da transferéncia
destes compostos da vinhaca para o solo ou dgua subterrdnea. Os resultados mostraram que
existem outras fontes potenciais de contaminac¢do, principalmente associada a atividade
agricola moderna. No geral, ndo foram verificados riscos ambientais decorrentes do

reaproveitamento da vinhaca em termos de disseminacdo de contaminantes organicos.
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Capitulo 3: Avaliacio da Inibicio da Biodigestao Anaerébia da Vinhaca por
Antibiéticos Utilizados na Produc¢ao de Etanol Combustivel

3.1 Introdugdo

A biodigestdao anaerébia é um processo biolégico natural que na auséncia de oxigénio
leva a decomposicao da matéria organica. Este processo tem sido utilizado para o tratamento
de efluentes, residuos organicos, entre outros, se mostrando um processo ambientalmente
vantajoso, unindo tratamentos de residuos potencialmente téxicos e geracdo de energia. A
geracdo de energia por meio da biodigestdo anaerdbia ocorre devido a produgdo de gases como
hidrogénio (H2) e metano (CH4). Estes gases sdo produzidos por um consércio de
microrganismos capazes de transformar moléculas complexas em moléculas menores (LAIQ
UR REHMAN et al., 2019; SA; CAMMAROTA; FERREIRA-LEITAO, 2014; ZHANG:; HU;
LEE, 2016). Neste trabalho, serd abordada a biodigestdo anaerdbia apenas para a producdo de
metano.

A composicdo do biogds produzido na biodigestdo anaerdbia € varidvel, porém é uma
mistura de gases rica em CHy, principal componente do gés natural. Além do CHy, outros gases
como CO; (gas carbodnico), HoS (gés sulfidrico), NH3 (amonia) e vapor de dgua integram sua
composi¢do. O processo de biodigestdo anaerdbia se d4 de forma sequencial e envolve
diferentes tipos de bactérias e arqueias. A conversdo da matéria organica (substrato) ocorre, de
forma simplificada, em etapas sequenciais denominadas hidrdlise, acidogénese, acetogénese e
metanogénese. O produto de cada uma das etapas serve de substrato para a etapa seguinte, sendo
importante um equilibrio entre elas para a estabilidade e autorregulacdo do processo. Cada uma
destas etapas é realizada por um grupo de microrganismos diferentes (LAIQ UR REHMAN et
al., 2019; SA; CAMMAROTA; FERREIRA-LEITAO, 2014; ZHANG:; HU; LEE, 2016).

A primeira etapa, a hidrélise, € realizada por bactérias hidroliticas, responsaveis pela
digestdo de moléculas complexas (proteinas, carboidratos e lipidios) em moléculas menores e
soliveis (aminodcidos, acucares e dcidos graxos de cadeia longa) que ficam assim disponiveis
para a segunda etapa, a acidogénese. Nesta etapa, os produtos da hidrélise sdo convertidos em
moléculas menores como 4cidos orgéanicos volateis, dlcoois, CO,, H>. Na acetogénese, os
produtos oriundos da acidogénese sdo oxidados a acetato. Na ultima etapa, a metanogénese, é
produzido o CH4 por meio da reducdo do acetato realizada pelas arqueias metanogénicas
acetocldsticas ou utilizando como substrato o CO> e H: pelas arqueias metanogénicas

hidrogenotréficas (LAIQ UR REHMAN et al., 2019; SA: CAMMAROTA; FERREIRA-
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LEITAO, 2014; ZHANG; HU; LEE, 2016). De forma resumida, as etapas envolvidas no

processo de biodigestao anaerébia que levam a produgdo de CH4 pode ser vista na Figura 55.

Figura 55 - Representacao simplificada das etapas da biodigestao anaerdbia levando a formacao de CHa.

Hidrolise
Matéria organica (proteinas, Aminoacidos, agucares, acidos
lipideos, carboidratos, etc) graxos de cadeia longa

Acidogénese

|¢

Aminoacidos, agucares, acidos Acidos organicos volateis,
graxos de cadeia longa. > alcoois, CO,, H,

Acetogénese

|¢

Acidos organicos volateis,

élcoois, CO,, H,. Acetato

o

Metanogénese

Acetato, CO,, Hy. o CH,

Fonte: elaborada pelo autor.

Entre os grupos de microrganismos mais frequentemente envolvidos em processos de
biodigestdo anaerdbia estdo as bactérias hidroliticas dos filos Firmicutes e Bacteroidetes, as
bactérias acidogénicas dos filos Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria, e Actinobacteria,
as bactérias acetogénicas do género Syntrophomonas e as arqueias metanogénicas dos géneros
Methanosaeta e Methanosarcina (LAIQ UR REHMAN et al., 2019). A atividade metabdlica
destes microrganismos em um reator de biodigestdo anaerdbia € dependente de vdrios
pardmetros como temperatura, pH, composi¢do do substrato, disponibilidade de nutrientes,
presenca de agentes inibidores, tempo de detencdo hidrdulica, carga organica, entre outros

(LAIQ UR REHMAN et al., 2019; SA; CAMMAROTA; FERREIRA-LEITAO, 2014). Desta
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forma, para o funcionamento continuo e estdvel da biodigestdao anaerdbia, € necessario controle
adequado sobre as varidveis que afetam a eficiéncia do processo.

A biodigestao anaerdbia tem sido apontada como uma solucao tecnolégica, sustentavel
e economicamente vidvel para o reaproveitamento da vinhaga produzida pela inddstria do etanol
combustivel no Brasil. Atualmente, a fertirrigacdo dos canaviais com vinhaca € a principal
pritica adotada pela industria sucroalcooleira no Brasil para realizar a destinagdo final da
vinhaca gerada na produg¢do de etanol combustivel. Como j4 citado anteriormente, esta pratica
pode levar a problemas como salinizacdo do solo (FUESS; GARCIA, 2014), aumento na
emissao de gases de efeito estufa (N2O e CH4) (OLIVEIRA et al., 2013, 2015), contaminag@o
de 4guas subterraneas (GONZALEZ; MEJfA, 2015) e, como verificado nos resultados do
Capitulo 1 e na literatura, dispersao de antibidticos para o meio ambiente (MORAES; ZAIAT;
BONOM]I, 2015; SULEIMAN et al., 2018).

O uso da vinhaga para producdo de biogds por meio da biodigestdo anaerdbia ja é
realizada no Brasil por algumas usinas, porém, nio representa uma fonte de renda concreta.
Alguns exemplos de usinas que produzem ou ja produziram biogds por meio da biodigestao da
vinhaca s@o a Usina Sao Jodao da Boa Vista-SP, a Usina Sao Martinho em Pradépolis-SP e a
Usina Bonfin (Raizen) em Guariba-SP (BIOENERGIA, 2020). Entre as dificuldades
encontradas para a implementacdo de plantas produtoras de biogds integradas as usinas pode-
se citar o alto custo de investimento, dificuldade em financiamento e a falta de um programa
nacional de biogds (FUESS; GARCIA, 2015). Apesar disso, a biodigestdo anaerdbia € apontada
como a alternativa mais promissora que une tratamento da vinhaca, com manutencdo de sua
propriedade de fertilizacao, e produgdo de energia. Considerando o emprego de toda a vinhaca
gerada no pafs, a vinhaga tem um potencial energético estimado equivalente a 7,5% da produgdo
de energia elétrica da usina hidrelétrica de Itaipu (MORAES et al., 2014).

Apesar do potencial energético da vinhaga, muitos sdo os gargalos a serem superados
para o seu adequado aproveitamento. Além das dificuldades encontradas pelo setor
sucroalcooleiro para a ampla implementacdo de plantas produtoras de biogds, hé na literatura
cientifica preocupagdes sobre o impacto que o uso de antibidticos na producdo do etanol
combustivel possa ter em um processo de biodigestao da vinhaca integrado a usina (MORAES;
ZAIAT; BONOMI, 2015). Isso porque, ja € conhecido na literatura que a presenca de
antibidticos no substrato da biodigestdo pode comprometer a atividade metabdlica dos
microrganismos responsaveis pela producdo do biogds, levando a inibi¢do do processo

(ALVAREZ et al.,2010; SANZ et al., 1996). Por outro lado, nem todos os antibidticos levam
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a este efeito e em muitos casos, a concentragdo € um fator decisivo (GURMESSA et al., 2020).
Desta forma, surge a necessidade de avaliar se os antibiéticos utilizados na produ¢do de etanol
combustivel representam um risco a um processo de producdo de biogés integrado a usina.

Uma metodologia de facil implementacdo para avaliar a capacidade de inibi¢do da
biodigestao anaerdbia devido a uma substancia toxica € o teste de biodegradabilidade anaerdbia.
O teste de biodegradabilidade anaerdbia € similar ao teste de atividade metanogénica especifica,
que € capacidade méaxima de producdo de CHj4 realizada por um consércio de microrganismos
por meio da biodigestdo anaerébia de um substrato especifico em condicdes controladas de
laboratorio. Com isso, a comparagdo do sistema (lodo + substrato) com e sem a presenca de um
potencial agente inibidor permite avaliar a capacidade deste agente em inibir o processo de
biodigestao (AQUINO et al.,2007; BERTOLINO; CARVALHO; AQUINO, 2008; HUSSAIN;
DUBEY, 2017).

O aparato utilizado no teste de biodegradabilidade pode ser um sistema simples ou até
mais completo, sendo que basicamente podem ser constituidos para a simples finalidade de
medir producao de biogds, por um reator (frasco de incubacao), um frasco de lavagem (solugao
de NaOH), um frasco medidor (contendo dgua) e uma proveta para medir o volume deslocado

pelo metano produzido. Um exemplo do simples aparato citado pode ser visto na Figura 56.

Figura 56 - Sistema utilizado nos testes de AME.

~ Reatores no
~ banho ténnico‘

Fonte: elaborada pelo autor.

Neste sistema, o biogds é gerado no reator implica no aumento da pressdo interna e
deslocamento do mesmo para o frasco lavador. No frasco, contendo uma solugdo aquosa de
NaOH, gases como CO2, NH3 e H>S sdo solubilizados no meio liquido, sendo que o CHy4
produzido, que ndo é solubilizado, segue para o frasco medidor. O aumento da pressao no frasco

medidor, devido a producao de CHs4, promove o deslocamento da dgua do frasco para a proveta,
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na qual é realizada a leitura do volume de dgua deslocado, que equivale ao volume de CH4
produzido.

Desta forma, € possivel monitorar a producao de CH4 em fungdo do tempo e determinar
a AME de forma simplificada (AQUINO et al., 2007). Baseado na simplicidade do aparato
descrito, e na necessidade de avaliar o impacto que os antibidticos utilizados na producdo de
etanol combustivel possam causar na biodigestdo da vinhaca, a determinacdo da atividade

metanogénica se apresenta como uma estratégia viavel para avaliar o impacto citado.

3.2 Objetivo

O objetivo deste capitulo € avaliar a influéncia causada por antibidticos comumente
empregados na produgdo de etanol combustivel (penicilina G, monensina e tetraciclina) na

biodigestdo anaerdbia da vinhaca.

3.3 Materiais e Métodos

O lodo utilizado nos testes de biodigestdao foi obtido de um reator do tipo UASB (do
inglés Upflow Anaerobic Sludge Blanket) em operacdo em condi¢des termofilicas (55 °C) para
a producao de biogés a partir da vinhaca oriunda da producdo de etanol. Vale destacar que este
lodo ndo estd sujeito a contato com antibidticos, pois o reator do qual foi coletado € alimentado
com vinhaca que tem origem em um processo industrial que ndo faz uso de antibidticos na
producdo de etanol. Apds a coleta do lodo, o mesmo foi mantido sob refrigeracdo até o momento
de seu uso. Vinhaca livre de antibidticos foi obtida de uma usina produtora de etanol
combustivel que ndo emprega antibidticos no processo de producdo. A caracterizacdo
fisico-quimica realizada na vinhaga foi pH e demanda quimica de oxigénio (DQO). No lodo
foram determinados pH, so6lidos totais (ST) e sélidos volateis totais (STV) conforme literatura

(APHA, 2005).

3.3.1 Testes de Biodigestdao Anaerdbia

Os testes de biodigestdo em condi¢des termofilicas foram realizados empregando um
sistema em batelada composto por banho térmico, reator (frasco reagente Phox de 500 mL) um
frasco lavador (frasco de polipropileno, Nalgon de 1 L contendo solucao de NaOH 15% m/v e
indicador fenolftaleina), um frasco medidor de gds (frasco de polipropileno, Nalgon, de 1L

contendo 850 mL de dgua) e uma proveta de polipropileno, Nalgon, de 250,0 mL para coleta e
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leitura do volume de dgua deslocado decorrente da producao de metano. Cada uma das tampas
dos frascos foi furada para encaixe de um ou 2 tubos de nylon de 6 mm de didmetro externo
seguida de vedacdo com selante a base de resina sintética (SelaMais®). As tampas do frasco
lavador e do frasco medidor de gds também foram totalmente seladas com SelaMais®. A
conexao entre as partes do sistema foi feita com mangueira de silicone de 4 mm de didmetro
interno. O sistema utilizado para a realizagdo dos testes de biodigestao pode ser visto na Figura
56.

Antes do inicio de cada experimento, o oxigénio presente no reator foi eliminado
borbulhando nitrogénio gasoso (N2) por 1 min no reator. A influéncia da
endogenia/mineralizacdo do lodo anaerébio, para a producdo de biogds, em relacdo aos outros
experimentos foi avaliada por meio da incubacdo do lodo sem a adicdo da vinhaga no frasco
reator (branco). O volume deslocado no frasco medidor no tempo de 4,0-5,5 h (V) foi
descontado por meio da subtragdo deste volume no volume deslocado em fung¢ao do tempo (V;),
verificado em cada leitura do volume deslocado. Desta forma, o volume de metano produzido
(V) foi calculado pela equagao V,,, = V; — V.

Para avaliar o eventual efeito inibitério de cada antibidtico na produc¢io de metano foi
utilizado 150 mL de in6culo e 50 mL de vinhaca em todos dos experimentos. Um grupo
controle, sem a adi¢do de antibidtico, foi submetido ao teste de biodigestdo juntamente com
outros grupos contendo concentracdes conhecidas dos antibidticos em estudo. O volume de
metano produzido foi monitorado em fun¢ao do tempo, sendo que cada grupo foi estudado em
triplicata. As concentracOes de antibidticos estudadas foram definidas de acordo com a
concentracdo de uso na producao de etanol combustivel e estdo resumidas na Tabela 27. Neste
texto, serd utilizada a unidade de concentragdo ppm (parte por milhdo) pois esta € a unidade

utilizada nas bulas dos produtos a base de antibidticos empregados na producdo de etanol

combustivel.
Tabela 27 - Concentracdes de antibiéticos estudadas.
25ppm 1,0Oppm O0,5ppm 0,1 ppm 0,01 ppm 0,001 ppm
Controle S/A S/A S/A S/A S/A S/A
Penicilina X N.R. X X X X
Tetraciclina X X X N/R N/R N/R
Monensina X X X N/R N/R N/R

S/A = sem antibiético; N/R = ndo realizado
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3.3.2 Andlises Cromatograficas

O monitoramento da degradacao dos antibidticos ao longo do periodo de biodigestao foi
realizando empregando LC-MS/MS (método descrito na se¢do 1.3.5 com coluna Luna® fenil-

hexil) e extracdo por SALLE (método descrito na se¢do1.3.8.3) para o preparo de amostra.

3.4 Resultado e Discussoes

A vinhaga € um efluente com caracteristica dcida e elevada quantidade de matéria
organica, o que resulta em um efluente com uma elevada demanda quimica de oxigénio (DQO),
tendo sido encontrados valores de DQO na faixa de 1,2 a 51,0 g L' na literatura cientifica
(CHRISTOFOLETTT et al., 2013; FUESS; RODRIGUES; GARCIA, 2017; RIBAS et al.,
2009). A partir da caracterizacdo parcial da vinhaga utilizada neste estudo foi possivel verificar
o pH e a DQO, sendo respectivamente 4,8 e 36,6 g L. Os valores encontrados estio dentro da
faixa ja relatada por outros trabalhos na literatura.

O lodo (inéculo) utilizado neste trabalho foi caracterizado quanto ao pH, sé6lidos totais
(ST) e solidos volateis totais (SVT). O pH verificado foi de 8,1, valor adequado para os
microrganismos envolvidos na biodigestio anaerébia (SA; CAMMAROTA; FERREIRA-
LEITAO, 2014). Os valores obtidos para ST e SVT foram 11,2 + 0,1 ¢ 2,6 +0,3 g L'! (n=3),
respectivamente. A relagdo SVT/ST € uma medida indireta do quantitativo da biomassa ativa
presente em um lodo, sendo que o valor ideal para esta razao é um valor maior que 0,6 ou 60%.
Valores inferiores a 60% indica uma baixa populacdo de microrganismos no lodo. A razdo
SVT/ST verificada para o lodo utilizado foi 0,23 ou 23% indicando assim baixa quantidade de
biomassa ativa.

Apés a caracterizagdo parcial da vinhaga e do lodo, foi dado inicio aos estudos de
biodigestao. A quantidade de lodo e vinhaca utilizados resultou em um processo de biodigestao
de aproximadamente 15 h e uma relacdo de 4,8 gDQO/gSVT. Os resultados do teste preliminar,
no qual foram incubados em triplicata um sistema contendo 150 mL de lodo e 50 mL de vinhaca
e outro contendo somente 150 mL de lodo, podem ser vistos na Figura 57. Conforme
apresentado na Figura, nota-se que houve um deslocamento de volume de d4gua em ambos os
sistemas. No sistema contendo somente lodo foi verificado um deslocamento total de 55 mL.
Este volume pode ser atribuido a dois fatores. O primeiro pela producdo de CH4 pelo lodo via
endogenia (AQUINO et al., 2007) e o segundo pela pressurizacdo do sistema decorrente do

aumento da temperatura no reator (temperatura ambiente até 55 °C). No sistema contendo lodo
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e vinhaca foi verificado um deslocamento de 201 mL de dgua, sendo que a diferenca de 146

mL (201-55 = 146 mL) foi atribuida a produ¢do de CH4 devido a biodigestdao da vinhaca.

Figura 57 - Biodigestao preliminar: volume deslocado em func¢iao do tempo.
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Ap6s verificada a atividade do lodo e a duragdo da biodigestio no teste preliminar, foi

possivel definir os intervalos de leitura do volume deslocado e nova incubagdo foi realizada

com tempos de leitura inferiores a 1 h nas primeiras horas de experimento, até observar

diminui¢do da producdo de CHa. Neste caso foi possivel definir o Vo (volume de dgua deslocado

devido a pressurizacdo do sistema e a endogenia) para que o mesmo possa ser descontado do

volume total de d4gua deslocado e o volume de CH4 produzido possa ser obtido. Como exemplo

da definicao do Vo, temos a Figura 58.

Figura 58 - Defini¢iao do Vo, curva corrigida da producio de metano em funcao do tempo e taxa maxima

de produc¢io de metano.
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O Vy foi definido como o volume deslocado no tempo imediatamente anterior a segunda
regido de crescimento da curva Volume total deslocado vs Tempo. Com isso, foi possivel
subtrair o valor de Vy de todas as leituras de volume deslocado e construir a curva Volume de
metano vs Tempo, a qual foi utilizada para avaliar o impacto dos antibidticos na produgao de
metano. O impacto dos antibidticos na producdo de metano foi avaliado analisando o tempo
gasto pelo sistema para iniciar a produ¢cdo de metano (To) e a taxa maxima de produgdo de
metano em cada incubacao contendo os antibidticos. A taxa méaxima de producdo de metano
foi obtida conforme representado na Figura 58. Ambos os fatores avaliados estao relacionados
com a duragdo do processo de biodigestdo e sdo altamente afetados por agentes toxicos ao

Pprocesso.

3.4.1 Avaliacao da Inibi¢ao do Processo de Biodigestao por Antibidticos

Ap6s verificado o funcionamento do sistema montado (Figura 56) para a realizacao dos
testes de biodigestao, foi dado inicio aos estudos realizando sempre um conjunto controle (lodo
+ vinhaga) e outros trés conjuntos contendo antibidticos em diferentes concentracdes, sendo
que cada conjunto foi realizado em triplicata. Para a monensina e tetraciclina foi estudada a
faixa de 0,5 a 2,5 ppm de antibidticos. Ja para a penicilina foi estudada a faixa de 0,001 a 2,5
ppm.

O conjunto controle apresentou uma taxa maxima de producdo de metano de
154+12mL h! (resultado de 4 testes em dias distintos). Considerando o intervalo de
confianca (o = 0,05 e n = 4), valores fora da faixa de 14,2 a 16,5 mL h! foram associados ao
efeito da presenca do antibidtico em estudo na biodigestdao. A taxa maxima de produgao de
metano obtida para os conjuntos contendo diferentes antibidticos e em diferentes concentracdes

pode ser vista na Tabela 28.

Tabela 28 - Taxa maxima de producio de metano (mL h™') na auséncia e na presenca de diferentes
concentracées de antibiédticos.

Concentragdo (ppm) Monensina Tetraciclina Penicilina G
2,5 8,5mLh! 58mLh! Inibi¢do completa
1,0 11,2mLh"' 13,8 mLh -

0,5 125mLh! 14,0 mL h! 6,1 mL h'!

0,1 - - 54 mLh!
0,01 - - 12,0 mL h!
0,001 - - 16,3 mL h'!
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Como pode ser visto nesta tabela, todos os antibidticos estudados afetaram a taxa
méxima de producdo de metano, sendo que o efeito foi dependente da concentracdo do
antibidtico. Ente os antibidticos estudados, a monensina é conhecida pela inibi¢do de bactérias
produtoras de hidrogénio, formiato e acetato, levando a redu¢do da producdo de metano em
processo de biodigestao anaerdbia (SPIRITO et al., 2018). J4 a tetraciclina, é capaz de inibir a
metanogénese acetocldstica e o metabolismo do butirato (XIAO et al., 2021), o que também
contribui para a reducido na produ¢do de metano em processos anaerdbios.

Nos estudos de biodigestdo da vinhaca contendo monensina, as trés concentragdes
estudadas levaram a inibi¢do parcial da biodigestdo, sendo que a concentragdo mais baixa
estudada (0,5 ppm) ainda foi capaz de afetar negativamente a taxa mdxima de producdo de
metano. Resultado similar também foi verificado em outros trabalhos, nos quais foi verificada
inibicdo parcial da producdo de metano na biodigestdo de estrume suino e bovino devido a
monensina (ARIKAN et al., 2018; SPIRITO et al., 2018; THAVEESRI; BOUCNEAU;
VERSTRAETE, 1994), porém em condi¢des mesofilicas.

A tetraciclina foi capaz de promover grande inibicdo na concentracdo de 2,5 ppm,
porém, na concentragdo de 0,5 ppm pouca inibicdo foi observada. Na literatura, também ja foi
relatada a inibicdo da producdo de metano em processos de biodigestdo anaerdbia devido a
presenca de tetraciclina (CETECIOGLU et al., 2013; GARTISER et al., 2007, MASSE et al.,
2000; ZHANG et al., 2018).

Outro antibidtico estudado, a penicilina, apresentou os efeitos mais severos para a
biodigestao. Na concentracdo de 2,5 ppm foi observada inibi¢ao total, no periodo monitorado
(28,5 h). Mesmo a uma concentracdo de 0,01 ppm ainda foi capaz de diminuir a taxa de
producio méxima de metano para 12,0 mL h™'. A inibi¢do da producio de metano devido a
presenca de penicilina G também j4 foi verificada em outros processos de biodigestio (MASSE
et al., 2000).

Além da diminuicdo na taxa méixima de producdo de metano, outro efeito negativo
causado pelos antibiéticos foi o aumento do Ty. Isso se reflete no aumento do tempo inicial para
que o sistema inicie a produ¢ao de metano. O aumento do To ndo tem impacto direto em reatores
continuos ja em funcionamento, e sim em sistema em fase de adaptacao do lodo para o posterior
inicio da producdo de biogés. Entre os antibidticos estudados, a monensina foi capaz de atrasar
o inicio da producao de metano em aproximadamente 1 h nas concentra¢des de 2,5 e 1,0 ppm,
assim como a tetraciclina na concentracdo de 2,5 ppm. J4 a penicilina, levou a grande atraso no

inicio da produ¢do de metano, sendo 11,5 h na concentracdo de 0,5 ppm e 7,0 h na concentracao
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de 0,1 ppm. Os valores de Ty obtidos para os testes realizados podem ser vistos na Tabela 29 e

as curvas de Volume de metano vs Tempo obtidas em cada teste para a monensina, tetraciclina

e penicilina podem ser vistas na Figura 59, Figura 60 e Figura 61 respectivamente.

Tabela 29 - Tempo gasto pelo sistema para iniciar a produc¢io de metano (To) nas biodigestoes realizadas
sem antibié6ticos e com antibioticos.

Concentracio (ppm) Sem antibiético Monensina Tetraciclina Penicilina G

2,5
1,0
0,5
0,1
0,01
0,001

4,8 h
5,0h
5.5h
5,0h
45h
45h

5.5h
6,0 h
55h

5,5h Inibicdo completa

5,0h -

5.5h 16,5h
- 12,0 h
- 45h
- 45h

Figura 59 -Volume de metano produzido em func¢io do tempo para os estudos com monensina.
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Figura 60 - Volume de metano produzido em funcio do tempo para os estudos com tetraciclina.
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Figura 61 - Volume de metano produzido em funcio do tempo para os estudos com penicilina.
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Vale destacar, que o uso de antibidticos na produg¢do de etanol combustivel é feito
somente quando € detectada contamina¢@o de microrganismos que podem levar a diminui¢do
no rendimento da fermentacdo. Desta forma, um reator para producdo de biogds a partir da

vinhaca integrado a uma usina produtora de etanol estaria sujeito a vinhaga possivelmente
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contaminada com antibidtico de forma pontual. Este tipo de situacdo leva a dificuldade para a
obtencdo de lodos adaptados aos antibidticos e faz da metodologia empregada no estudo de

inibicao apropriada a investigacdo proposta.

3.4.2 Monitoramento dos antibidticos durante a biodigestao

Durante a realizac@o da biodigestao foi avaliada se o processo de biodigestao seria capaz
de promover a degradacao dos antibidticos estudados. Por meio do monitoramento da drea do
pico cromatografico para cada antibidtico durante a realizacdo da biodigestao (Figura 62) foi

possivel verificar a fracdo remanescente de cada antibidtico no final da biodigestao.

Figura 62 - Decaimento da area de pico cromatografico referente a cada antibiéticos durante a

biodigestao.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Como pode ser visto na Figura 62, 45% da monensina, inicialmente presente no reator,
ainda permaneceu ao final da biodigestdo. Este resultado mostra que a monensina € apenas
parcialmente degradada durante a biodigestdo, sendo que quase metade da quantidade inicial

ainda estava presente no meio biodigerido no final do processo. Este resultado estd de acordo
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com outros estudos de biodigestdo, como o realizado por Varel e colaboradores (VAREL et al.,
2012). Neste trabalho, foi verificado que uma parcela muito pequena da monensina era
degradada no final da biodigestao de esterco bovino. Desta forma, a conclusao dos autores foi
que a biodigestao mostrou-se ineficiente para a remog¢ao do antibidtico.

Para a tetraciclina, a fracdo remanescente apds o processo de biodigestao foi de 57%.
Estes nimeros indicam que o processo de biodigestdo ndo foi capaz de eliminar uma fragdo
significativa dos antibidticos presentes. Desta forma, assim como também foi verificado por
Zhang e colaboradores (ZHANG et al., 2018), a biodigestdao ndo representa um processo
promissor para a remoc¢ao deste antibidtico de uma possivel vinhaca contaminada.

Ja para a penicilina, foi verificada a degradacdo quase completa, restando menos de 1%
da quantidade inicialmente presente no processo de biodigestao ap6s 30 h. Porém, como visto
anteriormente, a penicilina se mostrou altamente téxica para o processo, indicando que a
biodigestdo anaerdbia também ndo representa um processo promissor para a remog¢do de

penicilina de uma vinhaga possivelmente contaminada.

3.5 Conclusio

Os estudos de biodigestao conduzidos na presenca e auséncia de antibidticos em diferentes
concentracdes permitiram verificar que os antibidticos estudados sdo capazes de inibir
parcialmente a produgdo de metano. A concentracdo mais baixa que levou a inibicao parcial da
producdo de metano foi 0,5 ppm para a monensina, 1,0 ppm para tetraciclina e 0,01 ppm para
a penicilina. Inibicao total foi verificada apenas para a penicilina na concentragdo de 2,5 ppm.
O monitoramento da fracdo remanescente de cada antibiético ao longo da biodigestao mostrou
que aproximadamente 50% da quantidade inicial da monensina e da tetraciclina ainda estavam
presentes no meio biodigerido. J4 para a penicilina, menos de 1% da quantidade inicialmente
adicionada no reator permaneceu ao final da biodigestdao. Tendo em vista a baixa degradacdo
da monensina e da tetraciclina e a elevada toxicidade da penicilina, os resultados alcancados
neste trabalho indicam que a biodigestdo anaerdbia de vinhaga contaminada com antibidticos
pode ser altamente prejudicada, levando a baixa producido de metano, ao aumento na duragdo

do processo e a baixa degradacdo dos antibidticos presentes.
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Conclusao Geral e Perspectivas Futuras

Os estudo realizados permitiram avaliar as técnicas de extracdo SPE, SALLE e SPE
on-line para a extragdo dos antibidticos em vinhaga, sendo a SPE on-line se mostrou a op¢ao
mais vantajosa devido a pouca manipulacdo das amostras e consequente maior frequéncia
analitica. Com o método analitico desenvolvido foi verificada a presen¢a de monensina em uma
das amostras de vinhaga analisadas, confirmando a hipétese de que a fertirrigacdo com vinhaca,
oriunda da producdo de etanol combustivel na qual foi feito o uso de antibiéticos, € uma fonte
de dispersao de antibidticos para no meio ambiente. As andlises realizadas nas amostras de 4gua
subterranea e solo de dreas sujeitas a fertirrigacdo nao detectaram contaminagao de antibidticos
nestas amostras. Porém, a abordagem de andlise de compostos suspeitos mostrou-se uma
ferramenta importante para a investigacdo do grau de contaminacdo das amostras analisadas,
pois foi possivel obter evidéncias de que a agricultura moderna € a principal fonte de
contaminacdo para as amostras de solo e dgua subterranea. Os resultados obtidos nos estudos
de biodigestdo anaerdbia evidenciaram que o uso de antibidticos na producdo de etanol
combustivel tem potencial para comprometer a produgdo de biogéds em sistemas integrados de
producdo de etanol e de biogds por biodigestao anaerdbia da vinhaca. Desta forma, fica claro a
necessidade da implementacdo de tecnologias alternativas ao uso de antibidticos para o controle
microbiolégico no processo produtivo de etanol combustivel.

Como perspectivas futuras relacionadas ao tema estudado neste trabalho, € possivel citar
a necessidade de estudos para a andlise de antibiéticos no material particulado da vinhaga. Com
isso, a andlise da fracdo liquida e do material em suspen¢ao permitird alcancar maior acuricia
com relacdo aos valores de concentracido detectados nesta matriz. Além disso, fica evidente a
necessidade da realizacao de estudos envolvendo programas de monitoramento de antibidticos
em vinhaga para dimensionar o possivel impacto da dispersao de antibiticos no meio ambiente
devido a fertirrigacdo. Com relacdo a biodigestdo, futuros estudos poderiam focar na
investigacdo das etapas da biodigestdo que sdo afetadas com a presenca dos diferentes
antibidticos utilizados na producdo de etanol, com o intuito de investigar 0s mecanismos
envolvidos na inibicdo. Além disso, o impacto de adi¢des pontuais de vinhaca contaminada
com antibidticos em reatores continuos em operacao para a biodigestdo da vinhaca também ¢é

algo que necessita de investigacao.
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