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RESUMO

A ocorréncia, o destino ¢ os efeitos dos farmacos em matrizes ambientais foram estudadas
recentemente. Destaca-se, dentre esses farmacos os antibidticos, sendo em esgotos, em aguas
de superficie e outras matrizes ambientais. Entre eles o sulfametoxazol (SMTX) e a
trimetoprima (TMP) estdo em concentra¢des nas grandezas de ng L™ e pg L. Nesse estudo
foi desenvolvido e validado um método analitico, utilizando extracao em fase solida online e
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas, para
determinagdo dos firmacos sulfametoxazol e trimetoprima em amostras de esgoto lab-made.
O método desenvolvido se mostrou eficiente na determinacdo dos compostos de interesse
tendo em vista os parametros de validacdo: seletividade, precisdo, limite de deteccao e
quantificacdo e linearidade. O método apresentou na faixa de concentra¢io de 75 a 500 ng L™
A andlise de variancia foi aplicada para comprovar linearidade e a verificagdo da falta de
ajuste do modelo matematico. Foram obtidos baixos limites de deteccao (LD) e quantificagdo
(LQ) iguais a 25 e 75 ng L para ambos os analitos, respectivamente. A precisio intra-dia foi
menor que 19% para ambos os compostos em todos os niveis de concentragdo. O método foi
aplicado para determinagdo desses analitos em amostras de afluente e efluente para avaliacao

da eficiéncia de remocgdo apos tratamento utilizando biorreator ABFSB.

Palavras-chave: Validagdo. SPE-online. Sulfametoxazol. Trimetoprima. Biorreator.



ABSTRACT

The occurrence, the destination and the effects of the drugs in environmental matrices has
been studied recently. It points out, among these drugs, the antibiotics in sewers, surface
waters and other environmental matrices. Amid them, the sulfamethoxazole (SMTX) and
trimethoprim (TMP) are in the magnitude of ng L ' and pg L . In this study it was developed
and validated an analytical method, using online extraction in solid phase and high efficiency
liquid chromatography attached on a mass spectrometer, to determinate the drugs SMTX and
TMP in samples of lab-made sewer. The developed method was effective to determine the
compositions of interest, bearing in mind the parameters of validation: selectivity, precision,
detection and quantification limit and linearity. The method showed 75 to 500 ng L of
concentration. The analyses of variance were applied to prove linearity and the lack of
verification in adjust of the mathematical model. It was obtained low limits between 25 e 75
ng L ' of detection (LD) and quantification (LQ) for both of the analytes, respectively. The
intra-dia precision was lower than 19% for both of the compounds in all levels of
concentration. The method was applied for the determination of these analytes in affluent and

effluent samples for evaluating the removal after treatment using ABFSB reactor.

Key-words: Validation. SPE-online. Sulfamethoxazole. Trimethoprim. Biorreactor.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1.1Principais rotas de lancamento de farmacos no meio ambiente, adaptado de (2)...12
Figura 3.1 Esquematizagdo do reator ABFSB, retirado de (14).......ccooceevenieniniiniinieenene 17
Figura 3.2 Reator ABSFB antes (a) € ap0s inoculagao (b). .....cocvveeiiienciieiiciieeeieeeiee e 18

Figura 3.3. Bomba adicional para carregamento da amostra no sistema de column switching e
SPE ONIINE. 1.ttt ettt ettt st e bt e et e st e et e e sateenbeenaeas 22

Figura 4.1 Acompanhamento da variagdo de pH do afluente e efluente do reator ABFSB
durante 0 temMPO e OPETACAD. ......evuvieriiieiiieiieeieeite et erieeete et e e bt e saeeebeesaaeesbeessneeseesaaeenne 26

Figura 4.2 Valores de DQO para afluente e efluente do reator ABFSB durante o tempo de
OPCTAGAO. .uvvreeuereeeereeeereeassreeaereeaeseeasseeaseeeassseessseeeassaesasseesanseesanseesnsseesnsseesnsseesnsseesnsseesns 27

Figura 4.3 Eficiéncia da remoc¢do de matéria organica do reator ABFSB durante o tempo de
18] 01S] 107 T TSRS 28

Figura 4.4 Curva da cinética de remog¢ao da matéria organica apos tratamento com ABFSB.

Figura 4.5 Cromatograma de ion total (TIC) de uma amostra de esgoto lab-made (afluente)
fortificado com padrdes de 250 ng L' de SMTX (tg=4,76 min) ¢ TMP (tz=4,92 min). ..29

Figura 4.6 Cromatograma de ion total (TIC) de uma amostra de esgoto lab-made (afluente)

fortificado com padrdo de 250 N L™ de SMTX. ......vuveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 30
Figura 4.7 Cromatograma de ion total (TIC) de uma amostra de esgoto lab-made (afluente)
fortificado com padrdo de 250 ng L™ de TMP..........ovoveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesesenes 30
Figura 4.8 Curva analitica para SMTX em afluente do reator ABFSB.........ccccooiiiiniininnenn. 31
Figura 4.9 Curva analitica para TMP em afluente do reator ABFSB. ......c..ccocoviiininninnnn. 32

Figura 4.10 Cromatograma do ion total (TIC) de uma amostra de afluente isenta dos analitos.

Figura 4.11 Curva da cinética de remogio do SMTX, em 200 ng L' , apos tratamento com
ABFSB. e ettt et sa et h et 35



LISTA DE TABELAS

Tabela 1.1 Resumo das concentracdoes de SMTX ¢ TMP detectados em matrizes ambientais,
AdAPLAO A (8). c.veeeeiieiieeii et ettt et e eaae e 13

Tabela 3.1 Composi¢ao do esgoto lab-made. ............ceceeriiiiiieniiiiieieceee e 19

Tabela 3.2 Volume de TMP utilizado nas fortificacoes do afluente em diferentes
concentragoes CStUAAAAS. ... ..cccuiiiieiiiiciie ettt et e e e eaaeeea 20

Tabela 3.3 Volume de SMTX utilizado nas fortificagdes do afluente em diferentes
concentracoes eStUAAAAS. ........eeiiiiiiiii i 20

Tabela 4.1 Parametros das equagdes das curvas analiticas para amostras de afluente e efluente
do 1€atOT ABESB. ... et 32

Tabela 4.2 Intervalo de precisdo intra-dias obtidos nos niveis de concentracao das curvas
ANALTEICAS. ..ottt et h et ettt ettt h e a et shteshe et enteshe et enee e 33



ABFSB
SMTX
TMP

LQ

LD

ETE
ANVISA
SPE
INMETRO
MS

LC

GC

UASB
TDH

DQO

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Anaerobic Biorreactor Fixed-structured Bed
Sulfametozaxol

Trimetoprima

Limite de Quantificag¢ao

Limite de Detecgao

Estacdo de Tratamento de Esgotos

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
Solid Phase Extraction

Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia
Espectrometria de Massas

Cromatografia Liquida

Cromatografia Gasosa

Upflow Anaerobic Sludge Blanket

Tempo de Detencao Hidraulica

Demanda Quimica de Oxigénio



SUMARIO

1 INTRODUCAO

2 OBJETIVOS

3 MATERIAIS E METODOS

3.1. Reatores

3.2. Esgoto lab-made

3.3. Antibioticos

3.4. Analises de Rotina

3.4.1.

Demanda Quimica de Oxigénio (DQO)

3.5. Monitoramento da Remoc¢ao de Antibidticos

3.6. Preparo de Amostra

3.7. Separagdo Analitica

3.8. Validagdo do Método

3.8.1.
3.8.2.
3.8.3.
3.84.

Seletividade
Calibragao e Linearidade
Limite de Detec¢ao e Quantificagdo

Precisao

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. pH

4.2. Remogao da matéria organica — Analise de DQO

4.3. Validagao

4.3.1.
4.3.2.
4.3.3.
4.3.4.

Seletividade
Calibragao e Linearidade
Limite de Quantificagdo e Detecgao

Precisao

4.4. Avaliacao da remocao dos antibidticos

4.4.1.
4.4.2.

Remocdo do SMTX
Remocao da TMP

5 CONCLUSAO

6 REFERENCIAS

11

16

17

17
18
19

20
20

21
21
23

23
23
24
24
24

26

26
27
29
29
30
33
33

34
34

35

37

38



11

1 INTRODUCAO

A agua ¢ um recurso natural relacionado a todos os aspectos da civilizagao humana, desde o
desenvolvimento agricola e industrial até valores culturais e religiosos arraigados na
sociedade. Assim, vé-se progressiva evolugdo nas exigéncias de qualidade da agua que
acompanham os avangos do conhecimento técnico e cientifico acerca do tratamento para
preservacao desta riqueza natural, de modo a se adequar aos padrdes definidos pelos 6rgaos

de satde e agéncias reguladoras.

Com relagdo aos poluentes organicos, recentemente tem se dado grande destaque ao
monitoramento de residuos de medicamentos em matrizes ambientais, principalmente
aquaticas, uma vez que sua presenca tem sido relatada mundialmente em efluentes de
Estacdes de Tratamento de Esgoto (ETEs), em aguas de superficie e até mesmo em solo e

agua potavel (1).

Os residuos de farmacos podem ter diversas vias de entrada no ambiente, como o langamento
direto de esgotos domésticos e efluentes rurais sem prévio tratamento ou mesmo tratado em
cursos de agua. Além disso, o efluente de industrias farmacéuticas ou de farmécias de
manipulagdo sdo outras importantes fontes para a entrada de farmacos no ambiente. A criagdo
de peixes dispde medicamentos diretamente no ambiente aquatico, € o reaproveitamento do
esterco animal para adubag¢do bem como o descarte de medicamentos vencidos em aterro

sanitarios contribuem para a entrada desses fairmacos no solo (2).
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Figura 1.1Principais rotas de lancamento de farmacos no meio ambiente, adaptado de (2).
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No entanto, a maior parte dos firmacos que chega as ETEs ¢ proveniente de excrecdo
metabolica apos prescricdo na medicina humana ou veterinaria, uma vez que a taxa de
excrecdo da dose administrada varia de 40% a 90% sem sofrer qualquer reacdo de
biotransformacao. Esses residuos entdo sdo, na maioria dos casos, submetidos a processos

convencionais de tratamento (3).

A ocorréncia de firmacos no meio ambiente pode causar efeitos adversos desregulacdao
endocrina, ecotoxicidade, genotoxicidade, resisténcia microbiana (4) em organismos
aquaticos e terrestres. De acordo com Halling-Sorensen et al. (5), alguns desses efeitos podem
ser observados mesmo quando firmacos estio em concentragdes na ordem de ng L. No
entanto, o destino e o comportamento dessas substancias no ambiente aquatico ndo estdo

totalmente elucidados.

Entre os géneros de farmacos, os antibioticos sdo agentes quimioterapéuticos que inibem ou
suprimem o crescimento de microorganismos, como fungos, bactérias e protozoarios. Nesse
sentido sua presenca em matrizes ambientais tem sido largamente discutida pela contribui¢ao
na selecdo de bactérias resistentes. Segundo Halling-Sorensen et al. (5), tal fato ¢ favorecido

mesmo em situagoes de baixas concentragdes.

As sulfonamidas sdo uma classe de agentes antimicrobianos que sdo consideravelmente

usadas em medicina humana e veterinaria (6), principalmente no tratamento de infec¢des
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urindrias, infec¢des no ouvido e bronquite (7). Sdo estruturalmente analogas ao acido p-amino
benzodico (PABA). Desta forma, em seu mecanismo de agdo, combatem as bactérias através
da competicdo com o PABA evitando o seu uso pela bactéria na sintese de acido folico o qual

por sua vez ¢ essencial na realizacao da sintese de acidos nucléicos pela bactéria.

Sulfametoxazol (SMTX) ¢ um medicamento da classe das sulfonamidas, sendo largamente
utilizada na terapéutica veterindria, pois apresenta um amplo espectro de agdo e um custo
relativamente baixo. Inibe competitivamente a enzima bacteriana diidropteroato sintetase
impedindo a sintese de folato. E comum que os medicamentos a base de sulfonamidas
consistam na associacdo de varios compostos e uma das combinagdes mais comuns ¢ na
proporgao de 5:1 de trimetoprima e sulfametoxazol, duas substancias com efeitos sinérgicos, e
uma baixa probabilidade de resisténcia bacteriana. Trimetoprima (TMP) liga-se
reversivelmente a enzima diidrofolato redutase bacteriana, inibindo a sua atividade e auxilia

também inibicdo da sintese do folato (6).

Entre os mais de trinta antibioticos relatados por Kemper (5), SMTX e a TMP estdo presentes
com concentragdes nas grandezas de ng L' e pg L. De acordo com Miranda et al. constatou-
se a resisténcia microbiana em uma espécie de Aeromonas sp isolada de ambientes aquaticos
mesmo nesses baixos niveis de concentragdo. A Tabela 1.1 apresenta um resumo das

concentracoes médias desses farmacos detectados no meio ambiente.

Tabela 1.1 Resumo das concentragdes de SMTX e TMP detectados em matrizes ambientais, adaptado

de (8).
Substancia ,Cf)ncentrago-es Condicoes Referéncia
medias no ambiente
30a85ng L Agua superficial/Alemanha 9
300 a 1500 ng L! Efluente de ETE/Alemanha 9
0,0060 a 0,15 pg L Agua natural/EUA 10
Sulfametoxazol | .
410 ng L” Agua de subsolo/Alemanha 11
0,40 ug L! Efluente de ETE/Alemanha 12
0,030 ug L Agua superficial/Alemanha 12
0,01320,15ug L™ Agua natural/EUA 10
) ] 0,32 20,66 pg L! Efluente de ETE/Alemanha 12
Trimetoprima :
25ug L’ Efluente de ETE/Alemanha 12

0,15 ug L Agua superficial/Alemanha 12
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O cenario nacional quanto aos servigos de saneamento basico ¢ deficiente, em que somente
55,2 % dos municipios brasileiros tém servigo de esgotamento sanitario por rede coletora
(13), somado a auséncia de regulamentacao para presenga de farmacos em aguas residudrias.
Além disso, as ETEs nao foram projetadas para a remo¢dao de farmacos e demais
micropoluentes presentes no esgoto, dessa forma as ETEs contribuem para o ciclo de
contaminagdo de matrizes ambientais com farmacos. Assim se faz necessario a busca por
métodos eficazes de tratamento, onde esses poluentes podem ser mineralizados ou

transformados em outros produtos que nao causem efeitos adversos ao ambiente.

Biorreatores anaerobios sdo utilizados em diversas ETEs das cidades do Estado de Sdo Paulo,
sendo essencial avaliar a possibilidade de remover de maneira eficiente farmacos. Esses
biorreatores apresentam diversas configuragdes que variam de acordo com sua aplicacdo.
Dentre elas, biorreator anaerdbio de leito fixo ordenado (ABFSB - Anaerobic Biorreactor
Fixed-structured Bed) ¢ uma configuracdo que vem ganhando destaque nos estudos do
tratamento de aguas residudrias. Este reator ja foi aplicado com grande sucesso para remog¢ao
de metais em esgoto (14) e na remog¢do simultdnea de sulfato em aguas residudrias ricas em

matéria organica (15).

A comunidade cientifica atual vem se empenhando no desenvolvimento de métodos analiticos
suficientemente sensiveis para determinagdo desses compostos em diversas matrizes ambientais.
Sendo que se destacam aquelas que empregam cromatografia liquida de alta eficiéncia (LC) ou
cromatografia gasosa (GC) pela sua capacidade separagdo dos analitos em relagdo aos
interferentes e artefatos da amostra. Associado a essa capacidade de separagdo, destaca-se o
acoplamento com espectrometros de massas (MS), detector que oferece seletividade, sensibilidade
e rapidez para as analises. O acoplamento entre GC-MS e LC-MS ainda foi melhorado com o
desenvolvimento de analisadores sequenciais (MS/MS), que aumentam ainda mais a seletividade

das analises bem como sua confiabilidade.

Nos ultimos anos tem se destacado o uso de sistemas de LC-MS/MS para determinacdo de
farmacos em matrizes ambientais uma vez que essa técnica permite analisar compostos

termolabéis que requerem etapas de derivatizacdo para usar GC-MS/MS.

O esgoto por ser caracterizado como uma matriz complexa e conter substincias que podem
interferir na quantificagdo dos analitos de interesse requer uma etapa de pré-tratamento adequado
das amostras para pré-concentrar e extrair estes compostos, encontrados frequentemente em

concentragdes muito baixas.
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A etapa de tratamento da amostra se apresenta como essencial nas estratégias de
desenvolvimento do método para garantir a qualidade dos dados, uma vez que tem como
fungdo isolar o analito de interesse presente na matriz, eliminar ou minimizar a interferéncia
de outros componentes e concentrar o analito que pode estar em baixas concentragdes.

Influenciando dessa maneira da seletividade e sensibilidade do método.

A técnica de extragdo em fase solida tem sido uma das ferramentas mais empregadas para a
extracdo e pré-concentracao de analitos presentes em matrizes complexas (8). No entanto, sua
configuragdo offline convencional e manual, ¢ um procedimento com muitas etapas e gasto de
tempo elevado para preparo das amostras. Assim a configuracdo on-line supera essas

limitagdes, mas se faz necessario equipamentos dedicados, arranjos de valvulas e bombas (7).

Para que o método analitico proposto e desenvolvido seja capaz de avaliar a eficiéncia do
tratamento aplicado, bem como, auxiliar a avaliar novos tratamentos propostos para mitigar o
impacto da presenca de antibidticos em daguas residudrias, € necessario garantir que as
medidas executadas no mesmo transcrevam resultados confiaveis e interpretaveis ao que se

aplica.

A validagdo de um método analitico se faz necessaria para qualificar as medi¢des quimicas
que fazem parte do desenvolvimento do método proposto, através de sua comparabilidade,
rastreabilidade e confiabilidade (16). Assim, um método ¢ considerado validado se estiver de
acordo com parametros estabelecidos por agéncias reguladoras, como ANVISA e INMETRO,
que visam discutir e assegurar a credibilidade das medidas executadas, tais como seletividade,

linearidade, limites de detec¢@o e quantificacdo e precisao.
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2 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho ¢ o de desenvolver e validar método analitico para determinagao de

SMTX e TMP em afluente e efluente de biorreator ABFSB usando LC-MS/MS.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1. Reator

O reator anaerobio de bancada AFBSB, o qual foi operado em um periodo total de 129 dias, ¢
caracterizado por um volume total de 2,0 L, 60 cm de comprimento ¢ 10 cm de didmetro
interno. Tais dimensdes, bem como a configuracdo e estrutura do reator, encontram-se

esbocadas na Figura 3.1 abaixo.

Figura 3.1 Esquematizagdo do reator ABFSB, retirado de (14).

Partes e Modulos
:[Eé. 1 — Entrada do Afluente
2 — Bomba peristaltica
ﬁ; 3 — Zona de mistura
4 — Cabegote
ﬁl_ 5 — Ponto de coleta ¢ purga de biogas

= 6 — Headspace
- ﬁ 0 B 7 -Saida do Efluente

8 — Meio suporte (leito ordenado)

Amost (7(15]"5"5
0 — Ponto de coleta inicial

A-G — Pontos de coleta longitudinais

— H - Ponto de coleta final

O meio suporte de inoculagio utilizado foi espuma de poliuretano cortada em aparas, de 50
cm de comprimento € 2,0 cm de largura, presas a um anel metalico interno do reator. De
modo que ap6s o alojamento de 6 aparas, o volume qtil total do reator ABFSB correspondesse

aldL.

O lodo usado no processo de inoculagdo foi proveniente de um reator anaerobio de manta de
lodo e escoamento ascendente (UASB) usado para tratar aguas residuarias de abatedouro de
aves, isento de antibidticos. O lodo foi processado usando liquidificador, em seguida, foi
introduzido contendo as aparas de poliuretano, mantendo em contato por cerca de 12 horas,
para a imobiliza¢cdo dos microrganismos nos intersticios da espuma. A Figura 3.2 a seguir

exibe o reator ABFSB antes e apds o processo de inoculagao.
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Figura 3.2 Reator ABSFB antes (a) e apos inoculagio (b).

O reator ABSFB foi mantido em temperatura controlada usando um banho-maria a 28°C. O
tempo de detencao hidraulica (TDH) de 12 horas foi adotado, por meio do ajuste da vazao de

bomba peristaltica.

3.2.Esgoto lab-made

O esgoto lab-made foi utilizado como substrato do consorcio microbiano presente no lodo,
mimetizando o esgoto sanitario doméstico, com concentragdo média de demanda quimica de
oxigénio (DQO) de 550 mg L' de O, e composigdo conforme Camiloti et al.(15), cuja
descricao ¢ apresentada na Tabela 3.1 a seguir, apds algumas adequagdes para corregdo do pH

e DQO deste afluente.
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Tabela 3.1 Composi¢ao do esgoto lab-made.

Componente Concentracio
Sacarose 72,8 mg L
Amido 148 mg L"!
Celulose 47,2 mg L'
Extrato de carne 230 mg L!
Oleo de soja 51,0 mg L!
Bicarbonato de s6dio (NaHCO3) 728 mg L!
Solugio de sais (NaCl, MgCly, CaCly) 1,00 mL L!
Tensoativo 15,0 mg L!

Esse esgoto lab-made foi usado para avaliar os parametros de validacdo do método.

3.3.Antibioticos

Estudaram-se os antibioticos SMTX e TMP, cujos padrdes puros, com alta pureza (maior que
98%), se encontravam inicialmente na forma de p6 (Sigma-Aldrich®). A partir dos quais
foram preparadas duas solu¢cdes em metanol de cada antibidtico separadamente, obtendo-se
concentragdes de 600 mg L' e 1000 mg L' para a solugio de TMP e SMTX,

respectivamente.

Ap0s se atingir o regime permanente no reator (momento em que a remocao da DQO ficou
constante), o esgoto lab-made passou a ser fortificado com os antibidticos em concentragdes
que variam de 200 a 800 ng L!. Para isso foi realizada uma nova diluigdo das solucdes
anteriores, obtendo-se concentra¢cdes de 50 mg L' e 20 mg L! para a TMP e SMTX,
respectivamente. Assim a cada concentragdo de antibidtico analisada usava-se um volume

distinto de solugdo para fortificar o afluente, conforme descrito nas tabelas abaixo.
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Tabela 3.2 Volume de TMP utilizado nas fortificagdes do afluente em diferentes concentragdes
estudadas.

Concentra¢io TMP (ng L'Y)  Volume (uL L)

200 28,0
400 56,0
800 112,0

Tabela 3.3 Volume de SMTX utilizado nas fortificagdes do afluente em diferentes concentragdes
estudadas.

Concentra¢io SMTX (ng L))  Volume (uL L)

200 70,0
400 140,0
800 210,0

3.4.Analises de Rotina

Para acompanhar o regime do reator ABFSB, bem como garantir que suas condi¢des nao
acometeriam o metabolismo dos microorganismos anaerobios, as amostras de afluente e
efluente foam analisadas conforme pH e demanda quimica de oxigénio (DQO) segundo o

Standard Method for the Examination of Water and Wastewater (17).

3.4.1. Demanda Quimica de Oxigénio (DQO)

A demanda quimica de oxigénio ¢ definida como a quantidade de um oxidante necessaria para
reagir completamente com a amostra em condi¢cdes controladas. Sendo a quantidade de

oxidante consumida expressa em termos da sua equivaléncia de oxigénio, ou seja, em mg O>

L.

A anélise das amostras foi realizada transferindo-se 2,5 mL das mesmas para tubos de ensaio
(considerando dilui¢des necessarias conforme intervalo da curva analitica), 1,0 mL da solugao

de digestdo e 3,5 mL da solucdo concentrada de acido sulfurico. Trabalhando em duplicata e
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preparando um branco substituindo o volume de amostra por dgua destilada, os tubos foram
devidamente vedados e transferidos para digestor, previamente aquecido a 150 °C durante um

periodo de 150 minutos.

Depois de completado o tempo de digestao os tubos foram resfriados para que fosse realizada
a leitura no espectrofotdmetro. A absorbancia utilizada foi a obtida em 615 nm e o valor de

absorbancia de cada amostra nesse comprimento de onda foi utilizado para o calculo da DQO.

Também ¢ interessante que apos a quantificagdo da matéria organica, em termos de DQO,
calcule-se a eficiéncia de remog¢dao da mesma, apos tratamento com o reator ABSFB,

utilizando a equagdo abaixo:

DQOafluente - DQOefluente

E (%) =
DQOafluente

x 100

Onde E ¢ a eficiéncia de remocdo em porcentagem, DQOafiuente € quantidade de matéria
organica presente no afluente e DQOefiuente € a quantidade de matéria organica presente no

efluente ap6s um TDH de 12 horas.

3.5.Monitoramento da Remoc¢ao de Antibidticos

O monitoramento da remog¢do dos antibidticos apoOs tratamento com o reator ABFSB foi
analisada usando cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas sequencial (LC-
MS/MS), com extragdo por fase solida online (SPE online-LC-MS/MS). Sendo necessaria
uma simples etapa de preparo da amostra com ajuste do pH da mesma para 3,0 a partir da

adigdo de acido formico 0,1%, seguido por filtragdo simples em membranas de 0,22 pm.

3.6.Preparo de Amostra

A extragdo em fase solida (SPE) tem sido o método mais usado no preparo de amostras de
matrizes ambientais, principalmente pelo pequeno volume de solvente necessario, sendo que a

configuragdo online usando sistema de comutagdo de colunas (column-switching) se mostra muito
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vantajosa devido a otimizagao das etapas e do tempo de processamento das amostras, porém faz-

se necessario uso de arranjos de valvulas e uma bomba peristaltica.

O preparo de amostra online foi realizado com uma coluna de SPE Oasis HLB, composta por
um copolimero poroso, o poli (divinil-benzeno—co-N-vinilpirrolidona), com uma capacidade

de adsor¢do de compostos hidrofilicos e lipofilicos simultaneamente.

O sistema de comutagdao de colunas (column-switching) usado no preparo de amostra, que
consiste de duas bombas de LC, sendo uma bomba (A) para carregamento da amostra e outra
bomba (B) para eluicao com gradiente. O column-switching foi realizado usando uma valvula

de duas posig¢des contendo seis portas € usado no modo backflush.

A amostra era introduzida um auto-amostrador, sendo injetados 100 pL da mesma, atingindo
a coluna de SPE bombeado por uma fase aquosa presente na bomba 1. Ao mesmo tempo, em
que a coluna analitica estava sendo condicionada pela fase movel presente na bomba 2. Apo6s
3,00 minutos, a valvula de column-switching muda de posi¢do (A para B) permitindo que os
analitos pré-concentrados na coluna de SPE fossem eluidos para a coluna analitica e o
detector (MS/MS) no sentido oposto do qual foi carregado na etapa de carregamento da

amostra. Tal sistema esta representado na Figura 3.3 a seguir.

Figura 3.3. Bomba adicional para carregamento da amostra no sistema de column switching e SPE
online.
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3.7.Separacao Analitica

A separacdo analitica foi feita usando um cromatografo a liquido Agilent 1200 contendo uma
bomba quartendria, um amostrador automatico ALS 1200 com capacidade de injecdo de 0,1 a
100 pL, um compartimento termostatizado para a coluna analitica (coluna C18 - Agilent 50 x
2,1 mm x 2,7 mm). Uma bomba bindria adicional foi usada para carregamento da amostra ao

utilizar o sistema de comutagdo de colunas ¢ SPE online.

O sistema contendo analisadores hibridos, sendo um quadrupolo e ion trap linear (QTRAP
3200) foi utilizado, tendo fonte turbo ion spray. Os parametros da fonte foram otimizados
usando sistema de injecdo em fluxo, sendo o curtain gas a 20 V, collision gas em nivel médio,
a temperatura da fonte de 650 °C, ion spray voltage de 5500 V, e a pressao dos gases na fonte

a 50 psi.

O QTRAP foi operado no modo positivo (ESI+) usando o modo SRM (selected reactions
monitoring) em que trés transicdes de SRM foram monitoradas para cada composto, sendo
duas transi¢des para fins de confirmacgdo e uma para quantificacdo (a que apresentou maior

intensidade).

A fase movel foi constituida de agua contendo 0,1% de 4cido férmico (A) e acetonitrila com
0,1% de 4cido formico (B), com vazdo de 0,6 mL min!. O gradiente de separacio e eluicdo
teve como inicio 95% de A e 5% de B, apos 3,5 min foi para 35% de A e 65% A
permanecendo por 7 min, sendo modificado para 10% de A e 90%, retorno aos 13,3 min para

95% A e 5%B. A corrida cromatografica teve um tempo de 13,3 min.

3.8.Validacao do Método

Os parametros analiticos avaliados no presente trabalho foram: seletividade, linearidade,

precisdo, limite de quantificacdo e limite de detecgao.
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3.8.1. Seletividade

A seletividade foi obtida comparando a analise da matriz isenta dos analitos (SMTX e TMP) e
da matriz fortificada com os mesmos. Os interferentes ndo podem eluir conjuntamente com

analitos em estudo.

3.8.2. Calibracao e Linearidade

A linearidade corresponde ao modelo matematico capaz de estabelecer proporcionalidade

entre a resposta instrumental € a concentragao da substancia de interesse.

Portant, tal figura de mérito foi avaliada pela fortificacdo das matrizes de esgoto lab-made
(afluente do reator ABFSB) e efluente do reator ABFSB com os analitos em 10 niveis de
concentragio diferentes (distribuidas entre a faixa de 75 ng L' e 500 ng L) e calculada
usando o método dos minimos quadrados. Padrdes internos isotopicamente marcados foram

usados para diminuir o efeito de matriz.

Os ajustes das curvas analiticas foram avaliados com base na anélise de variancia (ANOVA) e

o modelo linear foi testado usando calibracao ponderada.

3.8.3. Limite de Detecciao e Quantificacio

Limite de detec¢do (LD) ¢ a menor concentragdo do analito que pode ser detectada com grau
de confianga estipulado. O LD foi definido pela inje¢do da amostra de esgoto lab-made
fortificada, sendo a menor concentracao que forneceu um sinal de trés vezes maior do que o

ruido da linha de base ap6s a injegdo de uma amostra em branco do equipamento.

O limite de quantificacdo (LQ) corresponde a menor concentracdo do analito que pode
quantificada com precisao e exatidao. O LQ foi obtido pela injecdo de amostra de esgoto lab-
made fortificada, sendo a menor concentracdo que forneceu um sinal analitico dez vezes

maior do que o ruido da linha de base e ainda com precisdo inferior a 20%.
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3.8.4. Precisao

A precisdo representa a concordancia dos resultados entre ensaios independentes de uma

mesma amostra ou entre amostras semelhantes.

A precisdao intra-dias foi avaliada em todos os niveis de concentragdo da curva analitica

usando o esgoto lab-made isento dos analitos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. pH

A acidez ¢ um importante parametro para a digestdo anaerdbia, uma vez que a inibicao do
processo anaerobio por acidos graxos volateis esta associada ao pH. Deste modo os acidos
graxos volateis devem estar em equilibrio com a alcalinidade do meio e para a grande maioria
das bactérias. O pH otimo de crescimento se localiza na faixa entre 6,5 ¢ 7,5, porém as

variacdoes maximas e minimas estao entre pH de 4,0 a 9,0 (18).

Assim, na Figura 4.1 pode-se analisar a faixa de variacdo do pH do afluente e efluente do
reator ABFSB durante sua operacgdo, a qual correspondeu ao intervalo seguro sem promog¢ao
da faléncia do processo anaerdbio. Obteve-se, entdo, que a média de pH do afluente foi igual a

8,14 £ 0,17 e do efluente igual a 7,46 £ 0,30.

Figura 4.1 Acompanhamento da variacao de pH do afluente e efluente do reator ABFSB durante o
tempo de operagdo.
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4.2.Remocio da matéria organica — Analise de DQO

Uma vez que o proposito de se realizar um tratamento de esgotos sanitarios € utilizar um ou
mais processos capazes de reduzir seu teor de impurezas de tal modo que os produtos finais
possam ser reutilizados ou devolvidos ao meio ambiente, a andlise da eficiéncia de remogao
de matéria organica, em termos de DQO, certifica o desempenho do tratamento proposto pelo

uso do reator ABFSB.

Com a aplicacdo do método colorimétrico descrito anteriormente obteve-se, ao longo das
semanas de operacdo do reator, os valores descritos abaixo na Figura 4.2 de DQO para

amostras de afluente e efluente.

Figura 4.2 Valores de DQO para afluente ¢ efluente do reator ABFSB durante o tempo de operagio.
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Dessa maneira a DQO do afluente apresentou média igual a 572 + 26,9 mg O» L, se
aproximando da DQO tedrica para esgoto doméstico. E a DQO do efluente apresentou média

igual a 51,2+ 8,77 mg O L.

A fortificacdo do afluente com os antibioticos foi iniciada na 6* semana de operagao do reator
e ndo apresentou interferéncia na eficiéncia da remo¢ao da matéria organica, que se manteve

em média igual a 87,5%, o que pode ser observado na Figura 4.3.
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Figura 4.3 Eficiéncia da remogdo de matéria organica do reator ABFSB durante o tempo de operagao.
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Com base na amostragem do afluente e dos pontos amostradores intermediarios do reator, foi
possivel tragar o perfil cinético de remocao da matéria orgénica, o qual correspondeu a um
modelo de primeira ordem (R? de 0,91), com constante cinética de remogdo de 0,0947 h'!. A

Figura 4.4 apresenta remog¢ao da DQO em func¢ao do TDH.

Figura 4.4 Curva da cinética de remog¢ao da matéria organica apds tratamento com ABFSB.
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Uma vez que o LQ do método de DQO foi igual a 50 mg O, L', considerou-se essa
concentragdo como residual e assim foi possivel representar o modelo cinético através da

equagao a seguir:

C; = 50,0 + 420 - e~ 00947 TPH

4.3.Validagao

4.3.1. Seletividade

Segundo Ribani et al (16), a seletividade de um método instrumental de separacdo ¢ a
capacidade de avaliar, de forma inequivoca, as substidncias em exame na presenga de
componentes que podem interferir com a sua determina¢do em uma amostra complexa. De

forma a garantir que o pico de resposta corresponda exclusivamente ao composto de interesse.

A técnica utilizada nesse trabalho para quantificacdo dos compostos mostrou-se altamente

seletiva, ao usar SRM para analisar os compostos por MS/MS em alta resolucgao.

A seletividade ¢ obtida também pelos tempos de retencdo nos cromatogramas de ions das
espécies protonadas dos padrdes de ambos analitos. Para exemplificar a seletividade do

método os cromatogramas dos compostos estudados sdo apresentados nas Figuras 4.5 a 4.7.

Figura 4.5 Cromatograma de ion total (TIC) de uma amostra de esgoto lab-made (afluente) fortificado
com padrdes de 250 ng L' de SMTX (tg=4,76 min) e TMP (tg=4,92 min).
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Conforme mostra a Figura 4.5, ¢ possivel observar a distingdo entre os picos dos diferentes
compostos, que tiveram uma separacdo com resolucdo de 1,5, permitindo separd-los com
99,3% de eficiéncia. Esse resultado ¢ satisfatorio ja que os compostos apresentam alta
similaridade estrutural e a pesar de uma pequena coeluicdo, a distingdo entre as massas permite

a quantificacdo destes compostos por MS/MS.

Figura 4.6 Cromatograma de ion total (TIC) de uma amostra de esgoto lab-made (afluente) fortificado
com padrio de 250 ng L' de SMTX.
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Figura 4.7 Cromatograma de ion total (TIC) de uma amostra de esgoto lab-made (afluente) fortificado
com padrdo de 250 ng L' de TMP.
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4.3.2. Calibracao e Linearidade

Neste trabalho, a padronizagdo externa foi usada, ja4 que apresenta os dados puros de area
obtidos, para a quantificagdo dos compostos de interesse nas amostras de esgoto. Assim foram
realizadas injecoes de triplicatas dos padroes dos analitos nas concentragdes de 75, 100, 150,
200, 250, 300, 350, 400, 450 e 500 ng L' em afluente e afluente do reator ABFSB, para

obtencdo das curvas analiticas, que foram calculadas pelo método dos minimos quadrados.



31

Na Figura 4.5 abaixo ilustra-se a curva analitica que relaciona a concentracdo de SMTX em

afluente com as areas dos picos obtidos.

Figura 4.8 Curva analitica para SMTX em afluente do reator ABFSB.
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O mesmo procedimento foi realizado também para TMP e na Figura 4.6 abaixo ilustra-se a
curva analitica que relaciona a concentracdo de TMP em afluente com as areas dos picos

obtidos.
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Figura 4.9 Curva analitica para TMP em afluente do reator ABFSB.
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A linearidade foi avaliada com relagdo a falta de ajuste usando analise de varidncia. Houve
falta de ajuste significativa, principalmente para as concentragdes proximas ao LQ de ambos
os analitos. Dessa maneira, foi necessario aplicar calibragdo ponderada, tendo como

ponderagio testadas 1/x, 1/x?, 1/x%° e 1/y? para determinar o melhor modelo.

O afluente do reator ABFSB tanto para SMTX quanto para TMP apresentaram como
calibracdo ponderada 1/x. Enquanto para o efluente desse reator teve como calibragao
ponderada SMTX 1/y?> e TMP 1/x%. A escolha dos fatores de ponderacdo foi baseada no
menor erro relativo e também na menor soma dos residuos devendo ser inferior a 15% no

nivel do LQ.

A Tabela abaixo retine os parametros para construcao e calibracdo do modelo linear da curva

analitica para os antibioticos em afluente e efluente.

Tabela 4.1 Parametros das equagdes das curvas analiticas para amostras de afluente e efluente do
reator ABFSB.

Matriz | Antibiotico Ponderacdo Inclina¢do Intercepto

SMTX 1/x 1,62x10'  3,76x103
Afluente TMP 1/x 1,69x10t  1,37x10?
SMTX 1/y? 3,43x10"  7,41x10?

Efluente TMP 1/x? 1,19x10"  2,93x10?
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4.3.3. Limite de Quantificacao e Detec¢cao

Como descrito anteriormente, item 3.8.3, o LD e o LQ foram estipulados conforme a relagao
do sinal de uma amostra com o ruido do equipamento apresentado ao se injetar um branco,

como mostra a Figura 4.10 a seguir.

Figura 4.10 Cromatograma do ion total (TIC) de uma amostra de afluente isenta dos analitos.
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Dessa maneira os limites de deteccdo e quantificagcdo do método obtidos para ambos os

analitos foram iguais a 25 e 75 ng L™!, respectivamente.

4.3.4. Precisao

Neste estudo, foram utilizados testes de repetibilidade para verificar a precisao do método. As
amostras foram injetadas pelo mesmo analista, no mesmo instrumento, sem alteracdo das
condi¢des de analise, entre intervalo de tempo. A Tabela 4.2 mostra os intervalos da precisao

intra-dias obtidas para os analitos nas amostras de afluente e efluente.

Tabela 4.2 Intervalo de precisdo intra-dias obtidos nos niveis de concentrag@o das curvas analiticas.

Matriz | Antibiotico T recisao intra-dias
(%)
Auene|  SMTX 0.77 2 6.9
TMP 2.8a7.9
fuent|  SMTX 14219
TMP 1.1a5.0
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De acordo com os critérios da ANVISA (19) para métodos bioanaliticos, a precisdo deve
admitir valores menores ou iguais a 20%. Assim por meio dos resultados obtidos indicam que
a metodologia apresenta adequada repetibilidade, visto que os valores de precisao intra-dias

avaliada foram de no maximo 7,9%.

4.4.Avaliacdo da remocao dos antibioticos

A adi¢do dos antibioticos no afluente do reator ABFSB foi iniciada na 6* semana, quando a
remocdo da matéria organica permaneceu constante, e entdo foram coletadas amostras apos
completar o TDH de 12 horas para analisar o comportamento da remogao apds supostamente o

antibidtico comecar a ser detectado no efluente.

Em virtude de problemas relacionados ao equipamento de LC-MS/MS apenas foram completados

0s ensaios com os antibidticos nas concentragdes de 200 ng L.

4.4.1. Remoc¢iao do SMTX

A concentragido média do SMTX no afluente foi igual de 259 + 22,1 ng L' e no efluente de
23,1 £3,68 ng L'!, o que resulta em uma eficiéncia de remog¢io média de 81,6%. Ao analisar
os valores, percebe-se que hd uma variacao significativa nas concentragdes de afluente, isso se
deve a degradagdo que ocorreu nas solugdes estoque de SMTX e TMP, problemas esses ja
foram corrigidos para os proximos ensaios. Além de que devido essa concentracdo ser
extremamente baixa, erros nos processos de pipetagem comprometem a concentragio

determinada no afluente e efluente.

Com base na amostragem do afluente e dos pontos amostradores intermediarios do reator, foi
possivel tragar o perfil cinético de remog¢ao do SMTX. A Figura 4.6 apresenta o modelo de
melhor ajuste para a remo¢ao do SMTX em funcdo do TDH, o qual respondeu a um modelo
de primeira ordem com ajuste de R? de 0,987 e constante cinética de remocio do antibidtico

igual 2 0,413 h'!.
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Figura 4.11 Curva da cinética de remogdo do SMTX, em 200 ng L', ap6s tratamento com ABFSB.
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Uma vez que o LDetecgdo do método de SPE online-LC-MS/MS foi igual a 25 ng L,
considerou-se essa concentracdo como residual e assim foi possivel representar o modelo

cinético através da equagdo a seguir:
C, = 25,0+ 223" o ~0413TDH

Através desse modelo pode-se observar que ha um grande decaimento da concentra¢do do
SMTX no primeiro ponto do reator, correspondente a TDH de 4h, permitindo reduzir o TDH

e manter a remoc¢ao do antibiotico em um tempo reduzido de operacao.

4.4.2. Remoc¢iao da TMP

A concentracio média de TMP no afluente foi igual a 205 + 8,53 ng L', apds solucdo da

degradacdo das solugdes em estoque do antibiotico.

Trabalhando na concentragio de fortificagio de 200 ng L', a TMP estd apresentando para
esse reator uma remoc¢ao de 100%. Em virtude dessa alta eficiéncia de remocdo, quando
realizados os perfis cinéticos verificou-se que ja no primeiro ponto do reator, que corresponde

a TDH de 4 horas, ndo era possivel quantificar a TMP conforme LQ. Dessa maneira, para essa
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concentragdo nao foi possivel estipular a cinética de remog¢ao. Sendo necessario acompanhar o
perfil de remocgdo ao se aumentar a concentracio no afluente para 400 e 800 ng L, etapas

futuras do presente projeto.
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5 CONCLUSAO

Foi desenvolvido e aplicado método analitico para determinacdo e monitoragdo de
sulfametoxazol e trimetoprima, em afluente e efluente de biorreator anaerdbio de leito fixo
ordenado. O método desenvolveu extracdo em fase so6lida online e subsequente analise

utilizando LC-MS/MS e sistema de column switching para analise direta.

O método mostrou-se eficiente na determinacao dos analitos de interesse tendo em vista os
parametros de validagdo: linearidade, seletividade, limite de deteccao e quantificacdo e
precisdo. A fase do SPE HLB apresentou seletividade suficiente para pré-concentrar e extrair
todos analitos presentes no esgoto lab-made. A etapa do preparo de amostra foi simplificada

para ajuste de pH e filtracdo.

Dessa maneira o método foi aplicado para determinagdo dos compostos em amostras de
efluente e afluente do reator ABFSB para avaliagdo da eficiéncia de remocgao deste tratamento
colocado sobre hipdtese. Assim, foi verificado que o reator ABFSB apresentou consideravel
eficiéncia de remoc¢ao do SMTX e TMP trabalhando com o TDH de 12 horas na concentragao
de 200 ng L'l, levando a uma eficiéncia média de 81,6% e 100%, respectivamente. Sendo tais

resultados sdo satisfatorios quando comparado a outras tecnologias utilizadas em ETE.

Ainda pretende-se avaliar este tratamento quando a concentracdo de SMTX e TMP for
aumentada a 400 e 800 ng L', verificando se ocorre mudanca na cinética de remogéo ou se ha

inibicao da atividade microbiana.
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