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Resumo

Ha mais de quatro décadas que os antibidticos sao utilizados de forma massiva na medicina
humana e veterinaria para o tratamento de doencas infeciosas provocadas por diversos
microrganismos. No entanto estes farmacos tém baixos tempos de residéncia nos organismos e sao
excretados para o meio ambiente tanto na forma de metabolitos como na sua forma parental,
contaminando aguas e solos. Os niveis de concentracao destes compostos tém vindo a aumentar
cada vez mais tornando-se uma grande preocupacao para a comunidade cientifica e, por isso, tem

vindo a crescer o nimero de estudos realizados neste tema.

A primeira parte o deste trabalho foi otimizar o método de extracao QUEChERS para a
determinacao e quantificacao de trés antibioticos - a sulfametoxazol, o cloranfenicol e metronidazol
- farmacos que sao ou foram, até ao momento muito utilizados para o tratamento de humanos e
animais. Todas as amostras foram analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
com detetor de arranjo de diodos (DAD). Primeiramente foram testadas diversas condicoes como
diferentes solventes de extracao, diferentes tempos de agitacao na fase extrativa e de clean-up,
presenca ou auséncia do banho de utrassons, entre outras. Apds esta fase considerou-se que as
condicoes 6timas para este trabalho foram, como solvente de extracao uma solucao com acetonitrilo
e metanol nas mesmas proporcdes, baixo tempo de agitacao, a presenca de um banho de ultrassons
e como adsorventes de limpeza da amostra o PSA e o Cqg. Neste ensaio obtiveram-se recuperacées
médias de cerca de 58% para o metronidazol, 30% para a sulfametoxazol e de 54% para o

cloranfenicol.

A segunda parte deste estudo constituiu na validacao do método analitico desenvolvido. As
curvas de calibracao respeitaram todos os parametros para serem consideradas validas. A precisao
do método foi avaliada pela repetibilidade (4,4 - 9,0%) e pela precisao intermédia (4,3 - 9,0%). As

recuperacoes dos antibioticos em estudo, na amostra de solo usada, variaram entre 39 e 72%.

Com este trabalho foi possivel concluir que o método de extracao QUEChERS é apropriado
para a determinacao e quantificacao de antibiéticos no solo. Um método simples, rapido, de baixo
custo, preciso e exato na analise dos trés antibioticos. No entanto é importante que esta tematica
continue a ser estudada pois existem um grande leque de fatores que podem influenciar os

resultados que ainda nao foram estudados.

E de extrema importancia que as instituicdes governamentais apliquem medidas com o
intuito de diminuir a presenca dos antibioticos no meio ambiente para combater o percurso para o
qual a sociedade se encaminha neste momento, que é para uma era pré-antibiético, onde uma

simples infecao pode causar a morte de um ser vivo.

Palavras Chave: antibioticos; medicina humana; medicina veterinaria; extracao QUEChERS; HPLC-

DAD; resisténcia microbiana; ambiente; solos.






Abstract

For more than four decades that antibiotics are used in massive form in human and
veterinary medicine for the treatment of infectious diseases caused by various microorganisms.
However, these drugs have low residence times in organisms and are excreted into the environment
both in the form of metabolites such as parental form, contaminating water and soil. The
concentration levels of these compounds have been growing becoming a major concern to the

scientific community and, therefore, has been growing the number of studies on this topic.

The first part of this work was to optimize the QUEChERS extraction method for
determination and quantification of three antibiotics - the sulfamethoxazole, chloramphenicol and
metronidazole - drugs that are or have been, so far widely used for the treatment of humans and
animals. All samples were analyzed by high performance liquid chromatography (HPLC) with
detector of diodes arrangement (DAD). First were tested various conditions as different extraction
solvents, different times of unrest in extractive and clean-up phase, presence or absence of the
utrassons bath, among others. After this stage it was considered that the optimum conditions for
this work were, as extraction solvente, a solution with acetonitrile and methanol in the same
proportions, low time of agitation, the presence of a ultrasound bath and as adsorbents sample
cleaning the PSA and the C18. This assay obtained average recoveries of approximately 58% to

metronidazole, 30% to sulfamethoxazol and 54% to chloramphenicol

The second part of this study has been on analytical method validation developed.
Calibration curves respected all the parameters to be considered valid. The precision of the method
was evaluated for repeatability (4.4-9.0%) and intermediate precision (4.3-9.0%). Recoveries of

antibiotics, in the sample of soil used, varied between 39 and 72%.

With this work it was possible to conclude that the extraction QUEChERS method is suitable
for the determination and quantification of antibiotics in the soil. A simple, fast, low cost, accurate
and precise analysis of three antibiotics. However it is important that this issue should continue to
be studied as there are a wide range of factors that can influence the results that have not yet been
studied.

It is extremely important that government institutions apply measures in order to decrease
the presence of antibiotics in the environment to combat the route for which the society is heading
right now, which is to an era without antibiotics where a simple infection can cause the death of a

living being.
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a

b
COct
Cs
Cw
Kd
KOC
Kow
PKa
S/N
Sa
Sb
tSa
tsp

Declive da curva de calibracao

Intercecao da curva de calibracao
Concentracao de contaminante em octanol
Concentracao de contaminante no solo
Concentracao de contaminante em agua
Coeficiente de distribuicao

Coeficiente de particdo carbono organico-agua
Coeficiente de particao octanol-agua
Constante de dissociacao acida

Signal-to-noise ratio (em portugués, racio sinal-ruido)
Desvio-padrao do declive

Desvio-padrao da intercecao

Intervalo de confianca do declive

Intervalo de confianca da intercecao

Lista de Siglas

ACN
APA
Cis
CAP
DAD
DDD
DGAV
DGV
DHD
dSPE
ECDC
EDTA
ESI
ETAR
EU
EUA
FDA
HLB
HPLC

LC

LOD

LOQ
mAU
Mcllvaine
MeOH
METRO
MIP

MS

Na,Cit

Acetonitrilo

Agéncia Portuguesa do Ambiente

Octadecyl bonded silica

Cloranfenicol

Diode array detector (em portugués, detetor de arranjo de diodos)
Dose Diaria Definida

Direcao Geral de Alimentacao e Veterinaria

Direcao Geral de Veterinaria

Dose Diaria definida por 1000 habitantes/dia

Dispersive solid phase extraction (em portugués, mico-extracao em fase solida)
European Centre for Disease Prevention and Control

Acido etilenodiamino tetra-acético

Electrospray ionization (em portugués, ionizacao electrospray)
Estacdo de Tratamento de Aguas Residuais

Uniao Europeia

Estados Unidos da América

Food and Drugs Administration

Hydrophilic-lipophilic balance

High-performance liquid chromatography (em portugués, cromatografia liquida de
alta eficiéncia)

Liquid chromatography (em portugués, cromatografia liquida)
Limit of detection (em portugués, limite de detecao)

Limit of quantification (em portugués, limite de quantificacao)
Mili arbitrary unit

Tampdo composto por hidrogeno fosfato dissédico e dcido citrico
Metanol

Metronidazol

Molecularly imprinted polymers

Mass spectrometry (em portugués, espetrometria de massa)
Citrato dissodico
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Na;EDTA  Acido etilenodiamino tetra-acético dissodico

NaCit Citrato de sodio

ND No detection

NQ Not quantifiable

OMS Organizacao Mundial da Saude
pKa Constante de acidez

PSA Primary secondary amine
PTFE Politetrafluoretileno

QUECHhERS Quick, easy, cheap, effective, rugged and safe

R Coeficiente de correlacao
RSD Relative Standard derivation (em portugués, desvio - padrao relativo)
SPE Solid phase extraction (em portugués, extracao em fase sélida)

SULFA Sulfametoxazol
TCA Acido tricloroacético
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1 Enquadramento

Doencas infeciosas foram a principal causa de morte em todo mundo no inicio do século XX.
Atualmente sao consideradas como a segunda principal causa de morte nos paises em
desenvolvimento, no caso dos paises desenvolvidos encontra-se classificada em terceiro lugar. Por
este motivo, ha mais de 50 anos que produtos naturais tém sido usados no combate de infecoes
provocadas por bactérias e fungos. Metabolitos de certos microrganismos e plantas permitiram que
a esperanca média de vida passasse para o dobro ao longo do século passado, revolucionando a

medicina (Demain 2009).

Atualmente, os antibidticos, naturais ou sintéticos, sao usados para o tratamento de seres
humanos e animais para combater doencas infeciosas, pois estes sao farmacos bastante eficientes
mesmo em baixas concentracdes, no entanto, o seu tempo de residéncia no organismo é baixo,
sendo excretados do organismo maioritariamente na sua forma parental ou na forma de metabolitos.
(Thiele-Bruhn 2003).

0 consumo de antibioticos em todo o mundo tem vindo a aumentar de forma preocupante,
entre 2000 e 2010 este aumentou mais de 30%, e a classe de antibioticos mais consumida foram as
penicilinas de largo-espectro. Os trés paises mais consumidores, em 2010, foram a india, China e
EUA. Relativamente a situacdo Portuguesa, durante varios anos o consumo destes farmacos
encontrou-se acima da média europeia, no entanto, desde 2013 este comportamento inverteu-se,
estando sempre abaixo da média da EU. Tal como a nivel mundial, as penicilinas foram a classe mais
consumida em Portugal, em 2012, representando 55% do consumo total no pais (CDDEP 2015;

European Centre for Disease Prevention and Control 2014; Van Boeckel et al. 2014).

Com o uso indevido dos antibidticos surgiram dois principais problemas: (i) um aumento da
resisténcia aos antibioticos por parte de microrganismos patogénicos, provocando um grave
problema para a saude publica, pois, infecoes que a priori eram de facil tratamento podem tornar-
se intrataveis; (ii) a contaminacao do meio ambiente com este tipo de farmacos, que de certa forma
contribui para o aumento do fenomeno de resisténcia, provocando alteracdes nas comunidades
microbianas, com a morte das bactérias nao resistentes e a transferéncia de genes de resisténcia

para microrganismos patogénicos (Kemper 2008; Thiele-Bruhn 2003).

Ultimamente a ocorréncia de antibioticos tanto no meio aquatico como no meio terrestre
tem sido estudada, no entanto, nos solos estes estudos sao mais escassos embora, recentemente,
tenham-se observado elevadas concentracées neste meio devido, essencialmente a aplicacao de
fertilizantes contaminados com estes farmacos e devido ao elevado uso de antibidticos na criacao
de animais para consumo humano (Jechalke et al. 2014). Pelos motivos referidos, cada vez mais
aumenta a importancia de reduzir o consumo destes farmacos e surgem paises a apresentar normas

que limitem a emissao destes compostos para o meio ambiente.
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2 Introducao

2.1 Antibiéticos na Saude Humana

2.1.1 Revisao histérica

As doencas infeciosas foram a principal causa de morte em todo mundo no inicio do século
XX, no entanto, ha mais de 50 anos que os produtos naturais tém sido usados no combate de infecoes
provocadas por bactérias e fungos. A descoberta da acao seletiva de certos metabolitos secundarios
produzidos por microrganismos sobre bactérias patogénicas e fungos determinou o inicio da era dos
antibioticos. O primeiro antibiético clinicamente Gtil foi descoberto por Alexander Fleming em 1928,
metabolito produzido pelo fungo Penicillium notatum. No entanto, s6 15 anos depois foi possivel
realizar a sua purificacao, isolamento e estudo da estrutura quimica. Este trabalho foi realizado por
Howard Florey, Norman Heatley, Ernst Chain, e Edward Abraham na Universidade de Oxford (Demain
2009).

A descoberta dos antibidticos, Arsfenamina, Sulfamidocrisiodina e a penicilina, foram
exemplos para trabalhos futuros nesta area de estudo. Os passos seguidos por outros investigadores
resultaram no aparecimento de um grande niumero de novos antibidticos. O periodo compreendido
entre 1950 e 1970 foi considerado a era de ouro da descoberta de novas classes de antibioticos.

Desde entao nao foram descobertos novos grupos destes farmacos (Aminov 2010).

Resisténcia a
fluoroquinolona

transimissivel

1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000
Primordial Ouro Farmacologia Bioquimica Alvo HTS Estudo
Genoma

Figura 1 - Barra cronoldgica da descoberta dos antibidticos e surgimento da resisténcia a estes fdrmacos
(adaptado de Davies and Davies 2010).

Descrevendo de forma resumida a cronologia apresentada, Figura 1, apenas em 1940 foi
realizado a purificacao e isolamento da penicilina como referido anteriormente. Nos anos 40 surgiu
a era primordial dos antibidticos com a descoberta das sulfonamidas para quimioterapia. A época
de ouro inicia-se em 1950, onde sdo descobertos a maioria dos antibioticos conhecidos e usados
atualmente. Nos anos 60 foram realizados estudos que permitissem entender e melhorar o uso de

antibioticos ao nivel da dosagem e administracao, também foram detetados os primeiros fendmenos
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de resisténcia. No periodo de 1970 a 1990, foram realizados estudos bioquimicos com o objetivo de
compreender as reacdes bioquimicas e mecanismos de resisténcia, estudos genéticos em que o
principal alvo foi projetar novos compostos e por fim a realizacao de uma metodologia de
sequenciamento do genoma para prever os principais alvos para a incorporacao de testes de rastreio

de resisténcia (Davies and Davies 2010).
2.1.2 Padrdes de Consumo

Como referido anteriormente, os antibiéticos possibilitaram a reducao da mortalidade por
doencas infeciosas comuns e, desde a sua descoberta, tornaram-se essenciais em intervencoes
médicas (Laxminarayan et al. 2013; Martinez 2009). No entanto, o aparecimento de microrganismos
multirresistentes a antibioticos tanto na comunidade humana como animal tornou-se uma
preocupacao a nivel mundial (WHO 2015). Por este motivo, é importante perceber as tendéncias
espaciais e temporais no consumo de antibioticos para prever novas ameacas de infecées multi-

resistentes (Van Boeckel et al. 2014).

Em todo mundo, entre 2000 e 2010, o consumo global de antibioticos aumentou mais de 30%,
de aproximadamente 50 mil milhées de unidades standard em 2000 para mais de 70 mil milhées no
ano de 2010. (Unidades Standard (SU), unidade de volume definida IMS Health Incorporated; é uma
medida de volume padrao baseada na menor dose detetavel administrada a um paciente,

dependente do formato do farmaco (comprimido, ampola)) (CDDEP 2015; Van Boeckel et al. 2014).
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Figura 2 - Consumo mundial de antibiéticos por classe no ano 2000 e 2010 (adaptado Van Boeckel et al. 2014)
Como é possivel observar na Figura 2, as cefalosporinas e as penicilinas de largo-espectro
representam 55% do total de antibioticos consumidos a nivel mundial em 2010, um aumento de 41%

relativamente a 2000. Os maiores consumidores de antibidticos em todo o mundo em 2010 foram a




Avaliacdo do método de extracdo QUEChERS para a quantificacdo de antibioticos nos solos

india, China e EUA, por ordem de maior consumo, no entanto, o maior consumidor per capita foi os

EUA, sendo administradas vinte e duas SU por pessoa (CDDEP 2015; Van Boeckel et al. 2014).

Abordando o caso portugués, o consumo de antibioticos pela comunidade durante varios
anos manteve-se acima dos valores médios registados na Europa, apesar da tendéncia decrescente
estabelecida desde 2006 (Direcao-Geral da Saude 2016). Segundo a European Centre for Disease
Prevention and Control (ECDC), em 2012, Portugal encontrava-se em nono lugar, de trinta paises

europeus, com maior consumo de antibidticos.
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Figura 3 - Representacdo grdfica comparativa do consumo de antibioticos na comunidade em Portugal e na Uniéo
Europeia (Direcao-Geral da Saude 2016)

Entre 2011 e 2014 foi possivel observar um decréscimo do consumo de antibidticos em
Portugal, comportamento contrario ao observado na EU, onde se visualizou um crescimento no

consumo destes farmacos (Figura 3).

Como ja foi referido, a nivel de mundial a classe de antibidticos mais consumida sao as
penicilinas, pertencentes a classe dos beta-lactamicos, em Portugal esta tendéncia verifica-se
representando 55% do total de antimicrobianos consumidos (Figura 4). A segunda classe de
antibioticos mais consumidos sao os macrolideos (European Centre for Disease Prevention and
Control 2014).
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Figura 4 - Principais classes de antibidticos consumidos em Portugal no ano de 2012 (European Centre for Disease
Prevention and Control 2014)

2.2 Antibiéticos na Veterinaria

2.2.1 Revisao Historica

Os antibioticos veterinarios sao administrados em animais como procedimento terapéutico,
com os principais objetivos: prevencao e controle de doencas e promocao do seu crescimento (Tasho
and Cho 2016). Em 1951, nos Estados Unidos da América (EUA) a FDA, Food and Drug Administration,
aprovou o uso destes medicamentos como aditivos em racao animal sem prescricao veterinaria e
nos anos subsequentes, cada estado europeu aprovou as suas regulacées nacionais relativamente ao
uso de antibioticos na alimentacao animal. O uso destes foi permitido nos estados membros da Uniao

Europeia (UE) durante os ultimos 50 anos (Castanon 2007).

0 efeito promotor de crescimento provocado pelos antibioticos foi descoberto na década de
1940 por Moore et al. 1946 e Jukes et al. 1950. Nestes estudos observou-se uma impulsao no
crescimento de animais que foram alimentados com racées que continham micélio de Streptomyces
aureofaciens contaminado com residuos de clortetraciclina. O mecanismo de acao destes farmacos
como promotores de crescimento encontra-se relacionado com a comunidade microbiana intestinal
(Castanon 2007; Dibner and Richards 2005).

Em 1951 surge um dos primeiros relatorios sobre resisténcia a antibidticos na producao de
animais realizado por Starr and Reynolds. Outros investigadores relataram a presenca de resisténcia
a tetraciclina em frangos quando alimentados com racées com promotores de crescimento (Dibner
and Richards 2005).

Os fendmenos de resisténcia em animais que foram relatados ao longo dos anos e a
ocorréncia de transmissao de genes de resisténcia entre a microbiota animal e humana levou a UE
a impedir o uso de antibioticos como promotores de crescimento a partir de 1 de janeiro de 2016
(Castanon 2007).
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2.2.2 Padrbes de consumo

0 consumo global de antibidticos na producao de animais foi de aproximadamente sessenta e
trés mil toneladas no ano de 2010. As projecoes indicam que este valor pode crescer até 67% em
2030, representando uma quantidade de mais de cento e cinco mil toneladas de antibioticos
consumidos. Cerca de dois tercos deste crescimento global deve-se ao aumento do numero de

animais produzidos para producao de alimentos de origem animal (Van Boeckel et al. 2015).

Em 2010, os cinco paises com maiores cotas de consumo de antimicrobianos no mundo foram
a China, EUA, Brasil, india e Alemanha. Segundo as projecdes para 2030, os maiores consumidores
serdo a China, EUA, Brasil, india e México (Figura 5) (Van Boeckel et al. 2015).
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Figura 5 - Principais consumidores de antibioticos para a producdo de produtos de origem animal no mundo, em
2010 e projecoes para 2030 (CDDEP 2015 baseado Van Boeckel et al. 2014)

A nivel europeu, durante o ano 2013 foram consumidos no total mais de oito mil toneladas
de antibioticos para a producao de artigos de origem animal. Os trés maiores consumidores europeus
destes farmacos a nivel veterinario sao primeiramente Espanha, com dois mil duzentos e trés
toneladas, seguidos da Alemanha, com mil e quinhentos e trinta e quatro toneladas e, por fim, a

Italia, com mil trezentas e vinte e sete toneladas (European Medicines Agency 2013).
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Figura 6 - Distribuicdo do total de antibioticos vendidos para uso veterindrio em 23 paises europeus no ano
2013(European Medicines Agency 2013).

Portugal encontra-se entre os dez paises mais consumidores de antibidticos para uso
veterinario, usando cerca de cento e oitenta toneladas no ano de 2013 (Figura 6). Importante
salientar que 70% dos antibidticos vendidos na veterinaria sao relativos a apenas trés classes:
tetraciclinas, macrolideos e penicilinas. Durante o ano referente foram vendidas cerca de setenta
toneladas de tetraciclinas, que representam 39% do total de vendas, cerca de trinta e quatro
toneladas de penicilinas e aproximadamente vinte e trés toneladas de macrolideos que retratam 19

e 13%, respetivamente, do total de microbianos vendidos para veterinaria em Portugal (DGAV 2013).

2.3 Principais classes de Antibioticos

A definicdo amplamente usada para antibiotico € a seguinte: os antibidticos sao compostos
organicos naturais, semissintéticos ou totalmente sintéticos que podem inibir o crescimento, a
atividade metabdlica ou destruir totalmente bactérias através de reacoes bioquimicas (Demain
2009; Du and Liu 2012; Thiele-Bruhn 2003).Existem diferentes critérios de classificacao destes
farmacos que sao as seguintes: origem/fonte, espetro de acdo, mecanismos de acao, efeito na
bactéria e estrutura quimica. Para este estudo considerou-se de interesse abordar a classificacao
dos antibidticos segundo a sua estrutura quimica, pois, compostos que pertencem ao mesmo grupo
tém comportamentos semelhantes. Na Tabela 1 estao apresentadas as principais caracteristicas
fisico-quimicas das principais classes de antibidticos existentes até a data e as suas estruturas
quimicas gerais (Carvalho and Santos 2016; Chu and Fernandes 1989; DrugBank 2016; He 2014;
Homem and Santos 2011; Reeves 2011; Thiele-Bruhn 2003; Wang et al. 2016)




Avaliacdo do método de extracdo QUEChERS para a quantificacdo de antibioticos nos solos

Tabela 1 - Principais classes de antibidticos, propriedades fisico-quimicas e estrutura quimica

Classe de S (25 °C) pKa4/ pKay/ I -
antibioticos (mg/L) Log Kow pKas/ pKas Estrutura Quimica Geral/Comentarios
H Classe representativa:
R N\ S Penicilinas; compostas
T por um anel de
B- Lactdmicos 2210100  0,9-2,9 2,7 o A ;‘;ﬁggg'”iic‘l’i’;df a4
0 anel B-lactamico, um
carboxilo livre e um ou
0 H mais grupos amino.
Rin o Ra NN anstituidqs por
2 3 nucleos lineares de

OH .
Tetraciclinas 230-52000 -1,3-0,5  3,3/7,7/9,3 carboxamidas
NH, naftalenos fundidos,

podendo ser compostas
OH O OH O o} por 4 a 6 anéis

o o Formadas por um

2-3/ N7 R grupo funcional

4,5-10,6 R— N\R sulfonil ligado a um
3 grupo amina

Sulfonamidas 7,5-1500 -0,1-1,7

A sua estrutura geral consiste em dois ou mais grupos
Aminoglicosideos  10-500000 -8,1- -0,8 6,9-8,5 amino acucares ligados a um anel central de hexose por
ligacoes glicosideas.

Principal composto
representativo do
grupo dos anfenicois.
Contem um  grupo
funcional acido
carboxilico amida
secundaria.

Cloranfenicol 2500 1,14 11

Compostos por uma
longa cadeia lactona
macrociclica,
constituidos
geralmente por 12, 14
ou 16 membros,
o ligados a um ou mais
aclcares

Macrolideos 0,45-15 1,6-3,1 7,7-8,9

Constituidos por um glicosilado ciclico ou por um
Glicopeptideos >1000 - 5,0 peptideo policiclico. Compreendem ligacbes entre
aclcares e aminoacidos.

As  quinolonas sao
Rs, O 0 caraterizadas por um
R nucleo quinolino
4 OH substituido nas
Quinolonas 3,2-17790 -0,02-3,9 posicoes 1, 5, 6, 7 e 8.
R N As fluoroquinolonas
3

| possuem um Ccé
R, Ry fluorino ligado ao anel

(substitui R4).

R o .-
1 Os imidazois possuem
I!l um imidazolico livre

Imidazois 6,3-407 -0,0-3,9 2,4 R, unido a outros anéis
\( aromaticos por
/ ligacoes C-N.

N
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2.4 Problematica dos Antibiéticos no Meio Ambiente

Neste subcapitulo serao abordadas as principais fontes de insercao de antibiéticos no meio
ambiente, os principais destinos e as consequéncias geradas, salientando a problematica da
resisténcia, com o surgimento destes medicamentos como um poluente nos meios terrestes e
aquaticos. Estes, atualmente, sao considerados, poluentes emergentes devido ao seu uso massivo e

detecao destes em diversos compartimentos ambientais.
2.4.1 Fontes de contaminacao

Os farmacos abordados ao longo deste trabalho sao amplamente usados no tratamento de
doencas infeciosas tanto no ser humano como em animais. Por este motivo as vias de disseminacao

destes compostos sao varias, dependendo do uso aplicado.

De uma forma geral, as principais vias de introducao de antibioticos no meio ambiente sao
as seguintes: o processo de producdao destes, o consumo pela comunidade e hospitais, uso no

tratamento de animais, utilizacao na agricultura e aquacultura.

A producao de antibidticos tem sido considerada uma via de pouca importancia, no entanto,
recentemente, em alguns paises asiaticos foi possivel observar concentracoes elevadas de certos
antibioticos em efluentes de unidades fabris de fabrico de antibiéticos. Nos paises desenvolvidos, a
producao destes farmacos provocam uma contribuicao significativa na concentracao total de
antibioticos encontrada em varios afluentes de estacoes de tratamento de aguas residuais (ETAR)
(Kummerer 2009; Larsson et al. 2007). E de salientar que as ETAR nao tém capacidade de remover
estes farmacos dos efluentes, onde é possivel observar concentragées embora baixas, mas que sao

continuamente lancadas no meio ambiente (Le-Minh et al. 2010).

0 uso de antibioticos na salde humana é uma das principais fontes de contaminacao destes
compostos. Os principais utilizadores sdo a comunidade em geral e os hospitais. Ao contrario do
esperado, os hospitais nao sao as principais fontes de contaminacao, considerando apenas o uso na
medicina. O uso de antibioticos em unidades de salde representa cerca 6% do total de antibioticos
consumidos na Europa (European Centre for Disease Prevention and Control 2014; Schuster et al.
2008).

Estes compostos quando ingeridos sao metabolizados, no entanto, dependendo das
caracteristicas do antibidtico, uma percentagem da dose administrada € excretada pelo organismo
sem sofrer qualquer alteracao, esta pode variar entre 10 a 90%. Os compostos na sua forma original
podem ser excretados nas fezes e na urina, no entanto, € de salientar que certos metabolitos,
compostos mais solUveis em agua, sao excretados pelas vias ja referidas. Estes podem conter ainda
alguma atividade antimicrobiana e atingindo o solo podem voltar a sua forma parental através de

reacoes quimicas (Kiimmerer 2003; Thiele-Bruhn 2003).

A Figura 7 resume de forma esquematica a entrada de antibioticos no meio ambiente através

0 consumo humano e producao destes.
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Figura 7 - Resumo esquemdtico das vias de contaminac@o geradas pela producdo de antibidticos e pelo seu
consumo

Além das vias de contaminacao referidas anteriormente devido ao uso destes farmacos na
medicina humana, a medicina veterinaria também é causadora de diversas vias de contaminacao
devido ao seu uso para o tratamento e prevencao de doencas em animais para produtos de origem

animal, na agricultura e aquacultura.

Na criacdo de animais existem duas formas principais destes farmacos atingirem o meio
ambiente, numa via direta onde os animais de pastoricia excretam fezes contaminadas diretamente
nos solos onde se encontram, ou segundo uma via indireta, a utilizacao de fertilizantes de origem
animal contaminados em campos agricolas. Tal como acontece com o ser humano, sé uma fracao
da dose de antibiotico administrada é metabolizada, portanto, tanto em fezes como em fertilizantes
€ possivel encontrar estes farmacos na sua forma original ou sob a forma de metabolitos e produtos
de degradacao que, como ja referido anteriormente, podem manter algum poder antimicrobiano
(Kemper 2008; Tasho and Cho 2016).

A contaminacao de terrenos agricolas com antibidticos nao € causada apenas pela utilizacao
de fertilizantes contaminados. Estes farmacos também podem ser usados para o controlo de doencas
bacterianas em frutas de elevado valor, vegetais e plantas ornamentais. No entanto € uma via pouco

representativa (McManus et al. 2002).

Por fim, outra fonte de introducao de antibidticos no meio ambiente é o processo de
aquacultura. Neste processo, os agentes antimicrobianos sao usados exclusivamente para proposito
terapéutico, no entanto sao aplicados diretamente no meio aquatico (Serrano 2005). A Figura 8
apresenta de forma esquematica as principais vias de contaminacao devido ao uso de antibidticos

na medicina veterinaria e agricultura.
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Figura 8 - Apresentacdo esquemadtica das principais vias de contaminacdo originadas pelo uso de antibiéticos na
veterindria e agricultura

2.4.2 Transporte e Destino dos antibiéticos

No subcapitulo anterior foram referidas as principais fontes de contaminacao de antibidticos
no meio ambiente, mas é importante também salientar quais os fendmenos que estes compostos
sofrem quando atingem os meios terrestre e aquatico. Ao longo desta seccao serao abordados
especificamente os processos fisico-quimicos que dominam o transporte e destino dos compostos
em estudo. A ocorréncia de determinado fenémeno depende das propriedades fisico-quimicas do
antibiodtico, das condicdes climaticas presentes e uma grande variedade de outros fatores
ambientais (Kemper 2008; Thiele-Bruhn 2003).

Um dos principais destinos destes farmacos € o solo, neste meio um dos fendmenos que
ocorre com elevada frequéncia é o processo de sorcao/dessorcao. Este fendmeno depende das
propriedades fisico-quimicas dos antibioticos, das condicdes climaticas, tipo de solo, percentagem
de matéria organica entre outros fatores (Srinivasan et al. 2014). Os antibi6ticos sdo compostos
organicos que possuem diversos grupos funcionais facilitando o processo de adsorcao com particulas
do solo. Muitos destes compostos sao substancias polares, pouco sollveis em agua por este motivo
fortemente retidos pelos solos. Referindo de forma mais minuciosa algumas caracteristicas, o pH do
solo € um fator que influencia o fendmeno de sorcao pois o pH do meio afeta a ionizacao de diversos
compostos, os compostos podem encontrar-se na sua forma protonada, desprotonada ou neutra,

afetando assim o tipo de ligacao existente com a matéria mineral dos solos (Leal et al. 2013).

Outras caracteristicas que afetam a capacidade de sorcao dos antibidticos aos solos é o
coeficiente de distribuicao (Kd), o coeficiente de particdo octanol-agua (Kow), o coeficiente de
partilha carbono organico (Koc) e a solubilidade em agua dos mesmos. Através das equacoes

apresentadas seguidamente é possivel calcular os coeficientes referidos (Equacoes 1 e 2).
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Cw - Concentracdo do composto na agua; Cs - concentracdo no solo; Coct - Concentracdo em octanol; Cc - Concentracéo
de contaminante adsorvido pelo carbono organico

O coeficiente de distribuicao define a afinidade de composto a fase sdlida e define a
mobilidade deste no meio ambiente. Quanto maior o valor de Kd do composto menor € a sua
capacidade de movimento no meio maior a capacidade de sorcao no solo. O coeficiente octanol-
agua é uma forma de medida da hidrofobicidade do composto. A maioria das classes de antibioticos
tém valores relativamente baixos de log Kow, como é possivel observar na Tabela 1, indicando que
estes compostos sao relativamente pouco hidrofébicos. O coeficiente de particao agua - carbono
organico indica a fracdao de composto que se encontra adsorvido pelo carbono organico, sendo
também um indicativo da hidrofobicidade de um composto. Por fim é importante salientar a
solubilidade destes compostos em agua excede o valor de 1 g/L, portanto na sua maioria sao
compostos hidrofilicos assim a sua entrada no meio aquatico é relativamente facil, como é explicado

nesta seccao mais a frente (Kim et al. 2011; Sarmah et al. 2006).

0 solo é constituido por sedimentos nao consolidados, que podem ser de origem organica ou
inorganica em que as propriedades variam significativamente dependendo da sua localizacao, logo
os contaminantes tém comportamentos diferentes em terrenos diferentes. Propriedades fisicas
como o pH, a porosidade, a densidade, a humidade podem influenciar a distribuicao dos compostos
no meio terrestre. A textura do solo, isto €, a dimensao da fracao inorganica do solo, que se encontra
dividida em quatro classificacdes: argila, particulas minerais microscopicas de natureza coloidal;
silte, sedimentos finos de minerais provenientes da rocha-mae; areia e gravilha, particulas
intermédias a grosseiras também provenientes da rocha-mae; também é um fator determinante
para a compreensao do comportamento dos contaminantes nos solos. Por exemplo, um solo
composto por uma elevada percentagem de argilas, sedimentos que contém na sua superficie varios
grupos funcionais e com elevada area superficial, tém uma elevada capacidade de se ligarem com
compostos polares por ligacoes de hidrogénio. Devido a sua microporosidade e forca das ligacdes os
contaminantes ficam altamente adsorvidos na superficie dos sedimentos, dificultando o processo de

dessorcao (Fiuza 2009).

Além dos fenomenos ja referidos, existem potenciais vias de transferéncia de antibioticos
para atmosfera e hidrosfera. A volatilizacao destes compostos para atmosfera é pouco relevante
pois uma das suas caracteristicas sao as baixas pressoes de vapor. A contaminacao do meio aquaticos
deve-se em parte a ocorréncia do fendbmeno de escoamento superficial, dispersando estes
compostos até linhas de agua superficiais, ou o fenomeno de lixiviacao que ocorre por vias de
escoamento preferenciais, no entanto € restringido a determinadas classes de antibioticos pois a
maioria € retida na fracao superficial dos solos (Figura 9). Desta forma é possivel afirmar que os
solos podem ser considerados como uma via de contaminacao do ambiente aquatico (Du and Liu
2012; Jechalke et al. 2014).
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¢ Moléculas de antibidticos e seus metabolitos

Figura 9 - Esquema ilustrativo dos fenomenos de lixiviacdo e escoamento superficial de antibioticos para o meio
aquadtico.

Nos solos também podem ocorrer fenémenos de degradacao de antibioticos, este processo
pode ser de origem bioldgica e/ou abidtica. A decomposicao de antibiéticos por fotodegradacao,
processo abiotico, ndao tém grande influéncia pois estes podem estar protegidos nas lamas de
depuracao ou fertilizantes e a radiacao solar nao tem capacidade de penetrar nestes. Diretamente
nos solos, este processo sé tem alguma preponderancia na camada superficial, pois, os feixes de luz
apenas conseguem penetrar nos primeiros centimetros de solo. A degradacao nos solos é governada
essencialmente por atividade microbiana, essencialmente reacées enzimaticas que leva a
hidroxilacao e descarboxilacao oxidativa, alterando o composto parental. No entanto, algumas

destas reacdes sdo reversiveis, o que significa que a degradacao nao é total (Kemper 2008).

Estes compostos como estao presentes nos diferentes elementos do planeta Terra,
principalmente na hidrosfera e litosfera, podem ser introduzidos na biosfera. O fendmeno mais
comum é a acumulacao de antibioticos espécies vegetais. Este fendmeno deve-se essencialmente
ao uso de fertilizantes contaminados com estes farmacos de forma continuada e a sua transferéncia
para os solos. Alguns estudos ja realizados detetaram a presenca de antibioticos em varias espécies
vegetais (Kumar et al. 2005). Segundo Kang et al. 2013 foram detetados os antibidticos em estudo,
como por exemplo, a clorotetraciclina, nos onze vegetais utilizados no trabalho, como espinafre,

tomate, alface, cebola, entre outros.

Ultimamente, também tém sido realizados estudos com o objetivo de compreender os
efeitos provocados em plantas na presenca de antibioticos. A fitotoxicidade destes farmacos nas
plantas depende essencialmente da espécie em questao e o tipo de antibiético em estudo, e foi
identificado que o processo de bioacumulacao € o principal causador do fendmeno de fitotoxicidade

em plantas (Du and Liu 2012).
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2.4.3 Problematica daresisténcia

O problema mais grave que se tem vindo a observar ha varios anos e que tem preocupado a
comunidade mundial foi o surgimento, disseminacao e persisténcia da resisténcia aos antibioticos
(Carvalho and Santos 2016).

A resisténcia a antibioticos pode ser adquirida através de diversos mecanismos, como
mutacdes genéticas por parte subpopulacées de bactérias que podem ser transferidas a outros
microrganismos que concedendo-lhes a capacidade de sobreviver e crescer na presenca de
antibidticos em concentracoes terapéuticas que normalmente inibem ou destroem os
microrganismos. Apesar de este ser um fenomeno natural, o problema tem vindo a piorar devido a
diversos fatores, principalmente o uso inapropriado de antibidticos, varias vezes de forma excessiva,
tanto no ser humano como em animais e consequentemente a sua presenca e acumulacao no
ambiente terrestre e aquatico (Bbosa et al. 2014; Rodriguez-Rojas et al. 2013). Na Figura 10

encontra-se representado, de forma simples, o comportamento das bactérias na presenca de

antibioticos.

ENTRADA DE
ANTIBIOTICOS

@ Bactérias ndo resistentes @ Bactériasresistentes

© Moléculas de antibiéticos e seus metabolitos

Figura 10 - Imagem representativa do fenémeno de resisténcia a antibioticos
Ao longo dos tempos, as bactérias tém sofrido a pressao de diversas classes de antibioticos
surgindo assim bactérias patogénicas multirresistentes, que nao respondem a nenhum antibiético

mesmo os de largo-espectro causando doencas infeciosas incuraveis (Davies and Davies 2010).

0 reconhecimento deste fenomeno como um problema sério e de preocupacao global para
a medicina humana e veterinaria so se iniciou no inicio do século XXI. Atualmente, a resisténcia a
antibidticos € descrita como uma ameaca apocaliptica para o planeta pois a era pré-antibioticos
pode voltar a surgir, onde doencas infeciosas comuns nao tém tratamento e podem causar a morte
a milhares de pessoas e animais. De acordo com os Gltimos dados, nos EUA vinte e trés mil pessoas
por ano faleceram devido a infecdes provocadas por bactérias multirresistentes e na EU esta questao
ja causou a morte a vinte e cinco mil pessoas por ano (Alanis 2005; Bartlett et al. 2013; O’Neill
2014).

15



Avaliacdo do método de extracdo QUEChERS para a quantificacdo de antibioticos nos solos

2.4.4 Legislacédo Aplicada

Segundo a Comissao Europeia, apenas alguns Estados-Membros da EU tém uma legislacao
especifica para a protecao dos solos. Até ao momento nao existe um conjunto de regras completo
e coerente realizado pela Unidao com o objetivo de proteger o meio terreste. No entanto, existem
politicas aplicadas a agricultura, agua, residuos, produtos quimicos e de prevencao da poluicao
industrial que indiretamente contribui para a protecao solos, mas estas medidas tém outros
objetivos e ambitos de acao e por si s6 nao podem garantir a protecao de todo solo na Europa (BIO

Intelligence Service 2013; European Commission 2015).

Em Portugal, o governo pretendia emitir legislacdo relativa a contaminacao dos solos até
Junho de 2016. Este pacote legislativo ja se encontra preparado desde janeiro, realizado pela
Agéncia Portuguesa do Ambiente (APA). Este documento, designado de PROsolos, apresenta uma
lista de varias atividades potencialmente contaminadoras que terao de cumprir a futura Lei. Neste
ambito a APA pretende desenvolver um atlas de qualidade do solo, onde estara presente informacao
sobre os locais contaminados, atividades potencialmente contaminadoras e técnicas de remediacao
adotadas (Santiago 2016).

Pesquisa realizada recentemente permitiu verificar que este documento ainda nao se

encontra publicado em Diario da RepUblica.

2.5 Possiveis Técnicas de Reducao dos Antibiéticos no Ambiente

Atualmente é de extrema importancia encontrarem-se medidas, normas, por parte de todos
0s paises que promovam a reducao da concentracao destes compostos no meio ambiente. Estas
medidas podem ser aplicadas em diversas fases do ciclo de vida dos antibioticos, desde a sua
producao, seu consumo e deposicao. No entanto é fundamental um papel preponderante por parte
do governo de cada pais. Deste modo nas tabelas seguintes sera possivel encontrar varias medidas
que podem ser aplicadas para atingir o objetivo pretendido e encontram-se divididas em dois grupos:

medidas nao legislativas e medidas legislativas.
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Tabela 2 - Medidas néo legislativas a aplicar para reducdo de antibidticos no ambiente

Medida

Caracterizacéo

Desenvolvimento do conceito
“farmacia verde” e adaptar a
producao ao consumo.

Promover investigacdes para o desenvolvimento de
medicamentos “verdes”;

Desenvolvimento de tecnologias e processos mais “amigos” do
ambiente na producao dos mesmos;

Adequar o tamanho das embalagens com a necessidade do
consumidor.

Implantar sistemas de recolhas de
medicamentos nao usados

Valorizar o papel dos farmacéuticos na recolha de
medicamentos nao usados;

Fornecer informacao aos pacientes sobre a importancia da
recolha dos medicamentos inutilizados;

Salientar os beneficios da estruturacéo de um sistema de
recolha de medicamentos veterinarios em colaboracao com
profissionais agricolas e veterinarios;

Desenvolver e publicar normas europeias para auxiliar a
implementacao de esquemas de recolha

Criar técnicas de separacao na fonte
e tratamento de aguas residuais

Garantir a manutencao de estruturas de saneamento e
estacdes de tratamento de aguas residuais de forma adequada;
Desenvolver técnicas de tratamento avancados capazes de
degradar estes compostos, como por exemplo: processos de
oxidacao avancada, tratamento biolégico

Envolvimento da sociedade e
profissionais através da
sensibilizacao e educacao

Integracao de consideracdes ambientais na formacao de
profissionais de salde;

Incluir aspetos ambientais no folheto/rotulo do produto;
Organizacao de campanhas de sensibilizacao e avaliar a
eficiéncia destas

Consolidar o conhecimento existente
e promocao de atividades
investigacao

Acesso a dados a priori confidenciais a autoridades ambientais,
de forma a que compreendam na totalidade as caracteristicas
do medicamento;

Criacao de uma base de dados da EU para a coleta de dados
nao confidenciais gerados por processos de pesquisa;

Melhorar e consolidar estratégias de monitorizacéo;

Envolver o setor privado na concecao de campanhas de
monitorizacao;

Realizar um inventario dos laboratorios de pesquisa e métodos
usados para a monitorizacdo de farmacos

Na Tabela 3 encontram-se algumas solucdes legislativas para tornar possivel o objetivo

pretendido, no entanto é importante salientar que em certos casos, as acoes nao legislativas podem

ser consideradas mais adequadas, necessarias ou até indispensaveis como passo preparatorio para

uma resposta legislativa.
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Tabela 3 -Principais medidas legislativas passiveis de aplicacGo que potenciem a reducéo dos antibiéticos no
ambiente
Medida Caracterizacao

ALTERACOES NA LEGISLACAO DA EU SOBRE A AUTORIZACAO E COMERCIALIZACAO DE MEDICAMENTOS (DIRETIVA

2001/83/CE - MEDICINA HUMANA; 2001/82/CE - MEDICINA VETERINARIA

- Criacao de sistema de monitorizacao dos medicamentos fora
de validade, baseado no sistema ja existente para outros
quimicos;

- Criacao de um procedimento de recolha e avaliacao
substancias ativas de medicamentos, criando ordens de
prioridade de substancias para avaliar;

- Revisao dos requisitos cientificos da Avaliacao de Risco,

Avaliacao de risco Ambiental incluindo: Revisao dos limites de acao e certos modelos de

calculo, ter em conta os metabolitos na fase inicial.
- Alteracao da legislacao da EU sobre medicamentos, com o

Medidas de Mitigacao do Risco e objetivo de monitorizar dados que podem ser usados para

farmaco-vigilancia avaliacao apds autorizagao de comercializacdo, que poderia

acompanhar uma revisao das medidas de mitigacao
OUTROS DOCUMENTOS LEGISLATIVOS DA EU RELEVANTES PARA O PROBLEMA REFERIDO

-  Estabelecer certificacoes ambientais para infraestruturas de
producao de farmacos como forma de avaliacdo da
viabilidade dos processos;

- Corrigir a legislacao existente para incluir limites de emissao
para as substancias ativas de medicamentos;

- Promover a inovacao através da reducédo de taxas e impostos
para medicamentos verdes, ou financiamento para o
desenvolvimento de ensaios ecotoxicologicos;

- Informar as autoridades competentes da necessidade de
classificar os residuos farmacéuticos como residuo perigoso;

Tratamento de Residuos - Alteracao da legislacao europeia relativa aos residuos
(Diretiva 2008/98/CE) para classificar os residuos em questao
como residuo perigoso e incluir a sua lista de prioridades;

- Inclusao de uma referéncia direta na Diretiva Quadro da Agua
(Diretiva 2000/60/CE) para a Avaliacao de Risco Ambiental
realizada no ambito da legislacao da EU existente para os

Monitorizacao e controlo dos residuos medicamentos (Diretivas 2001/82/CE e 2001/83/CE)

de farmacos no ambiente - Incluir, também na diretiva quadro da agua, os compostos
ativos dos farmacos, como um grupo pertencente a lista de
principais poluentes;

- Incentivar a pesquisa para adquirir um maior conhecimento

Processo de autorizacao de venda

Fabrico/Producao

Estas sdo as principais medidas passiveis de aplicacao de forma a promover uma reducao da
concentracao de farmacos, de forma mais especifica os antibiéticos, no meio ambiente. No entanto
existem muito outras medidas que devem ser aplicadas de forma organizada e continua para ser

possivel atingir o objetivo em comum.
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2.6 Estudo de Caso

A ocorréncia de antibioticos nas diversas matrizes do ambiente, como ja referido
anteriormente, tem acontecido cada vez com mais frequéncia estando presentes nos solos, base de
este estudo, meio aquatico, desde linhas de agua superficiais e subterraneas, nos sedimentos e nos
efluentes hospitalares e urbanos. Nos ultimos dois casos apresentados as estaces de tratamento
tém uma capacidade reduzida para degradar estes compostos, pois o seu principal foco é reduzir a
carga organica existente no efluente e nao especificamente a remocao de farmacos (Aquino 2013;
Batchu et al. 2014; Homem et al. 2010).

A maioria dos antibioticos conhecidos até ao momento € usada tanto na medicina humana
como veterinaria, como por exemplo, estreptomicina, amoxiciclina, metronidazol,
clorotetraciclina, tetraciclina, sulfametoxazol, lipopeptideos, cloranfenicol, entre outros. No
entanto existem certos antibidticos que sao apenas de uso veterinario como é exemplo, tilosina,
apramicina, timicosina (AGISAR 2011). Neste estudo, considerou-se importante estudar trés
antibioticos que fossem usados em ambas as medicinas, pois a problematica associada a estes afeta
as duas vias de medicina. Outro fator que influenciou a escolha, foi o facto de existirem disponiveis,
no laboratério o metronidazol, que pertence a classe dos nitroimidazois, a sulfametoxazol, uma
sulfonamida e o cloranfenicol, composto mais representativo dos anfenicéis, que cumprem a

caracteristica referida.

2.6.1 Antibidticos em estudo

2.6.1.1 Propriedades fisico-quimicas e biologicas
Metronidazol

O metronidazol é um antibiotico da classe dos nitroimidazois e classificado como um
antibacteriano e antiprotozoario e com propriedades anti inflamatorias e € um dos antibioticos mais
importantes para o tratamento de doencas infeciosas no ser humano como em animais. Altamente
usado no tratamento de infecdes provocadas por bactérias anaerdbias, doenca de Crohn, entre
outras. Como ja referido este composto é usado no tratamento de humanos e é muito utilizado
como aditivo na alimentacao de peixes e aves, acumulando-se em animais, aguas de aquacultura e
efluentes industriais da indUstria da carne. Estudos até ao momento indicam que este farmaco tem
potencial mutagénico e carcinogénico com o aumento da sua concentracao nos organismos. As suas
propriedades fisico-quimicas como a sua baixa biodegradabilidade e alta solubilidade em agua
dificultam a sua remocao por métodos tradicionais de tratamento de aguas elevando assim a
importancia do estudo deste antibidtico nos diversos compartimentos ambientais (Ammar et al.
2016; Bendesky et al. 2002; Fang et al. 2011; Wang et al. 2016). Na figura e tabela seguinte
encontra-se a estrutura molecular, o diagrama de especiacao e as propriedades fisico-quimicas do

Metronidazol.
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Figura 11 -Estrutura quimica, Massa molecular, Diagrama de especiacéo e respetivos pKa do metronidazol
(Carrales-Alvarado et al. 2014)

Tabela 4 - Propriedades fisico-quimicas do Metronidazol (Carrales-Alvarado et al. 2014; Fang et al. 2011; Pereira

et al. 2012)
Solubilidade em
Agua (mg/L) PKa Log Kow Koc (L/g) Ka(L/kg)
pKai = 2,58
9500 pKay = 14,44 0,02 38-56 0,2-0,7

Na Figura 12 encontra-se representada o equilibrio de ionizacao do metronidazol.
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Figura 12 - Equilibrio de ionizagGo do metronidazol

Sulfametoxazol

A sulfametoxazol € um antibiotico pertencente ao grupo das sulfonamidas com propriedades
bacteriostaticas e comumente utilizada para o tratamento de infecoes do sistema urinario. Esta
classe de antibioticos encontra-se muito presente na medicina humana e veterinaria, devido,
essencialmente, ao seu relativo baixo custo e a sua elevada eficiéncia na prevencao e tratamento
de doencas infeciosas (Caliskan and Gokturk 2010; Morel et al. 2014).

Importante salientar que cerca de 90% das sulfonamidas sao excretas do organismo ao final
de um a dois dias, dependendo da massa e caracteristicas do organismo, e lancadas no meio

ambiente. A solubilidade da sulfametoxazol é altamente dependente do pH, devido aos efeitos
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provocados na especiacao da mesma. Outra caracteristica interessante deste antibiotico é o facto
de este nao ser biodegradavel em condicoes anaerdbias, por este motivo, o fenomeno de
biodegradacdao nao afetara de forma representativa os resultados obtidos em estudos de
quantificacao de sulfa nos solos (Kurwadkar et al. 2007). Varios estudos recentes detetaram este
antibiotico em diversas matrizes, como em varios solos, aguas e estrumes (Morel et al. 2014).
Segundo He 2014 foram detetadas sulfonamidas em estrumes da criacao de suinos num intervalo de
concentracao de 0,01-29 mg/ Kg de amostra. Nas Figura 13, 14 e Tabela 5 encontram-se presentes

a estrutura quimica, diagrama de especiacao e propriedades fisico-quimicas da sulfametoxazol.
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Figura 13 - Estrutura quimica, Massa molecular e diagrama de especiacéo da sulfametoxazol (Qi et al. 2014;
Teixeira et al. 2012)

Tabela 5 - Propriedades fisico-quimicas do antibidtico sulfametoxazol (Aquino 2013; Kurwadkar et al. 2007; Qi et
al. 2014; Teddy 2014)

Solubilidade em
Agua (mg/L) PKa Log Kow Koc (L/8) Ka(L/kg)
pKai=1,6 ] _
610 pKa = 5.7 0,89 56-530 0,23-38
O,
v I I )
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Figura 14 - Equilibrio de ionizag@o da sulfametoxazol (Qi et al. 2014; Teixeira et al. 2012)
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Cloranfenicol

O cloranfenicol, composto mais representativo da familia dos anfenicois, é um antibiotico
natural com propriedades bacteriostaticas, foi o primeiro antibiético produzido em massa e muito
eficiente no tratamento de doencas infeciosas como a febre tiféide. No passado foi amplamente
usado tanto no tratamento de seres humanos como de animais, mas atualmente, este encontra-se
banido da industria alimentar e muito pouco usado na medicina humana. No entanto este ainda é
usado em alguns paises asiaticos, e infecoes oftalmicas ainda sao tratadas exclusivamente por este

composto (Hanekamp and Bast 2015; Hanekamp and Kwakman 2010).

Estudos realizados, na China, encontraram este composto no meio ambiente em grandes
quantidades devido ao seu anterior uso extensivo e cerca de 5 a 10% deste antibiotico é excretado
do organismo sem sofrer qualquer processo de metabolismo, portanto na sua forma parental.
Embora se encontre banido da indistria alimentar, o cloranfenicol ainda é usado de forma ilegal
neste setor devido ao facil acesso e baixo custo (Lin et al. 2010; Mitchell et al. 2015; Qi et al. 2014).
Nas seguintes figuras e tabelas estao apresentadas as principais caracteristicas fisico-quimicas, a
estrutura quimica, massa molecular e respetivo pKa do cloranfenicol (Tabela 6; Figura 15; Figura
16).
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Figura 15 - Estrutura quimica, massa molecular e respetivo pKa do cloranfenicol (Nie et al. 2014)

Tabela 6 - Propriedades fisico-quimicas do cloranfenicol (Kumar et al. 2005; Nie et al. 2014; Qiang and Adams 2004)
Solubilidade em

Agua (mg/L) PKa Log Kow Koc (L/8) Ka(L/kg)
2300 pKas = 11,0 1,14 ND 0,2.0,4
I
OH on
o _/ o %\oe
“ - cl
N
H
cl OH cl

Figura 16 - Equilibrio de ionizag@o do cloranfenicol
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2.6.2 Método analitico aplicado QUEChERS/HPLC-DAD

Neste subcapitulo encontram-se descritos de uma forma mais pormenorizada o método de
extracao dos antibidticos no solo e o método instrumental de analise, no entanto, € do
conhecimento geral que existem outros métodos de extracao e instrumentais para o mesmo fim. No

Capitulo trés serao apresentados varios estudos que demonstram esse facto.
2.6.2.1 Método de extracdo QUEChERS

Ao longo deste trabalho o método de extracao usado foi o0 método de QUEChERS, sendo esta
palavra o acrénimo para Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged e Safe, que, por si sO, representam
as principais caracteristicas deste método, pois, € considerado rapido, facil, de baixo custo,
eficiente, robusto e seguro, criado inicialmente para a detecdo de residuos de pesticidas em frutas
e vegetais (Anastassiades et al. 2003; Vera et al. 2013). Este procedimento foi criado e apresentado

pela primeira vez por Anastassiades et al. 2003.

Neste procedimento existem duas fases principais: a fase de extracao ou particao e a fase
de clean-up ou extracdo em fase solida dispersiva (Anastassiades et al. 2003). Na fase de extracao,
encontram-se duas etapas principais que devem ser otimizadas para a obtencao dos melhores
resultados. Primeiramente, a escolha de solvente é uma das principais decisdes a tomar e deve-se
ter em atencao aspetos como: cobrimento do espetro de analise desejado (desde compostos polares
a apolares); a seletividade deve ser garantida na fase em questdo; garantir a remocao da agua;
custo e seguranca; impacto ambiental, entre outros. O acetonitrilo é o solvente mais utilizado até
ao momento, mas nem sempre com este sao garantidas boas recuperagoes, por isso, existem outras

opcoes, tais como: Acetato de etilo, acetona, metanol (Vera et al. 2013).

Apds a adicao do solvente de extracao sao adicionados sais para induzir a separacao de fases.
Normalmente sao adicionados cloreto de sodio, para facilitar a separacdo de compostos polares,
para obtencao de melhores recuperacdes, no entanto depende sempre da natureza do solvente de
extracao usado, e sulfato de magnésio que é um composto com funcao de exsicante, contendo a
capacidade de se ligar a grandes quantidades de agua, este deve ser colocado em excesso garantindo
a saturacao da agua. Apds a adicao dos sais € importante a realizacdo de um processo de agitacao
para garantir a ndo formacao de aglomerados com MgSOs, pois este tem uma grande capacidade

quelante (Anastassiades et al. 2003; Vera et al. 2013).

Apos a fase de extracdo a amostra em estudo necessita de uma fase de clean-up.
Tradicionalmente nesta etapa é utilizada uma extracao em fase solida dispersiva (d-SPE), esta tem
como principio o uso destes sorbentes para remocao de interferentes e garantir que os compostos
de interesse se mantém na fase liquida. Nesta fase os principais sorbentes utilizados sdo o Primary
secondary amine (PSA), com elevado efeito quelante, devido a presenca de aminas primarias e
secundarias (Figura 17), e tem capacidade para remover compostos polares, como acidos gordos

entre outros; e 0 C18, eficiente como sorbente em fase reversa e remove essencialmente compostos
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apolares. Apos a transferéncia do sobrenadante para estes sais € necessario, de seguida, agitar a

amostra para facilitar este processo(Caldas et al. 2011; Vera et al. 2013).
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Figura 17 - Estrutura do PSA
2.6.2.2 Analise por HPLC -DAD

Neste trabalho o método utilizado para quantificar os antibioticos foi a cromatografia liquida

de alta eficiéncia com detetor de arranjo de diodo, DAD.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia foi desenvolvida no final dos anos sessenta, desde
a década passada que tem sido o método escolhido para andlise de uma grande variedade de
compostos. Descrevendo de forma sucinta este método, primeiramente, ocorre a injecao de uma
pequena porcao da amostra que € arrastada por uma corrente liquida, denominada de fase movel,
esta passa por uma coluna, coluna cromatografica, que contém particulas como enchimento e que
€ chamado de fase estacionaria. O fendmeno de separacao da mistura nos diferentes componentes
depende do grau de retencao de cada componente com a coluna. Isto significa que compostos que
tenham uma maior afinidade com o conteldo da coluna sera eluido mais tarde e compostos com
menor afinidade serdo eluidos mais cedo. O espaco temporal entre a injecdao e a detecao do

composto é denominado de tempo de retencao (NTCI 1990).

Um equipamento de HPLC deve ser composto por um reservatorio para a fase movel; uma
bomba de alta pressao para distribuicao do solvente; injetor, que introduz a amostra no fluxo da
fase movel que se circula continuamento na coluna cromatografica; coluna, como referido é a fase
estacionaria; detetor, que permite distinguir os analitos em estudo, tubagem de alta pressao e
acessorios para interligar todos os componentes. Na figura seguinte encontra-se uma representacao

esquematica desde equipamento (Waters 2016).
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Coluna Cromatografica

Rez(;lgssde Residuos

Solvente (Fase mével)

Figura 18 - Representacdo esquemdtica de um HPLC (adaptado de Waters 2016)

Neste projeto, como referido, o detetor utilizado foi DAD, este deteta a absorcao de um
composto na regido visivel a regido ultravioleta tal como o detetor de radiacdao UV-Vis. Este Gltimo
apenas contem um recetor para um Unico comprimento de onda, no entanto, o DAD tém multiplos
recetores que permitem a obtencao de diversos comprimentos de onda ao mesmo tempo, esta é a
principal vantagem do DAD. O principal objetivo é que os espectros sejam medidos em pequenos
intervalos de tempo, um segundo ou menos, com a circulagao continua do solvente. Se a medicao
for realizada a um comprimento de onda fixo, os componentes sao identificados através do seu
tempo de retencao, se ocorrer um pequeno desvio deste tempo podera complicar a identificacao
dos compostos de interesse. Por este motivo, O DAD pode ser usado para identificar os componentes

através de uma comparacao de espectros (HITACHI 2016).
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3 Estado de Arte

Os antibidticos, nos Ultimos anos, tém sido considerados poluentes emergentes devido ao seu
uso massivo e continua emissao no meio ambiente, estes podem também ser considerados semi-
persistentes, nao pelo facto de terem grandes tempos de semi-vida, mas devido a descarga continua
destes no meio ambiente, ndo tendo este a capacidade de os degradar a mesma taxa em que sao
introduzidos. Estes sao compostos nao-volateis e hidrofilicos. Por este motivo, sao necessarios
métodos de analiticos que devem ser otimizados para garantir que os resultados obtidos sao

confiaveis.

Neste capitulo serao apresentados alguns dos estudos realizados até ao momento relacionados
com a ocorréncia de antibi6ticos em solos, lamas e estrumes e metodologias de detecao permitindo
um perspetiva abrangente do trabalho realizado e efetuar uma analise comparativa dos mesmos.
Na Tabela 7 estao apresentados de forma resumida os estudos que serao discutidos de seguida, os

métodos de extracao e detecao utilizados em cada situacao e principais resultados obtidos.

Guo et al. 2016 realizou o estudo para a quantificacao e identificacao de 26 antibioticos
veterinarios em amostras de estrumes provenientes de suiniculturas onde foram comparados dois
métodos de extracao, QUEChERS e SPE, e utilizaram como método de separacao e detecao LC-
MS/MS. Foram incluidos antibioticos da classe das tetraciclinas, sulfonamidas, macrolideos,
floroquinolonas entre outros. O método de extracao apresentado encontra-se dividido em dois
passos principais. Primeiro a amostra sofre um processo de pré-tratamento da amostra antes do
processo de extracao por si s6. O procedimento de separacao liquido-solido em fase dispersiva foi o
seguinte: adicao do QUEChER | com 4 g MgSO4 e 1 g NaCl, foi retirado 2 mL de sobrenadante e
adicionado ao QUECHhER | que continha 40 mg PSA e 20 mg Ci. No caso do processo de SPE,
primeiramente o sobrenadante foi concentrado, através da evaporacao de parte do sobrenadante
num evaporador rotativo, foi levado a centrifuga e de seguida filtrado. O adsorvente presente nos
cartuchos foi Oasis HLB, estes foram condicionados com Metanol e agua ultrapura e lavados com
agua. A eluicao dos compostos foi realizada com acetonitrilo acidificado. Por fim, os extratos foram
analisados em LC-MS/MS. Neste estudo foram obtidas recuperacoes entre 61,39 e 105,65% para a
maioria dos compostos exceto para sulfoquinaxalina, 55,7 - 56,8%, e para valnemulina, 33,7 - 37,7%.
Sendo este um estudo comparativo, foi possivel concluir que foram obtidas melhores recuperacoes

para praticamente todos os antibidticos através do método de QUEChERS.

Em Solliec et al. 2016 os principais objetivos do projeto foram, em primeiro lugar, desenvolver
um método analitico capaz de quantificar e identificar antibidticos veterinarios e os seus produtos
de degradacao em dejetos, solos e amostras de agua; estudar a distribuicao destes em solos e aguas
de drenagem; e uma pequena avaliacao do potencial toxicolégico no ambiente. Neste caso s6 sera
apresentado o método analitico aplicado as amostras de solo. Neste estudo o procedimento de

extracao utilizado foi o SPE. O adsorvente, polimero de fase inversa strata - X, foi acondicionado
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com uma solucdao composta por metanol, padrao Mcllvaine e agua, depois lavado com agua e
metanol na proporcao 90:10, por fim, as amostras foram eluidas recorrendo a uma solucao de
metanol com 0,1% de HCOOH. Para a identificacao e quantificacdo dos analitos recorreram a
cromatografia liquida com detetor HESI-HRMS. A fase mdvel era constituida por agua acidificada
com 0,1% de HCOOH e metanol acidificado na mesma quantidade que a agua. Neste projeto, nas

amostras de solo obtiveram recuperacées que variaram entre os 40 e os 111%

Outro estudo em que foram analisadas amostras de estrume proveniente de suiniculturas foi
em Meersche et al. 2016. Neste caso foram avaliadas amostras de solo que continham dejetos de
suinos. Estas amostras foram sujeitas a um processo extrativo simples, onde, primeiro, a amostra
era fortificada com os antibidticos em estudo, era adicionado o solvente de extracado, acetonitrilo
com 6% de TCA, de seguida estas sofriam processos homogeneizacao e separacao fisica das fases
liquida e solida. Apos este processo as amostras eram concentradas em corrente de azoto, depois
reconstituidas numa solucao de agua e acetonitrilo (80:20, v/v) acidificado com 0,1% de acido
férmico, voltavam a sofrer um processo de agitacdo, depois eram colocas num banho de ultrassons,
filtradas e diluidas. O método instrumental aplicado para a detecao dos 8 antibi6ticos em estudo
foi HPLC-MS/MS, constituida por uma coluna cromatografica Kinetex C1s € uma fase movel composta
por uma solucao com agua e metanol acidificada com acido férmico e com formato de aménio, fase
A, e por outra que contem Acetonitrilo também acidificado com acido formico, fase B. Para os

compostos em estudo neste projeto foram obtidas recuperacdes no intervalo de 94 a 106%.

Ao comparar estes trés primeiros estudos foi possivel verificar que foram obtidas percentagens
de recuperacao semelhantes mesmo tendo sido utilizadas técnicas de extracao bastante diferentes
umas das outras. Nestes trés estudos foram estudadas amostras de dejetos de suinos tornando
interessante esta comparacdo. Outro facto interessante é que determinados farmacos foram

analisados nos trés estudos, como por exemplo, a oxitetraciclina.

No projeto realizado por Wei et al. 2015 foi estudado a ocorréncia de treze antibioticos
veterinarios em amostras de solos fertilizados com fertilizantes de origem animal. As amostras de
solo foram obtidas a diferentes profundidades para compreender o comportamento destes farmacos
em profundidade. O procedimento aplicado foi SPE e foram seguidos os seguintes passos: primeiro
foi realizado o pré-tratamento da amostra, depois os cartuchos de Oasis HLB foram condicionados
com uma solucao composta por MeOH e padrao Mcllvaine, a lavagem destes foi com agua ultrapura
e a eluicao foi realizada com o auxilio de uma solucao de acido oxalico em metanol, por fim a
amostra é seca numa corrente de azoto e reconstituida em fase movel. O método para a
determinacao e quantificacao dos compostos analisados foi HPLC-MS/MS, composto por uma fase
movel, constituida por agua e acetonitrilo acidificado com acido formico, e uma fase estacionaria,
formada por uma coluna coluna Agilent Zorbax RX-Cs. Foram obtidas recuperacées no intervalo de
50,3 a 80,7%

Cerqueira et al. 2014 foi outro projeto realizado no mesmo ambito dos trabalhos apresentados

até agora e que serviu de base para o desenvolvimento do trabalho experimental realizado nesta
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dissertacao. Neste estudo foi aplicado o método de QUEhCERS a amostras de lamas produzidas no
tratamento de agua potavel. O passo inicial deste método extrativo foi a adicao do solvente de
extracao, MeOH:ACN (1:1) acidificado com acido acético, seguido de agitacao, depois foram
adicionados os sais para facilitar o fenomeno de particao, 4 g MgSO4 + 1 g NaCl, voltando a agitar,
de seguida o sobrenadante é adicionado ao adsorvente PSA, voltando a agitar a amostra, passando
por um processo de centrifugacao, recolheu-se o sobrenadante e filtrou-se os extratos. Estes foram
analisados em UPLC - MS/MS ESI. Neste projeto as recuperacdes obtidas encontram-se no intervalo

entre os 50 e os 95%.

Analisando estes estudos em conjunto, verificou-se que no método extrativo SPE o adsorvente
dos cartuchos mais usado foi o Oasis HLB, exceto em Solliec et al. 2016, ja descrito anteriormente,
e Li et al. 2015, que usou dois adsorventes em série: SAX + Oasis HLB, par a extracao de antibioticos
em solos provenientes de terrenos agricolas. Independente do adsorvente usado e de todo o processo
extrativo averiguou-se que as recuperacoes obtidas sao semelhantes. Tal como na maioria dos

estudos o método de determinacao e quantificacao em Li et al. 2015 foi UPLC - MS/MS.

Nos estudos apresentados observou-se que todos os métodos analiticos aplicados sao compostos
por uma fase extrativa, outra de limpeza da amostra e por fim de detecao/quantificacao. Os
métodos de extracdo mais comuns foram SPE e QUEChERS, permitindo realizar uma analise
comparativa destes dois métodos. Como é possivel visualizar na tabela abaixo o método de
quantificacao dos compostos mais utilizado foi o HPLC e o detetor mais comum foi espectrometro
de massa, pois este permite uma identificacao mais precisa dos analitos em estudo, no entanto este

detetor nao se encontrava disponivel no laboratorio, por isso optou-se por um detetor DAD.
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Tabela 7 - Métodos de Extracdo e detecdo de antibioticos de solos e lamas

Parametros analiticos

Concentracéao (LOD e LOQ)
Local Compostos Pré-Tratamento Método de Extracao Método Instrumental obtida (ng/kg) Referéncia
(Hg/kg) Recuperagao (%)
ASIA
d-SPE (QUEChERS) CTC=11,3-5325
QUEChER I: 4 g MgSO4+ 1 g TC=8-140
NaCl OTC=ND-110
2 mL de sobrenadante DC<LOQ-400
QUEChER II: 40 mg PSA + 20 SMM=ND-1,3
mg Cig SM2=0,5-4475
CTC; TC; OTC; 1 g de lamas de suinos; SPE SCZ=ND-1
DC; SMD; SMM;  Spike Evaporacéo LC-MS/MS TIL=2,3-14400 LOQ=0,05-5,91
SQ; SM2; SMZ; 20 mL MeOH:ACN: 0,1 M Adicdo 6 mL 0,1% acido Fase Mdvel: ACN e KIL=ND-2,7 LOD=0,01-1,86
SCZ; TIL; KIL; EDTA-Mcllvaine formico em agua 0,1% de acido formico ~ TIL=ND-447 R>0,996
ERY; ROX; TYL; (12,5/37,5/50 v/v); Centrifugacao em agua TUL=ND-2,4 (Guo et al. 2016)
TUL; ENX; NOR;  Vortex Filtracio Fase Estacionaria: ENR=ND-162
CIP; ENR; DIF; Ultrassonicacao Adsorvente: Oasis HLB Coluna Agilent Eclipse ~ CIP=ND-33,3 33,7-105,65%
SAR; TIA; VAL;  Centrifuga 3cc/mg XDB-Cis SAR=ND-184
LIN; CLI Extracao do sobrenadante Condicionamento: MeOH+ TIA=ND-59,2
agua ultrapura VAL=ND-2,3
China Lavagem: 4gua ultrapura LIN=ND-10
Eluicdo: ACN acidificado CLI=ND-8,7
Secagem N, SMD;SQ;SMZ;
Adicao ACN: 0,1% &cido ERY;ROX;ENO;
formico (20/80, v/v) NOR;DIF=ND
SPE CY=3,7-52,8
Adsorvente: Oasis HLB (6 EISLC'MS/ Ms SDZ=ND-682
3 g de solo ?&F\Z?gg:gmenm' MeOH+ Fase estacionaria: §m§j5é3117338
SDZ; SMZ; SMR; 9 mL de MeOH + 1 mL de 0,1 0,1 M Na, EDTA - N\cllvaine coluna Agilent Zorbax SQX;Nb LOQ=2-7
SDX; SQ; OTC; M Na; EDTA - Mcllvaine (F,JH=4) RX-Cg OTC=34 4-3676
TC; CTC; DC; (plj|=6)~ ) Lavagem: agua ultrapura Fase movel: TC=13—1,0207 (Wei et al. 2015)
Centrifugacao oxa’ico em e Fase B - ACN DOX=9-76,

Secagem em corrente de N

Reconstituicao com fase
movel

acidificado ambos com
0,1% de acido formico

CPFX=9,0-7220
ERFX=ND-3059
FF=4,0-11,4
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2 g solo
ACN + acido citrico

SPE
Adsorvente: SAX (6 mL, 500
mg) + Oasis HLB (6 mL, 500
mg)

UPLC-MS/MS
Fase estacionaria:

SMR; SMZ; SDZ;  Agitacdo em Vortex Condicionamento: MeOH+
SM; SDM; SMR; Ultrassonicacao agua ultrapura ch)Il_'ur&a ACQUITY UPLC 2SAs=ND-13 R>0,99
TC; OTC; CTC; Centrifugacao Lavagem: agua ultrapura Fase rﬁével' YTCs=13-430 LOD= 0,2-5 (Li et al. 2015)
NOR; CIP; ENR;  Concentracao em Eluicdo: MeOH Fase A - H O'+ 0.1% YQNs=7,7-649
LOM; ETM; ROX  evaporador rotativo Secagem em N; .. , 2 P YMLs=ND-5,7
M . 2 - acido formico
Diluicao (100 mL de agua Adicao de padrao interno
L o R Fase B-MeOH
ultrapura) Reconstituicao em MeOH:
H,0 (1:1)
Filtracao
SPE
Adsorvente: Oasis HLB (3
1 g solo mL/60 mg)
5 mL solucao aquosa MgNO;  Condicionamento: MeOH+ HPLC-MS/MS R2>0.999
. (50%) + 4% de amonia agua Milli-Q . Fase estacionaria: ENR=0,02-24,4 LOQ = 0,004-0,011
China . . . aquosa Lavagem: agua Milli-Q Coluna Agilent - "~
ENR; CIP; NOR; ok . L2 < pigs : CIP=ND-42,0 LOD=0,001-0,003
Agitacao por vortex Eluicdo: ACN acidificado Eclipse Plus Cis _ (Wu et al. 2014)
LOM A . NOR=0,14-17,9
Ultrassonicacao (1%) Fase mével: ACN+H,0 LOM=0.02-11
Centrifugacao Secagem em N; (0,1 mL) (10:90, v/v, com 0,1% B o
p o o s A 67-88%
Concentracao em Reconstituicdo em 0,1% sol acido formico)
evaporador rotativo acido formico + 0,1% acido
formico em ACN (90:10,
v/V)
OTC=<LOD-2683
1,0 g de solo liofilizado LC-MS/MS TC€=2,5105
A’CN + 0.1 M EDTA-Mcllvaine SPE Fase estacionaria: CTC=ND-1079
. . . . ’ Adsorvente: Oasis HLB Coluna Agilent ZORBAX SMZ=0,03-0,9
SMZ; SDX; SCP;  (1:1) .
CAP- OTC: TC: Agitacio em Vértex 3cc/mg Cis (150 mm x 2,1 mm;  SDO=ND-9,1
? RPN SR Eluicdo: MeOH 3 um) SCP=0,18-2,5 LOD foi determinado (Hu et al. 2010)
CTC; LIN; OFL; Ultrassonicacao Lo B
CIP- PEF Centrifugaco Secagem le i Fase movel: CAP=ND-1,1
’ Evaporacio em evaporador Reconstituicao em MeOH Fase A - ACN OFL=<LOD-1,6
oo P Fase B - 0,5% acido PEF=ND-<LOD
formico CIP=0,19-0,8
LIN=ND-0,18
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AMERICA

TMP<LOQ-37
LCM<LOQ
2 g s0lo SPE SFX<LOQ
Tampéo EDTA-Mcllvaine Adsorvente: polimero de UHPLC-MS/MS TC<LOQ-17
. . . . fase inversa Strata-X sl 4 ETC<LOQ-16
AMX; TMP; LIN;  adicionado .. N Fase estacionaria: 2
) . ; o~ . Condicionamento: MeOH, - ATC=ND-152 R? =0,961-0,999
SDX; CFT; TYL;  Agitacao em vortex = ) Coluna Kinetex C18 ~ ~
. L - H,0 e Tampao Mcllvaine Lo, 4-EATC=ND-1020 LOQ =3,5-25
PEG; TC; 4- Ultrasonicacao . . Fase movel: _ .
. ’ . - ~ Lavagem: H20:MeOH 0TC<LOQ LOD =1,0-7,4 (Solliec et al.
Canada ETC; ATC; 4- Centrifugacao R Fase A - H;O0c/ 0,1% -
: . . < (90:10, v/v) MC=ND 2016)
EATC; 4-ECTC; Filtracao P, o HCOOH
. . ’ g o - Eluicdo: MeOH c/ 0,1% de o DEC=ND-<LOQ
DC; DEC; OTC; Acidificacao (c/ acido Fase B - MeOH ¢/ 0,1% -
g ] -~ HCOOH 4-EDC=ND-154 40-111%
MC; CTC; SPI citrico) - d HCOOH
EDTA adicionado (0,1 M) Evaporacao em corrente de DC<LOQ-46
H=5 ’ N CTC<LOQ-333
P Recuperacao com H20 4-ECTC=ND-145
ICT=ND-34
4-EICT=ND-66
QUEChERS
Solvente ACN acidificado ¢/
CH3COOH
AMI- . . Agitacao manual
CF'II'" égr/?J(‘CDBLPZ,— Agitacdo em vortex LOQ = 0,5-10
K J ] QUEChERS I: 4 g MgS04 + 1 UPLC-MS/MS LOD =0,15-0,6
FLP; GFZ; GBA; < 7 .
. g g ! g NaCl ESI Nao detetados R?=0,98-0,99 (Cerqueira et al.
Brasil CTZ; LDC; MBZ; 10 g de lamas = ; .
. . Agitacao Manual Sistema UPLC Acquity 2014)
METRO; MIZ; T ;
NSL: PDS: PPL: Agitacao em vortex Ultra
SMZ" TEd' TMI,D QUEChAERS II: 300 mg MgSO4 50-95%
’ ’ + 125 mg PSA Agitacao em
vortex Centrifugacéo
Recolha sobrenadante
Filtracao
EUROPA
Método Extrativo Simples
Fortificacao
ACN + 6% de TCA L MM e CTF=ND
Homogeneizacao - p CLTA=ND-48600
e > Coluna Kinetex C18 ~ LOQ = 3,5-67,3
. . Agitacao . CLTB=ND-40800
CFT; CLTA; Centr%fu acio Fase movel: DC=ND-22760 LOD =1,1-20,2
o CLTB; DC; OTC; 2 gsolo (+ de estrume de sac Solvente A - H,0:ACN . R>0,969 (Meersche et al.
Bélgica . ! > Secagem em N; X o S OTC=ND-2029
SDZ; TMP; TYL suinos o . (95:5) + Acido Formico - 2016)
Reconstituicao: H,0:ACN SFZ=ND-2980
A R 5 . (0,5%) + Formato de
(80:20, v/v) + 0,1% de acido Aménio (0,1%) TMP<LOQ-6 94-106%
formico 0P TYL A=ND-NQ ?

Agitacao
Ultrassonicacao
Filtracao

Solvente B - MeCN +
Acido Formico (0,1%)
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SALLE - d - SPE
ACN: acido m-fosférico (1%, 3
7:3, v/v) adicionado UHPLC mé;ugzg’g
QUECHERS I: 3 g NaCl LC-MS OFL=10,7-719,2  R2=0,0993-0,999
PIP; ENX; NOR; 1 g de composto Agitacao ESI _ ’
’ ’ ; - . > < sl ENR=9,0-674,4 LOQ=0,5E-3-1,5E-3
CIP; OFL; ENR;  Agitacdo em vortex Centrifugacao Fase estacionaria: CIP=152-836 LOD=0 2E-3-0.5E-3
Espanha DIF; MAR; DAN;  Fortificacao QUEChAERS II: 300 mg ACQUITY UPLC BEH™ NOR=ND-131 ’ ’ (Dorival-Garcia
P SAR; CIN; LOM;  Agitacao em vortex PSA+600 mg MgSO4 Coluna C18 AR et al. 2015)
. X o« . PIR=ND-6,1
MOX; NAL; pH=3 Agitacao Fase moével: CIN=ND-9 60 95.3-106%
0XO; FLU; PIR Centrifugacao Fase A - Formato de OXO=ND—1,8 4 ’ ?
Evaporacéo (corrente de N2) amonio ~ y
= FLU=ND-5,8
Recuperacao (formato de Fase B - MeOH NAL=ND-23
amonio: MeOH (1:1, v/v))
Centrifugacao
QUEChERS
Solventes: ACN; ACN:MeOH
(60:40; 50:50; 40:60, v/v);
MeOH; m-hexano-acetona
(1:1); acetato de etilo;
acetona;
QUECHERS I: 6 g MgSO4 +
1,5 g CH3COONa
QUEChERS II: 4 g MgSO4 + 1
g NaCl LC-FLD LOQ = 6,10-22,4
10/7.’.5/5 g de solo QUECAERS IlI: 6 g MgS04 + Fase estacionaria: _ R? = 0,999
. . Fortificacao > IBP e HIBP=ND (Braganca et al.
Portugal IBP; HIBP; CIBP o - , 1,5 g NaCl + 1,5 NaCit + Coluna Luna C18 Fase ~
Agitacao em Vortex 0.750 g Na2Ci svel: CIBP=46,1 2012)
(1.2,3,4,5,10 min) , g Na2Cit movel: ACN e H20
P QUEChERS IV: 4 g MgS0O4 + ultrapura 79,5-101%

1 g NaCl + 1 NaCit + 0,50 g
Na2Cit

Ultrassonicacao
Centrifugacao

Recolha do sobrenadante
Evaporacao em corrente de
N2

Recuperacao em ACN
Filtracao

Legenda: 4-epianidrotetraciclina (4-EATC); 4-epiclorotetraciclina (4-ECTC); 4-epitetraciclina (4-ETC); Acido Nalidixico (NAL); Acido Ocolinico (0X0); Acido Pipemidico (PIP); Acido Piromidico (PIR);
Amitriptilina (AMI); Amoxicilina (AMX); Azatioprina (AZA); Benzilpenicilina (PEG); Carbamazepina (CBP); Carboxi-iboprofeno (CIBP); Ceftiofur (CFT); Cetoconazol (CTZ); Cinoxacina (CIN); Ciprofloxacina
(CIP); Ciromazina (CY); Claritromicina (CTM); Clindamicina (CLI); Cloranfenicol (CAP); Clorotetraciclina (CTC); Colistina A (CLT A); Colistina B (CLT B); Danoflaxacina (DAN); Demeclociclina (DEC);
Difluoxacina (DIF); Dilitazem (DLZ); Doxicilina (DC) Enoxacina (ENX); Enrofloxacina (ENR); Eritromicina (ERY); floranfenicol (FF); Furazepam (FLP); Gemfibrozil (GZF); Glibenclamida (GBA); Hidroxi-
iboprofeno (HIBP); Iboprofeno (IBP); Kitasamicina (KIL); Lidocaina (LDC); Lincomicina (LIN); Lomefloxacina (LOM); Flumequina (FLU); Marbofloxacina (MAR); Mebendazol (MBZ); Metronidazol (METRO);
Micanazole (MIZ); Minociclina (MC); Moxifloxacina (MOX); Nimesulida (NSL); Norfloxacina (NOR); Ofloxacina (OFL); Oxitetraciclina (OTC); Pefloxacina (PEF); Prednisona (PDS); Propranolol (PPL);
Roxitromicina (ROX); Sarafloxacina (SAR); Spiramicina (SP); Sulfacloropiridazina (SCP); Sulfaclozina (SCZ); Sulfadiazina (SDZ); Sulfadimetoxina (SDM); Sulfadimidina (SM2); Sulfadoxina (SDX); Sulfamater
(SM); Sulfamarazina (SMR) Sulfametoxazol (SMZ); Suldametoxidiazina (SMD); Sufamonometoxina (SMM); Teofilina (TEO); Tetraciclina (TC); Tiamulina (TIA); Tilmicosina (TIL); Tilosina (TYL); Tilosina A (TYL

A); Tremetoprim (TMP); Tulatromicina (TUL); Valnemulina (VAL)
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4 Materiais e Métodos

4.1 Materiais e Reagentes

Os padrodes de referéncia dos compostos em estudo, metronidazol (> 98%), sulfametoxazol (>
98%) e cloranfenicol (> 99%) foram fornecidos pela Sigma Aldrich (Steinheim, Alemanha). O
acetonitrilo e o metanol, solventes utilizados em HPLC, provém da empresa VMR (Fontenay-sous-
Bois, France). A agua ultrapura, utilizada ao longo do trabalho experimental, foi tratada através de
um sistema purificador (3 L/h) da Elix Essential Water cedido pela Merck Millipore (Beeston, Reino
Unido). O acido ortofosforico, com pureza de 85%, foi produzido na VMR (Fontenay-sous-Bois,

France).

No ensaio de QUEChERS, os compostos usados foram os seguintes; sulfato de magnésio,
fornecido pela empresa Panreac ITW Companies (Darmstadt, Alemanha), PSA-Silica (100 mg), DSC-
18, produzidos pela Supelico (Bellefonte, USA) e cloreto de sédio (pureza (%)=99,5) provem da E.
Merck (Darmstadt, Alemanha). Além destes, os filtros de PTFE (2 pm) foram fornecidos por VMR
(EUA) e o acido acético (99,8%) foi produzido pela E. Merck (Darmstadt, Alemanha).

4.2 Métodos de Analise

4.2.1 Método Instrumental
4.2.1.1 Instrumentacgéo

As analises em cromatografia foram realizadas usando um sistema Hitachi (Téquio, Japao)
constituido por uma bomba L-7100 (Merck Hitachi), um injetor Rheodyne (Rohnert Park, EUA)
modelo 7725 (100 pL loop) e um detetor DAD L-7450 A (Merck Hitachi). A separacao cromatografica
foi executada numa pré-coluna Purospher RP-18e (4 x 4 mm) fornecida por Merck (Darmstadt,
Alemanha) e numa coluna RP-18e (250 x 4 mm, 5 pm de tamanho de particula). Os constituintes da
fase moével foram agua com pH dois ajustado com acido fosforico (A) e acetonitrilo (B), utilizados
segundo um gradiente de eluicao descrito de seguida; durante os primeiros sete minutos foi definido
10% de B, de seguida aumentou-se para 35% ao longo de trés minutos e manteve-se estas condicoes
ao longo de oito minutos, depois este valor subiu para 50% durante sete minutos, por fim o valor de
B volta ao valor inicial (10%) durante 15 minutos permitindo que a coluna analitica atinja o equilibrio
antes do comeco da corrida seguinte. No total a corrida tem um tempo de duracao de 30 minutos.

Na figura seguinte encontra-se representado o gradiente de eluicao na forma grafica.
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Figura 19 - Gradiente de Eluic@o usado nas andlises cromatogrdficas

O volume injecao considerado foi 100 L e todas as analises foram realizadas a temperatura
ambiente. O caudal da fase mével considerado foi 0,8 mL/min. Para identificacao dos antibioticos
foi necessaria a comparacao com padroes, tendo em consideracao o tempo de retencao em LC e 0
espectro UV de cada analito. A absorcao destes compostos em radiacdo UV foi monitorizada ao e
longo de um intervalo de comprimentos de onda compreendidos entre 170 e 900 nm. Desta forma
foi possivel concluir que os analitos eram detetados a um comprimento de onda de 280 nm. Os
resultados foram recolhidos e analisados pelo software HSM D-7000 (versao 3.1) para HPLC. Para

quantificacao dos compostos foi efetuada uma calibracao externa.
4.2.1.2 Validacao do Método Analitico

A validacdo do método analitico foi executada em termos de linearidade, repetibilidade,

precisao intermédia e exatidao.

As solucdes mix para cada ensaio experimental foram preparadas diariamente com a diluicao
pretendida em agua ultrapura a partir de solucdes stock metronidazol (200 mg/L), suflametoxazol
(222 mg/L) e cloranfenicol (248 mg/L) conservadas em agua ultrapura e 50% de metanol mantidas

a uma temperatura de -20 °C.

A linearidade foi avaliada para seis pontos da curva de calibracao para o metronidazol, sete
pontos para a sulfametoxazol e oito pontos para o cloranfenicol. Para estes compostos, os limites
de detecao (LOD) e os limites de quantificacao (LOQ) foram calculados por uma média (n=6, METRO;
n=7, SULFA; n=8, CAP) racio sinal-ruido (S/N) entre 3 e 10, respetivamente. A repetibilidade foi
avaliada através do desvio-padrao relativo (RSD, %) da extracao de seis amostras fortificadas a trés
niveis de concentracdo diferentes (n=6). A exatidao foi analisada pelo método de adicao de seis
extracoes a trés niveis de concentracdo (n=6) e a precisao intermédia foi determinada como sendo
0 RSD de extracoes em duplicado a trés niveis de concentracao diferentes em trés dias consecutivos

(n=6). As recuperacoes foram determinadas através da comparacao da resposta instrumental obtida

36



Avaliacdo do método de extracdo QUEChERS para a quantificacdo de antibioticos nos solos

para as amostras com a resposta obtida na injecao de padrées com as concentracoes esperadas no

ensaio. A formula de calculo usada foi a seguinte (Equacao 4):

A
Recuperagio (%) = _—obtide 100 (4)

esperada

4.2.2 Amostragem

O processo de amostragem foi realizado num pequeno quintal no centro da cidade do Porto
(Calcada da Povoa, 41°09°25.0”N 8°35°51.6”W) a uma profundidade variavel entre os 10-20cm e a
recolha foi composta por duas quantidades equivalentes colhidas em dois pontos diferentes para
com o objetivo de eliminar possiveis erros. O solo tinha um aspeto escuro, altamente mineralizado,
pois tratava-se de uma zona de cultivo de legumes e plantacdes de arvores de fruto. A recolha foi

realizada no dia 2 de julho do corrente ano.
4.2.3 Método de Extracao

Nestes ensaios 0 método de extracao usado foi QUEChERS, onde o procedimento geral foi ja
explicado num subcapitulo anterior. Primeiro definiu-se um protocolo, este foi baseado no
procedimento realizado por Penéda (2016), com algumas alteracdes na fase de adicao do spike, e
foram testadas diferentes condicdes, como tempos de agitacdo no vortex, as massas de sorventes
entre outras, correspondentes aos ensaios 1 a 4. No entanto, por motivos explicados no capitulo
seguinte, optou-se por testar o procedimento utilizado por Cerqueira et al. (2014) com algumas
alteracoes. O procedimento geral realizado foi o seguinte: num tubo de Falcon com 4 g de solo foi
adicionado 100 pL da solucdo mix com os antibioticos em estudo com uma concentracao de 2,5
mg/L, homogeneizou-se a amostra com a solucdo com o auxilio do vortex e deixou-se em repouso
durante 5 minutos. Apos o tempo de repouso adicionou-se 10 mL de solvente de extracado e de
seguida os tubos foram levados ao vortex e ao ultrassons. Depois da fase de extracao iniciou-se a
fase de clean-up da amostra com a adicao do QUEChER 1, composto por MgSO4 e NaCl, ao tubo com
solo, novamente estes sofreram um processo agitacao e seguidamente foram centrifugados a 4000
rpm durante 10 minutos. Apds a primeira fase de limpeza, foi removido o sobrenadante de tubo e
foi adicionado ao QUEChER 2, que continha MgSO4, PSA-Silica e DSC-18. Posteriormente, estes foram
agitados e centrifugados nas condicoes referidas anteriormente. Por fim, foi removido de novo o
sobrenadante e este foi filtrado num filtro de PTFE de 0,2 pm e as amostras foram evaporadas até
a secura em corrente de azoto. Nesta ultima fase, estas foram reconstituidas em um mililitro de
uma solucao constituida por agua ultrapura e metanol (75:25, v/v) e foram analisadas em HPLC-

DAD. A figura seguinte apresenta o procedimento geral realizado ao longo de todo este trabalho.
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Figura 20 - Representacdo esquemdtica do procedimento de QUEChERS

Os parametros que foram alterados relativamente ao procedimento base encontram-se

resumidos no formato de tabela (Tabela 8).

Tabela 8 - Tabela resumo das condicées alteradas ao longo dos ensaios realizados

Ensaio

Agitacdo (min)
(extracao/clean-up)

Solvente de
extracao

Ultrassons (min)

QUEChER 2

1 2

/2

2 4

/4

w

2

ACN/MeOH (1:1
P CN/MeOH (1:1)

10

1 g MgSO,4 + 300 mg
PSA + 150 mg C18
1 g MgS04 + 150 mg
PSA + 150 mg C18
1 g MgSO4 + 75 mg
PSA + 150 mg C18

© | N| o u EN

1’15’

10

11

12

ACN acidificado
(10 mL de solvente
+ 100 pL CH3COOH)

300 mg MgS0O4 + 125

10

mg PSA

300 mg MgS0O4 + 125

10

mg PSA + 150 mg de
Cc18

/1’15 ACN/MeOCH (1:1)

10

ACN/MeOH (40:60
v/v)

300 mg MgS04 + 125
mg PSA + 150 mg de
Cc18
300 mg MgSO.4 + 125
mg SiO; + 150 mg
de C18
300 mg MgS0O4 + 125
mg PSA + 150 mg de
Cc18
300 mg MgS04 + 125
mg SiO; + 150 mg
de C18
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4.3 Armazenamento, Destino e Tratamento de Residuos

Os residuos liquidos gerados ao longo dos ensaios experimentais eram considerados solucoes
organicas constituidas por acetonitrilo, metanol, acido acético, e quantidades vestigiais de
antibioticos. Além destes foram produzidos residuos solidos como filtros de PTFE e amostras de solo
contaminadas com MgSQ4, PSA-Silica, NaCl e DSC-18.

Todos os residuos produzidos neste projeto foram armazenados em recipientes fechados
devidamente rotulados e guardados nos locais reservados para esse efeito onde nao existem fontes
de luz e/ou ignicao para mais tarde sofrerem o devido tratamento pelo Sistema de Gestao Ambiental
da FEUP (EcoFEUP).
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5 Resultados e Discussao

5.1 Otimizacao do método de QUEChERS

Para cumprir um dos objetivos desta dissertacao, primeiro foi necessario encontrar quais as
condicoes 6timas operatorias de extracao e clean-up de uma amostra de solo fortificada com os

antibioticos em estudo.

Os métodos mais descritos na literatura para a extracao de antibi6ticos dos solos € a extracao
em fase solida (SPE) e o método de QUEChERS, ja descritos anteriormente. No entanto, concluiu-se
que o método de SPE nao era viavel para este trabalho, pois, segundo Penéda (2016), este método
mostrou-se ineficaz, nas condicoes usadas, para a remocao dos antibioticos. Como alternativa a este
método, optou-se pelo método de QUEChERS, cujo procedimento geral aplicado encontra-se

representado na Figura 20.

0 método de QUEChERS foi testado por Penéda (2016), tendo sido testadas algumas condicoes
operatorias, como por exemplo, diferentes solventes de extracao. Como ponto de partida deste
trabalho optou-se por testar as condicoes o6timas obtidas por Penéda (2016), que se encontram

representadas na tabela seguinte.

Tabela 9 - Condicbes otimas operatorias dos procedimentos experimentais testados (Penéda 2016)

Agitacao (min) Solvente de ]
(extracio/clean-up) Extracdo Ultrassons (min) QUEChER 1 QUEChER 2
2/2 ACN:MeOH (1:1) 10 6 g MgSOs+1gNaCl | 8 Mgo0s+300mg

PSA + 150 mg C18

A este procedimento experimental foi introduzida uma alteracao: considerou-se que seria
mais correto a aplicacao do spike na amostra, isto €, antes da adicao do solvente de extracdo porque
os antibioticos em estudo sdo compostos polares por isso tém mais afinidade com o solvente do que
com a amostra, nao demonstrando o processo de adsorcao dos antibioticos no solo que ocorre no

meio ambiente.

Além da alteracao referida, considerou-se que seria interessante estudar a influéncia do
tempo de agitacao nas fases de extracao e clean-up, por isso foi realizado um segundo ensaio
experimental foram testados quatro minutos de agitacao nas fases referidas. Em todos os ensaios
realizados ao longo deste trabalho foram realizados controlos ao processo, ensaios que nao
continham amostra de solo, com o objetivo de perceber se a fase de limpeza da amostra tem a
capacidade de remover os compostos em estudo. Os resultados obtidos nos ensaios 1 e 2 foram os

seguintes:

4



Avaliacdo do método de extracdo QUEChERS para a quantificacdo de antibioticos nos solos

Tabela 10 - Resultados obtidos nos ensaios 1 e 2

Amostra (Solo) Controlo ao Processo

. Recuperacao Coeficiente de Recuperacao Média
Composto  PHT(C) \adia %) Variaciio (%) %)
e aaitacs METRO 40,8 5,0 68,4
m‘"Ensea:f’: acao SULFA 6,6/20 30,8 0,9 50,2
CAP 48,9 2,6 88,9
4 e maitach METRO 431 3,7 55,1
m‘"E € fag‘z acao SULFA 6,6/20 36,5 4,2 40,1
nsaio CAP 52,5 15,4 54,3

Analisando os resultados obtidos verificou-se que as recuperacoes obtidas no controlo do
processo diminuem com o aumento do tempo de agitacao, indicando que este aumento favorece a

remocao dos antibidticos em estudo por parte dos adsorventes utilizados na fase de clean-up.

Como os compostos em estudo relativamente polares, considerou-se que o adsorvente PSA
teria uma grande afinidade com os antibioticos em questdo. Nestes ensaios, ao valor de pH usado,
o metronidazol e o cloranfenicol encontram-se na forma neutra e a sulfa encontra-se desprotonada
(Anexo B). Os trés compostos podem ligar-se ao PSA sob a forma de ligacdes de hidrogénio ou dipolo-
dipolo, no entanto, como a sulfametoxazol se encontra carregada negativamente este pode interagir
com moléculas cationicas, como por exemplo, metais pesados e nutrientes, dificultando a extracao
desta. O aumento do tempo de agitacdo podera, eventualmente, favorecer este fendmeno
impossibilitando a continuacao dos compostos na fase liquida. Mesmo ocorrendo esta diminuicao
das recuperacdes do controlo no ensaio 2, observou-se um pequeno aumento das recuperacées na

amostra de solo.

Avaliando os resultados obtidos nos ensaios 1 e 2 concluiu-se que o aumento do tempo de
agitacao nao favorece a extracao dos compostos em estudo e por este motivo para os ensaios
seguintes manteve-se o tempo de vortex de dois minutos. Nos ensaios 3 e 4, para perceber qual a
influéncia da massa de PSA-Silica na fase de clean-up, foram testadas 150 mg e 75 mg de PSA,

respetivamente. Os resultados obtidos encontram-se na Tabela 11.

Tabela 11 - Resumo dos resultados obtidos nos ensaios 3 e 4

Amostra (Solo) Controlo ao Processo
. Recuperacdo Coeficiente de Recuperacdo Média
Composto  pH/T(*C)  ~ vedia %)  Variacao (%) (%)
METRO 49,7 3,9 69,7
15°E”:§ai‘ie3P5A SULFA 6,7/21 27,7 3,1 47,2
CAP 35,5 12,0 53,9
METRO 49,7 2,4 69,0
75 E:Igsa‘:: ;SA SULFA  6,7/21 30,0 0,9 42,4
CAP 36,5 0,9 50,5

Analisando os resultados obtidos e comparando com os resultados do ensaio 1 verificou-se que
com a reducao da massa do adsorvente PSA-Silica nao se obteve uma melhoria na recuperacao média
no controlo do processo, os valores sao muito semelhantes nos trés ensaios (1,3 e 4). Para a amostra

nao se verificou um aumento das recuperacdes, tal como no controlo ao processo os resultados
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mantiveram-se muito semelhantes entre os trés ensaios. Desta forma, é possivel concluir que este

adsorvente nao influenciou de forma positiva os resultados.

Em resumo, os resultados obtidos nestes primeiros quatro ensaios nao foram muito
satisfatorios, por isso, foi decidido alterar o procedimento aplicado. Apds uma pesquisa bibliografica
considerou-se que o procedimento experimental apresentado por Cerqueira et al. (2014), aplicado
a amostras de lamas produzidas no tratamento de agua potavel para a extracdao de farmacos e
compostos de produtos de cuidado pessoal, poderia ser aplicado neste estudo. Este procedimento
encontra-se na Tabela 7. Neste trabalho foi necessario realizar algumas alteracdoes a este
procedimento. As modificacoes foram as seguintes: (i) apés o QUEChER 1, foi removido todo o
sobrenadante, nao apenas 2 mL; (ii) depois do processo de filtracao do sobrenadante, a amostra foi
levada a secura em corrente de azoto e reconstituida em 1 mL de uma solucdo composta por agua

ultrapura e metanol (75:25. v/v).

Como se pode verificar, neste estudo, na fase de extracao as amostras nao foram colocadas
no ultrassons e na fase de clean-up nao foi adicionado nenhum adsorvente apolar para remover
interferentes apolares. Por estas razdes, nos seguintes ensaios foi testado a influéncia do ultrassons
no processo de extracao. Além do parametro referido, foi considerado que deveria ser testado se a
presenca ou auséncia de um adsorvente apolar, neste caso C18, teria alguma influéncia na analise
dos picos cromatograficos dos compostos de interesse. Nestes ensaios o solvente de extracao usado
foi acetonitrilo acidificado com acido acético. Pretendia-se compreender a influéncia da presenca
ou auséncia de metanol e o efeito do meio estar acidificado facilitar o processo de extragao. Os

resultados obtidos nos ensaios 5 a 8 estao presentes na Tabela 12.

Tabela 12 - Resultados obtidos nos ensaios 5 a 8
Amostra (Solo) Controlo ao Processo
Recuperacdao Coeficiente de Recuperacdo Coeficiente de
Média (%) Variacgao (%) Média (%) Variacgao (%)

Composto pH/T(°C)

S/ ultrassons METRO 31,3 1,2 56,8 14,5
S/ Cis SULFA 2,4/21 9,1 4,8 47,0 9,6
Ensaio 5 CAP 22,5 3,8 56,7 8,4
C/ ultrassons METRO 33,0 8,7 58,2 1,0
S/ Cis SULFA 2,4/21 11,8 12,0 53,1 1,6
Ensaio 6 CAP 24,0 18,8 52,4 3,2
S/ ultrassons METRO 38,0 0,7 58,6 3,6
C/ Cys SULFA 2,2/21 14,2 6,7 49,8 7,1
Ensaio 7 CAP 28,9 3,1 51,9 0,4
C/ ultrassons METRO 36,5 3,4 59,7 2,8
C/ Cys SULFA 2,2/21 14,3 4,3 48,6 1,0
Ensaio 8 CAP 29,1 3,2 56,7 2,6

Observando os resultados obtidos nestes ensaios foi possivel verificar que a
presenca/auséncia de ultrassons nao influencia o processo de extracdo, pois como é possivel analisar
na tabela acima, as recuperacoes médias obtidas nos ensaios 5 e 7, sem ultrassons, sao muito
semelhantes as obtidas nos ensaios 6 e 8, com ultrassons. No entanto, como as amostras utilizadas
ao longo de todo trabalho nao sao representativas, considerou-se importante a manutencao do

processo de ultrassons na fase de extracao porque em amostras reais pode facilitar o processo de
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extracdo dos analitos em estudo. Importante salientar que, usando como solvente de extracao
acetonitrilo acidificado, observou-se que as recuperacdes médias dos antibidticos na amostra
baixaram, portanto foi possivel concluir que a auséncia de metanol prejudicou o processo de
extracao, o que é compreensivel porque sendo este um solvente mais polar facilita a interacao com

0s compostos estudados.

Por fim, foi avaliado o efeito da auséncia de C18. Como ja foi referido, este adsorvente tem
como principal funcao remover interferentes apolares existentes na amostra. A auséncia deste
adsorvente poderia provocar dificuldades na identificacao dos picos cromatograficos dos trés
compostos em estudo. Na figura seguinte encontram-se representados dois cromatogramas obtidos
a partir da analise em HPLC-DAD de extratos de amostras do ensaio 7 e 8, sem e com C18

respetivamente.

>
=
E
. H ; SULFA
\ METRO
W\ [l T /AJ'H\ N4 CAP
| — i e —— R U - W VP, Uy
Tempo (min)
>
=
E
\ ' SULFA
A V\ b MET-"EO /F\{I&r \‘ CAP ,
|~ & \{ 3 \-_m__.q_.h.,_,‘\../ﬂ"_,./‘-,m.___ﬁ_ﬁ_ﬂ_f\'\ A

Tempo (min)

Figura 21 - Cromatogramas exemplo dos ensaios 6 (acima), sem Cys, e 8, com Cig
Examinando os dois cromatogramas confirmou-se que nao existe qualquer dificuldade em
detetar os picos dos analitos, no entanto, o solo utilizado neste estudo encontra-se altamente
mineralizado, contendo uma baixa percentagem de interferentes comparativamente com uma

amostra real, por esta razao considerou-se que se deve manter no QUEChER 2 o adsorvente C18.
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Como na literatura existente referiam a utilizacao de diferentes porcoes de acetonitrilo e
metanol como solvente de extracdo, nos ultimos ensaios realizados foram testadas diferentes
percentagens de metanol presentes no solvente de extracao. Nos ensaios 9 e 10 testou-se ACN/MeOH
uma proporcao de 50:50 em volume e nos ensaios 11 e 12 testou-se ACN/MeOH (40:60, v/v). Além
da alteracao do solvente de extracao, nos ensaios 10 e 12 o sorbente PSA foi substituido por silica
(5i02), com o objetivo de compreender se a utilizacdo de um composto mais polar facilitaria a
limpeza da amostra, isto €, sendo a silica um composto mais polar teria uma maior afinidade com
os interferentes existentes de forma a melhorar a recuperacao média obtida no controlo do processo

(ensaio sem amostra).

Tabela 13 - Valores de recuperacdGo média obtidos nos ensaios 9 a 12

Amostra (Solo) Controlo ao Processo
. Recuperacao Coeficiente de Recuperacao Coeficiente de
Composto PH/T(C) \<dia (%) Variacao (%) Média (%) Variacao (%)
ACN/MeOH METRO 57,2 1,6 78,9 4,7
(50'?)2;\"/ V) suLFa 29,9 6,8 60,8 7,2
Ensaio 9 CAP 53,5 7,6 63,3 3,8
ACN/MeOH METRO 48,3 9,7 68,4 2,1
50:50, v/
( Siézv V' suLra 35,3 10,0 55,7 7,5
Ensaio 10 CAP 6,7/21 68,9 5,0 73,2 0,3
ACN/MeOH METRO 39,4 12,2 82,0 2,7
(40:60, v/v) SULFA 30,5 25,5 52,5 4,0
PSA
Ensai CAP 44,7 18,2 63,4 1,4
nsaio 11
ACN/MeOH METRO 35,6 32,6 58,0 5,1
(4012% VIV sULFA 37,7 11,3 63,1 2,7
102
Ensaio 12 CAP 51,7 5,9 63,8 0,6

Pela analise dos resultados obtidos, presentes na Tabela 13, foi possivel concluir que uma
maior quantidade de metanol nao favorece o processo de extracao, nos ensaios 11 e 12 obtiveram-
se recuperacoes inferiores comparativamente aos outros dois ensaios apresentados na tabela acima.
Estes resultados confirmam os resultados encontrados anteriormente na literatura (Braganca et al.
2012). Relativamente ao uso da silica como adsorvente para a limpeza da amostra, nao se observou
ma diferenca significativa, isto €, comparando, por exemplo, os ensaios 9 e 10, onde foi utilizado o
mesmo solvente de extracao e foi alterado o sorbente, nao se encontrou uma melhoria significativa
nas recuperacées médias dos antibidticos nas amostras e tendo em consideracdao o controlo ao
processo também nao se verificou uma melhoria significativa das percentagens de recuperacao,

excetuando no caso do cloranfenicol onde se notou um aumento de cerca de 10%.

Avaliando em conjunto todos os resultados obtidos nesta fase, foi possivel concluir que os
melhores ensaios foram dos ensaios 9 e 10, no entanto, no ensaio 9 verificou-se menores coeficientes
de variacao dando uma perspetiva de que este fosse mais preciso do que o ensaio 10. Por estas
razdes considerou-se que o procedimento mais adequado para sofrer o processo de validacao seria

0 ensaio 9.
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5.2 Validacao do Método Analitico

Apos o processo de otimizacao das condicdes do procedimento de QUEChERS para a extracao
dos antibidticos estudados foi necessario validar esta metodologia utilizando cromatografia liquida

de alta eficiéncia acoplada de detetor por arranjo de diodos (HPLC-DAD).

O tempo de retencao e o espetro UV dos compostos foram utilizados para identificar os
compostos de interesse. Desta forma € possivel observar na figura seguinte um cromatograma obtido
a partir da injecao direta de uma solucao padrao composta por metronidazol, sulfametoxazol e

cloranfenicol.

mAU

Tempo (min)
Figura 22 - Exemplo de um cromatograma obtido apés a andlise em HPLC-DAD de uma solu¢do padréo de 250 pg/L
dos analitos estudados

Com as condicdes cromatograficas definidas e apresentadas anteriormente, o tempo de
retencao para o metronidazol foi de 5,6 minutos, da sulfametoxazol foi de 19,3 minutos e do
cloranfenicol foi de 20,4 minutos aproximadamente, pois estes valores variavam consoante a
temperatura do laboratério porque o HPLC nao possui forno. Esta variacao dos tempos de retencao
pode ocorrer devido ao facto de que os compostos podem ser menos adsorvidos a fase estacionaria
a temperaturas mais elevadas, logo, sao eluidos a tempos de retencao mais baixos. No entanto,
sempre que foram realizadas analises de amostras foi injetado uma solucdo padrao mix, que
continha os trés compostos em estudo, que permitia observar com melhor clareza os tempos de

retencao de cada analito, evitando possiveis erros na identificacao dos picos.
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5.2.1 Linearidade e limites de detecdo e quantificacdo?

A reta de calibracao para a METRO foi efetuada a 6 niveis de concentracao, na gama de 50-
500 pg/L, para a SULFA foi realizada a 7 niveis, na gama de 20-500 pg/L, e por fim para o CAP foi
efetivada a 8 niveis de concentracao, na gama 100-1000 pg/L. As analises das solucdes padrao foram
realizadas em duplicado. Na Figura 23 encontram-se representadas as trés curvadas de calibracao

para os antibioticos estudados.

900000

Area = (1520,4+66,7)[SULFA] - (334,78+18734,72)
800000 R? = 0,9985

700000
600000 *
500000

400000

Area (mAU)
@

Area = (816,1117,91)[CAP] + (1648,9+10232,1)

2 =
300000 pe R% =0,9995

200000 Area = (774,04+40,78)[METRO] - (2428,4+12375,3)
0 @
0,00 100,00 200,00 300,00 400,00 500,00 600,00 700,00 800,00 900,00 1000,00
Concentracao (pg/L)

Figura 23 - Representacdo grdfica das curvas de calibracdo para os compostos em estudo
Na seguinte tabela estao apresentados os principais parametros analiticos para os analitos
em estudo. Para determinacao do declive, intercecao e coeficiente de correlacdo das retas de
regressao foi aplicado o método dos minimos quadrados. Os limites de quantificacao e detecao

foram calculados através da média do racio sinal/ruido de 10 e 3, respetivamente.

Tabela 14 - ParGmetros analiticos das retas de regress@o dos antibiéticos analisados

Composto Gama de Declivezts,  Intercegaoxtsy Coeficiente LOD LOQ
P linearidade (mAU.L.pg?) (mAU) de correlagédo (ug/L) (ng/L)
M:TEO 50-500 774141 -2428+12735 0,9993 14 47
S:I:I;A 20-500 1520+67 -335+18735 0,9993 5 17
CAP
=8 100-1000 816+18 1649+10232 0,9998 18 60

tsa - intervalo de confianca para o declive (8 graus de liberdade; nivel de confianca de 95%); tss - intervalo de confianca para a
intercecao (8 graus de liberdade; nivel de confianca de 95%);

Este método instrumental mostrou-se mais sensivel na detecao da sulfametoxazol do que
dos outros dois antibioticos, metronidazol e cloranfenicol, pois a curva de calibracao deste

composto apresenta um maior declive.

1 As curvas de calibracao apresentadas foram realizadas pela Eng®. Ana Isabel Carvalho
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Em laboratério, uma curva de calibracao é considerada valida se respeitar os trés critérios
seguintes: (i) desvio-padrao relativo do declive (%“ % 100) inferior a 5%; (ii) conter a origem (b - sp
< 0 < b +sp); (iii) o coeficiente de correlacao deve ser superior 0,995. Os resultados obtidos para os

trés compostos para os parametros referidos encontram-se na tabela abaixo (Miller and Miller 2010).

Tabela 15 - Paradmetros analiticos, desvio padréo do declive e origem, dos compostos em estudo

. Desvio padréo do declive Origem
Analito
(sa/ax100) (b-s,<0<b+sp)
METRO 1,90 -14803,7<0<9946,9
SULFA 1,71 -19069,5<0<18399,4
CAP 0,90 -8583,2<0<11880,7

Todos os critérios mencionados anteriormente foram cumpridos em todas as curvas de
calibracao dos antibioticos em estudo. Também se verificou que os coeficientes de correlacao sao
superiores a 0,995, apresentados na Tabela 14, demonstrando uma boa linearidade nas gamas de
concentracao estudadas. Desta forma foi possivel afirmar que as curvas de calibracao sao validas e

passiveis de utilizacao para analise de amostras onde estejam presentes estes compostos.
5.2.2 Preciséo

A precisao de um método pode ser definida como o grau de proximidade entre resultados,
referentes a uma mesma amostra. Neste caso foi determinado a precisao intermédia e a
repetibilidade para avaliar a 0 método analitico 6timo referido no Subcapitulo 5.1. A precisao
intermédia exprime a variacao das condicoes laboratoriais, neste estudo esta representada pelo
desvio-padrao relativo (RSD) da injecao de amostras extraidas em duplicado, a trés niveis de
concentracao, alterando o dia de extracdo. A repetibilidade exp6e a precisao existente num curto
espaco de tempo nas mesmas condi¢ées de operacao, esta foi também estimada pelo desvio-padrao
relativo de seis extracdes para cada nivel de concentracdao apresentado, nas mesmas condicoes
experimentais realizadas no mesmo dia. Os resultados obtidos encontram-se na tabela apresentada
abaixo (Tabela 16).

Tabela 16 - Resultados obtidos no estudo da precisdo do método analitico

Analito Repetibilidade (RSD, %) (n=6) | Precisao Intermédia (RSD, %) (n=6)
Concentracéao (pg/L) 125 250 500 125 250 500
METRO 6,2 5,0 4,5 4,5 6,1 4,3
SULFA 4,8 4,4 4,8 9,0 5,6 5,4

CAP 9,0 5,9 4,4 7,8 5,2 5,2

Através da analise da Tabela 16 verifica-se que o valor de RSD tendencialmente diminui com
o aumento da concentracao este comportamento é expectavel, pois a precisao aumenta com o
aumento da concentracao. As gamas de precisao obtidas foram de 4,4 a 9,0% e 4,3 a 9,0% para a
precisao intra-dias e inter-dias, respetivamente. Para que um método seja considerado valido o
valor de RSD (%) deve ser inferior a 5%, neste caso este valor é ultrapassado principalmente no valor
de concentracao mais baixo, onde valor mais elevado observado foi de 9%, no entanto para as

concentracoes mais elevadas este valor é excedido ligeiramente, diferenca préoxima de 1%. Como a
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precisao diminui com a diminuicao da concentracao e nos restantes resultados o valor de 5% foi

excedido ligeiramente considerou-se que o método de extracao era preciso.
5.2.3 Exatidao

A exatidao de um método analitico representa o grau de concordancia entre o valor real e o
valor de referéncia. Neste trabalho, a exatidao foi estimada através da determinacao da
recuperacao obtida ap6s um ensaio experimental, com o proposito de avaliar a adequabilidade do
método para a identificacdo dos antibioticos-alvo em amostras reais. A exatidao do método foi
determinada utilizando um solo bastante mineralizado, como ja referido anteriormente, que foi
fortificado a trés niveis de concentracao diferentes e sofreu um processo de extracao e clean-up
nas condicoes operatoérias Otimas apresentadas no Subcapitulo 5.1. Os resultados obtidos

encontram-se presentes na tabela seguinte.

Nao foram visiveis picos cromatograficos dos antibidticos em estudo no branco (solo nao

fortificado).

Tabela 17 - Resultados obtidos para a exatiddo do método

Analito Recuperacao + RSD (%) (n=6)
Concentracao (pg/L) 125 250 500 Média
METRO 7216 5945 5345 6115
SULFA 35,445 39+4 3945 3845
CAP 44+9 51,3+6 50+4 49+6

Como é possivel observar foram obtidas boas recuperacoes, superiores a 50% para a maioria
dos analitos em estudo, excetuando para a sulfametoxazol que sé apresentou recuperacdes proximas
dos 40%. Nas concentracoes mais baixas observa-se maiores RSD, como por exemplo, para o
cloranfenicol obteve-se um desvio-padrao médio de 9% para a concentracédo de 125 pg/L. No entanto
para as restantes situacoes obteve-se RSD relativamente baixos e recuperacoes razoaveis, por este
motivo € possivel afirmar que o procedimento analitico aplicado permite uma detecao exata dos

antibioticos em amostras representativas.
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6 Conclusoes

Os antibioticos, como é do conhecimento geral, sao utilizados de forma massiva pela sociedade
atual e a sua presenca e concentracao nos diversos compartimentos ambientais, como o solo,
sedimentos, agua, tem aumentado cada vez mais, sendo denominados de poluentes emergentes.
Por este motivo é essencial o desenvolvimento de metodologias que permitam a detecao e

quantificacao destes compostos no meio ambiente.

Neste projeto foi realizado um estudo para a otimizacao do método extrativo QUEChERS
para a quantificacao de trés antibioticos, o metronidazol, a sulfametoxazol e o cloranfenicol em
amostras de solo. Foram testadas diferentes condicées experimentais, como diferentes solventes
extracao, alteracao do tempo de agitacao, a presenca ou auséncia da etapa de ultrassonicacao,
diferentes sorbentes na fase de limpeza da amostra, entre outros fatores. Através da analise dos
resultados obtidos concluiu-se que as condicoes 6timas para este caso em particular foram as
seguintes: uso de uma solucao com acetonitrilo e metanol (50:50, v/v) como solvente de extracao,
tempo de agitacao de um minuto e quinze segundos, presenca de ultrassonicacao e a quantidade
de adsorventes foi 125 mg de PSA e 150 g C1s. Neste ensaio obtiveram-se recuperacoes médias de

57,2% para o metronidazol, 29,9% para a sulfametoxazol e 53,5% para o cloranfenicol.

Apds o processo de otimizacao do método experimental procedeu-se a validacao do método
analitico 6timo para analise dos compostos em estudo em HPLC-DAD. Os coeficientes de correlacao
das curvas de calibracdo para os trés antibidticos foram iguais ou superiores a 0,9993, o que
demonstra uma boa linearidade nas gamas de concentracao apresentadas ja. Os limites de detecao
variaram entre 5 pg/L para a sulfametoxazol e 18 pg/L para o cloranfenicol. Relativamente a
repetibilidade e precisao intermédia do procedimento nao se obtiveram valores superiores a 9,0%.
Obtiveram-se boas recuperacdes nos trés niveis de concentracdo estudados com baixos desvios

padrao relativos, o que suporta a aplicabilidade deste método a amostras reais.

Atendendo a que supostamente as concentracdes dos antibioticos em solos reais deverao ser
mais baixas que os valores de concentracao usados neste estudo, deveremos considerar que os
resultados deste trabalho poderao ser usados como uma ferramenta Util, nao para aplicar a todas
as situacoes reais, mas como um método de screening, ou seja, como uma triagem, antes da
utilizacdo de métodos mais dispendiosos e muitas vezes inexistentes em alguns laboratoérios, como

por exemplo, a utilizacao do LC-MS.

Outro fator importante é a necessidade de encontrar estratégias que permitam a diminuicao
destes compostos no ambiente, estas podem ser medidas legislativas ou nao e que devem ser
aplicadas nas diversas fases do ciclo de vida dos antibioticos. Dai também a importancia de realizar
cada vez mais estudos para compreender o comportamento, distribuicao destes compostos nos

diversos compartimentos ambientais.
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7 Limitacdes e Trabalho Futuro

As principais limitacées encontradas ao longo deste este trabalho foram essencialmente a
limitacao de tempo para a realizacao de mais ensaios para testar a influéncia de outras condicoes
que nao foram possiveis testar, como outros adsorventes. Também nao foi possivel testar o método
analitico validado em amostras reais para confirmar a sua aplicabilidade em exemplares

representativos.

Outro pequeno fator limitativo foi a partilha de equipamento HPLC-DAD, nao sendo possivel,
realizar a analise das amostras no final do procedimento experimental. Além das limitacoes ja
referidas, o tempo de secagem da amostra foi outro dos problemas encontrados pois nao era possivel

realizar a secagem no mesmo dia em que se executava a extragao.

Neste estudo teria sido interessante utilizar o LC-MS pois permitiria uma melhor identificacao
dos antibioticos analisados, no entanto, este encontrava-se indisponivel no tempo de realizacao

deste projeto.

Além do trabalho realizado seria bastante interessante estudar a sua aplicabilidade em outros
antibidticos, para perceber se o método de determinacao e quantificacao aplicado neste projeto
sera ou nao abrangente a outros compostos farmacéuticos. Outro parametro importante a analisar
é a influéncia das caracteristicas do solo, como a granulometria, a percentagem de argila, o seu

pH, no processo extrativo dos antibioticos.

O estudo da mobilidade dos antibidticos em diversas matrizes ambientais, incluindo as
plantas e vegetais, seria outro tema de estudo bastante importante. Permitiria compreender a
distribuicao destes compostos no meio ambiente e plantas, explicando, assim, a forma como estes

compostos entram na cadeia alimentar.

E deveras importante a aplicacdo de medidas que possibilitem a diminuicao destes compostos
no meio ambiente, para tentar combater um dos graves problemas que tem vindo a afetar a

sociedade atual que € a resisténcia aos antibiéticos.
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A. Anexos: Materiais e Métodos

Tabela 18 - Calendarizacdo do procedimento experimental

Semana Ensaios
17 - 23 de julho 1e2
24 - 30 de Julho Je4
31 - 6 de agosto 5a8
21 - 27 de agosto 9a12
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B. Anexos: Resultados

Tabela 19 - Formas de especiacdo dos compostos em estudo nos valores de pH ocorridos nos ensaios
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