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Resumo

Portugal estd entre os 10 paises da Unido Europeia que mais consome antibidticos o que
levanta uma enorme preocupacao e necessidade de monitorizar as quantidades de residuos
de antibidticos que vao para o meio ambiente pelos mais diversos meios. Apesar das
concentracdes de fdrmacos serem muito inferiores aos niveis dos poluentes organicos
tradicionalmente conhecidos, os efeitos a longo prazo na populagdo, em plantas e animais
ndo podem ser ignorados. Neste sentido, o objetivo deste estudo focou-se no
desenvolvimento de um método que permita verificar se o tratamento de aguas residuais é
eficiente na remocdo de uma classe de antibiéticos especifica — fluoroquinolonas —ja que as
lamas que resultam deste tratamento sdo o principal reservatério deste tipo de compostos.
Estas lamas sdo utilizadas como fertilizantes em solos podendo contaminar as d4guas
subterraneas ou causar graves consequéncias nas culturas agricolas, e ndo existem valores de
referéncia para estes e outros residuos farmacéuticos nesta matriz.

O método desenvolvido consistiu na extracao de 5 fluoroquinolonas das lamas por ASE,
seguido de clean-up dos extratos por SPE e posterior analise por UPLC-MS/MS. Efetuou-se
uma otimizacdo cuidada de alguns dos pardmetros com o objetivo de validar um método
analitico com limites de quantificacdo e dete¢do o mais baixo possiveis. Comegou-se por
realizar a otimizacdo da separacdo, identificacdo e quantificacdo dos compostos alvo no
UPLC-MS/MS. De seguida, no sentido de otimizar o processo de extracdo, fez-se variar os
parametros que mais afetam a eficiéncia da mesma e concluiu-se que as condicdes dtimas
eram as obtidas com o solvente H3POs 50 mM/Acetonitrilo (1:1), a 65 °C, com 6 ciclos de
3 minutos cada, a 1500 psi. Como processo de clean-up foi utilizado o SPE recorrendo a
utilizacdo de cartuchos HLB.

O método foi posteriormente validado e os limiares analiticos foram determinados
sendo possivel obter limites de quantificagcdo baixos, entre 10,36 pg/kg e 14,49 ug/kg. A partir
da validacdo p6de-se concluir que o método desenvolvido é seletivo, preciso e robusto.

A partir das amostras reais analisadas verificou-se que a remo¢do dos compostos em
estudo pela ETAR ndo é eficaz ja que estes se encontram nas lamas em quantidades

significativas.
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Abstract

Portugal is one of the top 10 countries in the European Union that consume more
antibiotics which raises a huge concern and need to monitoring antibiotics residues that end
up in the environment by several ways. Although the concentration of pharmaceuticals is
much lower than the levels of traditionally known organic pollutants the potential long-term
effects of these compounds to humans, plants and animals cannot be ignored. Thereby, the
purpose of this study lied on the development of a method capable of verifying if the
wastewater  treatment is  effective in removing a  specific class of
antibiotics — fluoroquinolones — since the sludge resulting from this treatment is the main
reservoir of these compounds. This sewage sludge may be used as a fertilizer in soils and
therefore contaminate the groundwater or cause serious consequences on crops, and no
trigger values exist for fluoroquinolones and other drugs residues in this matrix.

The developed method consisted in the extraction of 5 fluoroquinolones from the
sewage sludge by ASE, followed by clean-up of the extracts by SPE and subsequent analysis by
UPLC-MS/MS. The analytical method was accurately validated by  optimizing several
parameters to obtain the lowest limits of quantification and detection. This was overcome by
performing the optimization of the separation, identification and quantification of the
compounds of interest in UPLC-MS/MS system. Thereafter in order to optimize the extraction
process, the parameters that most affect its efficiency were tested, and it was concluded that
the optimum conditions were obtained using the solvent H3PO4 50 mM/Acetonitrile (1:1) at
65 °C with 6 cycles of 3 minutes each at 1500 psi. The SPE using HLB cartridges was the
clean-up process employed.

The method was further validated and the analytical threshold limits were determined
and it was possible to obtain limits of quantification between 10.36 pg/kg and 14.49 pg/kg.
Therefore it can be concluded from the validation performance that the developed method is
selective, precise and robust.

From real samples it was found that the removal of these compounds by the wastewater
treatment plant shows not to be effective because some compounds were present in

significant amounts in sludge.
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Capitulo 1 - Introducao

1.1 Objetivos do Trabalho

Apesar de ja terem sido desenvolvidos alguns métodos para a determinagao de FQs em
solos e sedimentos, poucos estdo direcionados para a determinacdo destes antibiéticos em
lamas [1]. Esta drea continua, portanto, insuficientemente documentada devido,
principalmente, a falta de métodos adequados ja que a detecdo e quantificacdo de tais
poluentes em matrizes sdlidas sdao verdadeiros desafios que se colocam ao analista dada a
diversidade dos analitos, a sua presenca em quantidades vestigiais e a complexidade das
lamas, que tornam a etapa de prepara¢ao da amostra dificil e demorada [2].

Posto isto, e tendo em conta a posterior aplicacdo destas lamas em solos agricolas,
desenvolveu-se um método que consiste numa extracdo por ASE, seguida de clean-up dos
extratos por SPE e posterior analise por UPLC-MS/MS. Realizou-se a otimiza¢do cuidada de
todos os parametros que influenciam a extracdo bem como alguns dos parametros que
influenciam o processo de clean-up e de dete¢do dos compostos em estudo. Como objetivo
final pretende-se que, apds validacdo, o método desenvolvido permita a andlise de FQs em

matrizes solidas com elevada sensibilidade e robustez.

1.2 Organizag¢ao da Tese

Esta tese encontra-se dividida em 8 capitulos. Numa primeira fase comeca-se por expor
os principais objetivos deste estudo, bem como o estado da arte do tema estudado
(capitulo 1).

No capitulo 2 é abordado o conteludo tedrico associado a investigacdo em causa
comecando por uma explicacdo resumida das principais etapas de tratamento de aguas
residuais nas ETARs. Referem-se também as propriedades, caracteristicas, consumo e destino
ambiental dos compostos em estudo. Os principais métodos de extracdo e de clean-up

adequados a este caso sdo também explicados, bem como o método cromatografico utilizado.
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Posteriormente, faz-se uma descricao cuidada de todos os parametros otimizados no
desenvolvimento do método analitico (capitulo 3). Este método analitico desenvolvido foi
aplicado a amostras reais e todos os pormenores relacionados com o procedimento seguido,
equipamentos, material e reagentes utilizados estdao descritos no capitulo 4.

Os parametros determinados na validacao do método analitico, tais como a linearidade,
gama de trabalho, limiares analiticos, precisdo e recuperag¢ao sdao fundamentados no capitulo
5 e no capitulo 6 sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos na validacdo e na
guantificacdo das amostras.

As conclusdes retiradas deste estudo, bem como a novidade que o mesmo traz a
comunidade cientifica e as perspetivas do que poderia ser melhorado e mais profundamente
analisado, encontram-se no capitulo 7.

Por ultimo, o capitulo 8 contém as referéncias bibliograficas que fundamentaram esta

dissertacao.
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Capitulo 2 — Fundamentacdo Tedrica

2.1 Tratamento de Aguas Residuais

A 3agua gasta diariamente pela populagdo, quer nas casas quer nas industrias, apds

utilizacdo designa-se por dgua residual e contém, frequentemente, matéria organica,

nutrientes, agentes patogénicos, sedimentos, minerais e, por vezes, compostos toxicos. O seu

tratamento é feito através das Estacdes de Tratamentos de Aguas Residuais (ETARs) no

sentido de evitar a contaminacgao dos locais de descarga [3].

De uma forma geral, o tratamento das aguas residuais compreende quatro grandes

passos — tratamento preliminar, tratamento primdrio, tratamento secundario e tratamento

tercidrio e avancado — que se encontram descritos na tabela 1 [4]. A figura 1 é um exemplo de

como as diferentes etapas de tratamento se encontram distribuidas numa ETAR.

Tabela 1. Descricdo resumida das quatro principais etapas de tratamento de dguas residuais nas

Tratamento
1 ..
Preliminar
Tratamento
2 ...
Primario
Tratamento
3 , .
Secundario
Tratamento
4 ey .
Terciario

ETARs. (Adaptado da referéncia 4)

Remocgado dos detritos e materiais de maiores dimensdes.

Realizagdo de processos fisicos tais como tamisacao, sedimentacao,
filtracdo e transferéncia de gases.

Realizacdo de processos biolégicos (por exemplo a filtracdo
bioldgica e o processo das lamas ativadas) para a remocdo de CBO e
guimicos (por exemplo coagulacdo, precipitacdo e troca de ides)
para a remocdo de impurezas. Geralmente ocorre a remog¢ao de
nutrientes.

Realizacdo de processos quimicos para a remocdao de CBO,
nutrientes, patogénicos, parasitas e, por vezes, substancias toxicas,
através da osmose inversa, ultrafiltracdo, ozonizacdo, cloragem e
bioreatores em membrana (métodos avancados).
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Tratamento Tratamento Tratamento Tratamento
Preliminar Primario Secundario Terciario
| Para os rios, oceanos, Para os rios, oceanos, ...

o=1o o/l gUgl o LT L o
e

Para aterros l Biosolidos
Biosdlidos Blosolldos desperdicados
— Para a digestao — Para a digestdo

Figura 1. Esquema representativo e generalizado das vdrias etapas de tratamento numa ETAR.
(Adaptado da referéncia 4) 1- Entrada das dguas residuais; 2- Grade/peneira; 3- Desarenagdo; 4-
Tanque de decantagdo primdria; 5- Tanque de arejamento,; 6- Tanque de decanta¢do; 7- Desinfecdo
(ex.: cloro, ozono, ...); 8- Tratamento tercidrio (ex.: floculacdo, carvdo ativado, ...); 9- Efluente final.

Para este trabalho foi selecionada uma ETAR para recolha das amostras de lamas que
tem a particularidade de aproveitar as lamas produzidas na ETAR para a producdo de um
fertilizante organico natural pelo processo de compostagem, no qual se adiciona casca de
pinheiro moida ou serrim de pinho as lamas em condi¢Ges controldveis e reprodutiveis. Esta
reciclagem das lamas produzidas no processo de tratamento consiste em submete-las a um
processo de transformacgdo por microrganismos sem oxigénio (digestdao anaerébia) apds o seu
espessamento e, posteriormente, desidrata-las e envia-las para a estacdo de compostagem
de lamas contigua a ETAR onde é produzido o corretivo organico que resulta da compostagem
acima descrita. Apresenta-se na figura 2 um esquema da ETAR alvo, este ja bem mais
detalhado daquilo que acontece especificamente nesta estacao de tratamento. A partir deste
esquema é também possivel verificar que esta ETAR tem ainda desenvolvido um sistema de

aproveitamento de biogas para futuramente permitir a autossuficiéncia energética.
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2.2 Poluentes Emergentes

Estd bem definido na literatura que as aguas residuais contém uma gama diversa de
compostos antropogénicos e que a sua analise quantitativa coloca inUmeros problemas
analiticos, nomeadamente na eficiéncia da extragdo para eliminar os interferentes presentes.
Um grande numero de farmacos é incluido nesta lista de “poluentes emergentes” devido a
elevada utilizacdo pela populagdo [5]. Designam-se por “poluentes emergentes” novos
produtos ou quimicos sem estatuto regulamentar cujos efeitos a médio ou a longo prazo no
ambiente e/ou na saide humana sdo desconhecidos [6]. A lista de compostos considerados
poluentes emergentes é ja bastante extensa e, por isso, apresenta-se na tabela 2 apenas a
categoria de compostos farmacéuticos dos quais fazem parte as FQs de interesse para o

presente estudo que se encontram sublinhadas e destacadas a negrito [7].

2.2.1 Compostos Farmacéuticos

Os farmacos sdao um grupo amplo e diversificado de compostos concebidos para
prevenir, curar e tratar doencgas e para melhorar a saude, utilizados ha muito tempo a nivel
mundial em quantidades significativas [8]. Sdo utilizados quer para fins veterinarios quer na
medicina humana [9] e pertencem a categoria de poluentes emergentes mais estudada o que
origina um aumento nas publica¢des cientificas, comprovando o seu potencial em prejudicar
o ambiente [10]. Os compostos farmacéuticos tanto podem ser altamente ativos em humanos
e animais como podem ser tdxicos para muitos organismos infeciosos, levando a crer que,
apos a sua libertacdo, possam também ter efeitos desconhecidos em animais e
microrganismos no meio ambiente [11].

Neste estudo, abordar-se-do apenas compostos que pertencem ao grupo dos farmacos

anti-infeciosos, mais especificamente os antimicrobianos.

10
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Tabela 2. Lista de fdrmacos considerados poluentes emergentes. (Adaptado da referéncia 7)

1,1,1-Tricloro-2,2-dihidroxietano (Hidrato de Cloral) Daunorrubicina Mebeverinea
17-alfa-Estradiol Desmetilnaproxeno (metabolito do NAPROXENO) Medazepam
17-alfa-Etinilestradiol Dexametasona Meprobamato
17-beta-Estradiol Diatrizoato Mestranol
1-Hidroxi-Ibuprofeno Diazepam Metformina
2-Hidroxi-lbuprofeno Diclofenac Meticilina
Acebutolol Dicloxacilina Metilfenobarbital
Acecarbromal Dietilstilbestrol Metoprolol
Aceclofenac Difenidramina Mevastatina
Acemetacina Difloxacina Minociclina
Acetaminofeno (Paracetamol) Domperidona Nadolol
Acetazolamida Doxepina Nafcilina
Aciclovir Doxiciclina (anidra) Nandrolona
Acido Acetilsalicilico (Aspirina) Doxiciclina (monohidratada) Naproxeno
Acido Clofibrico (metabolito do CLOFIBRATO) Doxorrubicina Neomicina B

Acido Fenofibrico (Metabolito do FENOFIBRATO)

Acido Meclofenamico
Acido Mefenamico
Acido Oxolinico
Acido Tolfenamico
Acido Valpréico
Albuterol
Alclofenac
Alobarbital
Alprazolam
Amitriptilina
Amobarbital
Amoxicilina
Ampicilina
Antraceno-1,4-diona
Apramicina
Aprobarbital
Atenolol
Azitromicina
Baclofeno
Baquiloprim
Betametasona
Beta-sitosterol
Betaxolol
Bezafibrato
Bisoprolol
Bromazepam
Butalbital
Cafeina
Carazolol
Carbamazepina
Carbonato de Litio
Cefacetril
Cefalexina
Cefalénio
Cefapirina
Cefazolina
Cefoperazona
Cetoprofeno
Ciclofosfamida
Ciprofloxacina
Citalopram
Claritromicina
Clenbuterol
Cloranfenicol
Clorobutanol
Clorotetraciclina
Clotrimazol
Cloxacilina
Codeina
Colesterol
Crotamiton
Danofloxacina
Dantroleno
Dapsona

Enoxacina
Enrofloxacina
Epirrubicina
Eritromicina
Escitalopram
Esomeprazol
Espectinomicina
Espiramicina
Estreptomicina
Estriol

Estrona
Etofibrato
Etosuximida
Famotidina
Fenazona
Fenfluramina
Fenilbutazona
Fenitoina
Fenobarbital
Fenofibrato
Fenoprofeno

Fenoprofeno sal de célcio di-hidratado

Fenoterol
Flucloxacilina
Flumequina
Fluorouracilo
Fluoxetina
Fluvoxamina
Furosemida
Gemfibrozil
Gentamicina
Glibenclamida (Gliburida)
Hexobarbital
Hidroclorotiazida
Hidrocodona
Ibuprofeno
Ifosfamida
Imapramina
Iminoestilbeno
Indometacina
lohexol
lomeprol
lopamidol
lopromida
Ivermectina
Josamicina
Lamotrigina
Lansoprazol
Levetiracetam
Lidocaina
Lincomicina
Loratadina
Lorazepam
Lovastatina
Marbofloxacina

11

N-Metilfenacetina
Nordiazepam
Norfloxacina
Novobiocina
Ofloxacina
Oleandomicina
Omeprazole
Oxacilina
Oxazepam
Oxitetraciclina
Oxprenolol
Paroxetina
Penicilina G
Penicilina V
Pentobarbital
Pentoxifilina
Pindolol
Pipamperon
Pravastatina
Prednisolona
Primidona
Propifenazona
Propranolol
Ranitidina
Roxitromicina
Salbutamol
Sarafloxacina
Secobarbital
Secobarbital de Sédio
Sertralina
Sinvastatina
Sotalol
Sulfadiazina
Sulfadimetoxina
Sulfadoxina
Sulfamerazina
Sulfametazina
Sulfametoxazol
Sulfapiridina
Sulfato de Albuterol
Sulfato de Estrona
Sulfato de Kanamicina
Taloxa
Temazepam
Terbutalina
Tetraciclina
Tiamulina
Tilmicosina
Tilosina

Timolol
Tramadol
Trimetoprim
Valnemulina
Verapamilo
Zolpidem
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2.2.2 Antibidticos

Os antibidticos sdo compostos quimicos que tém sido utilizados desde que foram
descobertos por Alexander Fleming em 1928, quando a penicilina foi descoberta e mais tarde
publicada como tratamento para infec¢des, inflamagbes e doengas [12]. Sdo substancias
produzidas por diversas espécies de microrganismos (bactérias, fungos, entre outros) que
suprimem o crescimento de outros microrganismos, ligando-se a eles e interferindo nas suas
funcgdes [13].

Uma das maiores familias de antibidticos é composta por derivados de quinolonas (QNs)
e este estudo serd, portanto, dirigido a este grupo relativamente recente de antibidticos

sintéticos [14, 15].

2.2.3 Fluoroquinolonas

As quinolonas (QNs) e as fluoroquinolonas (FQs) sdao um grupo de antibidticos bastante
utilizados no tratamento duma grande variedade de infe¢cbes bacterianas obtidos por
derivacdo do acido nalidixico (figura 3) em 1962 [16]. Estdo entre as mais importantes classes
de antibioticos sintéticos utilizadas em todo o mundo, tanto na medicina humana como na
veterindria, essencialmente devido ao seu amplo espetro de atividade contra bactérias
Gram-positivas, Gram-negativas e micoplasma e pela sua boa absorcdo oral [17-19]. A sua
atividade bactericida resulta da inibicdo da ADN girase e da topoisomerase IV, enzimas

essenciais para a replica¢do e transcricao do ADN bacteriano [17, 20].

Rs O
Re COOH
|
RS N
Rg ’|?1

Figura 3. Estrutura quimica do dcido nalidixico (a esquerda) e estrutura tipica das QNs (a direita).
(Adaptado das referéncias 25 e 30)
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Os diferentes derivados de QNs surgem a partir da substituicdo do 4tomo de azoto na
posicdo 8 do acido nalidixico por um atomo de carbono como demonstra a figura 3 [21]. As
FQs sdo derivados piperazinicos da QN 4acido nalidixico e representam a segunda geracao
desta familia de antibidticos [22]. Resultam da introdugdo de um atomo de flior na posicao 6
da estrutura base da QN (figura 4) e na posicdo 7 encontra-se sempre um derivado
piperazinico como se podera verificar no caso das FQs estudadas [23, 24]. Constatou-se que
estas modificacdes estruturais na estrutura da QN melhoravam significativamente a atividade
da mesma, aumentando assim o seu espetro antibacteriano. Isto levou a um aumento dos
esforgcos em sintese organica para, através da introdugao de diferentes substituintes R1, R2 e
R3, aperfeicoar este tipo de compostos no sentido de otimizar a farmacocinética e reduzir a

toxicidade, criando assim FQs novas e mais eficazes com um espetro de atividade mais

amplo [25].
Aumenta a lipofilicidade, como Essencial para a atividade; grupo
resultado melhora a penetracao na carbonilo coplanar; ligagdo de
célula; afinidade com a girase; hidrogénio com o complexo
aumenta a eficacia contra bactérias DNA girase

Gram-negativas e amplia o espetro
contra organismos Gram-positivos

girase

re--— 2
R, E\g E I%.I
/ R

S
Melhora o espetro antibacteriano,
especialmente contra Pseudomonas
spp.; melhora a penetragdo nos
tecidos e diminui a toxicidade no Poténcia global. Exemplo:
sistema nervoso central. Exemplo: Atividade anti-anaerdbia. etilo, ciclopropilo,
introducdo de um grupo basico Exemplo: C-8 substituido por fluorofenilo, fluoroetilo
como um derivado piperazinico N; alguns substituintes na

posicdo C-8 como o fllor,
cloro, metilo e grupo metoxilo

Figura 4. Estrutura geral das FQs. (Adaptado da referéncia 26)
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As estruturas das FQs de interesse para este trabalho — ciprofloxacina (CIP), difloxacina
(DIF), enrofloxacina (ENR), norfloxacina (NOR) e sarafloxacina (SAR) — estdo apresentadas na
figura 5, podendo observar-se as suas semelhancas. As diferencas entre elas ajudam na sua
classificagdo em gerac¢des baseadas no seu espetro bacteriano sendo que, as geragdes mais
recentes possuem uma estrutura mais complexa e um espetro de atividade mais amplo [25].
Contudo, parece ndao haver consenso na distingdo destas geragdes. Existem autores que
consideram a existéncia de 4 geracdes de FQs [16, 27], enquanto outros mencionam apenas
trés [28, 29]. Atendendo a informacao encontrada na literatura para os compostos alvo desta
investigacado, verifica-se que todos os autores consideram que a CIP pertence a 22 geracgao de
FQs [27-31]. Ja a NOR, muito menos referida na literatura, atribuem-lhe a 12 geracdo [31] mas
também a 22 geracdo de FQs [27], ndo sendo possivel afirmar qual a geracao a que realmente
pertence. A ENR é considerada, por varios autores, uma FQ de 22 geracdo [25, 27, 30]
enquanto a DIF e a SAR tém informacdo diferente na literatura consultada. Ambas sao
consideradas por Xiao et al. FQs de 32 geracdo [27] embora outros autores afirmem que
pertencem a 22 geragao [25, 28, 30]. Isto pode, eventualmente, levantar algumas dificuldades

na interpretacdo de dados que refiram apenas a geracao e ndo o composto especifico.

o} o o}

(\:ﬁij/cow (\:ﬁ}/com v(\:ﬁfcom

Ciprofloxacina (CIP) Norfloxacina (NOR) Enrofloxacina (ENR)
o] o]
F @\)‘7 COCH F COOH
| |
N N (\ N N
~N \) <> N \) @
F F

Difloxacina (DIF) Sarafloxacina (SAR)

Figura 5. Estruturas quimicas das FQs de interesse para o presente estudo. (Adaptado da
referéncia 32)
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2.2.4 Propriedades e Indica¢Ges Terapéuticas

Como ja foi referido, as FQs sao um grupo de antibidticos frequentemente utilizado em
todo o mundo quer a nivel terapéutico, quer a nivel sub-terapéutico para promover o
crescimento animal [33]. De uma forma geral, sdo utilizadas no tratamento de diversas
infecGes (maioritariamente do trato urindrio e do aparelho digestivo) mas sdo apenas
aconselhadas num pequeno numero de situagdes clinicas ja que, na maioria dos casos, sao
alternativas terapéuticas quando a primeira escolha de tratamento ndo apresenta
resposta [20]. Sdo raros 0s casos em que as reagdes adversas sao graves, no entanto, as
geracdes mais recentes de FQs estdo associadas a efeitos secundarios graves, estando o seu
potencial ecotdxico e genotdxico a ser alvo de grandes preocupagbes resultando numa
utilizacdo restrita destes compostos [19, 20] .

As FQs sdo moléculas com um comportamento zwitteridnico devido a existéncia de
grupos funcionais ionizaveis, e a natureza do solvente pode afetar significativamente o
comportamento acido-base destes compostos devido a presenca de grupos amino e grupos
carboxilo [17, 34]. Os grupos polares existentes ligados a um nucleo lipofilico garantem a estas
moléculas uma solubilidade em agua relativamente boa. Estas caracteristicas atribuem as FQs
uma forte interacdo com a matéria organica devido as interagGes hidrofébicas e eletrostaticas
e as ligacOes de hidrogénio, permitindo a adsorcao em varios tipos de matrizes sdlidas tais
como fezes, solos, lamas e sedimentos originando uma resisténcia a biodegradacdo. Em
consequéncia da presenca de um anel heterociclico as FQs apresentam ainda uma grande
estabilidade quimica que as torna resistentes a hidrdlise e ao calor sendo, por isso,
consideradas contaminantes altamente persistentes [17]. Algumas das propriedades destes

compostos encontram-se listadas na tabela 3.
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Tabela 3. Algumas propriedades das FQs de interesse, assim como algumas das bactérias contra as
quais sdo eficazes. (Adaptado das referéncias 18, 25, 32, 34-36)

FQ M (g/mol) Uso pKal pKa2 Ativa contra
P 331,35 Humano 5.90 8,89 Staphylo.coccus aureus, StreptocoFcus
pneumoniae, pseudomonas aeruginosa
DIF 399,39 Veterinario 6,17 7,41 E. coli, Staphylococcus spp
ENR 359,46 Veterinario 6,27 8,30 E. coli, Salmonella spp, Klebsiella spp
NOR 319,34 Humano 6,23 8,55 E. coli, Proteus mirabilis
SAR 385,36 Veterindrio 6,17 8,68 Mycobacterium tubercolosis

2.2.5 Resisténcia e Consumo de FQs: a Nivel Mundial e em Portugal

Em 2000 a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) publica um documento intitulado
“Resisténcia Antimicrobiana: uma ameaca global” [37]. Em 2011 a preocupa¢dao mantém-se e
o slogan do dia mundial da saude era: “Resisténcia Antimicrobiana: se ndo agirmos hoje, ndo
havera cura amanha” [38]. A administracdo de farmacos é a pratica mais comum no controlo
e tratamento de doengas humanas levantando uma grande preocupagcdao com o elevado e
incorreto consumo/prescri¢cdo de antibidticos [39]. As organizacdes relacionadas com a saude
espalhadas pelo mundo tém desenvolvido programas e campanhas de sensibilizacdao da
populacdo mundial e dos proprios profissionais de saude na tentativa de monitorizar o
consumo destes medicamentos (figura 6). Ainda recentemente, em novembro de 2013, no
Dia Europeu dos Antibidticos o tema foi “antibidticos a mais, saide a menos”, alertando que
a eficacia do antibidtico se encontra comprometida prejudicando o tratamento de varias
doencas [40]. A resisténcia aos antimicrobianos &, por isso, uma das maiores ameagcas a saude
publica ja que existem diversos estudos epidemiolégicos que demonstram uma associacao
consistente e estatisticamente relevante entre o nivel de consumo de classes especificas de

antibidticos e a resisténcia a essas mesmas classes [41].
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LEMBRE-SE

WO COMMITHEY,

0s antibioticos . . .

constipagdes e gripes

DE SENSIBNL

ANTIBIOTICOS A MAIS, SAUDE A MENOS 4 TP WORL O N

aconselhe-se com o seu médico

Figura 6. Campanhas de sensibilizagdo relativamente ao consumo excessivo e incorreto de
antibidticos. (Retirado das referéncias 38 e 40)

A OMS estd cada vez mais preocupada com a resisténcia aos antibidticos: “Esta séria
ameaca deixou de ser uma previsao do futuro, esta a acontecer agora mesmo em todas as
regides do mundo e tem o potencial de afetar qualquer pessoa, de qualquer idade, em
qualquer pais” [42]. O mais recente relatério da OMS demonstra que a resisténcia as FQs para
tratamento de infe¢des urindrias por E.coli, que era praticamente zero quando os
medicamentos foram introduzidos na década de 1980 e que sdo atualmente ineficazes em
mais de metade dos doentes, existe em todo o mundo, inclusive em Portugal. Ainda que
Portugal ndo tenha dados disponiveis para estes casos, existe também a resisténcia as FQs
pela Salmonella nontyphoidal e pela Shigella espalhada um pouco por todo o mundo [43].

No que diz respeito aos compostos para utilizacdo na medicina humana, Portugal, numa
lista de 30 paises europeus, € o 52 pais que mais consome antibiéticos e o 72 que mais
consome QNs, segundo um relatério de vigilancia do consumo de antibidticos publicado em
2014 pelo Centro Europeu de Controlo e Prevencao de Doencas (ECDC) que apresenta as
estatisticas até 2012*. Apesar do consumo de antibidticos no geral ter vindo a aumentar entre
2008 e 2012, ha boas noticias em relacdo as FQs. Se por um lado o consumo total de FQs
aumentou significativamente entre 1997 e 2009, por outro, um quinto dos paises
anteriormente referidos demonstrou um decréscimo significativo no consumo destes
compostos entre 2008 e 2012. Em 2012 a 22 geragao de QNs foi consumida trés vezes mais do
gue as 12 e 32 geragOes juntas. Desta 22 geracdo a CIP representou 71% das FQs consumidas

pela UE [31].

1Ter em conta que neste relatdrio publicado pelo ECDC consideram apenas a existéncia de 3 geracdes de FQs, sendo que a NOR pertence &
12 geragdo e a CIP pertence a 22. As outras FQs de interesse ndo constam neste relatério pois sdo de utilizagdo veterinaria.
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Quanto aos antibidticos para utilizagdo na medicina veterinaria a informagdo é mais
escassa. Segundo a “European Medicines Agency”, em 2011, entre 25 paises da UE, Portugal
encontra-se entre os 5 que mais consome FQs. Apesar de se verificar uma diminuigdo de 9%

no consumo de antibiéticos entre 2010 e 2011, o consumo de FQs aumentou [44].

2.2.6 Fontes de Polui¢cao: Ocorréncia e Destino Ambiental

O uso de antibidticos na medicina humana e veterinaria tem-se tornado uma pratica
terapéutica comum levando tanto ao consumo elevado de antibidticos como a acumulagao
gradual destes no meio ambiente [12]. Grandes fracdes da dosagem administrada ndo sdo, na
verdade, assimiladas ou metabolizadas pelo corpo humano, mas sim excretadas, através da
urina e das fezes, e libertadas nos esgotos domésticos tendo como destino as ETAR’s
municipais [39, 45, 46]. Por sua vez, as ETARs ndo tém a capacidade de remover eficazmente
os farmacos em geral e consequentemente uma percentagem elevada destes compostos
pode manter-se e atingir o meio ambiente através dos efluentes das ETARs na forma dissolvida
ou adsorvidos nas lamas [39].

Devido a sua hidrofobicidade, forte adsorcdo e fraca biodegrabilidade, as FQs
acumulam-se nos sélidos que sao formados no tratamento das aguas residuais e, por isso,
qualquer reducdo de FQs conseguida durante o tratamento resulta principalmente da
adsorcdo nas lamas, que sdo o maior reservatério de residuos destes compostos, onde, de
acordo com estudos recentes, se pode encontrar cerca de 70% do total de FQs que entra nas
ETARs [47, 48]. Portanto, a adsorcdo nas lamas representa o principal meio de remocdo de
FQs durante o tratamento de dguas residuais, tornando as lamas das ETARs na mais
importante via de introducdo de FQs no meio ambiente através da sua aplicacdo como
adubos [2, 49]. O esquema da figura 7 representa as diferentes vias de entrada e deposicao

de poluentes emergentes no meio ambiente.

18



Capitulo 2 — Fundamentacdo Tedrica

Habitacgoes

Pontos nao domésticos
Inddstrias, Hospitais, \\

Fossas sépticas
Poluigao difusa

Agua para Servigos
Consumo Humano Eseci/to Dg_scartga
irecta
Aquacultura ‘ ’Criagé'o Animais
Gancaie Efluente

Filtracao
Agua
Superficial

Biosolidos
]

”Run-off" Difusao

E\gua Subterrénea}
7N
Lixiviagao

Aterros

Figura 7. "Ciclo" dos poluentes emergentes no meio ambiente. (Adaptado da referéncia 50)

Apesar da sua natureza de residuo perigoso, as lamas das ETARs podem, como ja foi
referido, ser utilizadas como fertilizantes se antes for realizado um tratamento adequado que
as torne seguras para o solo. No entanto, pesquisas recentes tém demonstrado que estas
lamas, designadas por lamas de depuracdo (biosélidos), contém sempre vestigios de
farmacos, inclusive antibidticos [51]. Apesar desta aplicacdo das lamas tratadas na agricultura
ser controversa, esta é uma pratica utilizada em varios paises e representa uma via de entrada
dos produtos farmacéuticos e outros contaminantes organicos no meio ambiente [49].
Mesmo a baixas concentrag¢des, a exposi¢ao crénica a antibidticos pode exercer uma pressao
seletiva no desenvolvimento de estirpes bacterianas resistentes a estes [39]. De facto, pela
literatura é possivel verificar que a concentracdo de residuos de antibiéticos detetados no
ambiente se situa entre os ng/L e os pg/L em aguas naturais e residuais e entre os pug/kg e os
mg/kg em solos e lamas, podendo originar a longo prazo o desenvolvimento, subsisténcia,
transferéncia e propagacao das bactérias e genes resistentes a antibidticos e ter impactos

significativos nos ecossistemas [52].
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No que diz respeito as FQs de aplicacdo na medicina veterinaria, mais uma vez a
literatura consultada é muito escassa. No entanto, prevé-se que a libertagao destas no meio
ambiente ocorra através da medicacdo animal na piscicultura, onde a racdo medicada e as
fezes podem acabar nos sedimentos, e/ou na dispersdo de estrume e excrementos de animais

nos solos [53, 54].

2.2.7 Legislagao

Apesar da existéncia de legislacdo relativamente a aplicacdo de lamas nos solos [55],
esta apenas apresenta limites de concentragdao para metais pesados (cadmio, cobre, niquel,
chumbo, zinco, mercurio e crémio), alguns compostos organicos (LAS, NPE, PAH, PCB, PCDD e
PCDF) e microrganismos (E.coli e Salmonella), sendo omisso no que respeita a valores de
referéncia para a presenca de antibidticos, o que levanta grandes questdes sobre os riscos
associados a presenca de substancias emergentes nas lamas utilizadas como matéria-prima e

adubo [2].

2.3 Meétodos de Extragao

2.3.1 Métodos Classicos e Métodos Mais Comuns

Existem varios métodos de extracdo mas aguele mais comum para a extracdo de lamas
em ETARs é a extracdo por Soxhlet [47]. Apesar de ser uma técnica muito demorada,
trabalhosa e que requer um grande volume de solvente organico, tem sido muito aplicada
devido a sua elevada eficiéncia de extracdo [56]. Mais recentemente, outras técnicas sdo
também aplicadas com sucesso nesta drea como, por exemplo, a Extracdo Assistida por
Ultrassons (USE), a Extracdo Assistida por Micro-ondas (MAE), a Extracdo por Fluido
Supercritico (SFE), a Extracdo com Liquido Pressurizado (PLE) entre outras [1, 47]. A USE surge
como alternativa a extracdao por Soxhlet por ser uma técnica menos demorada embora menos
reprodutivel [56]. No entanto, a MAE e a PLE demonstram ser mais vantajosas que a USE uma
vez que juntamente com a elevada eficiéncia de extracdo tém ainda um grau de
automatizacdo superior [1]. A técnica de MAE é ainda vantajosa na medida em que reduz os

tempos de extracdo, requer menores volumes de solventes organicos podendo mesmo estes
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ser substituidos por meios micelares [47]. No diagrama da figura 8 estdo apresentadas
algumas técnicas de extragdo de acordo com a frequéncia da sua utilizagdo sendo possivel
verificar que, depois das técnicas de extragdo tradicionais, a PLE (também conhecida por ASE)
é das mais comuns, sendo também a técnica de interesse para o presente trabalho cujas

caracteristicas serdo apresentadas no ponto seguinte.

MAE
14%

Soxhlet/Soxtec
17%

Técnicas de
extracdo USE
tradicionais 20%
45%

Agitacdo
8%

i

MSPD SFE
5% 3%

Figura 8. Técnicas de extracdo, tradicionais e mais recentes, utilizadas na extracdo de compostos
orgdnicos das lamas de ETARs. (Adaptado da referéncia 56)

2.3.2 Extragao Acelerada por Solvente (ASE)

2.3.2.1 Fundamentos e Aplicacoes

Recentemente, a extracdo acelerada por solvente (ASE) tem atraido grande interesse
como uma técnica de extracdo avancada e ecoldgica, devido ao seu mérito econdmico, rapido
e automatico [57]. E uma extracdo sélido-liquido que representa um avanco recente na
preparacdao de amostras do ponto de vista analitico e tem como principais vantagens em
relacdo aos outros métodos de extracdo o decréscimo dramdtico na quantidade de solvente
utilizado e a utilizacao de solventes convencionais a temperaturas e pressdes elevadas para
extrair rapidamente os compostos em estudo presentes nas amostras [58, 59]. Esta extragao
recebeu vdrios nomes: extracdo de liquido pressurizado (PLE), extracdo de solvente
pressurizado (PSE), extracdo com solvente a alta pressdao (HPSE), extracdo com solvente

aquecido pressurizado (PHSE), extracdo com solvente de alta pressdo e alta temperatura
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(HPHTSE), extragdo com d4gua aquecida pressurizada (PHWE) e extragdo com solvente
subcritico (SSE) [59]. Contudo, apesar de ser muito usual na literatura a designarem por PLE,
€ mais conhecida como ASE, nome comercial atribuido pela Dionex, sendo esse o termo
adotado ao longo deste trabalho.

Esta pratica analitica surgiu em 1995 e tem demonstrado uma performance equivalente
ou superior a extragdo por Soxhlet quando utilizada para extrair varios compostos organicos
hidrofdbicos de diferentes amostras ambientais [60, 61]. O processo de extra¢do dos analitos
ocorre em trés importantes passos: dessorcdo dos analitos a partir de uma particula sélida,
difusdo através do solvente localizado no interior de um poro da particula e transferéncia para
o solvente que passa na célula [61]. A diferenciacdo, e talvez a maior vantagem, da ASE
comparativamente com os outros métodos é o facto de utilizar elevadas temperaturas
(50-200 °C) e pressoes (500-3000 psi) durante o processo de extracdo. A temperatura elevada
(que é apenas limitada pela temperatura de degradacdo de cada analito) reduz a viscosidade
dos solventes permitindo uma melhor penetracdo nas particulas da matriz, melhora a
extracdo, diminui a superficie de tensdao do solvente, dos solutos e da matriz permitindo que
o solvente “molhe” a matriz da amostra mais intimamente, enfraquece e perturba as
interacGes fortes entre os analitos e os componentes da matriz e aumenta as taxas de difusdo
do solvente e a solubilidade do analito. Por outro lado, a pressao elevada ajuda a manter o
solvente no estado liquido na temperatura estabelecida mesmo quando se encontra acima do
seu ponto de ebuli¢do, facilita as extra¢des das amostras nas quais os analitos estdo “presos”
nos poros da matriz, encaminha o solvente para areas da matriz que normalmente ndo entram
em contacto com este em condi¢des atmosféricas e melhora a eficiéncia da extracao, pois ao
forcar a entrada do solvente nos poros aumenta a disponibilidade dos analitos a serem
dissolvidos [62-65].

A ASE pode ser realizada no modo estatico ou no modo dinamico, mas na grande maioria
dos casos mencionados na literatura é realizada no modo estatico. Neste modo, utilizado
maioritariamente quando as matrizes sdo mais dificeis de penetrar (como no caso em estudo),
o solvente selecionado é bombeado para encher a célula de extracdo que contém a amostra
e que é mantida no forno a temperatura e pressao constantes durante um determinado
tempo estatico definido pelo utilizador. Depois, o solvente que contém os analitos extraidos

é recolhido num frasco, é realizada a lavagem com um pequeno volume de solvente num fluxo
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predefinido, seguindo-se a purga da célula com azoto para garantir a remoc¢ao completa do
solvente do sistema de ASE. Estes passos constituem um ciclo e podem ser repetidos varias
vezes, se necessario [61, 64, 66]. A figura 9 apresenta um esboco de um ciclo completo num

sistema de ASE no modo estatico.

1. Preparagao da : 2. Colocar as células ‘ 3. Carregamento da
amostra no sistema de ASE célula no forno

5. Aquecimento e ‘ 4. Preenchimento
6. Extragao estdtica pressurizagdo da da célulacomo
célula (equilibrio) solvente

8. Remogao do 9. Repetem-se 0s
solvente do sistema ‘ pontos4a 8
utilizando um gas conforme o nimero
(azoto) de ciclos definido.

7. Lavagem da
célula com solvente
fresco

Figura 9. Esbogo do processo que ocorre num sistema de ASE. (Adaptado da referéncia 61)

No modo dindmico, o solvente que pode estar a temperatura ambiente ou
ser pré-aquecido para a temperatura desejada, é bombeado continuamente através da célula
de extracdo num fluxo constante (tipicamente 0,33-2,5 mL/min) por um periodo de tempo
especifico. Segundo a literatura, o contacto continuo entre a amostra e o solvente fresco deve
acelerar a transferéncia de massa e, consequentemente, melhorar a eficiéncia da extracao e
reduzir o tempo desta, embora na prética os resultados apresentados ndo suportem esta

teoria [58, 64-66]. Na figura 10 apresenta-se um esquema simplificado do sistema de ASE.
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Valvula da
bomba
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Bomba

Oy

-

Solvente

Célula de
Valvula H extragdo
de purga no forno

Valvula
estatica

Vial de
recolha

Figura 10. Esquema do sistema de ASE. (Adaptado da referéncia 63)

Na tabela 4 encontram-se compiladas as vantagens e desvantagens da utilizagcdao da ASE
no equipamento automatizado disponivel para este estudo — ASE350 da Dionex. Verifica-se
que estdo associadas a esta técnica grandes vantagens sendo as mais relevantes a reducdo do
tempo de extracdo, os baixos custos (associados a reducdo do solvente utilizado) e a

automatizacgdo do processo.

Tabela 4. Compilagdo das vantagens e desvantagens associadas a utilizagdo do ASE350. (Adaptado

da referéncia 61)

Vantagens

Desvantagens

Baixo uso de solvente
Curto tempo de extragao

Sistema de facil manuseamento
Podem ser usadas misturas de solventes

Os solventes sé precisam de ser
desgaseificados se o analito for facilmente
oxidado

Apenas os acidos e bases fortes ndo podem
ser utilizados como solvente extrator (ou
solventes com pontos de ignicdo inferiores
a 200 °C)

A alta pressao permite remover os analitos
termicamente instdveis
O sistema é completamente automatizado
(alta reprodutibilidade)

Preparagdo das amostras simples e rdpida

24

Equipamento de custo elevado
A preparacdo das células é demorada

Geralmente a extragdo ndo é seletiva

E necessdria uma limpeza apds o fim da
analise
O procedimento de lavagem das células é
demorado levando a um aumento do
consumo de solventes

Os extratos produzidos nas mesmas
condicdes podem ter volumes diferentes
provavelmente devido a perturbacdes na

valvula estatica
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2.3.2.2 Parametros que Influenciam a Eficiéncia da Extracao

Quando se desenvolve uma técnica analitica pretende-se que esta seja rapida e simples,
gue permita uma recuperagao quantitativa dos analitos alvo sem perda ou degradagao, que
ofereca extracOes totalmente automatizadas e que origine poucos desperdicios, o que sé é
possivel apds uma otimizagao cuidada de todos os parametros que influenciam a eficiéncia da
mesma [59].

Além da eficiéncia da extra¢do depender da natureza da matriz da amostra, do analito
a ser extraido e da localizacdo do analito dentro da matriz, esta depende de muitos outros
parametros essencialmente relacionados com a técnica utilizada. Os parametros que mais
influenciam a extracdo e que podem ser otimizados no sentido de obter recuperacdes
elevadas sdo o solvente extrator, a temperatura, a pressdo, o tempo estatico e o nimero de
ciclos. Alguns parametros como o tempo de purga e o volume de lavagem sao fixos de acordo
com a literatura porque tém que ser altos o suficiente para garantir a recuperacao de todos
os compostos extraidos [65].

Pouco mais hd a esclarecer sobre a funcao da temperatura e da pressao na extracao por
ASE. Resta apenas referir que sao frequentemente utilizadas temperaturas entre 50-130 °Ce
a pressdo costuma estar definida em 1500 psi. Quanto aos outros parametros, o mais
importante é talvez o tipo e composi¢ao do solvente, que tem de ser escolhido garantindo
gue a polaridade deste é similar a dos analitos de interesse. As misturas de solventes polares
e apolares originam recuperagdes elevadas, mas os mais comuns na extracao de farmacos sao
os solventes organicos polares como o metanol e o acetonitrilo. E também necessario otimizar
o tempo de extragdao que deve ser suficientemente longo para garantir o contacto entre os
analitos e o solvente, sendo comum utilizar ciclos de 3 a 15 min. O numero de ciclos devera
também ser estudado e costuma variar entre 3 a 4, correspondendo, como ja foi explicado,
ao numero de vezes que a célula é enchida com solvente fresco ficando este em contacto com
a amostra. A exposicdo prolongada aos solventes permite que a matriz inche aumentando a
penetracdao do solvente nos intersticios da amostra e o contacto entre o solvente e o

analito [59, 65].

25



Capitulo 2 — Fundamentacdo Tedrica

2.4 Métodos de Clean-up

2.4.1 Importancia do Clean-up

A maioria das técnicas sélido-liquido utilizadas na extragdo de compostos organicos em
lamas de ETARs ndo sdo seletivas e, por isso, é frequentemente necessario utilizar um passo
de clean-up. Uma vez que um dos problemas que afeta a detecdo é a presenga de
interferentes que podem causar supressao dos ides e limites de dete¢do pobres, é necessario
e muito comum utilizar técnicas de purificacdo avancadas como a SPE para enfrentar o desafio
de analisar farmacos em matrizes sélidas ambientais. Por um lado ird eliminar os
componentes da matriz que tém uma grande probabilidade de ficarem retidos e concentrados
juntamente com os compostos alvo interferindo na detecdo e na sensibilidade, e por outro
lado ira prolongar a vida do equipamento cromatografico ja que as amostras a injetar estardo
mais “limpas” [67].

Existem varios tratamentos de clean-up (eliminacdo de enxofre, extracdo de permeacdo
em gel (GPC), entre outros), alguns mais diretamente ligados a ASE, como o in-cell clean-up
que consiste em adicionar um adsorvente (florisil, alumina ou silica) ao conteddo da célula de
extragdo que retenha as substancias interferentes, mas o mais comum e que apresenta

melhores resultados continua a ser a extragcdo em fase sdlida (SPE) [33, 56, 68].

2.4.2 Extragdao em Fase Solida (SPE)

2.4.2.1 Fundamentos e Aplicacoes

A preparagao de amostras é crucial no desenrolar de todo um processo analitico e tem
como objetivo remover potenciais interferentes, pré-concentrar os analitos e converter, se
necessario, o analito numa forma mais adequada para a detecdo ou separacdo. A SPE,
inventada em 1970 como alternativa ao método de extragao liquido-liquido, demonstrou ser
capaz de cumprir estes objetivos e desempenha hoje um papel importante na preparacao de
amostras em analises ambientais, bem como nos mais variados dominios da
investigacao [69, 70].

Esta técnica de preparacdo de amostras utiliza particulas sélidas e material de

empacotamento cromatografico, normalmente contido num cartucho, para separar
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guimicamente os diferentes componentes da amostra [71]. Os cartuchos tipicos de SPE
consistem em colunas pequenas (geralmente um corpo de seringa aberto) que contém um
adsorvente, com um determinado tamanho de particula compactado entre dois discos
porosos de plastico ou de metal, no qual tanto podem ficar retidos os analitos como as
substancias interferentes, dependendo das propriedades fisico-quimicas de ambos [68, 72].
As etapas que constituem um método de SPE estdo apresentadas no esquema da figura 11.
No entanto, nem todos os métodos desenvolvidos utilizam todos os passos apresentados pois
alguns deles sdo dispensdveis em determinados casos mediante o tipo de amostra, de analito
e das caracteristicas do cartucho [71]. O ambito de aplicagdo do SPE é consideravel, ja que ha
varias combinacg8es possiveis entre adsorventes/eluentes/matriz, mas o funcionamento base
(exemplificado na figura 12) é sempre o mesmo: a amostra é bombeada através do cartucho

e os analitos sdo depois eluidos com um pequeno volume de solvente organico [73].

Pré-tratamento da amostra

Condicionamento do cartucho

Equilibrar o cartucho

Passar a amostra pelo cartucho

Eliminar os interferentes

Eluir os compostos alvo

Secar e reconstituir com fase movel

ST
S
T
ST
ST
S P
R

Figura 11. Esquema representativo das etapas mais comuns que constituem um método de SPE.
(Adaptado da referéncia 71)
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Figura 12. Etapas genéricas que constituem um método de SPE. (Adaptado da referéncia 71).

Entre as inUmeras vantagens que esta técnica apresenta existem quatro que sao
realmente as mais importantes: permite a elimina¢do das interferéncias transformando uma
matriz complexa numa outra muito mais pura, reduz a supressdo idénica/melhora as aplicacdes
no espetrometro de massa, tem a capacidade de fracionar a matriz da amostra para analisar
compostos por classe e permite aumentar o sinal de compostos com niveis de concentracoes
vestigiais muito baixos [71]. Outras vantagens que a SPE apresenta fazem com que esta seja
muitas vezes utilizada como clean-up: é um método rapido, simples, que requer pouco volume
de solvente organico, pode ser automatizado, ndo forma emulsdes durante a extracdo, é
seletivo, é eficiente, apresenta um baixo risco de contaminac¢do, garante baixos custos
inerentes e pode ser usado combinado com diferentes técnicas de detecdo (on-line onde nao
existe manipulacao da amostra entre a pré-concentragao e a analise, diminuindo os riscos de
perdas e contaminacGes e aumentando a reprodutibilidade, ou off-line) [67, 70, 72, 74].

Uma das principais aplicacdes da SPE é na extracdo de fdrmacos e os seus metabolitos
de fluidos corporais. A segunda maior aplicacdo tem sido em amostras ambientais, como
aguas de rios e dguas residuais, onde grandes volumes de amostras diluidas tém que ser
extraidos [73]. Além do clean-up da amostra, esta técnica é também muito utilizada para

pré-concentrar FQs em matrizes complexas como as lamas produzidas nas ETARs [39, 70, 75].
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2.4.2.2 Adsorventes

E importante selecionar o adsorvente mais apropriado durante o desenvolvimento do
método analitico tendo em conta a polaridade, a acidez, a basicidade e a hidrofobicidade dos
adsorventes, dos analitos e dos solventes utilizados no processo de extracdo pois estas
propriedades fisico-quimicas afetam as interagdes e a eficiéncia da extragdo [70].

Pode-se dividir a SPE em 3 tipos: fase reversa, fase normal e modo misto. Na grande
maioria das vezes, e essencialmente em extratos de lamas de ETARs, sdo utilizados
adsorventes de fase reversa, nos quais o0 mecanismo de retencdo é a interacdo dos grupos
apolares dos analitos de interesse com os grupos funcionais apolares do adsorvente, via forcas
de Van der Waals, através de um mecanismo facilitado na presenca de solventes muito
polares [56, 67]. Os adsorventes de fase normal sdo polares e permitem extrair da amostra
analitos com polaridade baixa, alta ou neutra. J4 os de modo misto, que pertencem aos
adsorventes de troca idnica, permitem a extracdo de analitos ionizdveis ou com grupos
funcionais polares [71]. Os materiais mais tipicamente utilizados no SPE sao Cg, Cis, equilibrio
hidrofilico-lipofilico (HLB), modo-misto/troca catidnica (MCX), modo-misto/troca anidnica
(MAX) e troca anidnica fraca (WAX). Contudo, na maioria das vezes verificou-se que os
cartuchos HLB sdo os mais requisitados quando se trata de amostras ambientais [69]. Alguns
exemplos de cartuchos utilizados estdo apresentados na figura 13 conforme o tipo de

separagdo que realizam.

Troca anidnica

Carga - troca
ionica

Troca cationica

Separagao
baseada na:

Fase normal Silica, Florisil

Polaridade

Fase reversa

Figura 13. Vdrios tipos de cartuchos mais utilizados em SPE. (Adaptado da referéncia 71)
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2.4.2.3 Parametros que Influenciam a Eficiéncia da Extragao

Para além da escolha do adsorvente mais adequado ao processo de clean-up é também
aconselhada a otimizacdao de outros parametros que influenciam a eficiéncia da extragao
como o volume de rotura (que depende dos parametros cinéticos do adsorvente e dos
parametros de reten¢do), bem como a taxa de fluxo da amostra, o volume de lavagem, o
volume de solvente de eluicdo (que depende das propriedades do enchimento do cartucho),

o volume retido e o fator de retengao [70].

2.5 Analise Cromatografica

2.5.1 Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia Acoplada a Espetrometria de

Massa Tandem (UPLC-MS/MS)

A cromatografia liquida (LC) tornou-se na ferramenta mais eficiente para a identificagao
e quantificacdo de farmacos em amostras ambientais devido as caracteristicas quimicas
destes compostos que melhor se adequam aos principios de funcionamento desta
técnica [39]. Tem inUmeras vantagens tais como: alta sensibilidade, determinacdes
quantitativas precisas, facil automatizacao, a sua adequacgao para a separagao de espécies nao
voladteis ou termicamente frageis e, acima de tudo, a sua enorme aplicabilidade em
substancias que s3ao importantes para a industria, para varios campos cientificos e para o
publico [76]. Ao longo dos ultimos anos a cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espetrometria de massa (HPLC-MS/MS) tem sido muito utilizada na andlise de antibidticos em
niveis de concentracdo muito baixos. Recentemente, uma nova tecnologia de HPLC designada
por UPLC (cromatografia liquida de ultra eficiéncia) tem vindo a ser desenvolvida oferecendo
reducdes adicionais no tempo de cada corrida e um aumento da sensibilidade quando
comparado com a LC convencional [5, 46]. Uma vez que a eficiéncia e velocidade das andlises
tem-se tornado de grande importancia em muitas aplicagdes da LC, especialmente nos
campos de andlise farmacéutica, toxicoldgica e clinica, onde é importante aumentar o
rendimento e reduzir os custos das analises, a UPLC pode desempenhar um papel importante

no futuro da LC [77].
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2.5.1.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) e de Ultra
Eficiéncia (UPLC)
Os métodos cromatograficos consistem fundamentalmente na separacgao eficiente de

compostos quimicamente similares baseada nas interacdes do soluto com a fase mével e a

fase estacionaria como demonstra a figura 14 [78].

50 o -
L. -
s = 1= Solvente
0 8 B
Ogn O Eé] O Soluto
[ [ = i
‘oo desorvido 0 oO
O O O
O o A O Op
Fluxo oo
| ° oo
UA g EE]] 0
Soluto Solvente O DD O
adsorvido na adsorvido na AD O g

fase estacionaria fase estacionaria

Fase
estacionaria

(a) (b)

Figura 14. Esquematizac¢Go da competicdo entre as moléculas do solvente e do soluto por locais de
ligagdo na fase estaciondria. (Adaptado da referéncia 78)

Um sistema de LC é constituido essencialmente por um conjunto de solventes, uma
bomba, uma valvula para injetar a amostra através de uma seringa, uma coluna onde ocorre
a separac¢ao dos compostos e um detetor que envia uma resposta para um sistema de recolha
de dados que a vai analisar e processar [79]. Grande parte destes sistemas englobam ainda
um forno utlizado para controlar a temperatura da coluna [78]. O processo de extragdo ocorre
guando a amostra comeca a passar na coluna e melhora a medida que a amostra avanca pela
mesma enquanto a fase mdvel passa constantemente pela coluna num fluxo definido [80]. A

figura 15 apresenta um esquema generalizado de um equipamento de HPLC.
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Figura 15. Representacdo de um esquema de HPLC. (Adaptado da referéncia 81)

A UPLC tem o mesmo mecanismo de separacdo que a HPLC, bem como os mesmos
principios cromatograficos, no entanto, a velocidade, a sensibilidade, a eficiéncia de
separacao e a resolucdo sdo mais elevadas tornando-a numa versao mais avancada da HPLC.
Tem também um menor tempo de andlise e por isso reduz o consumo de solventes tornando-a
uma técnica mais econdmica [46, 77]. A diferenca efetiva entre estas duas técnicas
cromatograficas é o tamanho das particulas da fase estaciondria, sendo que na HPLC variam
entre 3 e 5 um e na UPLC sdo inferiores a 2 um levando ao aumento da eficiéncia do processo
cromatografico [77, 82]. Este facto é suportado pela equacdo de van Deemter (equacdo 1),
uma férmula empirica que esta na base dos principios da cromatografia e que relaciona a
velocidade linear da fase moével com a altura equivalente do prato tedrico [83]. Nesta equacdo
H é a altura equivalente do prato tedrico, v representa a velocidade linear da fase mével, A é
um termo independente da velocidade e representa a difusdo turbilhonar, B diz respeito a

difusdo molecular e C refere-se a resisténcia a transferéncia de massa [82].
_ B
H—A+;+CV Equagéo 1
O gréfico de van Deemter da figura 16, que compara trés diferentes tamanhos de
particula (10, 5 e 3 um) mostra que as particulas mais pequenas reduzem a altura do prato

tedrico o que resulta num aumento da eficiéncia da coluna de empacotamento e demonstra

ainda que a taxa de fluxo poderd ser elevada sem afetar significativamente a eficiéncia [77].
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As particulas menores permitem também obter uma melhor resolugdo porque oferecem um
fluxo mais uniforme ao longo da coluna (diminuicao de A na equagdo de van Deemter) e uma
reducdo na distancia que o soluto tem para se difundir (diminuicdo de C na equacdo de van

Deemter) [78].
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Figura 16. Representacdo grdfica da altura do prato tedrico (um) em fungéo do fluxo (mL/min) para
fases estaciondrias com um didmetro de particula de 10, 5 e 3 um. (Adaptado da referéncia 78)

Uma outra diferenca que estas duas técnicas apresentam é a pressao, que ronda os
35-40 MPa na HPLC e na UPLC pode atingir valores superiores a 103,5 MPa. Este fator esta
diretamente ligado com o tamanho das particulas da coluna, pois ao utilizar-se particulas de
pequeno didmetro a pressdao necessaria para obrigar a fase modvel a atravessar a coluna
aumenta com o quadrado do didametro da particula [77, 84]. Esta representa uma das poucas
desvantagens da UPLC, pois a utilizagdo das pressdes elevadas requer uma maior manutencao,
reduz o tempo de vida das colunas e as particulas com tamanhos inferiores a 2 um geralmente
ndo sao regeneraveis e tém, portanto, um uso limitado [82]. Contudo, verifica-se que a UPLC
apresenta uma vasta lista de vantagens em relacdo a HPLC: reducdo de cerca de 87% no tempo
de cada corrida; redugdo de cerca de 83% no consumo de solventes; redugao de cerca de 93%
no consumo de amostra devido ao volume de injecao reduzido; aumento da sensibilidade;
aumento do ambito de aplicacdo de métodos de multi-residuos; analises mais rapidas devido
ao uso de material de separacdo de pequenas particulas; reducdo do custo de cada analise;
resolucao dos picos melhor ou semelhante ao HPLC; linha de base mais plana; programa de
gradiente de fase mdvel mais simples; elevada precisdo nos tempos de retencao; reducdo do

tempo necessario para o tratamento dos resultados [77, 82, 84].

33



Capitulo 2 — Fundamentacdo Tedrica

2.5.1.2 Detegdo por Espetrometria de Massa (MS)

O espectrometro de massa (MS) é constituido por uma fonte de ionizagao, um
analisador e um detetor como é apresentado no esquema da figura 17. E introduzida no
sistema uma quantidade muito pequena de amostra que passa para a camara de ionizacao
onde os componentes sdo convertidos em iGes gasosos. Os fragmentos gerados seguem para
o analisador onde serdao submetidos a um forte campo magnético que ird obrigar os ides a
adotarem uma trajetéria curva (deflexdao magnética). Os ides de menor massa sdao mais
defletidos do que os ides de massa maior e essa informacdo serd recolhida pelo detetor [85].
No caso estudado foi utilizada a ionizagdo por ESI, uma técnica de ionizagdo realizada a
pressdo atmosférica, na qual o composto em solucdo chega a fonte de ionizacdo através de
um capilar, onde é aplicada uma voltagem fazendo com que a solugdo saia do capilar sob a
forma de goticulas carregadas que sdo evaporadas com a ajuda de um gas nebulizador como
demonstrado nas figuras 18 e 19 [86]. A ESI é capaz de produzir varios ides carregados a partir
de grandes moléculas, permite obter uma elevada sensibilidade e é facil de acoplar com HPLC
e UPLC. A corrente de ESI é limitada pelo processo eletroquimico que ocorre na ponta do
capilar e é sensivel a concentragdo e ndo a quantidade total de amostra injetada marcando

desta forma a diferenca em relacdo as outras fontes de ionizacdo existentes [87].

Injecao da Fonte de Analisador Detetor

amostra ionizacao

Figura 17. Principais componentes de um espetrémetro de massa. (Adaptado da referéncia 85)
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Figura 18. Esquema representativo da formacdo de ibes gasosos por ESI. (Adaptado da
referéncia 78)

Figura 19. Eletrospray de um capilar. (Retirado da referéncia 78)
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A figura 20 representa um analisador triplo-quadrupolo, um dos analisadores mais
utilizados no acoplamento da espetrometria de massa com a cromatografia. Este analisador é
constituido por, como o nome indica, trés quadrupolos que consistem, cada um deles, em
quatro cilindros (polos) paralelos distribuidos de uma forma simétrica. Os cilindros opostos
tém a mesma polaridade e os adjacentes tém polaridades opostas. O funcionamento do triplo
quadrupolo consiste na entrada de uma mistura de ides no quadrupolo Q1, onde os ides sdo
separados segundo a razdo massa/carga (m/z) e onde é selecionado apenas um ido precursor
que passa para o quadrupolo seguinte (Q2) designado por célula de colisdo. Aqui, o ido
precursor colide com o gas e divide-se em fragmentos designados por ides filho. Do Q2 passam
todos os ides de todas as massas diretamente para o Q3 que por sua vez permite que apenas
determinados ides filho cheguem ao detetor [78].

Gas de colisdo
(N, ou Ar)

|

Detetor

Quadrupolo Vista de corte da célula Quadrupolo
Separagao das massas de collsao Separagdo das massas
Q3
Mistura de iGes da ldo precursor 16es filho I3o selecionado
coluna para monitorizagao

cromatografica

Figura 20. Esquematizagdo de um analisador triplo quadrupolo. (Adaptado da referéncia 78)

S3do varios os objetivos que se podem atingir com o acoplamento da MS com a
cromatografia: ndo haver alteracdo na resolucdo cromatografica, obter uma sensibilidade o
mais elevada possivel, ser um método universal e conseguir detetar todos os produtos eluidos,
fornecer o maximo de informacdo estrutural possivel, ser seletivo, fornecer um sinal
proporcional a concentracdo, ter um fator de resposta constante ou pelo menos previsivel,
ter uma relagdo custo/desempenho o mais econdmica possivel, ndo ser prejudicial para o
produto, ndo produzir artefactos e permitir a decomposicao dos picos ndo resolvidos nos seus

constituintes [87].
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3.1 Planeamento

Existem varias alternativas para realizar a extragao de FQs em lamas de ETAR como ja
foi referido no capitulo anterior. Contudo, tornou-se bastante percetivel que o melhor
caminho a seguir serd a extracdao por ASE, seguida de clean-up por SPE e andlise por
cromatografia liquida (UPLC-MS/MS). O esquema da figura 21 representa resumidamente as
varias etapas de métodos analiticos desenvolvidos, ja reportados, para a determina¢ao de
farmacos e produtos de cuidado pessoal em lamas de depuracdo [65]. Os aspetos destacados
a azul referem-se aos que foram utilizados, e devidamente otimizados, descritos no decorrer

do presente trabalho.
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Figura 21. Diferentes etapas de métodos analiticos desenvolvidos para a determinag¢do de PPCPs em
lamas de ETARs, desde a preparag¢do da amostra até a andlise cromatogrdfica, e respetivos
pardmetros otimizados. (Adaptado da referéncia 65)
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3.2 Preparag¢ao da Amostra

As amostras de solo/lama utilizadas foram secas ao ar durante 2 ou 3 dias, trituradas
num almofariz e tamisadas com uma peneira de 1 mm de maneira a que todas as particulas
de maiores dimensdes pudessem ser eliminadas. Todo o processo de otimizagdo do método

foi realizado com amostras de solo ndo contaminadas.

3.3 Otimizac¢ao do UPLC

Para iniciar a otimizacdo das transi¢cdes no UPLC utilizou-se como ponto de partida um
método ja definido no equipamento cujas condi¢Oes estdo apresentadas na tabela 5. Nao foi
realizada a otimizacdo das condicdes abaixo descritas uma vez que o método desenvolvido ja
havia sido devidamente otimizado e encontrava-se preparado para o tipo de analise
pretendida. Contudo, foi realizada uma verificacdo das condi¢Ges apresentadas para
comprovar a operacionalidade do equipamento. Posto isto, foi realizada a otimizagdo das

massas das FQs de interesse para este estudo.

Tabela 5. Condicdes iniciais definidas no UPLC-MS/MS.

Fase Mével A MeOH
Fase Mével B HCOOH 10 mM
Coluna Cis; 1,7 um; 2,1x50 mm (Acquity UPLC BEH)
Tempo (min.) %A %B Fluxo (mL/min)
0 25 75
Gradiente 8 >0 >0
9 100 0 0,300
11 50 50
13 25 75
Loop 10 pL
Volume de injegao 40 uL
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3.3.1 Otimizagao das Transicoes

Para a otimizagdao das transi¢des no UPLC prepararam-se solu¢des individualizadas em
metanol de 1 mg/L de cada FQ em estudo e injetaram-se diretamente em triplicado no

detetor. Os resultados obtidos encontram-se apresentados na tabela 6.

Tabela 6. Apresentagdo dos resultados obtidos na otimizagdo das massas para as FQs em estudo no

UPLC.

M |30 Precursor Energia de En.erNgia de

FQs (g/mol) ESI (m/2) MRM1  MRM2 Cone (V) Colisdo (eV)
1 2

ENR 359,39 + 360,20 245,21 84,07 36 26 32
NOR 319,33 + 320,17 233,24 231,22 38 26 38
CIP 331,34 + 332,17 231,20 245,26 36 36 22
DIF 399,39 + 400,24 299,29 58,00 38 30 34
SAR 385,36 + 386,22 299,25 348,32 38 26 32

3.3.2 Calibracao Direta

Para determinar a resolucdo do equipamento e definir a gama de trabalho recorreu-se
a uma calibra¢ao direta. Tomou-se como ponto de partida um método ja definido no
laboratério e, ap6s alguns testes foi possivel definir a gama de trabalho em 6 padrées: 12,5;
25,0; 50,0; 100; 150 e 250 ug/kg. Para a calibracdo direta, estas concentragdes foram ajustadas
de maneira a ser possivel obté-las em solucdo. Desta forma, os padrdes foram preparados em
HCOOH 10 mM com uma concentracao aproximada das FQs de interesse a concentragcao
destas nos padrdes submetidos ao processo de extracdo. Cada padrdo foi injetado em
triplicado e as curvas de calibracao, apresentadas no anexo A.1.1, foram tragadas com a média
das areas obtidas. Os cromatogramas correspondentes (apresenta-se apenas um para cada
padrdo) encontram-se no anexo A.1.2 e demonstram a qualidade dos picos obtidos para todos
os compostos ao longo de toda a gama de trabalho. Na tabela 7 apresentam-se os valores de
declive e ordenada na origem das retas e ainda os coeficientes de correlac3o (R?) a partir dos
quais se verificou que para todas as FQs se obteve uma boa linearidade com R? iguais ou muito

proximos a 0,999.
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Tabela 7. Pardmetros da equagdo da reta e coeficientes de correlagcdo obtidos a partir das curvas da
calibragdo direta realizada para cada FQ.

FQs Declive Ordenada na origem R?

ENR 63,02 57,22 0,9983
NOR 41,96 159,8 0,9987
CIP 36,48 215,7 0,9982
DIF 49,88 59,85 0,9999
SAR 47,77 97,06 0,9997

3.4 Otimizacao ASE

Para iniciar a otimizacdo do processo de extracdo por ASE utilizou-se como ponto de
partida um método ja definido no equipamento cujas condicdes estdo indicadas na tabela 8.
Como ja foi referido, existem varios parametros que influenciam significativamente a
eficiéncia da extracdo. Dos parametros apresentados na tabela serdo apenas otimizados o
solvente de extracdo, a temperatura, o tempo estatico e o nimero de ciclos uma vez que foi
provado que a pressdo, o volume de lavagem e o tempo de pré-aquecimento ndo demonstram
uma influéncia significativa na eficiéncia da extracdo e serdo, por isso, mantidos iguais aos
valores apresentados na tabela durante todo o processo [1, 53]. Quanto ao tempo de purga

este esta definido no manual do equipamento e depende da capacidade da célula de extragao.

Tabela 8. Condi¢ées definidas no ASE350 utilizadas como ponto de partida para o processo de
extragdo deste estudo.
Tempo . Vol. Pré

Solvente Extrator Pressao Temp. L. iclos urga .
estatico Lavagem agquecimento

H3PO4 50 mM/ACN

(1:1) 1500 psi  65°C 5 min. 2 60 % 60s 2 min.

Na otimizacdo de todos os parametros da ASE comecou-se por pesar cerca de 2 g de
amostra de solo para um goblé e fortificou-se cada amostra com uma solucdo padrdo da
mistura de FQs em estudo de 2 mg/L. Na otimizacdo do solvente as amostras foram
fortificadas de maneira a obter-se uma concentracdo final de 50 ug/kg e nos restantes
parametros otimizados de 500 pg/kg (estas concentragdes sdo aproximadas, uma vez que
nunca se pesam exatamente 2 g de amostra e, por isso, estas sdo sempre posteriormente
ajustadas conforme a quantidade rigorosa de amostra que foi pesada). Depois de bem

homogeneizada e seguindo as orientacbes do manual do ASE350 para a preparacdo das

42



Capitulo 3 — Desenvolvimento do Método

células de extragao, adicionou-se a amostra fortificada cerca de 0,5 g de um agente
dispersante (terra de diatomaceas (TD)) e voltou-se a homogeneizar. O conteudo do goblé foi
transferido para as células de extracdo de 5 mL que contém filtros de celulose de 27 mm, as
quais se adiciona mais TD, se necessdrio, de maneira a que reste aproximadamente 0,5 cm de
espaco vazio no topo das células como demonstra o esquema da figura 22. De seguida, a célula
de extracdo é colocada no ASE e inicia-se a extragdao com as condi¢des definidas na tabela 8,
gue vao sendo atualizadas a medida que os diferentes parametros sao otimizados. Aos
extratos obtidos, realizou-se um clean-up (que neste caso consistiu apenas na troca de
solvente e eliminagdo do particulado em suspensao). Para isso retirou-se 1 mL de cada extrato
para um tubo de ensaio levado de seguida a evaporar, ndo até a secura, sob um fluxo de azoto,
sendo de extrema importancia manter este fluxo reduzido para ndo haver perda dos analitos.
Posteriormente, reconstituiu-se o extrato com 2 mL de HCOOH 10 mM (fase mével do UPLC)
e levou-se a centrifugar a 4000 rpm durante 10 min. Por fim, filtrou-se o sobrenadante com
um filtro de seringa de 0,22 um e o filtrado foi transferido para vials do UPLC para posterior

andlise.

/'_____\ -

\9,/ 3 Espaco vazio de aproximadamente 0,5 cm. J
——
5 Se a mistura da amostra ndo for suficiente é

necessario completar este espago com TD.

Colocar a mistura homogénea de 2 g de
~— 1 amostra com cerca de 0,5 g de TD. Se possivel
preencher o espago 1 e 2 com esta mistura.

Figura 22. Esquema de uma célula de extracdo de ASE e respetivo procedimento relativamente ao
enchimento da mesma.
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3.4.1 Solvente Extrator

No que diz respeito a otimiza¢do do processo de extracdo comegou-se por testar o
solvente mais adequado para extrair as FQs de interesse das lamas/solos. Para isso,

realizaram-se 5 extracdes com 5 solventes diferentes em triplicado, especificados na tabela 9.

Tabela 9. Solventes utilizados na otimizagéio do processo de extragdo por ASE.
Solventes

| H3PO, 50 mM/ACN (1:1)
I HsPO4 1 mM/MeOH (1:1)
[} MeOH/H,0 (1:2)

v MeOH

Vv Acetato de Etilo

A partir dos resultados obtidos foi possivel determinar que o solvente mais adequado
para a extragdo das FQs em estudo, nas condi¢des definidas, seria o solvente |. Pode-se
verificar que o gréfico da figura 23 (comparacdo direta entre os diferentes solventes)
corrobora esta afirmacdo ja que foi este o Unico solvente que permitiu obter um bom sinal
para todas as FQs. Na tabela 10, referente apenas ao solvente definido como o melhor para a
extracdao em questao, tendo em conta que as extragdes foram realizadas em triplicado, sao
apresentados os valores de cada extracdo, da média das 3 extracdes e o desvio padrao relativo
(DPR) associado que demonstra a concordancia entre os resultados. A tabela com os
resultados para todos os solventes bem como os respetivos cromatogramas encontram-se no

anexo A.2.1.
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Solvente Extrator

DIF SAR

Figura 23. Comparagdo entre os diferentes solventes utilizados na otimiza¢éo da ASE através da
representagdo grdfica da média das dreas obtidas nas 3 extragdes para cada composto pela andlise
por UPLC.
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Tabela 10. Resultados obtidos no UPLC relativamente ao solvente definido como o mais apropriado
para a extragdo de FQs no ASE. Apresentacdo das dreas obtidas em 3 extragées para cada composto,
da média das dreas das 3 extracbes e do respetivo desvio padrdo relativo.

Solvente |

FQ Extracdo Area Média DPR (%)
12 Extragao 2981,0

ENR Duplicado 2210,9 2522,2 16,1
Triplicado 2374,8
12 Extragao 1459,3

NOR Duplicado 1197,5 1328,8 9,9
Triplicado 1329,6
12 Extragao 1472,1

ciP Duplicado 1583,9 1496,6 5,2
Triplicado 1434,0
12 Extracao 1913,4

DIF Duplicado 1783,3 1770,4 8,5
Triplicado 1614,5
12 Extragao 1446,9

SAR Duplicado 1388,1 1446,6 4,0
Triplicado 1504,6
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3.4.2 Temperatura de Extracao

Na continuagdo da otimizacdo do processo de extracdao foram testadas diferentes
temperaturas, variando entre 45 °C e 100 °C. De entre as temperaturas testadas, 45 °C, 65 °C,
85 °C e 100 °C, escolheu-se a de 65 °C por se obterem os melhores resultados e sera esta a
temperatura a definir no equipamento. Esta escolha estd fundamentada através da leitura do
grafico da figura 24, onde é apresentada a média das areas obtidas nas trés extracdes para
cada temperatura de extracdo e para cada FQ em estudo. Verifica-se que apesar de no caso
particular da DIF os 45 °C parecerem mais adequados, nas restantes quatro FQs isto ndo se
observa, sendo que o sinal é superior quando a extracdo é realizada a 65 °C. No entanto, uma
vez que a DIF mesmo a 65 °C apresenta dreas superiores a maioria das FQs em estudo
concluiu-se que é, de uma maneira geral, mais vantajoso realizar a extracao a 65 °C.

Na tabela 11, sdo apresentados os valores obtidos através da analise por UPLC para a
temperatura escolhida, para cada extracado, para a média das 3 extragdes e o desvio padrao
relativo (DPR) associado que demonstra ser satisfatorio em todos os casos. No anexo A.2.2
encontram-se tabelados os resultados obtidos para todas as temperaturas e os respetivos

cromatogramas.

Temperatura

my

m45°C m65°C m85°C m100°C

30000

25000

20000

15000

Area

10000

5000

0

Figura 24. Comparagdo entre as diferentes temperaturas utilizadas na otimiza¢éo da ASE através da
representagdo grdfica da média das dreas obtidas nas 3 extragdes para cada composto pela andlise
por UPLC.
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Tabela 11. Resultados obtidos no UPLC relativamente a temperatura definida como a mais
apropriada para a extragdo de FQs no ASE. Apresentagdo das dreas obtidas em 3 extra¢des para cada
composto, da média das dreas das 3 extragbes e do respetivo desvio padrdo relativo.

65 °C

FQ Extragdo Area Média DPR (%)

12 Extragao  25493,8

ENR Duplicado 26252,5 25839,1 1,5
Triplicado 25771,0
12 Extragao  12224,7

NOR Duplicado 12414,2 12370,2 1,0
Triplicado 12471,8
12 Extracao  15227,0

CIP Duplicado 14582,0 14948,5 2,2
Triplicado 15036,6
12 Extragao  22318,1

DIF Duplicado  22104,2  21917,7 2,4
Triplicado 21331,0
12 Extracao 16637,4

SAR Duplicado 17287,3 16828,7 2,4
Triplicado 16561,3

3.4.3 Numero de Ciclos Estaticos

Variou-se ainda o niumero de ciclos de 2 a 9 no sentido de se perceber qual o mais eficaz
na extracdo de FQs. Para uma melhor interpretacao dos resultados é apresentada a figura 25,
representacdo grafica da média das areas obtidas em 3 extracdOes, para cada FQ e para o
diferente nimero de ciclos testados. Atendendo a esse mesmo grafico verificou-se que com 6
ciclos obtém-se um maior sinal para todas as FQs com excecdo da DIF que apresenta um sinal
superior quando extraida com 5 ciclos embora seja, nos dois casos, um sinal bastante elevado.
Assim, foram escolhidos 6 ciclos por ser o nimero de ciclos mais favoravel pois permitiu a
obtencdo de melhores resultados na maioria dos compostos em estudo e manteve um sinal
igualmente elevado para a DIF.

Na tabela 12 estdo representadas as areas obtidas pela analise por UPLC de cada
extracao, para cada FQ no nimero de ciclos escolhido como o mais vantajoso. Tendo em conta

gue as extracbes foram realizadas em triplicado, sdo apresentados os valores de cada
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extracdo, da média das 3 extracdes e o desvio padrdo relativo associado. A compilacdo dos

restantes resultados obtidos encontra-se no anexo A.2.3 juntamente com os respetivos

cromatogramas.
Numero de Ciclos
12000
10000
8000
@
Y 6000
=
4000
2000 I I
0
ENR NOR CIP DIF SAR

H2 W3 W4 5 H6 H7 H8 W9
Figura 25. Comparagdo entre o diferente numero de ciclos utilizados na otimizagéo da ASE através

da representagdo grdfica da média das dreas obtidas nas 3 extragbes para cada composto pela
andlise por UPLC.
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Tabela 12. Resultados obtidos no UPLC relativamente ao numero de ciclos definido como o mais
apropriado para a extragdo de FQs no ASE. Apresentagdo das dreas obtidas em 3 extra¢des para cada
composto, da média das dreas das 3 extragbes e do respetivo desvio padrdo relativo.

6 Ciclos

FQ Extragdo Area Média DPR (%)

12 Extracao 8859,2

ENR Duplicado 8647,1 8663,1 2,2
Triplicado 8482,9
12 Extragao 2038,1

NOR Duplicado 2055,0 1979,3 5,9
Triplicado 1843,9
12 Extragao 2564,0

CIP Duplicado 2534,8 2514,6 2,5
Triplicado 24449
12 Extracao 9780,7

DIF Duplicado 9853,0 9755,1 1,2
Triplicado 9631,5
12 Extracao 4385,1

SAR Duplicado 4459,5 4330,7 3,8
Triplicado 4147,5

3.4.4 Tempo Estatico

Para terminar a otimizagdo do processo de extragdo testou-se mais um parametro que
afeta a eficiéncia da mesma, o tempo estatico. Escolheram-se intervalos de tempo de 3,5 e
8 min. para testar qual o que originava melhores resultados e pdde-se constatar que é possivel
obter melhores resultados se cada ciclo tiver a dura¢ao de 3 min., sendo percetivel uma
tendéncia na diminuicdo do sinal a medida que o tempo estatico aumenta. O grafico da
figura 26 possibilita a comparacao da média das areas obtidas em 3 extragdes, nos 3 diferentes
tempos testados, para cada FQ e comprova que o tempo escolhido devera ser 3 min. Os
resultados obtidos nesta analise e os respetivos cromatogramas encontram-se no anexo A.2.4.
Na tabela 13 sdo apresentadas as areas obtidas pela analise por UPLC de cada extracdo, a
médias das 3 extracdes e o desvio padrdo relativo associado, para cada FQ, no tempo estatico

escolhido como o mais vantajoso.
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Tempo estatico
10000

8000

6000

Area
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Figura 26. Comparagdo entre os diferentes valores de tempo estdtico utilizados na otimizagdo da
ASE através da representagdo grdfica da média das dreas obtidas nas 3 extragdes para cada
composto pela andlise por UPLC.

Tabela 13. Resultados obtidos no UPLC relativamente ao tempo estdtico definido como o mais
apropriado para a extragdo de FQs no ASE. Apresentagdo das dreas obtidas em 3 extra¢bes para cada
composto, da média das dreas das 3 extragdes e do respetivo desvio padrdo relativo.

3 min.

FQ Extracdo Area Média DPR (%)

12 Extragao 7939,6

ENR Duplicado 7693,7 7813,57 1,6
Triplicado 7807,4
12 Extracao 1687,9

NOR Duplicado 1648,3 1652,11 2,1
Triplicado 1620,2
12 Extragao 2135,7

(o] Duplicado 2075,1 2125,98 2,2
Triplicado 2167,1
12 Extragao 8995,4

DIF Duplicado 9164,1 9134,89 1,4
Triplicado 9245,2
12 Extragao 3789,4

SAR Duplicado 3903,1 3820,81 1,9
Triplicado 3770,0
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Na sequéncia do trabalho analitico, foram-se tentando alterar aspetos que permitissem
um melhor desempenho na realizagdo da extracdo de FQs em lamas/solos, o que foi

conseguido com éxito com as condi¢ces que se apresentam na tabela 14.

Tabela 14. Compila¢do das condigées de extragdo finais, definidas no ASE apds a otimizagdo cuidada
dos pardmetros que mais influenciam a eficiéncia da extragdo.
Tempo . Vol. Pré

Solvente Extrator Pressio Temp. Ly 0s urga .
estatico Lavagem aquecimento

HsPO4 50 mM/ACN

(1:1) 1500 psi 65°C 3 min. 6 60 % 60 s 2 min.

3.5 Otimizac¢ao do Clean-up

Todos os extratos, apds serem recolhidos no ASE e até serem injetados no UPLC, tém
que sofrer um tratamento que reduza a quantidade de interferentes e de particulado
presentes nos mesmos. Desta forma, garante-se o prolongamento da vida do equipamento e
a obtencdo de melhores resultados. Para isso, considerou-se uma nova etapa de clean-up por
SPE realizada num equipamento para o efeito — ASPEC — cujas condi¢des se encontram na

tabela 15 e foram retiradas de um método interno ja rotinado no laboratério.

Tabela 15. Condigcées de condicionamento do cartucho, dilui¢cdo e quantidade de amostra aspirada,
lavagem e secagem do cartucho e eluigdo dos analitos definidas no ASPEC.

Condicionamento | 6 mL MeOH seguidos de 3 mL MeOH/H>0 (10:90)
Amostra 10 mL de amostra em 250 mL de dgua ultrapura
Lavagem 3 mL 4gua ultrapura
Secagem Em vacuo durante cerca de 45 min.

Eluicao 6 mL MeOH

Para a obtencdo dos extratos que iriam ser submetidos ao processo de clean-up
seguiu-se um procedimento semelhante ao descrito na otimizacdo da extracao diferindo
apenas na fortificacdo das amostras, o que neste caso permitiu a obtencdo de uma
concentragdo de 100 pg/kg. Todo o processo de extracdo foi realizado ja sob as condicGes
otimizadas e os extratos obtidos foram submetidos ao clean-up por SPE mediante as
condicGes apresentadas na tabela acima. Inicialmente, os 6 mL de extrato obtidos no ASPEC,

foram a evaporar, ndo até a secura, num fluxo reduzido de azoto, reconstituiu-se o extrato
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com 10 mL de HCOOH 10 mM, centrifugou-se a 4000 rpm durante 10 min., filtrou-se o
sobrenadante com um filtro de seringa de 0,22 um transferindo o filtrado para vials do UPLC
para posterior andlise. A medida que os varios pardmetros foram otimizados as condicdes
foram sendo atualizadas tendo em conta que se seguiu a ordem pela qual sdo apresentados

abaixo.

3.5.1 Cartuchos

Com o objetivo de otimizar o processo de clean-up fez-se uma pesquisa sobre os tipos
de cartuchos e procedimentos utilizados ja descritos noutros estudos para se escolher os mais
apropriados para este caso. Mediante a mesma pesquisa [51, 88, 89], e conforme o material
disponivel no laboratdrio, considerou-se que seria vantajoso realizar um teste de comparacgao
entre dois cartuchos: Oasis HLB (200 mg/6 mL) e Oasis MAX (500 mg/6 mL), ambos da
Waters. A partir dos resultados obtidos, apresentados no anexo A.3.1, foi possivel verificar
gue o cartucho mais adequado seria o HLB. Para uma interpreta¢dao mais clara dos resultados
apresenta-se o grafico da figura 27 que compara a média das dreas obtidas no UPLC para os
extratos apos o clean-up com os dois cartuchos utilizados. Através deste, verificou-se que, de
uma forma geral, os cartuchos MAX ndo podem ser utilizados pois conduzem a uma
diminuicdo extremamente significativa de sinal, perdendo-o mesmo por completo no caso de
duas das FQs. Na tabela 16 estdo apresentadas as areas obtidas para as 3 extracdes, a média

das mesmas e o respetivo DPR apenas para o caso do cartucho HLB.
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Figura 27. Comparagdo entre os diferentes cartuchos utilizados na otimiza¢éo da SPE através da
representagdo grdfica da média das dreas obtidas nas 3 extragdes para cada composto pela andlise
por UPLC.

Tabela 16. Resultados obtidos no UPLC relativamente ao cartucho definido como o mais apropriado

para o clean-up dos extratos obtidos no ASE. Apresentagdo das dreas obtidas em 3 extragdes para
cada composto, da média das dreas das 3 extragdes e do respetivo desvio padrdo relativo.

HLB

FQ Extracdo Area Média DPR (%)
12 Extracao 1578,9

ENR Duplicado 1666,1 1644,3 3,5
Triplicado 1687,9
12 Extragao 409,8

NOR Duplicado 461,6 403,9 15,1
Triplicado 340,4
12 Extragao 496,2

CIP Duplicado 499,1 499,0 0,6
Triplicado 501,8
12 Extracao 1968,7

DIF Duplicado 1856,8 1870,4 4,9
Triplicado 1785,8
12 Extracao 1077,6

SAR Duplicado 1114,6 1051,5 7,6
Triplicado 962,3
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Na sequéncia da otimizacdo do processo de clean-up achou-se vantajoso verificar o tipo
de alteragGes a nivel de sinal que a adi¢dao desta etapa provoca nos resultados. Para isso
analisou-se o mesmo extrato em duas condicbes diferentes, para que os resultados nao
fossem influenciados pelas variagdes que pudessem ocorrer entre extragdes. Assim, uma
parte do extrato foi tratada seguindo o procedimento definido no final da otimizacdao do ASE
e outra parte foi submetida ao clean-up por SPE com um cartucho HLB. Estes resultados

encontram-se na tabela 17.

Tabela 17. Resultados obtidos no UPLC relativamente ao mesmo extrato submetido aos dois
diferentes procedimentos: com e sem SPE. Apresentacgdo das dreas obtidas para cada composto e as
perdas associadas.

HLB e sem SPE

FQ sem SPE HLB Perdas (%)
ENR 1681,1 1578,9 6,1
NOR 543,7 461,6 15,1
Cip 555,2 496,2 10,6

DIF 11144 1785,8 -60,2
SAR 761,8 962,3 -26,3

O grafico da figura 28 compara as areas obtidas no UPLC para os dois casos. Concluiu-se
gue para a ENR, NOR e CIP o procedimento sem a etapa de clean-up por SPE apresenta um
sinal mais elevado, ainda que seja aproximado do sinal obtido com SPE, como demonstra a
tabela 17 ja que as perdas ndo sdo significativas pois sdo inferiores a 20%. Para a DIF e SAR o
procedimento com SPE apresenta areas superiores. Ao analisar os cromatogramas obtidos
guando se utiliza SPE (figura 29) verifica-se que estes estdo mais livres de interferentes, o que
nado acontece com os que dizem respeito ao procedimento sem SPE (figura 30), especialmente
no caso da ENR, NOR e CIP. Posto isto, percebeu-se que é de facto importante realizar o SPE
como processo de clean-up, obtendo assim melhores cromatogramas, sinais idénticos em trés

das FQs de interesse e intensificando o sinal de outras duas.
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Figura 28. Comparagdo entre a utilizagdo ou ndo da etapa de SPE realizada ao mesmo extrato
através da representagdo grdfica das dreas obtidas para cada composto pela andlise por UPLC.

5. MRM of 2 Channels ES+

15 TIC (Enrofiosacina)
100 06 1.37
ENR oA
2|
00! 0% 082 o7 0% 12 A0 210 23% 251 266 277 2@ 308317 33 3 3 3m 431 448 481 48
L 113 2 5 3 51 % 2 1 7 % i N . 2§ 751 18
020 ' 040 060 080 100 120 = 140 = 160 180 = 200 = 220 = 240 = 260 = 260 = 300 = 320 340 = 360 380 . 400 = 420 = 440 = 460 = 480
4: MRM of 2 Channels ES+
100 158, TIC (Ciproficxacina)
%7 56823
CIP e
2|
i 031 o4 0% 077 0% 120 13% 220 232 28 28 306 358 33 35 37 387 412 47 A4 4B A6 4B
e 2 0 13 p::} 0 12 4 07 48 21 B_ g 15 2 3% 14 4 23 B 10 2
020 = 040 = 060 D8O | 100 | 120 140 = 160 180 | 200 = 220 = 240 = 260 = 280 = 800 320 ' 340 860 380 = 400 420 440 | 460 = 460
3 MRM of 2 Channels ES+
148 TIC (Norficxacina)
100 519 384e3
NOR o
]
024 053 o074 08¢ 102 125 19 2B 27 262 27 305313 345 3 a1 15 478 48
K 3 i 7 7 n | 4 7 53 3 4 2 4 5 3 3 1
B s A et o e A sk L o e L ot s AR g ot g A R wat Mttt nd vt e v AL v s vt b et s e
020 ' 040 060 080 100 120 140 = 160 180 = 200 220 240 260 = 260 300 320 = 340 ~ 860 380 ~ 400 = 420 440 = 460 480
2 MRM of 2 Channels ES+
191 TIC (Dfioxacina)
100 27\ 1508
i ) Area
DIF f \
# [\
0 0% 06 [ 12 142 170 / RS 28 22 2% 2% 3 8 382 360 3@ FRCIE: | 185 450
o 0 1 2 9 2 2 6 37 21 518 4 2 0 0 1 13 6 1 4
"T020 | 040 | 060 080 100 120 140 = 180 180 200 = 220 240 260 280 300 = 820 340 = 360 380 400 = 420 = 440 460 = 480
1: MRM of 2 Channels ES+
16 212 TIC (Saraficxacina)
e
SAR =
\
g /
005 03 0® 0 1w 1w 145 180 / 266 319 3w 366 EEY e 4 a7 4w
ol0 0 7 a 5 0 2 7 - 9 2 4 b} 0 3 3 0 Time
"T020 040 060 080 100 120 140 ~ 160 180 = 200 220 = 240 260 260 300 820 340 860 380 400 = 420 440 460 = 480

Figura 29. Cromatogramas obtidos no UPLC apds a andlise do extrato submetido a etapa de

clean-up por SPE para todas as FQs.
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Figura 30. Cromatogramas obtidos no UPLC apds a andlise do extrato sem a utilizacdo da etapa de
clean-up por SPE para todas as FQs.

3.5.2 Diluigao da Amostra

E necessario também definir o tipo de diluicio mais vantajosa dos extratos para o
clean-up por SPE. Para isso efetuaram-se diferentes diluicdes de 10 mL de cada extrato obtido
no ASE (5x, 10x, 25x e 50x) em 4 volumes diferentes com agua ultrapura: 50 mL, 100 mL,
250 mL e 500 mL. Para uma melhor comparagao dos resultados é apresentado o grafico da
figura 31 que compara as diferentes diluicdes a partir das areas obtidas no UPLC para cada FQ
em estudo. A partir do mesmo é possivel concluir que diluir o extrato 25x (10 mL de extrato
em 250 mL de agua ultrapura) foi mais eficaz no sentido da obtencdo de um sinal mais intenso
para todas as FQs exceto para a DIF que tem mesmo assim um sinal mais elevado que todas
as outras. Na tabela 18 estdo apresentadas as dreas obtidas para as 3 extracdes, a média das
mesmas e o respetivo DPR apenas para a diluicdo escolhida como a mais favoravel. Os

restantes resultados e cromatogramas encontram-se no anexo A.3.2.
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Diluicdao dos extratos

1600,0
1200,0

800,0

Area

400,0

0,0

H5x (50 mL) ®10x (100 mL) m 25x (250 mL) 50x (500 mL)

Figura 31. Comparagdo entre as diferentes dilui¢Ges dos extratos utilizadas na otimizacGo da SPE
através da representagdo grdfica da média das dreas obtidas nas 3 extracbes para cada composto
pela andlise por UPLC.

Tabela 18. Resultados obtidos no UPLC relativamente a dilui¢do dos extratos obtidos no ASE definida
como a mais apropriada para o clean-up destes. Apresentacdo das dreas obtidas em 3 extracbes para
cada composto, da média das dreas das 3 extracbes e do respetivo desvio padrdo relativo.

Diluigao 25x

FQ Extragdo Area Média DPR (%)

12 Extracao 1228,6

ENR Duplicado 1351,3 1304,7 5,1
Triplicado 1334,2
12 Extracao 360,1

NOR Duplicado 398,6 382,7 5,3
Triplicado 389,4
12 Extragao 450,2

ciP Duplicado 437,8 466,2 8,4
Triplicado 510,6
12 Extragao 1330,2

DIF Duplicado 1333,2 1358,9 3,5
Triplicado 1413,4
12 Extragao 799,1

SAR Duplicado 813,8 800,2 1,6
Triplicado 787,8
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3.5.3 Outros Aspetos Otimizados

Na continuagado da otimiza¢ao da etapa de clean-up considerou-se vantajoso concentrar
os analitos de interesse para intensificar o sinal, com o intuito de diminuir os limites de
detecdo e quantificagdo. Para isso reconstituiu-se o extrato evaporado com diferentes
volumes de fase mdvel para concentrar os compostos em estudo em diferentes niveis: 10 mL
(sem concentrar), 5 mL (concentrar 2x), 2 mL (concentrar 5x), 1 mL (concentrar 10x) e 100 pL
(concentrar 100x).

O grafico da figura 32, que permite a comparagdao entre os diferentes niveis de
concentracdo dos analitos testados, demonstra que realmente o sinal é mais elevado a
medida que se concentra os analitos. Assim, verifica-se que o sinal mais intenso se obtém
quando se concentra os analitos 100x, no entanto, resta um volume muito pequeno (100 pL)
impedindo mais do que uma injecdo (no caso de ocorrer algum percalco durante a analise) e
impossibilitando a realizagcdo de uma centrifugacao seguida de filtracdo. Posto isto, decidiu-se
gue seria mais vantajoso concentrar apenas 10x, pois apesar de o sinal ndo ser tdo intenso
permite prolongar a vida do detetor ja que é possivel reduzir a quantidade de particulado que
é injetado no equipamento. Na tabela 19 estdo apresentadas as areas obtidas para as 3
extracdes, a média das mesmas e o respetivo DPR apenas para o nivel de concentragdo
definido como o mais favordvel. Os restantes resultados bem como os respetivos

cromatogramas encontram-se no anexo A.3.3.
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Concentrar os analitos
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Figura 32. Comparag¢do entre os diferentes niveis de concentracdo dos analitos testados nos extratos
apds SPE através da representagdo grdfica da média das dreas obtidas nas 3 extracbes para cada

composto pela andlise por UPLC.

Tabela 19. Resultados obtidos no UPLC relativamente ao nivel de concentragdo testado nos extratos
apds SPE definido como o mais apropriado. Apresentagdo das dreas obtidas em 3 extragées para
cada composto, da média das dreas das 3 extragdes e do respetivo desvio padrdo relativo.

Concentrar 10x

FQ

Extragdo Area Média DPR (%)

ENR

NOR

CIP

DIF

SAR

12 Extragao 7346,7
Duplicado 7565,4 7389,4 2,2
Triplicado 7256,2
12 Extragao 2340,2
Duplicado  2163,4 2270,3 4,1
Triplicado 2307,2
12 Extracao 2072,0
Duplicado 2196,0 2173,8 4,3
Triplicado 2253,4
12 Extracao 6659,8
Duplicado 6796,2 6675,7 1,7
Triplicado 6571,1
12 Extracdo  3595,0
Duplicado 3613,8 3519,3 4,2
Triplicado 3349,3
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Apds a otimizacdo cuidada de todos os parametros foi possivel verificar que as condi¢des
iniciais definidas no ASPEC eram de facto as que originavam melhores resultados. Concluiu-se
ainda que a utilizacdo do SPE melhora significativamente a qualidade dos extratos injetados
no UPLC e consequentemente a qualidade dos cromatogramas obtidos. Por fim, ao concentrar
os analitos 10x verificou-se que o sinal obtido era cerca de cinco vezes superior o que adiciona

uma mais-valia ao método desenvolvido.
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4.1 Materiais

4.1.1 Reagentes e Solugdes

Os padroes da ciprofloxacina (98 %), difloxacina (99 %) e sarafloxacina (97,3 %) foram
adquiridos a Fluka (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), enquanto a norfloxacina (99,8 %) e a
enrofloxacina (99,2 %) foram adquiridas a Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). As solugdes
padrdo individualizadas de cada uma das FQs foram preparadas em metanol com uma
concentra¢do de aproximadamente 500 mg/L, a partir das quais se preparou a solucdo
intermédia da mistura das FQs de 2 mg/L. A agua utilizada nas mais diversas solugGes foi
primeiramente purificada com um sistema Milli-Q (Millipore, Billerica, MA, USA). O acido
ortofosférico (85-88 %) e o acido férmico (98 %) foram adquiridos a Fluka (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, EUA) e a Riedel-de-Haen (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), respetivamente.
O metanol e o acetonitrilo foram adquiridos a Carlo-Erba (Franga) ambos com grau de pureza

adequado a utilizagdo em HPLC (99,9 %).

4.1.2 Material e Equipamento

Para a extracdo das amostras recorreu-se a um ASE350 da Dionex (Thermo Scientific,
Sunnyvale, CA, EUA) equipado com células de extracdo de aco inoxiddvel de 5 mL as quais
foram sempre colocados novos filtros de celulose de 27 mm em cada extracdo. Para o clean-up
por SPE utilizou-se o ASPEC XL da Gilson (Middleton, WI, EUA) disponivel no laboratério e
cartuchos Oasis HLB (200 mg/6 mL) da Waters (Milford, MA, EUA). Para a secagem dos
cartuchos durante o processo de clean-up recorreu-se ao apoio de um sistema de vacuo Vac
Elut SPS 24 da Varian (Walnut Creek, CA, EUA) acoplado a uma bomba. Para a separagao e
detecdo dos compostos foi utilizado um Acquity Ultra Performance LC equipado com uma
coluna Acquity UPLC BEH Cis (1,7 um; 2,1x50 mm), acoplado a um detetor triplo-quadrupolo
equipado com ionizacdo por eletrospray, tudo da Waters (Milford, MA, EUA). A centrifugacdo
dos extratos foi realizada com o auxilio de uma centrifuga Centrifuge 5810R da Eppendorf
(Hamburgo, Alemanha). Todo o material de vidro utilizado foi submetido a um tratamento
prévio para eliminar tanto quanto possivel os compostos que pudessem interferir nos

resultados.
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4.2 Preparag¢ao da Amostra

Para a aplicagdo do método desenvolvido foram rececionadas no laboratério 3
amostras: solo, lama (colhida na ETAR selecionada apds a etapa de desidratacdo) e fertilizante
(produzido a partir das lamas resultantes do tratamento das aguas residuais). Estas amostras
sofreram a mesma preparacdo que a descrita no capitulo de desenvolvimento do método.
Foram secas ao ar, durante cerca de 2 ou 3 dias, como demonstra a figura 33. Apds a secagem,
estas foram trituradas num almofariz e tamisadas com uma peneira de 1 mm para remover
particulas de maiores dimensGes e homogeneizar o mais possivel a amostra. Foram reservadas
a temperatura ambiente e ao abrigo da luz para posteriormente se realizarem 3 ensaios

independentes para cada amostra aplicando o método desenvolvido.

Figura 33. Demonstragdo da secagem das amostras.

4.3 ASE - Extra¢ao das FQs

4.3.1 Condi¢Oes Experimentais

Ap0ds a otimizacdo cuidada de todos os parametros, (descrita ao pormenor no capitulo
anterior) o solvente utilizado para a extracdo das amostras foi uma solucdo de
H3PO4 10 mM/ACN (1:1) e no equipamento foram definidas as seguintes condi¢cdes: a pressdo
foi mantida a 1500 psi, a temperatura a 65 °C, com 2 min. de pré-aquecimento, 6 ciclos de
3 min. cada, com um volume de lavagem de 60 % e 60 s de tempo de purga para eliminar

qualquer vestigio de solvente/extrato que tenha ficado na tubagem do equipamento.
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4.3.2 Procedimento

Comegou-se por pesar cerca de 2 g de amostra para um goblé e 0,5 g de dispersante TD,
mantendo a propor¢do recomendada no manual do equipamento (4 g de amostra para 1 g de
TD). Esta mistura foi bem homogeneizada e transferida para a célula de extracdao que se
encontra apresentada na figura 34. O enchimento da célula segue a mesma linha de raciocinio
exemplificada no capitulo anterior na figura 22: a mistura foi transferida para a célula de
extragdo, que continha filtros de celulose de 27 mm nas extremidades, e, quando necessario,
acrescentou-se TD até sobrar um espaco de cerca de 0,5 cm no topo da célula. De seguida,
esta foi bem fechada e colocada no equipamento para ser submetida ao processo de extracao.
Na figura 34 estdo apresentadas as diferentes etapas de preparac¢ao das células de extragdo e
na figura 35 o equipamento utilizado na extracdo — ASE350. E ainda apresentada uma imagem
com alguns dos extratos obtidos por ASE na figura 36 que justificam a necessidade da
realizacdo de uma etapa de clean-up tendo em conta a coloragdo dos mesmos, além das

outras razoes anteriormente referidas.

Figura 34. Células de extragdo (5 mL) do ASE. 1- Célula desmontada nas suas 3 principais pegas, duas
“tampas” e o “corpo” da célula; 2- Células prontas para receber a amostra com os filtros nas
“tampas”; 3- Células com a amostra; 4- Célula fechada pronta para a extragdo.
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Figura 35. Equipamento utilizado na extragdo das amostras — ASE350.

Figura 36. Aspeto de alguns extratos obtidos pela ASE.
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4.4 SPE - Clean-up dos Extratos

4.4.1 Condi¢bes Experimentais

Como referido anteriormente, foi utilizado o ASPEC (figura 37) para o clean-up dos
extratos e as condi¢Oes definidas neste foram mantidas as mesmas que as de um método ja
rotinado no laboratério. No equipamento estavam entado definidas as seguintes condigdes:
condicionamento dos cartuchos com 6 mL de metanol seguidos de 3 mL de dgua ultrapura,
passagem de 250 mL de amostra, lavagem com 3 mL de dgua ultrapura e eluicdo com 6 mL de

metanol.

4.4.2 Procedimento

Dos extratos obtidos no ASE retirou-se 10 mL de cada e diluiu-se em 250 mL de 4gua
ultrapura. Os cartuchos HLB foram condicionados e este volume de amostra foi
posteriormente aspirado e feito passar pelos mesmos. Apds a lavagem, os cartuchos foram
secos em vacuo no equipamento apresentado na figura 37 durante cerca de 45 min. Depois
de secos os cartuchos foram novamente colocados no ASPEC para se proceder a eluicdo a

partir da qual se obteve cerca de 6 mL de extrato num tubo de ensaio de vidro.

a5

Figura 37. Equipamento de extra¢dio em fase sélida ASPEC (a esquerda) e sistema de vdcuo para a
secagem dos cartuchos (a direita).
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Os extratos obtidos foram a evaporar, ndo até a secura, sob um fluxo reduzido de N3,
como demonstrado na figura 38. Reconstituiu-se o conteddo do tubo com 1 mL de HCOOH
10 mM para concentrar os analitos e centrifugou-se no equipamento apresentado na figura 38
a 4000 rpm durante 10 min. O sobrenadante foi filtrado com um filtro de seringa de 0,22 um

e transferido para um vial de analise por UPLC.

Figura 38. Evaporagdo dos extratos sob fluxo de N (a esquerda) e o equipamento onde se realizou a
centrifugagdo (a direita).

4.5 UPLC-MS/MS — Separagao e Detecdo dos Compostos

4.5.1 Condi¢des Experimentais

Como fases moveis foram definidos o metanol (A) e uma solucdo aquosa de acido
formico 10 mM (B). O gradiente destes (variacdo das quantidades de fase mével A ou B que
passa no sistema ao longo do tempo) encontra-se explicito na tabela 5 do capitulo 3. Cada
corrida tem a duracdo de cerca de 13 min. e as fases mdveis passam a um fluxo constante de

0,300 mL/min por uma coluna Cig (1,7 um; 2,1x50 mm).

4.5.2 Procedimento

E facil perceber que na ultima fase do procedimento do SPE o extrato fica pronto para
ser analisado no UPLC (equipamento apresentado na figura 39). No entanto, ha diversos
fatores a ter em conta sempre que se utiliza o equipamento. E necessario verificar o loop do

injetor requerido para este trabalho (10 uL), a seringa (capacidade de 100 puL), a coluna
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desejada e confirmar as ligacdes de forma a evitar fugas no sistema e por consequéncia
alteracdo dos resultados. Resumidamente, é necessario verificar todas as ligacdes de
passagem de fase mdvel no equipamento tendo em conta que a andlise em questdo é apenas
uma das muitas realizadas no laboratério. Posto isto, ligam-se os gases, o detetor e o fluxo e,
apos estabilizacdo do sistema que é possivel controlar a partir de um software, é possivel

iniciar a andlise cromatografica.

Figura 39. Equipamento utilizado na separa¢do e dete¢do dos compostos — UPLC-MS/MS.
1- amostrador automdtico e injetor; 2- em primeiro plano o sistema de separagdo e dete¢do dos
compostos; 3- visdo geral do UPLC com, da esquerda para a direita: amostrador, bomba e SPE
“online”, solventes e coluna, detetor.
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5.1 Linearidade e Gama de Trabalho

A linearidade do método desenvolvido foi testada recorrendo a construgdo de curvas de
calibracdo para cada composto de interesse para verificar a capacidade do método obter
resultados proporcionais a concentracdo do analito [90]. Apds alguma pesquisa [51],
recorrendo a métodos internos ja desenvolvidos no laboratério e alguns testes, a gama de
trabalho foi definida com as seguintes concentragdes: 12,5; 25,0; 50,0; 100; 150 e 250 ug/kg.
Para a preparacao dos padroes, escolheu-se um solo livre de FQs e seguiu-se o procedimento
descrito no capitulo 4. Pesou-se 2 g de amostra e fortificou-se com uma solugdo padrao da
mistura de FQs de interesse de forma a obter-se os diferentes niveis de concentracdo da gama
de trabalho. As diferentes por¢des de amostra fortificada foram entao submetidas a todo o
método desenvolvido (extracdo por ASE, clean-up por SPE e andlise por UPLC).

Para verificar a linearidade das curvas de calibracao construidas, avaliou-se o coeficiente
de correlagdao obtido em cada caso e realizou-se ainda o teste de linearidade. Quanto mais
proximo de 1 estiver o R%, menor serd o valor do desvio padrdo residual e por isso, assume-se
que o coeficiente de correlagdo deve ser superior a 0,990 para que se possa considerar que a
curva de calibracdo apresenta uma linearidade satisfatéria. Ja o teste de linearidade consiste
no cdlculo da fungdo de calibracdo linear (equacgdo 2) e na funcdo de calibragdo nao linear
(equacdo 3). Calcula-se a diferenca das variancias (equacdo 4) e aplica-se o teste PG
(equagdo 5) comparando com o valor tabelado da distribui¢cdo F de Snedecor/Fisher. Se PG for
menor ou igual a F entdo a fung¢do polinomial ndo produz um melhor ajustamento dos pontos
e por isso a funcdo de calibracdo é linear. No entanto, se PG for superior a F a funcdo de

calibragdo é nao linear.

2i(yi — 91)?

Equagdo 2
n—2

s 2i(yi — 91)? 3
y2 = T Equacgéo 3

nas quais, S, /x € S, representam os desvios padrdo residuais e n o numero de padrdes de

calibracao.
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DS%? = (n—2) X S}z,/x —(n-3)x S§2 Equagédo 4

na qual n é o niumero de graus de liberdade da funcdo quadratica.

DS?
PG = g2 Equagdo 5
y2

5.2 Limiares Analiticos

O limite de detecdo (LD) é a mais baixa concentracdo de analito na amostra que pode
ser detetada e o limite de quantificacdo é a menor concentracdo de analito que pode ser
determinada com um valor aceitavel de precisao [91].

Estes limites foram calculados a partir da calibracdo anteriormente efetuada. O LD foi

obtido a partir da equagdo 6 e o LQ a partir da equagao 7.

33xS

_ y/x ~
D= T Equacgdo 6
_ 10 % Sy/x 5

= —m Equacéo 7

nas quais, m representa o declive e S,/ 0 desvio padrdo residual das retas.

Pretende-se que o LQ calculado seja proximo do padrdao de mais baixa concentragao

(12,5 pg/kg) definido na gama de trabalho.

5.3 Precisao

A precisdo do método foi avaliada tendo em conta dois parametros: repetibilidade e

precisdao intermédia.

5.3.1 Repetibilidade

Foram realizados 5 ensaios sucessivos ao nivel do padrdo de 25 pg/kg, no mesmo dia,
pelo mesmo analista, no mesmo equipamento e laboratério, sem alterar qualquer condicdo,

para determinar a repetibilidade do método. Para isso, cerca de 2 g de amostra foram
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fortificadas de forma a obter a concentracdo desejada, e foram realizadas 5 extracées com
estas condigbes. Os extratos foram submetidos a todo o método desenvolvido.

O calculo da repetibilidade foi determinado pelo desvio padrao relativo entre os valores
obtidos nos 5 ensaios e considerou-se aceitdveis valores de DPR (equagao 8) inferiores a 25%
uma vez que o método desenvolvido compreende diversas etapas que originam algumas

perdas durante o processo.

S
DPR (%) = 7 x 100 Equacédo 8

na qual X representa a média dos resultados obtidos e s o respetivo desvio padrao.

5.3.2 Precisdao Intermédia

A precisdo intermédia foi avaliada em 5 ensaios ao nivel do padrdo intermédio
(100 pg/kg), exatamente nas mesmas condicdes que foi avaliada a repetibilidade, variando
apenas o dia em que cada ensaio foi realizado.

O calculo desta foi determinado também pelo DPR e considerou-se, mais uma vez,

aceitaveis valores inferiores a 25% pelas razoes acima descritas.

5.4 Recuperacao

Para a avaliacdo da recuperacdo realizou-se uma calibracdo direta representativa das
concentra¢des definidas na gama de trabalho e uma calibragdo realizada a partir da
fortificacdo de uma amostra nos diferentes niveis de concentra¢des definidos na gama de
trabalho que foi submetida a todo o método desenvolvido.

As percentagens de recuperacao foram calculadas ao longo de toda a gama de trabalho

a partir da equacao 9.

Recuperacio (%) = & x 100 Equagdo 9

onde C1 é a concentracdo na amostra fortificada (determinada a partir da calibracdo
efetuada com o método desenvolvido) e C2 é a concentracdo na amostra e C3 é a

concentracdo da fortificacdo (determinada a partir da calibracdo direta).
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5.5 Identificagao dos Compostos

Através dos resultados fornecidos pelo software do equipamento, foram compilados os
dados referentes aos tempos de retencdo (TR) e ion ratio (razdo entre o ido de quantificacdo
e o ido de confirmacgao), obtidos para todos os compostos, numa das calibrages efetuada.
Calculou-se a média e os DPR destes para ser possivel estabelecer dois critérios de
identificagdo dos compostos. Desta forma, a presenca de determinado composto numa
amostra s6 é provada se os TR e jon ratio estiverem compreendidos entre os valores que

foram definidos.

5.6 Quantificacdo dos Compostos

A partir das curvas de calibracdo elaboradas para cada FQ e das respetivas equacdes da
reta obtidas é possivel determinar a concentra¢do dos analitos nas amostras por interpolacao.
Os valores de m e b sdo conhecidos, os valores de y sdo os obtidos experimentalmente e, por
substituicdo na equacdo da reta (equacdo 10), determina-se o x obtendo-se assim a
concentracgao dos analitos nas amostras. Sempre que os valores de concentragdo obtidos sao

inferiores ao LQ ou ao LD, é desta forma que os resultados devem ser apresentados.

y=mx+b Equacgdo 10
na qual y representa o sinal obtido (nesta caso a area), m o declive, x a concentragao dos

analitos e b a ordenada na origem.
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6.1 Linearidade e Gama de Trabalho

A partir da calibragdo efetuada foi possivel obter as curvas de calibragao apresentadas
nas figuras 40 a 44. Foi necessario remover o ponto referente ao P4, de 100 pug/kg uma vez
que, para todas as FQs, apresentava um desvio excessivo em relagdao a curva de calibragao.
Desta forma, verifica-se que o método apresenta uma boa linearidade na gama de trabalho
definida. Na tabela 20 sdo apresentados os valores obtidos a partir da reta e do teste de

linearidade.

Enrofloxacina
12000,0

10000,0

8000,0 y = 42,759 - 219,11

2 _
6000,0 R*=0,9971

Area

4000,0
2000,0

0,0
0 50 100 150 200 250 300

Concentragdo (ug/kg)

Figura 40. Representagdo grdfica da curva de calibragdo obtida para a ENR.

Norfloxacina
7200,0

6000,0

4800,0
y =26,591x + 176,34

3600,0 R*=0,995

Area

2400,0
1200,0

0,0
0 50 100 150 200 250 300

Concentragdo (ug/kg)

Figura 41. Representacdo grdfica da curva de calibragdo obtida para a NOR.
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Ciprofloxacina
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Figura 42. Representagdo grdfica da curva de calibragdo obtida para a CIP.

Difloxacina
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Figura 43. Representagdo grdfica da curva de calibragdo obtida para a DIF.

Sarafloxacina
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Figura 44. Representagdo grdfica da curva de calibragdo obtida para a SAR.
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Tabela 20. Resultados obtidos apds a validagcdo do método para todas as FQs em estudo.

FQ m b R? Sy/x DS? PG F
ENR 219,11 42,759 09971 269,52  88920,74 1,379
NOR 26591 17634  0,9950 219,12 1264559 14,38

cIp 26394 696,72  0,9934 249,90 1426219 6,378 15,98
DIF 33,641 311,05 09984 156,58  63549,31 12,71

SAR 33,281  -2965 09994 97,74 1022471 1,109

Atendendo a tabela 20 verifica-se que de facto os valores de R? s3o superiores a 0,990 e
PG<F para todas as FQs o que significa que a fun¢do polinomial ndo produz um melhor
ajustamento dos pontos e, por isso, a funcdo é linear. Os cromatogramas referentes a
calibracdo sdo apresentados no anexo B.1 a partir dos quais se verifica que mesmo a baixas
concentragdes os picos sdo bem definidos e a linha de base apresenta pouco ruido. Todos os

resultados desta validacdo encontram-se apresentados no anexo B.2.

6.2 Limiares Analiticos

Os limites de detecdo e quantificacdo tedricos foram calculados a partir das equacgdes
apresentadas no capitulo anterior. Os experimentais foram obtidos a partir da injecdo de um
padrdo controlo (submetido, em triplicado, a todo o método analitico desenvolvido) ao nivel
do LQ cujo resultado foi posteriormente lido nas curvas de calibragdo obtidas. Atendendo as
tabelas 21 e 22 verificou-se que o LQ tedrico é bastante elevado quando comparado com o
LQ obtido experimentalmente. Esta diferenca esta relacionada com diversos fatores como os
elevados valores de S, /, e a utilizagdo de uma gama de trabalho alargada (o ultimo padrdo é
20x mais concentrado que o primeiro). Também a baixa linearidade do método na maioria dos
casos (R?< 0,999) faz com que os limites sejam mais elevados do que o verificado na pratica.
Contudo, experimentalmente verificou-se ser possivel ler concentracées de
aproximadamente 12,5 ug/kg com DPR inferiores a 25 % pelo que estes limites sdo os que

melhor representam a realidade.
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Tabela 21. Limites de detegdo (LD) e quantificagcdo (LQ) tedricos obtidos a partir das curvas de

calibragdo.

FQ LD (ug/kg)  LQ (mng/kg)
ENR 20,80 63,03
NOR 27,19 82,40
cIP 31,24 94,68
DIF 15,36 46,54
SAR 9,69 29,37

Tabela 22. Limites de detegdo e quantificagdo (média dos 3 ensaios) obtidos experimentalmente e

respetivo DPR.
FQs LD (ug/kg) LQ(mg/kg)  DPR (%)
ENR 3,66 12,09 5,1
NOR 3,14 10,36 10,4
CIP 3,54 11,66 0,5
DIF 4,39 14,49 7,1
SAR 4,01 13,22 8,6

6.3 Precisao

6.3.1 Repetibilidade

Na tabela 23 estdao apresentados os valores obtidos no teste de repetibilidade, que,
como o pretendido, apresentam desvios inferiores a 25%. Este teste foi realizado apenas ao
nivel de concentracdo do segundo padrdao, uma concentracdo préxima do LQ que tem
demonstrado ser a concentragao mais aproximada dos valores de FQs encontrados no meio
ambiente. Tendo em conta as inumeras etapas que fazem parte do método desenvolvido, os
valores de DPR obtidos sdo baixos e satisfatdrios. Pode-se por isso afirmar que o método

encontra-se validado em termos de repetibilidade.
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Tabela 23. Resultados obtidos no teste de repetibilidade ao nivel do P2 (25 ug/kg).
Concentracio (pg/kg)

Fa 1 2 3 4 5 Média DPR (%)
ENR 25,93 24,24 26,06 24,81 25,53 25,31 3,04
NOR 23,13 23,73 25,34 26,74 25,90 24,97 6,02
CIP 22,74 22,29 23,57 23,65 25,77 23,60 5,68
DIF 21,54 22,57 22,32 23,45 24,00 22,77 4,25
SAR 21,82 21,67 21,84 25,51 25,04 23,18 8,31

6.3.2 Precisdao intermédia

No que diz respeito a determinagdo da precisdao intermédia, a tabela 24 apresenta os
valores obtidos verificando-se que os desvios sdo inferiores a 25 %, um valor bastante
aceitdvel tendo em conta todos os passos a que a amostra é submetida e a complexidade da

matriz.

Tabela 24. Resultados obtidos para a determinagdo da preciséo intermédia (100 ug/kg).

FQ Concentracio (ug/kg) - DPR (%)
1 2 3 4 5 Média
ENR 100,1 119,4 97,96 87,40 88,03 98,57 13,1
NOR 119,5 82,27 81,98 117,2 83,90 96,96 20,1
CIP 110,2 77,20 108,2 108,4 79,60 96,71 17,3
DIF 80,07 80,44 116,0 115,3 93,82 97,13 18,3
SAR 101,2 98,30 108,1 81,64 101,2 98,09 10,1

6.4 Recuperagao

As taxas de recuperacao foram calculadas e encontram-se apresentadas na tabela 25,
contudo é necessario ter em conta que em todos os casos, obviamente com a excecdo da
calibragdo direta, quer os padrdes quer as amostras, foram submetidos a todo o método
desenvolvido, e portanto a interferéncia da matriz nos resultados vai ser igual tanto na

calibragdo como nas amostras.
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Tabela 25. Taxas de recuperagdo obtidas para cada FQ ao longo de toda a gama de trabalho.
Taxas de recuperagao (%)

FQ
P1 P2 P3 P4 P5 P6 Média
ENR 96,5 78,0 62,9 76,6 64,8 69,0 74,6
NOR 89,8 70,3 62,0 68,7 61,7 61,2 69,0
CIp 91,9 72,2 66,8 63,3 65,1 74,6 68,4
DIF 60,4 64,4 55,1 50,1 56,2 50,1 56,1
SAR 54,2 50,2 52,0 60,6 51,6 53,0 53,6

6.5 Identificagao dos Compostos

Para a identificagdo dos compostos foram utilizados dois critérios: TR e a ion ratio. Na
tabela 26 sdo apresentadas as médias dos TR e do ion ratio e o respetivo desvio padrao relativo
para cada FQ. A presenca de FQs nas amostras sé é confirmada se estes dois critérios forem

cumpridos.

Tabela 26. Critérios de identificacdo dos compostos.

FQ TR (min.) Razao dos ides
ENR 1,74 £ 0,98 2,73 £16,6
NOR 1,58+1,61 3,52+7,35
(of] 1,69 £ 0,88 1,03 £ 6,68
DIF 2,02+1,38 3,01 +20,3
SAR 2,25+0,94 14,5 + 18,8

6.6 Quantificacdo das Amostras

Em primeiro lugar é importante referir que sempre que uma amostra foi analisada foi
também realizada uma calibragdo com os respetivos padrdes controlo (ao nivel do
LQ - 12,5 pg/kg — e ao nivel intermédio — 100 pg/kg), submetidos a todo o processo tal como
as amostras, para ser possivel validar os resultados obtidos. A partir das amostras analisadas
verifica-se que a amostra de lama é a Unica que contém vestigios de FQs. Nesta amostra so foi
possivel quantificar 3 das FQs em estudo uma vez que foi a Unica amostra e os Unicos
compostos com concentragdes acima do LD. Na tabela 27 sdo apresentados os resultados
obtidos na sequéncia da quantificacdo das amostras onde se verifica que é possivel encontrar

vestigios de ENR ao nivel do 22 padrio (valores muito aproximados a 25 pg/kg), e também
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NOR e CIP acima do ultimo padrdo (um valor médio de 293 ug/kg e 1922 pg/kg,
respetivamente). Os respetivos cromatogramas encontram-se no anexo B.3 onde se
comprova o aparecimento dos picos referentes a ENR, NOR e CIP. A partir dos valores de TR e
ion ratio apresentados na tabela 28 confirma-se a presenca destes compostos uma vez que
cumprem os critérios de identificacdo definidos na tabela 26. Verifica-se ainda pelos valores
apresentados na tabela 27 e pelos cromatogramas que se encontram no anexo B.3 que os
compostos quantificados sdo, muito provavelmente, eliminados mais a frente no processo de
tratamento das lamas uma vez que o fertilizante produzido a partir destas ndo apresenta

quaisquer dos compostos em questao.

Tabela 27. Concentragdo de FQs (em ug/kg) determinada nas amostras de solo, lama e fertilizante

analisadas.

Amostras ENR NOR cip DIF SAR
Solo 1 <LD <LD <LD <LD <LD
Solo 2 <LD <LD <LD <LD <LD
Solo 3 <LD <LD <LD <LD <LD
Lamal 24,32 296,7 1919,8 <LD <LD
Lama 2 25,36 292,8 1929,5 <LD <LD
Lama 3 22,54 290,8 1915,7 <LD <LD

Fertilizante 1 <LD <LD <LD <LD <LD
Fertilizante 2 <LD <LD <LD <LD <LD
Fertilizante 3 <LD <LD <LD <LD <LD

Tabela 28. Apresentacdo dos valores de TR e ion ratio obtidos para os compostos encontrados nas
amostras de lama.

Amostra Critério ENR NOR (o[
TR (min.) 1,59 1,44 1,53
Lamal
lon ratio 1,032 4,106 0,974
TR (min.) 1,58 1,43 1,52
Lama 2
lon ratio 0,33 4,105 1,021
TR (min.) 1,56 1,43 1,51
Lama 3
lon ratio 0,537 4,086 1,024
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7.1 Conclusoes Gerais

O método desenvolvido permitiu a realizagdao de um trabalho que abrange problemas
da atualidade, ainda pouco estudados e que merecem, por isso, a maior atencao por parte da
comunidade cientifica. Para tal, foram usados equipamentos com poucos anos de
comercializagao e de elevada tecnologia.

As condi¢Oes definidas para a andlise por UPLC-MS/MS ja estabelecidas na rotina do
laboratério demonstraram ser adequadas ao presente estudo, resultando numa boa
separa¢dao dos compostos e obtencdo de picos bem definidos. As condi¢des foram entdo
mantidas: MeOH e HCOOH 10 mM como fases moveis seguindo o gradiente definido durante
13 min., e a dete¢do por MS foi efetuada com a ionizagdo em modo positivo para todos os
compostos.

Os parametros que mais influenciam a eficiéncia da extracdo foram cuidadosamente
otimizados e concluiu-se que se obtinha uma melhor extragdao por ASE das FQs com uma
mistura de H3PO4 50 mM/ACN (1:1), a 65 °C ao longo de 6 ciclos de 3 min. cada.

Uma vez que os extratos obtidos apresentam coloragao e particulado em suspensao, foi
necessario introduzir uma etapa de clean-up por SPE. Apds alguns testes verificou-se que os
melhores resultados eram obtidos quando se utilizavam cartuchos HLB e se diluiam as
amostras 25x. Para um aumento do sinal obtido, foi ainda necessario concentrar os analitos
10x. Aintroducao do clean-up demonstrou aumentar os limites de detegao e de quantificagao,
tendo a grande vantagem de permitir obter extratos mais limpos, prolongando o tempo de
vida do UPLC e ainda melhorando a qualidade dos cromatogramas.

As calibracdes realizadas demonstraram que a gama de trabalho se adequa a
determinacdo de FQs e que é possivel obter coeficientes de correlacdo satisfatérios superiores
a 0,990 demonstrando uma boa linearidade para os 5 compostos alvo.

Durante a validagao do método foram calculados os limiares analiticos e, apesar de nao
haver legislacao para a presenca de FQs em biosdlidos, verifica-se que os limites obtidos sdo
baixos comparativamente com outras publica¢cdes. Tendo em conta os resultados obtidos para
a repetibilidade e precisdao intermédia pode-se concluir que o método desenvolvido é um
método preciso, ja que os desvios associados aos dois parametros referidos sao inferiores a

25 %.
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Em relagao a quantificagao das amostras, foram apenas quantificados 3 dos compostos,
ENR, NOR e CIP, numa amostra de lama analisada em triplicado com uma concentracao média
de 24,07 pg/kg, 293,4 ug/kg e 1922 ug/kg, respetivamente. Verifica-se também que a ENR
aparece em menor quantidade e que a DIF e SAR ndo sdo sequer detetadas, o que se podera
dever ao facto de serem FQs de utilizacao veterindria que, como referido no capitulo 2, tém
uma via de entrada no ambiente ligeiramente diferente das FQs utilizadas na medicina
humana, como é o caso da NOR e da CIP. A elevada concentracdo de CIP encontrada nas lamas
corrobora o facto de ser uma das FQs mais prescritas na medicina humana. Nas restantes
amostras, a presenc¢a dos compostos alvo ndo foi detetada uma vez que os resultados obtidos
foram inferiores ao LQ. Verifica-se entdo que o método desenvolvido é capaz de detetar FQs
em amostras solidas, em particular nas lamas de ETARs.

Pode-se ainda concluir que ao se encontrar 3 FQs nas lamas numa quantidade suscetivel
de criar microrganismos resistentes aos compostos em estudo, estas apresentam um risco
ambiental uma vez que os compostos ndo sdo eliminados antes da sua aplicacdo em solos.
Portanto, a elimina¢do destes compostos pelas estagdes de tratamento nado é eficaz.

Apesar das amostras de lamas terem apresentado alguns dos compostos alvo
qguantificaveis, estes ndo foram detetados nas amostras de fertilizante produzido a partir das
lamas. Isto podera ter a ver com o procedimento de compostagem utilizado no qual se
adicionam grandes quantidades de serrim as lamas, diluindo significativamente a
concentra¢ao dos compostos impedindo a sua quantificacao.

Com o método desenvolvido foi ainda possivel conseguir algumas melhorias em relacao
ao que se encontra descrito na literatura. Para a extragdo de FQs em amostras ambientais é
muito comum utilizar-se o SPE, mas pretendeu-se melhorar as condicGes de extracdo
utilizando a ASE, sendo esta uma técnica mais recente que tem apresentado resultados
igualmente satisfatorios. Esta requer menores custos, quando comparada com os métodos de
extracao tradicionais, pois utiliza menores quantidades de solvente e permite também
extracdes mais rapidas. O SPE foi também utilizado mas apenas como ferramenta de clean-up
apresentando claras vantagens em termos de sinal comparativamente com os casos em que
ndo é utilizado.

Em relacdo a métodos ja reportados utilizando a ASE na extracdo de FQs em lamas de

ETARs, verifica-se que o método desenvolvido no presente trabalho utiliza uma temperatura
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mais baixa que o usual (65 °C, quando o mais comum é 100 °C) podendo facilitar a preservacao
das células de extragao. O método descrito utiliza ainda um tempo estdtico inferior aos mais
comuns (3 min., quando o mais usual é acima de 5 min.), diminuindo assim o tempo de cada
ciclo. Apesar de se utilizar um maior nimero de ciclos, como o tempo de cada um é inferior,
o tempo total da extragao continua a ser inferior ao mais usual. Outra grande diferengca em
relacdo ao que se encontra reportado, é o facto de se utilizar células de menor capacidade
(5 mL) diminuindo assim o volume de solvente gasto durante as extragdes.

Por fim, o método desenvolvido tem a grande vantagem de utilizar o UPLC-MS/MS na
analise cromatografica tendo em conta que é um avango recente da cromatografia liquida e
faz frente ao LC-MS/MS habitualmente utilizado nestes estudos.

Em suma, o trabalho desenvolvido permitiu a obtencdo de um método analitico para a
extracdo de FQs em lamas de ETARs que demonstrou ser seletivo, uma vez que consegue

identificar os compostos alvo distinguindo-os dos restantes, preciso e robusto.

7.2 Perspetivas Futuras

Ap0ds terminar este trabalho verifica-se que existem alguns pormenores que poderiam
ser melhorados e estudados com maior detalhe. Seria proveitoso comecar por aumentar a
abrangéncia do estudo direcionando-o para ETARs localizadas noutros locais com modelos de
processo de tratamento diferentes, sendo possivel verificar se existem alguns que
demonstram ser mais eficazes na elimina¢ao de FQs.

Para diminuir as perdas que se verificam, resultantes das inimeras etapas que o método
desenvolvido contém, poder-se-ia também realizar uma investigacdo mais aprofundada sobre
métodos de clean-up na prépria célula de extracdo (in-cell). Assim, seria também possivel
eliminar o tempo e os custos despendidos no clean-up por SPE, sendo apenas necessario
encontrar um adsorvente eficaz na remocgdo dos interferentes que seria adicionado no fundo
da célula de extracao.

Assim, parece possivel concluir-se que este trabalho abre novas perspetivas no estudo
de uma matriz tdo complexa e que tantos problemas coloca a qualquer analista que se

preocupa com a qualidade do trabalho desenvolvido.
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Anexo A. Desenvolvimento do Método

A.1 Otimizacao UPLC

A.1.1 Curvas de Calibracao

Enrofloxacina
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16000,0 y =63,018x + 57,223
2 =
12000,0 oo
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0,0
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Figura 45. Curva de calibracdo obtida para a ENR a partir da calibragdo direta efetuada na
otimiza¢do do UPLC.
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Figura 46. Curva de calibragéo obtida para a NOR a partir da calibragcdo direta efetuada na
otimizagéo do UPLC.
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Ciprofloxacina
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Figura 47. Curva de calibragdo obtida para a CIP a partir da calibragdo direta efetuada na
otimiza¢do do UPLC.
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Figura 48. Curva de calibracdo obtida para a DIF a partir da calibragdo direta efetuada na
otimiza¢do do UPLC.
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Figura 49. Curva de calibragéo obtida para a SAR a partir da calibragcdo direta efetuada na
otimizagdo do UPLC.
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A.1.2 Cromatogramas
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Figura 50. Cromatograma obtido para o P1 resultante da calibragdo direta.
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Figura 51. Cromatograma obtido para o P2 resultante da calibragdio direta.
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Figura 52. Cromatograma obtido para o P3 resultante da calibragéo direta.
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Figura 53. Cromatograma obtido para o P4 resultante da calibragéo direta.
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Figura 54. Cromatograma obtido para o P5 resultante da calibragéo direta.
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Figura 55. Cromatograma obtido para o P6 resultante da calibragéo direta.
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A.2 Otimizacao ASE

A.2.1 Solvente Extrator

Tabela 29. Compilagdo da média das dreas obtidas nas 3 extracbes realizadas para os diferentes
solventes testados e respetivos DPR.
Solventes ENR NOR CIP DIF SAR
Area 2522,2 1328,8 1496,6 1770,4 1446,6
DPR (%) 16,1 9,9 5,2 8,5 4,0
Area 383,12 35,41 46,98 46,13 47,09
DPR (%) 13,5 9,8 8,1 16,7 17,2
Area 259,19 74,24 101,52 8,326 21,76
DPR (%) 3,6 12,9 17,0 53,5 21,4
Area 407,10 42,32 39,53 18,73 48,78
DPR (%) 3,7 22,0 14,6 22,1 13,0
Area 246,19 23,56 11,87 55,17 11,81
DPR (%) 6,5 8,0 20,1 38,1 14,4
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Figura 56. Cromatograma obtido apds extragéo com o solvente |.
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Figura 57. Cromatograma obtido apds extra¢éo com o solvente Il.
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Figura 58. Cromatograma obtido apds extragéio com o solvente |ll.
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Figura 59. Cromatograma obtido apds extra¢Go com o solvente V.
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Figura 60. Cromatograma obtido apds extra¢éio com o solvente V.
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A.2.2 Temperatura de Extragao

Tabela 30. Compila¢do da média das dreas obtidas nas 3 extracdes realizadas para as diferentes
temperaturas testadas e respetivos DPR.
Temperatura ENR NOR Ccip DIF SAR

Area 23443,6 9913,81 12271,8 22477,5 16417,4
DPR (%) 1,2 1,1 1,4 4,8 2,6
Area 25839,1 12370,2 14948,5 21917,7 16828,7
DPR (%) 1,5 1,0 2,2 2,4 2,4
Area 16647,6 9666,3 10148,0 16298,9 13338,7
DPR (%) 1,7 1,8 0,7 2,4 2,3
Area 13888,6 7774,25 9093,19 10125,8 8456,47
DPR (%) 12,8 13,6 12,9 13,9 12,9
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Figura 61. Cromatograma obtido apds extracdo a 45 °C.
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Figura 62. Cromatograma obtido apds extracéo a 65 °C.
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Figura 63. Cromatograma obtido apds extragdo a 85 °C

112



Anexos

5 MRM of 2 Channels

£S5+

TIC (Envofiowzcing)
1.29e5

Area

E5+

area

S+

Shed
Area

Time

1912050
| ;
"1 ENR Ia
[ A
\
A
= \
—
0 0% om O oma1011mm ‘3'05 B s en / \_ W 27;“1455255 ar amaman 3253;53t135n 36 A76 36 WAM  AITA 4T ”5452"1?473 i
7 2 5w & s W) B 5 0 ) s e [0 R ENFRIR I ) )
020 040 06l 080 100 120 = 140 . 1s0 180 = 200 220 240 280 1‘50 "800 820 340 360 380 400 420 440 460 480
4 MRV of 2 Chamnels
18 TIC (Ciprofioxacina)
" CIP it
®
016 036 0.8 [ nsHm 1 113 144152 160169 \ 219 231 240 253 286 273 29'295 g ats 329“”‘”354 367375 38 4m “512\ 4% 450 463 4E0
19 2 53 s 2 g W8 e 9 1:5 W e 1 g BB )8 T ) 5 4 29
T oan o) o'so T Uzn T R - Y et e abu ' c'zo Tha0  9g0 | 3B0 400 420 440 | 4B0 400
3 MRM of 2 Chamels
175 TIC (Norfowacina)
100 - ;
# st
NOR 7
foA
Es [
[\
Poia " ax 0w%2 omOF s W oim 1m e f N, 20 22 234 247 261 29 2E0 294 304312 32 3% 3 36 3739 3% YPLE 41 apemam a7ast 4m
SO Y P az’s g3 N2 8 o4 @ m A m 6l 1513 48 W & B 8 s 1w A A % 331 75 &
020 040 080 | 080 | 100 | 120 140 ' 160 180 ' 200 220 240 | 280 260 = 800 | 820 340 80 . 380 400 420 440 460 = 480
2 MRM o1 2 Car
221 2
I DIF Gy
7
I
| \ 2w
® [\ 5
. / 2
00 U ”mnamm\nu 13 ‘é”m m “‘:“ 164173 18 L 2m . 261288277 288 2% ]432313 3;“ b3k 1% 3 3'93313;3 410 419 A4 45208 ATE 4%
7 6 3 2 Al _mms w7 s M E S &2 [EA R T N
020 040 060 | 080 1bn E ﬁm U0 180 200 | 220 240 | 280 260 . 800 820 3J:u 360 380 400 | 420 | 440 460 | 480
T MRM of 1 Channel E5+
2487688 TIC (55 a
"1 SAR :
[
= R
\1802
049 osa”” 057 0% 10z w g 1B @ s 1% 2 [ N 22w 30 3m3B3mi0 Grse 0 i wsaggunmaus 13 4sn“”ms Wz
= N \Hsﬁ ;oM s B 12 8w o wom g M ) L = 3
02040 06D . o'so ' 1‘00 T ran wéc "Ve 200 220 | 240 260 260 300 | 820 340 30 3'30 ' abo ' 4'20 TTda g i

Figura 64. Cromatograma obtido apds extracéo a 100 °C.

A.2.3 Numero de Ciclos Estaticos

Tabela 31. Compilagdo da média das dreas obtidas nas 3 extra¢des realizadas para o diferente
numero de ciclos testados e respetivos DPR.

Numero de ciclos

ENR

NOR

CIp

DIF

SAR

> Area
DPR (%)
3 Area
DPR (%)
Area
4
DPR (%)
. Area
DPR (%)
Area
6
DPR (%)
Area
7
DPR (%)
Area
8
DPR (%)
Area
9
DPR (%)

5407,5
7,9
4909,97
0,5
5211,77
3,4
8404,81
2,9
8663,08
2,2
6925,14
3,6
5705,518
2,2
4933,506
2,4

864,816
4,1
666,567
2,3
859,135
4,9
1296,26
3,7
1979,03
5,9
1463,922
0,3
1130,402
4,1
858,978
3,7
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1042,82
9,9
821,227
2,5
1004,56
2,6
1483,38
6,6
2514,58
2,5
1754,495
0,7
1422,239
1,4
1132,152
1,0

6971,52
7,4
7259,51
2,2
7080,49
3,9
11213,5
2,3
9755,07
1,2
8461,012
2,2
7007,788
3,9
6718,048
0,5

2120,35
6,7
2227,56
3,4
2327,64
4,2
3696,37
0,5
4330,71
3,8
3322,158
6,2
2880,784
1,0
2492,509
3,5
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Figura 65. Cromatograma obtido apds extragéio com 2 ciclos.
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Figura 66. Cromatograma obtido apds extragdo com 3 ciclos.
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Figura 67. Cromatograma obtido apds extragéio com 4 ciclos.
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Figura 68. Cromatograma obtido apds extra¢éio com 5 ciclos.
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Figura 70. Cromatograma obtido apds extragdo com 7 ciclos.
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Figura 71. Cromatograma obtido apds extragéio com 8 ciclos.
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Figura 72. Cromatograma obtido apds extragdo com 9 ciclos.
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A.2.4 Tempo Estatico

Anexos

Tabela 32. Compila¢do da média das dreas obtidas nas 3 extracbes realizadas para as diferentes
duragdes de cada ciclo (tempo estdtico) testadas e respetivos DPR.

Tempo estatico

ENR

NOR

cip

DIF

SAR

. Area
3 min.
DPR (%)
] Area
5 min.
DPR (%)
) Area
8 min.
DPR (%)
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6821,11
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6148,41
1,1
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2,1
1549,60
7,9
1232,41
3,4

2125,98
2,2
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8,5
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Figura 73. Cromatograma obtido apds extra¢Go com tempo estdtico de 3 min.
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Figura 74. Cromatograma obtido apds extragGo com tempo estdtico de 5 min.
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Figura 75. Cromatograma obtido apds extrago com tempo estdtico de 8 min.
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Anexos

A.3 Otimizacao SPE

A.3.1 Cartuchos

Tabela 33. Compilagdo da média das dreas obtidas nas 3 extracbes realizadas para os diferentes
cartuchos testados e respetivos DPR.

Tempo estatico ENR NOR CIP DIF SAR
HLB Area 1644,4 403,9 499,0 1870,4 1051,5
DPR (%) 3,5 15,1 0,6 4,9 7,6
Area 457,1 - - 932,2 77,6
MAX
DPR (%) 5,6 - - 3,8 11,0

A.3.2 Diluigao da Amostra

Tabela 34. Compila¢do da média das dreas obtidas nas 3 extracdes realizadas para as diferentes
diluicbes da amostra testadas e respetivos DPR.

Diluicao da amostra ENR NOR cip DIF SAR

o Area 501,2 55,2 95,7 1035,4 462,4
DPR (%) 10,8 73,9 15,4 2,1 3,2

10x Area 1237,4 279,2 311,4 1390,3 698,7
DPR (%) 9,0 18,5 9,0 7,6 13,7

25y Area 1304,7 382,7 466,2 1358,9 800,2
DPR (%) 5,1 5,3 8,4 3,5 1,6

S0x Area 963,8 275,3 432,2 1168,7 709,0
DPR (%) 14,8 12,4 2,0 4,6 4,7
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Figura 76. Cromatograma obtido apds clean-up com uma dilui¢cdo 5x da amostra.
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Figura 77. Cromatograma obtido apds clean-up com uma dilui¢éo 10x da amostra.
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Figura 78. Cromatograma obtido apds clean-up com uma dilui¢éo 25x da amostra.
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Figura 79. Cromatograma obtido apds clean-up com uma dilui¢do 50x da amostra.
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A.3.3 Outros Aspetos

Anexos

Tabela 35. Compila¢do da média das dreas obtidas nas 3 extra¢des realizadas para testar diferentes
niveis a que se pode concentrar os analitos e respetivos DPR.
Concentrar os analitos
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DIF SAR
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10x

100x

Area
DPR (%)
Area
DPR (%)
Area
DPR (%)
Area
DPR (%)
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3819,8
4,8
7389,4
2,2
18977,8
5,4

303,7
16,5
1386,3
2,5
2270,3
4,1
5402,8
10,9

312,4
11,0
1297,9
10,2
2173,8
4,3
5278,9
4,0

797,2
4,2
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Figura 80. Cromatograma obtido apds concentrar os analitos 2x.
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Figura 81. Cromatograma obtido apds concentrar os analitos 5x.
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Figura 82. Cromatograma obtido apds concentrar os analitos 10x.

124



Anexos

5 MR of 2 Channel

154 TIC (Enrofioxaci
100 > (e
x|, 575
ENR A
[
& \
09 0m 0 w2 s 242 29 13 1R 34 3w Im 3W 41502 i
7 g Pl 1559 807 54 1678 454 275 835 k) 21141 27 & 88 166 89
020 040 00 060 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300  §20 = 340 8360 880 400 | 420 | 44D | 460 480
4. MRM of 2 Channels ES+
160 TIC (Ciprofioacina)
1007
1115 B7ed
cip 7\
A\
“ [\
014 kg 101 128 138 f \ 20 234 255 288 29 3% 338 3% 388 386 405 43 453 489 454
32 £ 157 134 140/ T 1% 05 48 158 3118 » =] 2 13 161 ] 13
- - — . - =
T020 040 0d | 080 100 120 140 160 180 | 200 | 200 | 240 2&d | 280 | 300 920 | 340 360 | 300 | 400 | 420 | 44D | 4€0 | 460
3. MRM of 2 Channels E
148 TIC (Norfloxacina)
1007
7034, 024
NOR , s
= {
|’
015 046 08 085 097 110 122 f — 199 M 24T 28 275 288 297 318 32 35 36 415 42 4m AT 4%
- [ 10 3 ) 5/ — W m 143 M8 B & 73 135 120 111 143 77 a5 % 13 3
"T020 040 Uen | 080 100 120 140 180 | 180 200 | 220 | 240 280 | 280 | ab0 | 820 | 34D | 30 | 380 | 400 | 420 | 440 | 460 | 480
2. MRM of 2 Channels ES+
100 |W7\ TIC (Difloxacina)
26297 1665
DIF i ex
/
. [
002 \
0% 043 0sa 112 13 15 168 264 281 EAL 333 34 EX 39 418 455 473 4.94
/U il 12 113 126 =] ‘P-i 56 157 911 le'? =] (53 98 a1 68 86 13 33
"U020 040 U0 080 100 120 | 140 160 180 200 220 = 240 280 280 300 820 340 30 880 400 420 440 = 460 480
1: MRM of 2 Channels ES+
0 214 TIC (Saraflcwadina)
1220 55184
SAR 7\ e
017 03 048 on 034 108 135 154 187 182 2% am 33 364 385 3% 43 447 458 470 185
1 2 15 4 A0 30 73 19 30 113 121 ] 31 17 7 29 17 51 12 4
T T e T e AR Lot ks AL P e Time
020 040 060 060 100 {20 140 160 180 200 220 = 240 260 280 900 = 220 340  FE0 860 | 4b0 420 44D 460 480

Figura 83. Cromatograma obtido apds concentrar os analitos 100x.
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Anexo B. Resultados e Discussao

B.1 Cromatogramas da Calibragao
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Figura 84. Cromatograma obtido para o P1 (12,5 ug/kg) na calibragdo utilizada para a validagdo do

método.
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Figura 85. Cromatograma obtido para o P2 (25,0 ug/kg) na calibragdo utilizada para a validagéo do
método.
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5 MR 01 2 Channels ES+

método.
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Figura 86. Cromatograma obtido para o P3 (50,0 ug/kg) na calibragdo utilizada para a validagdo do
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Figura 87. Cromatograma obtido para o P4 (100,0 ug/kg) na calibragdo utilizada para a validagdo do
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rofioxacin
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Figura 88. Cromatograma obtido para o P5 (150,0 ug/kg) na calibragéo utilizada para a validagdo do
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Figura 89. Cromatograma obtido para o P6 (250,0 ug/kg) na calibragéo utilizada para a validagédo do
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B.2 Folhas de Validagao

B.2.1 Enrofloxacina

1.2. Linearidade

Curva de Regressao Linear Curva Polinomial de 2° Grau
Sy1? 72639,16089 Sy?2? 64498,371
n-2 3 n-3 2
DS? 88920,74056 Valor F tabelado 15,977
PG 1,378651 graus de liberdade 4
Probabilidade 0,01
Decisdo: A recta polinomial de 2° grau NAO conduz a um ajuste significativamente melhor que a linear

2. Calibragéo e caracteristicas do método

Declive (b) 42,75925728
Ordenada (a) -219,1055179
R 0,998540459] 0,9985405]
R2 0,997083049
Sy 269,5165318
Sxo 6,30311537
VX0 (%) 6,469511198
sb ¥ 0,031227576
sa " 4,14756502
n-2 3
t(n-2),95% 3,182446305
sb*t " 0,099380084
sa*t " 13,19940297

b= 42,75925728 +-  0,0993801 | 0,2324177]cvee ]
a= -219,1055179 +/-  13,199403

Figura 90. Folha de validag¢do do método para a ENR no que diz respeito a regressdo linear.
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Padrao Conc. (uglkg) |Sinal (Area) Vi ? X 2 X Yi X2 X3 X4 X2*Yi  Yc T(Y-Ye)  (Y-Yo)?
1 12,46| 297,692333| 88620,7253  155,2516 3709,25 155,252 1934,43 24103,06 46217,21 199,621 98,07136 9617,992423
2 24,92 899,685| 809433,099  621,0064 22420,2 621,006 15475,5 385648,9 558710,1 802,6022 97,08276 9425,061539
3 49,97 1694,05| 2869805,4 2497,0009 84651,7 2497 124775 6235013 4230044 1990,91  -296,86 88125,71702
4 149,83 6552,23667| 42931805,3 22449,029 981722 22449 3363538 5,04E+08 1,47E+08 6410,126 142,1106 20195,41304
5 249,96| 10290,553| 105895481 62480,002 2572227 62480 1,6E+07 3,9E+09 6,43E+08 10330,96 -40,4049 1632,558083
N 5 Sum (4%  88202,289 |
(Sum X) 2 237305,38
SumXi 487,14 | 10000 y=-0,0255x2 + 49,346x - 411,27
Sum Yi 19734,217 R?=0,9983
Sum (i) 36647293 | soo
Qux 40741,2135 Sum X ° 88202,289
Quy 1742064,03 Sum % 3 19123224 6000
Qus 10529851,6 Sum X * 4,414E+09 oo
Qua 2858425493 Sum (X°Yi) 794880090
Quay 446759466 Sum (Yi-Yc)? 128996,74 2000
Sum(Yi?) 152595146 ,
0 50 100 150 200 250 300
Média Xi (Xm) 97,428
Média Yi (Ym)  3946,8434
Coeficientes da Recta (a,b,c)
c| -0,02548
b| 49,346
al -411,273
Residuos
S y=| 253,965295| 253,965295 Teste F Graus de Liberdade 2
Grau de confianca 0,99
Valor da Tabela 0,0101

Figura 91. Folha de validag¢do do método para a ENR no que diz respeito a curva polinomial.

CASO EM QUE SE UTILIZA UMA CALIBRACAO LINEAR

ordenada (a)= -219,1055179
desvio residual da recta: S(y/x)=

Limites de deteccéo

269,5165318

declive (b) =
K=

42,75925728
3,3
para 99,7%

LD (ug/kg)  20,8002807

3,3*S(y/x))/b

Limite de quantificagdo

LQ (ug/kg) 63,0311537]

10*S(y/x)/b

Figura 92. Folha de validagdo do método para a ENR no que diz respeito ao cdlculo dos limites
analiticos.
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B.2.2 Norfloxacina

1.2. Linearidade

Cuna de Regressao Linear Curva Polinomial de 2° Grau
Sy1? 48012,86416) Sy2? 8791,3547
n-2 3 n-3 2
DS? 126455,883 Valor F tabelado 15,977
PG 14,38412 graus de liberdade 4
Probabilidade 0,01
Decis&o: A recta polinomial de 2° grau NAO conduz a um ajuste significativamente melhor que a linear

2. Calibracéo e caracteristicas do método

Declive (b) 26,59145488
Ordenada (a) 176,342201
R 0,997509389] 0,9975094]
RY2 0,995024982
Sy 219,1183793
Sx0 8,240180176
VX0 (%) 8,457712543
sb ¥ 0,040824392
sa ¥ 5,422189036
n-2 3
t(n-2),95% 3,182446305
sb*t " 0,129921436
sa‘t Y 17,25582547
b= 26,59145488 +- 0,1299214 | 0,4885834|cvee ]

a=_ 176,342201 +/- 17,255825

Figura 93. Folha de validag¢éio do método para a NOR no que diz respeito a regressdo linear.
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VALIDACAO DA CURVA POLINOMIAL DE 2° GRAU

Padrao Conc. (ugtkg) |Sinal (Area) |Yi ? X2 X Yi X2 X2 x4 X *Yi  Yc T(Y-Ye)  (Y-YeP
1 12,46| 385,219333| 148393,935  155,2516 4799,83 155,252 1934,43 24103,06 59805,92 371,6595 13,55984 183,8691492
2 24,92 847,044] 717483,538  621,0064 21108,3 621,006 154755 385648,9 526019,7 786,7055 60,33852 3640,736689
3 49,97| 1485,49133] 2206684,5 2497,0009 74230 2497 124775 6235013 3709273 1592,571  -107,08 11466,12988
4 149,83| 4472,10967| 19999764,9 22449,029 670056 22449 3363538 5,04E+08  1E+08 4426,011 46,09899 2125,116502
5 249,96]  6645,608] 44164105,7 62480,002 1661136 62480 1,6E+07 3,9E+09 4,15E+08 6658,525 -12,9173 166,8572335
N 5 Sum (X?) 88202289 |
(Sum X) 2 237305,38
SumXi 487,14 6000 y =-0,0304x2 + 34,446x - 52,823
Sum Yi 13835,472 Re=09994
Sum (XYi)) 24313305 |
Qux 40741,2135 Sum X * 88202,289 | 000
Qyy 1083368,14 Sum X ® 10123224 |
Qus 10529851,6 Sum X * 4,414E+09
Qs 2858425493 Sum (X°Yi) 519907216 2000
Quy 275843150 Sum (Yi-Yc)® 17582,709 | om0
Sum(Yi®) 67236433 ,
0 50 100 150 200 250 300
Média Xi (Xm) 97,428
Média Yi (Ym) 2767,09447
Coeficientes da Recta (a,b,c)
c| -0,03039
b| 34,4463
al -52,8231
Residuos
S y=|93,7622244| 93,7622244 Teste F Graus de Liberdade 2
Grau de confianga 0,99
Valor da Tabela 0,0101

Figura 94. Folha de validag¢do do método para a NOR no que diz respeito a curva polinomial.

CASO EM QUE SE UTILIZA UMA CALIBRACAO LINEAR

ordenada (a)= 176,342201
desvio residual da recta: S(y/x)=

Limites de deteccdo

declive (b) =

219,1183793

LD (ug/kg) 27,1925946

3,3*S(y/x))/b

Limite de quantificagcédo

LQ (ug/kg) 82,4018018

10*S(y/x)/b

K=

26,59145488
3,3
para 99,7%

Figura 95. Folha de validagdo do método para a NOR no que diz respeito ao cdlculo dos limites
analiticos.
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B.2.3 Ciprofloxacina

1.2. Linearidade

Cuna de Regressao Linear Curva Polinomial de 2° Grau
Sy1? 62447,77906 Sy2? 22360,712
n-2 3 n-3 2
DS? 142621,9133 Valor F tabelado 15,977
PG 6,378237 graus de liberdade 4
Probabilidade 0,01
Decis&o: A recta polinomial de 2° grau NAO conduz a um ajuste significativamente melhor que a linear

2. Calibragéo e caracteristicas do método

Declive (b) 26,39428182
Ordenada (a) 696,7246442
R 0,99671594] 0,9967159]
R2 0,993442665
Sy 249,8955363
Sxo 9,467790713
VX0 (%) 9,717730748
sb " 0,046906353
sa " 6,229979188
n-2 3
1(n-2),95% 3,182446305
sb*t " 0,14927695
sa*t " 19,82657425
b= 26,39428182 +- 0,149277 | o0,5655655]cvee
a= 6967246442  +/-  19,826574
Figura 96. Folha de validacdo do método para a CIP no que diz respeito a regressdo linear.
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VALIDACAO DA CURVA POLINOMIAL DE 2° GRAU

Padrao Conc. (uglkg) |Sinal (Area) [Yi 2 X2 X Yi X2 X3 X4 XYi  Yc T(Y-Ye)  (Y-Yep
1 12,46( 791,376333| 626276,501  155,2516 9860,55 155,252 1934,43 24103,06 122862,4 881,1527 -89,7764 8059,79738
2 24,92| 1467,173| 2152596,61  621,0064 36562 621,006 154755 385648,9 911123,8 1298,932 168,2408 28304,98323
3 49,97| 2018,38133| 4073863,21 2497,0009 100859 2497 124775 6235013 5039900 2108,523 -90,1417 8125523385
4 149,83 4948,174| 244844259 22449,029 741385 22449 3363538 5,04E+08 1,11E+08 4933,309 14,86471 220,9597361
5 249,96]  7116,229] 506407152 62480,002 1778773 62480 1,6E+07 3,9E+09 4,45E+08 7119,417  -3,1875 10,16018164
N 5 Sum (X%  88202,289 |
(Sum X) > 237305,38
Sumx 487,14 | ¥ =-00323¢ 1 34,736k + 453,35
Sum Yi 16341,334 | 000 '
Sum (XYi)  2667438,5
7 5000
Qux 40741,2135 Sum X 88202,289
Quy 1075335,07 Sum X * 19123224 | ™
Qs 10529851,6 Sum X 4 4,414E+09 3000
Qu 2858425493 Sum (X°Yi) 561777587 2000
Quy 273508978 Sum (Yi-Yc)* 44721424 | o
Sum(Yi?) 81977877 ,
0 50 100 150 200 250 300
Média Xi (Xm) ~ 97,428

Média Yi (Ym) 3268,26673

Coeficientes da Recta (a,b,c)

c| -0,03228
b| 34,7361
a| 453,352
Residuos
S y= |Teste F Graus de Liberdade 2
Grau de confianga 0,99
Valor da Tabela 0,0101

Figura 97. Folha de validacdo do método para a CIP no que diz respeito a curva polinomial.

CASO EM QUE SE UTILIZA UMA CALIBRACAO LINEAR

desvio residual da recta: S(y/x)= 249,8955363

Limites de detecc¢ao

LD (ug/kg) 31,2437094
3,3*S(y/x))/b

Limite de quantificagdo

LQ (ug/kg) 94,6779071]
10*S(y/x)/b

ordenada (a)= 696,7246442 declive (b) =

K=

26,39428182
3,3
para 99,7%

Figura 98. Folha de validagdo do método para a CIP no que diz respeito ao cdlculo dos limites

analiticos.
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B.2.4 Difloxacina

1.2. Linearidade

Curva de Regressao Linear Cunva Polinomial de 2° Grau
Sy1? 24516,30124 Sy?2? 4999,7978
n-2 3 n-3 2
DS? 63549,30812 Valor F tabelado 15,977
PG 12,71038 graus de liberdade 4
Probabilidade 0,01
Decisdo: A recta polinomial de 2° grau NAO conduz a um ajuste significativamente melhor que a linear

2. Calibragéo e caracteristicas do método

Declive (b) 33,64147273
Ordenada (a) -311,0539383
R 0,999203395] 0,9992034]
RY2 0,998407424
Sy 156,5768222
Sx0 4,654279658
Vx0 (%) 4,777147902
sb ¥ 0,023058736
sa Y 3,06260101
n-2 3
t(n-2),95% 3,182446305
sb*t " 0,073383189
satt ¥ 9,746563269
b= 33,64147273 +/-  0,0733832 | 0,2181331]cvee |

a= -311,0539383 +/- 9,7465633

Figura 99. Folha de validag¢do do método para a DIF no que diz respeito a regressdo linear.
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VALIDACAO DA CURVA POLINOMIAL DE 2° GRAU

Padrao Conc. (uglkg) |Sinal (Area) |Yi 2 X 2 X Yi X2 X2 x4 X *Yi  Yc T(Y-Ye)  (Y-Yop
1 12,46]  176,297| 31080,6322  155,2516 2196,66 155,252 1934,43 24103,06 27370,39 204,5381 -28,2411 797,558962
2 24,92] 638,565667| 407766,111  621,0064 15913,1 621,006 154755 385648,9 396553,4 564,3641 74,20155 5505,87033
3 49,97| 1249,709| 1561772,58 2497,0009 62448 2497 124775 6235013 3120524 1308,014 -58,3051 3399,482016
4 149,83] 4557,92733| 20774701,6 22449,029 682914 22449 3363538 5,04E+08 1,02E+08 4541,255 16,67206 277,9575007
5 249,96 8210,33833| 67409655,5 62480,002 2052256 62480 1,6E+07 3,9E+09 5,13E+08 8214,666 -4,32745 18,72678918
N 5 Sum (X %) 88202,289 o
(Sum X)?  237305,38
SumXi 487,14 8000 y=0,0215x? + 28,073x - 148,6
Sum Yi 14832,837 | ™ Re=0.9998
Qux 40741,2135 Sum X 88202,289 | ...
Quy 1370594,42 Sum X ° 19123224 | .
Qa 105298516 SumX*  4414E400 |
Qua 2858425493 Sum (X°Yi) 618847443 .
Quay 357189401 Sum (Yi-Yc)? 9999,5956 .
Sum(Yi®) 90184976 R
0 250 300
Média Xi (Xm) 97,428

Média Yi (Ym) _2966,56747

Coeficientes da Recta (a,b,c)

c| 0,02154
b| 28,0732
a| -148,598
Residuos
S y=| 70,7092483| 70,7092483 |Teste F Graus de Liberdade 2
Grau de confianca 0,99
Valor da Tabela 0,0101

Figura 100. Folha de validagdo do método para a DIF no que diz respeito a curva polinomial.

CASO EM QUE SE UTILIZA UMA CALIBRACAO LINEAR

ordenada (a)= -311,0539383 declive (b) = 33,64147273
desvio residual da recta: S(y/x)= 156,5768222 K= 3,3

para 99,7%
Limites de deteccéo

LD (ug/kg) 15,3591229
3,3*S(y/x))/b

Limite de quantificacéao

LQ (ug/kg)  46,5427966
10*S(y/x)/b

Figura 101. Folha de validacdo do método para a DIF no que diz respeito ao cdlculo dos limites
analiticos.
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B.2.5 Sarafloxacina

1.2. Linearidade

Curva de Regressao Linear Cunva Polinomial de 2° Grau
Sy1? 9553,435336 Sy?2? 9217,8002
n-2 3 n-3 2
DS? 10224,70564 Valor F tabelado 15,977
PG 1,109235 graus de liberdade 4
Probabilidade 0,01
Decisdo: A recta polinomial de 2° grau NAO conduz a um ajuste significativamente melhor que a linear

2. Calibragéo e caracteristicas do método

Declive (b) 33,2805501
Ordenada (a) -296,5005685
R 0,999682584| 0,9996826]
R2 0,999365268
Sy 97,74167656
Sxo 2,93690087
VX0 (%) 3,014432063
sb ¥ 0,014550312
sa " 1,932534406
n-2 3
1(n-2),95% 3,182446305
sh*t " 0,046305587
sa*t " 6,150186979
b=  33,2805501 +/-  0,0463056 | 0,1301371]cvee ]

a= -296,5005685 +/- 6,150187

Figura 102. Folha de validacdo do método para a SAR no que diz respeito a regressdo linear.
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VALIDAGAO DA CURVA POLINOMIAL DE 2° GRAU

Padrao Conc. (ug/kg) _[sinal (Area) [Yi? X 2 X Yi X 2 % * X4 XY Yc T(Y-Ye)  (Y-Yop
1 12,46| 210,279667| 44217,5382  155,2516 2620,08 155,252 1934,43 24103,06 32646,25 156,8504 53,42927  2854,68652
2 24,92| 563,225667| 317223,152  621,0064 14035,6 621,006 154755 385648,9 349766,7 547,7211 1550453  240,390526
3 49,97[ 1232,55367| 1519188,54 2497,0009 61590,7 2497 124775 6235013 3077688 1341,661 -109,107 11904,36237
4 149,83 4670,78133| 21816198,3 22449,029 699823 22449 3363538 5,04E+08 1,05E+08 4614,437 56,34416 3174,664653
5 249,96|  8052,944| 64849907,1 62480,002 2012914 62480 1,6E+07 3,9E+09 5,03E+08 8069,115 -16,1708 261,4963018
N 5 Sum (X ®)  88202,289 o
w 8000 0,0086x2 + 31,047x - 231,34
SumXi 487,14 ¥ =0,0086x? + 31,047x - 231,
Sum Yi 14729,784 7000 Re=0.99%6
Sum (4Yi) 27909834 | o
Qux 40741,2135 Sum X 88202,289 w000
Qu 1355890 Sum X ° 10123224 | .
Qus 10529851,6 Sum X * 4,414E+09 o0
Qua 2858425493 Sum (X°Yi) 611462560 oo
Qezy 351622420 Sum (Yi-Yc)* 184356 -
Sum(Yi?) 88546735 .
50 100 150 200 250 300
Média Xi (Xm) * 97,428
Média Yi (Ym) 2945,95687
Coeficientes da Recta (a,b,c)
c| 0,00864
b 31,047
al -231,337
Residuos
S y=196,0093755] 96,0093755] [Teste F Graus de Liberdade 2
Grau de confianca 0,99
Valor da Tabela 0,0101

Figura 103. Folha de validacdo do método para a SAR no que diz respeito a curva polinomial.

CASO EM QUE SE UTILIZA UMA CALIBRACAO LINEAR

ordenada (a)=

Limites de deteccéo

-296,5005685
desvio residual da recta: S(y/x)=

97,74167656

LD (ug/kg)

9,69177287

3,3*S(y/x))/b

Limite de quantificacéao

LQ (ug/kg)

29,3690087

10*S(y/x)/b

declive (b) =
K=

33,2805501
3,3
para 99,7%

Figura 104. Folha de validagdo do método para a SAR no que diz respeito ao cdlculo dos limites
analiticos.
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B.3 Quantificagdo das Amostras
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Figura 105. Cromatograma obtido apds a andlise do solo 1.
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Figura 106. Cromatograma obtido apds a andlise do solo 2.
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5 MR 01 2 Channel
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Figura 107. Cromatograma obtido apds a andlise do solo 3.
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Figura 110. Cromatograma obtido (apenas para as FQs quantificdveis nesta amostra) apds a andlise
da lama 3.
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Figura 111. Cromatograma obtido apds a andlise do fertilizante 1.
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Figura 112. Cromatograma obtido apds a andlise do fertilizante 2.
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5 MR 01 2 Channel
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Figura 113. Cromatograma obtido apds a andlise do fertilizante 3.
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