LUIS FELIPE DA SILVA

Anélise Quimiométrica da Distribuicdo de Quimioterapicos
Antimicrobianos (Fluoroquinolonas e Sulfonamidas)
na Baia de Ubatuba

Dissertacdo apresentada ao Instituto de Quimica de Séo
Carlos da Universidade de Sao Paulo como parte dos re-
quisitos para a obtencéo do titulo de Mestre em Quimica

Analitica.

Area de concentracdo: Quimica Analitica e Inorganica

Orientador: Prof. Dr. Eduardo Bessa Azevedo

Sao Carlos/SP

2016



Aulorizo a reproducic » ¢ivaloacio Lotal oa varcial deste trabalze, por quagacr meio
cenenclanc] au alelefin co para fins de estudo 2 pasquisa, dosde que citadz a foute
’
Ao ¢
Assinotura: "‘:(’Z. PR
Data: A tzove!

B Ul S0 S g0 pas Sa060 OF Keerdinn £ aenoine ko (o Lisine 22 SBiN0

Da Silvz, Zus Felpe
Andlise muiminmetrics gz dostribuicdo 3 qumintetan cos zrtimicrobianas
(torsmuivzlonza e sulfonamidis na Dain de Ukakaza, [ Tela Foine Ta Silvs,
’ — Sao0 Cur.ue. 2016,
431

Iissarmacdo (Mestrads em Quinuca \nahtica = arganiea)  nsamat de
Duirica do Sdo Carlys ¢ Universidode de 5o Fauan, 2000
Tdicin rovisads

rienadar Peal. e Filoasiln Besse Aenueliy
1. Quimiea amaentzl 2 Quinicmernz. 5. 2CA L Tiwlo,

Referincias Bibliognificas
eonjeridins pelo SBUIOSC




DEDICATORIA

Dedico este trabalho aos meus pais, que sempre estiveram presente em to-
dos os momentos da minha vida me apoiando e ensinado o caminho certo. Gracas

a eles que estou concluindo mais esta etapa.

A minha noiva, Jéssica, pelo carinho, compreens&o e amor. Por apoiar e par-

ticipar de todas as minhas decisdes.

Aos meus irmaos Luis Otavio e Luis Fabiano, aos familiares e amigos que me
proporcionaram momentos de alegrias, conselhos que jamais esquecerei e pelo

apoio na jornada.

Dedico também ao povo brasileiro, ao qual tenho a divida moral de contribuir

para o crescimento do pais com o estudo financiado pelo suor de cada um.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus pela oportunidade de realizar este trabalho;
pelas inUmeras vezes em que nele depositei minha esperanca e em nada me de-

samparou.

A minha familia pelo incentivo e colaboracdo, em especial ao José Luiz da
Silva e Idalina Bondéancia da Silva, meu pai e minha mae, um guerreiro e sua fiel es-
cudeira, aqueles que ensinaram todos os valores que tenho e que sonham todos os

dias com um futuro melhor para seus filhos. Esta conquista também é de vocés.

Ao meu orientador Eduardo Bessa Azevedo, pela amizade e por estar sempre
a disposicado, com muitos ensinamentos e sempre ajudando muito durante a realiza-
céo do trabalho. Aos professores Alvaro José dos Santos Neto, Fernando Mauro
Lancas e Maria Olimpia de Oliveira Rezende por disponibilizarem seus laboratérios

para analises e contribuirem com este trabalho.

Agradeco ao meu amigo Anderson Luigi Luiz por toda dedicacdo ao me auxi-
liar nas analises cromatograficas dos antimicrobianos; sua presteza, conhecimento

e amizade foram de grande valia e serei sempre grato.

Aos meus amigos do Laboratério de Desenvolvimento de Tecnologias Ambi-
entais — LDTAmb, Ana Luiza, Leticia, Vanessa, Rodrigo, Fellipe, Rafaely, Thiago,
Maykel e Pedro, incluindo também a Shirlei, Vania e a professora Teca pela amiza-

de, pelas conversas, conselhos, alegrias e tristezas vivenciados juntos.

Por fim agradeco ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tec-

nolégico — CNPQ, pelo fomento destinado a realizacdo deste trabalho.



RESUMO

Os quimioterapicos antimicrobianos sdo considerados contaminantes emergentes,
com a capacidade de criar resisténcia em bactérias. Tém sido o foco de inimeras
pesquisas relacionadas a impactos ambientais, mas no Brasil, as pesquisas sobre a
sua ocorréncia em ambientes aquéticos continentais e costeiros sdo escassas.
A cidade de Ubatuba tem uma densidade demografica cinco vezes maior que a mé-
dia nacional, aumentada em até doze vezes no verao, pressionando ainda mais 0s
ecossistemas da regido. Os rios Acaral, Lagoa-Tavares, Grande e Indaida desa-
guam na baia de Ubatuba, comprometendo a qualidade das suas aguas. Este tra-
balho investigou a contribuicdo da descarga desses rios para a ocorréncia e distribu-
icdo de quimioterapicos antimicrobianos (fluoroquinolonas e sulfonamidas) na baia
de Ubatuba. Foi analisado um total de 36 amostras de agua superficial. As coletas
foram realizadas no periodo seco/chuvoso de 2014/2015. Para a determinagéo e
guantificacdo dos farmacos foi utilizada SPE como método de preparo de amostra e
CLAE-MS/MS para a deteccéo e quantificacdo dos antimicrobianos estudados. As
caracteristicas fisico-quimicas pH, temperatura, salinidade, oxigénio dissolvido, po-
tencial redox (ORP), além do Carbono Organico Dissolvido (COD) também foram
determinados para caracterizacdo das aguas da regido. A distribuicdo espaco-
temporal dos farmacos e a possivel associacdo com os demais dados investigados
foi avaliada pela ferramenta quimiométrica CA, visando a extracdo da maior quanti-
dade possivel de informacgdes. Os rios e, consequentemente a baia estavam impac-
tados pelo despejo de esgoto doméstico e 0s seguintes quimioterapicos antimicrobi-
anos foram encontrados: sulfametoxazol (SMX), sulfatiazol (STZ), sulfacloropiridia-
zina (SCP), sulfaguinoxalina (SQX) e norfloxacina (NOR). Observou-se uma varia-
cao espacial e temporal, nos perfis de contaminacgéao revelados pela CA.

Palavras-Chave: Fluoroquinolona; Sulfonamida; Ubatuba; Cluster Analise.



ABSTRACT

Antimicrobial chemotherapeutical agents are considered emerging contaminants ca-
pable of creating bacterial resistance. They have been the focus of humerous stud-
ies related to environmental impacts, but in Brazil, there is little research on their oc-
currence in continental and coastal aquatic environments. The city of Ubatuba has a
population density five times higher than the national average, which may be in-
creased up to twelve times during the summer, pushing further the region's ecosys-
tems. The rivers Acaral, Lagoa-Tavares, Grande and Indaié flow into Ubatuba Bay,
compromising the quality of its waters. This work investigated those rivers’ discharge
contribution on the occurrence and distribution of antimicrobial chemotherapeutical
agents (fluoroquinolones and sulfonamides) in Ubatuba Bay. Thirty-six samples of
surface water were analyzed. The samples were withdrawn during the dry and rainy
seasons of 2014 and 2015, respectively. For the determining and quantifying the
antimicrobial chemotherapeutical agents, it was used SPE as a sample preparation
method and HPLC-MS/MS for their detection and quantification. Physicochemical
characteristics like pH, temperature, salinity, dissolved oxygen, and redox potential
(ORP), as well as dissolved organic carbon (DOC) were also determined to charac-
terize the waters of the region. The spatial-temporal distribution of the agents and
their possible association with other investigated data was assessed by the
chemometric tool CA, aiming at extracting the greatest possible amount of infor-
mation. The rivers and, consequently, the bay were contaminated by domestic sew-
age discharges and the following antimicrobial chemotherapeutical agents were de-
tected: sulfamethoxazole (SMX), sulfathiazole (STZ), sulfachloropyridiazine (SCP),
sulfaquinoxaline (SQX), and norfloxacin (NOR). The contamination profiles revealed
by the CA showed a spatial variation and a temporal one.

Keywords: Fluoroquinolone; sulfonamide; Ubatuba; Cluster Analysis.
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1 INTRODUCAO

Ultimamente ha um elevado interesse no monitoramento de farmacos residu-
ais, pois a poluicdo causada por estes compostos em aguas superficiais e subterra-
neas esta se tornando reconhecida e ja desperta uma preocupacao ambiental. A
industria farmacéutica busca por principios ativos mais eficazes através da concep-
cdo de uma maior poténcia, biodisponibilidade e resisténcia a degradacao (KHE-
TAN; COLLINS, 2007) e tais compostos ja sdo encontrados, em baixas concentra-
cOes, em efluentes de estacbes de tratamento de esgoto e em aguas naturais
(GOBEL et al., 2007; GRACIA-LOR et al., 2012; GUERRA et al., 2014.). Em 2002,
um estudo do US Geological Survey (USGS) analisou a presenca de farmacos e
produtos para cuidados pessoais em varias localizagdes de 139 rios em 30 estados
nos Estados Unidos da América e detectou, em cerca de 80% destes, uma ampla
gama de compostos biologicamente ativos, até mesmo em areas remotas (KHETAN;
COLLINS, 2007).

Dentre estes poluentes se destacam os antimicrobianos, considerados con-
taminantes emergentes, que sao novos produtos quimicos que ainda ndo constam
nas legislacbes ambientais vigentes e cujo efeito no ambiente e na saude humana
ainda sdo desconhecidos (DEBLONDE et al. 2011). Eles sdo de extrema importan-
cia e indispensaveis no tratamento de sérias infec¢des, mas seu uso indiscriminado
oferece riscos a salde humana e ao meio ambiente, pois micro-organismos infec-
ciosos estdo se tornando resistentes aos farmacos antimicrobianos existentes
(MARTINEZ, 2009).

A utilizacdo generalizada de antimicrobianos para o tratamento de doencas
em humanos e animais e para 0 crescimento na pecuaria e na aquicultura sdo as
principais causas da geracdo de populacdes bacterianas resistentes (RAHMAN et
al., 2009; ABRAHAM et al., 2007; BORG et al., 2010). Estima-se que a resisténcia
antimicrobiana € diretamente responsavel por 23 mil mortes anualmente somente
nos Estados Unidos e, 25 mil mortes na Unido Europeia. (CDC. 2013; ECDC, 2009)
além de gerar gastos anuais de aproximadamente 55 bilhdes de ddélares nos Esta-
dos Unidos — 20 bilhdes com os custos dos servigos de saude e 35 bilhdes com
perdas de produtividade (SMITH; COAST, 2013).
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A preocupacdo com a ocorréncia, destino no ambiente e efeitos nocivos des-
tes contaminantes tém gerado diversas pesquisas em matrizes ambientais. Segun-
do Zou et al. (2011), pesquisas anteriores demonstraram que estacdes de tratamen-
to de esgoto ndo sao eficientes na remocgao de antimicrobianos e que residuos far-
macéuticos sdo facilmente difundidos no meio aquatico, razdo pela qual as principais
fontes de antimicrobianos em ambiente marinho s&o as descargas de rios, estacdes
de tratamento de esgoto e maricultura. No Brasil ha algumas pesquisas sobre a
contaminacdo de ambientes aquaticos por antimicrobianos que detectaram tais
compostos em efluente hospitalar (MARTINS et al., 2008) e agua superficial de rio
(LOCATELLI; SODRE; JARDIM, 2011).

Embora as regifes costeiras sejam consideradas receptoras de muitos con-
taminantes terrestres, estudos sobre a ocorréncia e distribuicdo de antimicrobianos
nestes ambientes sS40 escassos e quase restritos ao Reino Unido (THOMAS; HIL-
TON, 2004), China (XU et al., 2007; NA et al., 2011; ZOU et al., 2011; YANG et al.,
2011), Estados Unidos (SINGH et al., 2010), Bélgica (WILLE et al., 2010), Franca
(MUNARON et al., 2012), india (PANDA; PATRA; KAR, 2012) e Canada (MEYER et
al., 2008).

Nos trabalhos citados, destacam-se 0s quimioterapicos antimicrobianos fluo-
roquinolonas (FQs) e sulfonamidas (SAs), apesar de, segundo Zou et al. (2011), os
tipos e concentracfes de antimicrobianos detectados em diferentes areas e paises,
possam variar de acordo com a prevaléncia das doencas, habitos de tratamento ou,
simplesmente, razdes econémicas e mercadoldgicas. Esses antimicrobianos podem
persistir em ambientes aquaticos por mais de um ano devido a hidrolise desses
compostos, em pH neutro, ser lenta. O contrario acontece com o0s antibioticos
B-lactamicos que, embora sejam muito utilizados, degradam-se rapidamente em
condicBes levemente acidas ou basicas (KHETAN; COLLINS, 2007). A caracteristi-
ca de serem persistentes no ambiente pode contribuir para a o acimulo dos antimi-

crobianos Sas e FQs em ecossistemas marinhos.
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1.1 Fluoroquinolonas

Lesher e Cols (1962) descreveram o &cido nalidixico que se tornou precursor
das 4-quinolonas. Posteriormente, foram introduzidos dois outros compostos rela-
cionados com o acido nalidixico, que s&o o acido oxolinico e a cinoxacina (Figura 1),
mas o interesse por este grupo de antimicrobianos diminuiu devido ao seu restrito
espectro de atividade antibacteriana — maioria dos micro-organismos Enterobacteri-
aceae, Pseudomonas aeruginosa, estafilococos e estreptococos (WOLFSON; HOO-
PER, 1985) — e do rapido desenvolvimento de resisténcia (BERGAN, 1998).

Figura 1 — Precursores das quinolonas

N N HO
1] /
O @]
O OH H3C,/ o
Acido Nalidixico Acido Oxolinico Cinoxacina

As fluoroquinolonas (Figura 2), sdo agentes antimicrobianos mais recentes e
possuem maior espectro de acdo. Sao ativas contra patdgenos aerébios Gram-
negativos e de acao intermediaria contra cocos Gram-positivos (WOLFSON; HOO-
PER, 1985). Agem diretamente na inibicdo da sintese do DNA. A inibicdo parece
ocorrer pela interacdo da droga com complexos compostos de acido desoxirribonu-
cleico — DNA e duas outras enzimas-alvo, a DNA-girase e a topoisomerase 1V, tal
como uma armadilha de enzimas durante a reacdo de topoisomerizacdo do DNA,
formando uma barreira fisica a replicacédo, que resulta em morte celular (HOOPER,
2001). O espectro de acédo das fluoroquinolonas inclui agentes patogénicos bacteri-
anos que causam infeccdes urinarias, gastrointestinal, N. gonorrhoeae e certas bac-

térias que sao dificeis de se tratar, como os bacilos multi-resistentes Gram-negativos
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e 0s resistentes a meticilina, por exemplo, o S. aureus (WOLFSON; HOOPER,
1985).

Figura 2 — Estrutura geral das fluoroquinolonas

OH

Pensava-se que a resisténcia as fluoroquinolonas néo era transmissivel. En-
tretanto, hoje ja se encontra genes de resisténcia as fluoroquinolonas, com frequén-
cia e no mundo todo (ADACHI, F. et al., 2013).

Em pesquisas para descoberta de como se dava a resisténcia as fluoroquino-
lonas, ndo foram encontrados nos micro-organismos modificadores especificos ou
enzimas capazes de degradar o farmaco. A resisténcia se da por meio de muta-
¢bes, onde o micro-organismo altera o alvo principal do farmaco e/ou altera a per-
meacdo do mesmo para que o antimicrobiano ndo chegue ao seu objetivo (WETZS-
TEIN; SCHMEER; KARL, 1997).

As fluoroquinolonas sédo degradadas rapidamente quando expostas a luz solar
e UV. Lin et al. (2010) demonstraram que a fotodegradacao, especialmente por irra-
diacdo natural, resultou em quedas bruscas na concentracdo de enrofloxacina e ci-
profloxacina em agua e sedimentos, onde a enrofloxacina atingiu o DT o (tempo para
gue 50% da concentracao inicial seja dissipada) em 0,01 dia e nédo foi detectada a-
pos 4 dias, obedecendo a uma cinética de degradacdo de segunda ordem. De-

monstraram que ha também biodegradacao, mas em menor proporgao.
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1.2 Sulfonamidas

Derivadas da sulfanilamida (Figura 3), as sulfonamidas sdo conhecidas desde
1940 e estima-se que, desde entdo, mais de 150 compostos desta classe sao apli-
cados como antimicrobianos na medicina humana e veterinaria (BARAN et al.,
2011).

Figura 3 — Estrutura da sulfanilamida

H,N

As sulfonamidas (Figura 4) sao antimicrobianos bacteriostaticos sintéticos que
possuem acéo contra diversos organismos Gram-positivos e Gram-negativos. Esses
antimicrobianos atuam como inibidores competitivos de acido p-aminobenzdico no
ciclo de metabolismo do acido félico, e assim inibem a multiplicacdo das bactérias.
Sao constituidas de um anel benzénico, um grupo amina (—NH,) e um grupo sulfo-
namida (-SO2NH), sendo que o0s grupos amina e sulfonamida devem estar na posi-
¢cao para em relagcdo um ao outro para que a sulfonamida possua propriedades anti-
bacterianas (SARMAH; MEYER; BOXALL, 2006).

Figura 4 — Estrutura geral das sulfonamidas

LN
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Sulfonamidas sdo moléculas polares com propriedades anféteras, protonadas
abaixo de pH 2 ou 3 (QIANG; ADAMS, 2004). Apresentam baixa massa molar, entre
170 — 300 g mol™, s&o soltveis em &4gua e possuem baixa constante de Henry (BA-
RAN et al., 2011). Segundo Sarmah, Meyer e Boxall (2006), embora sejam anfote-
ras, no organismo comportam-se como acidos fracos e a solubilidade de um mesmo
composto pode variar com alteragcdes de pH; portanto, defende-se que as proprie-
dades farmacocinéticas destes compostos ndo podem ser discutidas como um grupo
homogéneo, diferentemente do que acontece com suas propriedades antimicrobia-

nas.

Os compostos veterinarios mais utilizados dentro deste grupo séo: sulfadiazi-
na/trimetoprim, sulfadimetoxina, sulfametazina, sulfatiazol e sulfadimetoxi-
na/ormetoprim. Também ha outros que tém sido utilizados no gado, como sulfame-
toxazol e sulfacloropiridazina (SARMAH; MEYER; BOXALL, 2006). A amida ligada
ao enxofre (N1) é desprotonada na faixa 5,5 > pH > 7. A amina ligada ao anel aro-
matico (N4) é protonada em pH 2,5. Portanto, a maioria das sulfonamidas s&o car-
regados positivamente em condi¢des acidas, neutras entre pH 2,5 e 6, e negativa-

mente em condi¢des alcalinas (HALLER et al., 2012).

Figura 5 — Localizacdo das aminas N1 e N4 nas sulfonamidas

H
o i — (N1)
(N4) ST R
\ 0

H,N

Na Europa, estima-se que no ano de 2000 foram usados 20.561 kg de sulfo-
namidas na agricultura; nos EUA, em 1999, calcula-se o uso de 9,3 x 10° kg de an-
timicrobianos, 2,3% deles sendo sulfonamidas (SARMAH; MEYER; BOXALL, 2006).
As sulfonamidas sédo estaveis em presenca de luz solar e em altas temperaturas;
seu tempo de meia-vida, ti, € maior que 1 ano. Sao persistentes no ambiente e
encontradas no efluente das estacbes de tratamento, fatores que colaboram com a

preocupacao do uso indiscriminado destas substancias (BARAN et al., 2011).
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1.3 Extracdo em Fase Sélida — SPE

Em andlises que envolvem separacdo cromatografica de compostos presen-
tes em matrizes complexas € comum a presenca dos analitos de interesse em nivel
de tracos, ug L™ até ng L™, de inmeros interferentes e compostos que podem pre-
judicar as colunas cromatogréficas, tais como proteinas (JARDIM, 2010; QUEIROZ;
COLLINS; JARDIM, 2001).

Tais dificuldades deixam em evidéncia a necessidade de um preparo de a-
mostra que “limpe”, ou seja, elimine os interferentes e, ao mesmo tempo, concentre
os analitos de interesse fazendo com que sejam detectados e quantificados pelos
métodos de analises conhecidos. Diversas técnicas ja sdo conhecidas, tais como:
extracdo liquido-liquido, extracdo em fluido supercritico, extracdo em fase solida e
até modernizacdes destas técnicas como SPME (Micro Extracdo em Fase Solida), e
sistemas automatizados “on-line”. Elas permitem que matrizes complexas néo se-

jam uma barreira intransponivel e que as analises sejam realizadas com eficiéncia.

A escolha da técnica de preparo de amostra depende da natureza da amos-
tra, da matriz (estado fisico, pH, teor de matéria organica, gorduras, proteinas etc.),
das caracteristicas do analito (propriedades fisicas e quimicas, tais como: massa
molar, carga, polaridade, pKa) e da técnica analitica utilizada na determinacdo. Por-
tanto, a escolha da técnica adequada de preparo de amostra é um fator determinan-
te na confiabilidade dos resultados (JARDIM, 2010).

A SPE é umas das técnicas de extracdo mais utilizadas, porém apresenta al-
gumas limitacdes, tal como o uso frequente de solventes téxicos na etapa de des-
sorcao do analito de interesse (BARRIONUEVO; LANCAS, 2001).

Na SPE, os analitos presentes em uma matriz sdo extraidos juntamente com
0s compostos interferentes, ao percolarem por um cartucho contendo uma fase soli-
da sorvente. Utiliza-se um solvente para remover os interferentes da fase do cartu-
cho e um outro solvente é utilizado para remover (eluir) os analitos de interesse.

Este eluato é entdo coletado para a analise.
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Em geral, o procedimento da SPE é feito em quatro etapas, sendo elas: con-
dicionamento da fase sélida; passagem da amostra pelo cartucho; lavagem ou cle-
an-up; eluicdo do analito ou dos analitos (JARDIM, 2010).

A etapa de condicionamento da fase sélida destina-se a ativacdo do material
do cartucho para uma interagao efetiva com o analito. Adiciona-se um solvente de
acordo com o material utilizado como fase estacionaria e com o analito. E importan-
te que o cartucho ndo seque para que nao se formem caminhos preferenciais, que

comprometeriam a reprodutibilidade do método.

Em seguida, a amostra é introduzida no cartucho com uma vazao controlada
por um sistema de vacuo (sistemas manifold). Essa vazao deve ser controlada para
gue se obtenham resultados reprodutiveis. A quantidade de amostra a utilizada de-
ve ser suficiente para se ter o analito em concentracdes acima do limite de deteccéo

do método analitico a ser utilizado.

A etapa de lavagem (clean-up) tem como objetivo eliminar os interferentes
com um solvente que ndo tenha afinidade quimica suficiente para eluir o analito de

interesse.

Na etapa de eluicdo do analito, utiliza-se um solvente com maior afinidade
guimica com o analito do que o utilizado na etapa anterior de lavagem, para que o
analito seja liberado da fase solida. O ideal é eluir o analito com um baixo volume

de solvente, pois com iSso concentra-se a amostra. A
Figura 6 desmontra de maneira ilustrativa as etapas envolvidas na SPE.

Em casos nos quais os analitos estdo presentes em concentracfes muito bai-
xas, pode-se acrescentar uma etapa ao processo, que € a etapa de secagem e res-
suspensao. Esta etapa consiste em secar o eluato com um fluxo suave de um géas
inerte como o nitrogénio e ressuspendé-lo em baixo volume para aumentar o fator

de concentracéo do processo em geral.
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Figura 6 — Etapas da Extracdo em Fase Sdlida (SPE, do inglés Solid-Phase Extraction).
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Os mecanismos de separacdo na SPE sao similares aos da cromatografia li-
quida, devido ao fato das fases sélidas utilizadas nas duas técnicas também serem
similares. Os principais mecanismos sdo: adsorcao, particdo, exclusdo e troca ioni-
ca (LANCAS, 2004).

A maioria dos sorventes, ou fases solidas utilizadas, baseiam-se em grupos
organicos C2, C8, C18, cicloexil, fenil, cianopropil, aminopropil, ligados quimicamen-
te a silica. Outros sorventes apresentam fases poliméricas (como o carbono grafiti-
zado e sorventes de modo mistos), ou outras modificacbes podem ser feitas para
maior eficiéncia de acordo com as caracteristicas dos analitos e das matrizes em
cada caso. Geralmente, a escolha da fase/sorvente correta segue as mesmas re-
gras aplicadas a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), onde se analisa
primeiramente as caracteristicas quimicas do analito, propriedades do sorvente e a
composicdo da matriz. Um bom modo de garantir a seletividade do sorvente € ana-
lisar grupos funcionais do analito que ndo estdo presentes na matriz e nos interfe-
rentes (JARDIM, 2010).

Em 1996, a Waters introduziu no mercado a fase Oasis HLB, constituida por
um copolimero Hidrofilico-Lipofilico balanceado de fase reversa, um sorvente para
compostos acidos, basicos e neutros. A Figura 7 apresenta a estrutura do sorvente
HLB.
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Figura 7 — Estrutura da Fase Oasis HLB® (Waters).
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Fonte: WATERS, 2016.

Este sorvente € um polimero hidrofilico a base de estireno modificado, desen-
volvido para extrair varios compostos de amostras aquosas. Seu mecanismo de re-
tencao é predominantemente por fase reversa e como a parte hidrofilica é modifica-

da, também é seletivo para compostos mais polares (SIGMA-ALDRICH, 2016).

O sorvente HLB se mostra muito eficiente no “clean-up” de matrizes comple-
Xas e na recuperacao dos analitos. Por esse motivo, se encontra facilmente o uso
desta fase em analises de amostras de aguas de rio e de mar, tal como nos traba-
Ihos de Xu et al. (2007), Chen et al. (2013), Na et al. (2011), Yan et al. (2013) e
Zhang et al. (2012).

1.4 Legislacdo Ambiental Brasileira

No ambito Federal, a lei n°® 6.938, de 31 de agosto de 1981, estabelece a Poli-

tica Nacional do Meio Ambiente, constitui o Sistema Nacional do Meio Ambiente, cria
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o Conselho Nacional do Meio Ambiente e institui 0 Cadastro Técnico Federal de Ati-
vidades e Instrumentos de Defesa Ambiental. A Politica Nacional do Meio Ambiente
considera o meio ambiente um patrimdnio publico a ser necessariamente assegura-
do e protegido, visa assegurar condicdes ao desenvolvimento socio-econdmico, 0S
interesses da seguranca nacional e a protecdo da dignidade da vida humana em

Nosso pais.

Segundo a lei n® 6938/81, os 6rgaos e entidades da Unido, bem como dos Es-
tados, municipios e fundac@es instituidas pelo poder publico, sdo responsaveis pela
protecdo e melhoria da qualidade ambiental e constituem o Sistema Nacional do
Meio Ambiente (SISNAMA). Este tem como 6rgéo superior o Conselho Nacional do
Meio Ambiente (CONAMA), com a fungéo de assistir ao Presidente da Republica na
formulacao de diretrizes da Politica Nacional do Meio Ambiente.

A Resolucdo do CONAMA n° 357 de 17 de marco de 2005 dispde sobre a
classificacao e diretrizes ambientais para o enquadramento dos corpos d’agua su-
perficiais. Esta resolucdo esbelecia as condi¢cdes e padrées de lancamento de eflu-
entes e foi alterada parcialmente e completada pela Resolugdo CONAMA n° 430/11.
O enquadramento das aguas superficiais doces, salobras e salinas € baseado néo
necessariamente no seu estado atual, mas nos niveis de qualidade que deveriam

possulir.

Essa resolucéo é referéncia para pesquisas académicas, que geralmente rea-
lizam uma comparacéao entre os resultados obtidos e os limites fixados para as vari-
aveis estabelecidas para a classificagcdo da qualidade das aguas, porém isso traz

uma visao pontual da qualidade dos corpos d’agua.

1.5 Quimiometria

A investigacdo de antimicrobianos como micropoluentes aquaticos envolve a
analise de grande quantidade de dados, podendo ser mal interpretados devido a sua
complexidade. Neste contexto, faz-se importante o uso da Quimiometria, que faz
uma abordagem multivariada (SIMEONOV; STEFANOV; TSAKOVSKI, 2000) e con-
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sidera a correlacdo entre as variaveis analisadas simultaneamente, permitindo a ex-

tracdo de uma maior quantidade de informacdes (SENA et al., 1999).

Os métodos quimiométricos sdo ferramentas importantes para revelar e avali-
ar relacdes complexas e obter informacg@es significativas frente ao grande numero de
dados nas andlises ambientais. A analise quimiométrica é utilizada a fim de revelar
os padrdes significativos, a procura de possiveis variaveis, fontes de variacdes, a-
grupamentos e distribuicdo espacial e temporal do grande conjunto de dados obti-
dos. A analise de clusters (CA) e a analise por componentes principais (PCA) sao
0s métodos quimiométricos mais utilizados para o agrupamento dos dados obtidos,
permitindo estudar a distribuicdo de produtos farmacéuticos com concentracdes se-
melhantes ao longo das estacdes de amostragem e/ou encontrar relagdes entre car-
gas ambientais de farmacos e as caracteristicas da estacdo de amostragem (AL-
ODAINI et al., 2012.).

A analise de clusters, possui um propadsito descritivo e consiste em um proce-
dimento de analise de dados onde é gerado uma classificacdo entre os objetos (no
nosso caso de estudo, pontos de amostragem), onde sdo gerados subconjuntos dis-

postos em niveis ordenados em forma de similaridade (KOHN; HUBERT, 2006).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar a ocorréncia e avaliar a distribuicdo espaco-temporal dos
quimioterapicos antimicrobianos das classes das Fluoroquinolonas e Sulfonamidas
na Baia de Itagua em Ubatuba/SP, usando técnicas quimiométricas como ferramen-

tas de interpretacao.

2.2 Objetivos Especificos

v' Desenvolver um método analitico empregando Extracdo em Fase Solida (SPE) e
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas
(CLAE-MS/MS) para a analise qualitativa e quantitativa de quimioterapicos

antimicrobianos em aguas superficiais (continentais e costeiras).

v' Determinar as caracteristicas fisico-quimicas: pH, temperatura, oxigénio dissol-
vido e potencial redox, além do Carbono Orgénico Dissolvido (COD) nos pontos

de amostragem.

v' Usar técnicas quimiométricas para a avaliagcdo espacgo-temporal de quimiotera-

picos antimicrobianos no ecossistema estudado.
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3 METODOLOGIA

3.1 Local de Estudo

A cidade de Ubatuba é uma estancia balnearia localizada no litoral norte do
Estado de Sdo Paulo. Segundo o Ultimo censo, sua populacdo em 2010 era de
78.801 hab, com uma estimativa de 85.399 hab para 2014 (IBGE, 2012a). Ainda em
2010, a densidade demogréfica era de 110,87 hab/km? contrastando com 22,43
hab/km? para o Brasil (IBGE, 2012b). Durante o verdo, a populacédo aumenta de dez
a doze vezes (SJDC, 2012), pressionando ainda mais 0s ecossistemas aquaticos.

Os rios Acarau, Lagoa-Tavares, Grande e Indaia desaguam na Baia de Uba-
tuba e comprometem a qualidade sanitaria das aguas, devido a entrada de esgoto
nao tratado (CETESB, 2011). Segundo Muniz, Pires-Vanin e Venturini (2013), o re-
gime de chuvas também exerce influéncia na qualidade das aguas e possui maior

contribuicdo no verao.

O Rio Acarau pode ser tomado como exemplo do que acontece com 0s rios
estudados. Ele faz parte da bacia hidrografica do Rio Grande, sendo sua nascente
no Parque Estadual da Serra do Mar. Ao cruzar a cidade de Ubatuba, passa pelos
bairros de Sesmaria, Estufa Il, Praia Grande, Itagua, Acarau e Tendrio até desaguar
no canto direito da praia do Itagua. O rio sofre com o despejo de esgoto doméstico
e com a deposicao de lixo e entulho em suas margens, problema que € visto nos
guatro rios. O avanc¢o urbano destruiu a mata ciliar e, em alguns lugares, invade a

margem.

A CETESB (2015) lancou um relatério sobre a qualidade das aguas superfici-
ais do estado de Sdo Paulo no ano de 2014. Segundo este relatorio, a cidade de
Ubatuba possui nota 4,10, numa escala que vai de 0 a 10, no ICTEM (Indicador de
Coleta e Tratabilidade de Esgoto do Municipio) que retrata uma situacao que leva
em consideracao a efetiva remocéo da carga organica em relacdo a carga organica
potencial gerada pela populacdo urbana. O Rio Acarau teve uma média anual de

36, numa escala de 0 a 100 no indice de qualidade das aguas (IQA), o que é consi-
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derado como ruim; o Rio Lagoa Tavares e 0 Rio Indai& tiveram um IQA médio anual
de 74 e 71, respectivamente, o que € considerado como bom; e o Rio Grande teve
um IQA médio anual de 56, 76 e 78, nos seus trés pontos de amostragem, também
considerado como bom. Segundo este mesmo relatério, sobre a qualidade das &-
guas salinas e salobras do estado de S&o Paulo, a Baia de Itagua apresentou um
IQA médio no ano de 2014 igual a 90, o que € considerado bom; porém, vale desta-
car que os pontos de amostragem foram distantes das foz dos rios, principais com-
prometedores da qualidade das aguas na baia.

A SABESP é responsavel pelo servico de agua e esgoto em Ubatuba desde
1975 (SABESP, 2016a). A captacao de agua é feita por cinco sistemas e gera 843 L
s!. O tratamento de esgotos é realizado por cinco sistemas, trés estacfes de tra-
tamento e duas de pré-condicionamento — Ipiranguinha, Principal, Toninhas, Taqua-
rai e Enseada — com capacidade de 325 L s™*. Nos Ultimos anos foram investidos
R$ 572 milhdes em obras de saneamento nas cidades do litoral norte do estado de
Sao Paulo (SABESP, 2016b), mas ainda nado € o suficiente para o tratamento de to-

do o esgoto sanitario gerado.

Os sedimentos mais internos da baia, perto da foz dos rios, sdo formados por
silte e uma areia muito fina e com moderado teor de matéria organica (BURONE;
PIRES-VANIN, 2006). Segundo Muniz et al. (2005), esta regido interna da baia de
Ubatuba encontra-se de leve a moderadamente poluida por metais téxicos, hidro-
carbonetos e esteroides. Este fato ainda é observado nos relatérios sobre a quali-
dade das aguas no ano de 2014 (CETESB, 2015). Este local representa um possi-
vel receptor de diversas classes de farmacos destinadas a humanos e também ao

uso veterinario.

As amostragens foram realizadas na Baia de Itagua e nos quatro rios que ne-
la desembocam, nomeadamente Rio Indaid, Rio Grande, Rio Lagoa-Tavares e Rio
Acarau, localizados na cidade de Ubatuba, no litoral norte do estado de Sao Paulo
(Figura 8). A entrada de sedimentos fluviais é fortemente dependente do regime de
chuvas, com elevadas contribuicfes durante o verdo (MAHIQUES; TESSLER; FUR-
TADO, 1998). A qualidade das aguas € influenciada pelos quatro rios que desa-
guam na regido (CETESB, 2010).
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Figura 8 — Imagem da Baia de Itagua em Ubatuba e pontos de amostragem.
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Fonte: GOOGLE Earth, verséo 7.1.4.1529: Google Inc., 2015.

3.2 Coleta

As amostragens seguiram os padrdes estabelecidos no Guia Nacional de Co-
leta e Preservacdo de Amostras (ANA; CETESB, 2011).

As coletas foram realizadas em duas campanhas para abranger duas esta-
¢Oes climaticas e investigar uma possivel variagdo sazonal dos pontos de amostra-
gem. Os pontos de coleta foram escolhidos de modo que fosse investigada a con-
taminacao dos corpos d’agua ao longo do seu curso natural e também de maneira

gue fossem de facil acesso.
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A primeira campanha foi realizada no inicio do més de setembro de 2014, cor-
respondendo ao final da estacdo de seca (inverno) e a segunda no final do més de
fevereiro, correspondendo ao final da estacao chuvosa (verao).

Um total de 32 amostras de agua superficial foram analisadas, sendo 8 pon-
tos de amostragem nos rios Acarau (A_01 e A 02), Lagoa-Tavares (L_01 e L_02),
Grande (G_01 e G_02) e Indai4 (I_01 e I_02) e 8 pontos na Baia de Itagua em Uba-
tuba (B_01,B 02,B 03,B 04,B 05,B 06, B 07 e B_08), todos georreferenci-
ados (Tabela 1).

Tabela 1 — Georreferenciamento dos pontos de coleta: (I) Rio Indaid, (G) Rio Grande, (L) Rio Lagoa-
Tavares, (A) Rio Acarau e (B) Baia de Itagua em Ubatuba.

Amostras Latitude (S) Longitude(W) OBS
| 01 23°94 717" 45°03.455 Coleta sob a ponte na estrada Rio-
- Santos
| 02 23°24.963 45°03.226’ Préximo a foz do rio

G 01 23°95 863’ 45°05.008" Coleta sob a ponte na estrada Rio-

Santos
G_02 23°95 947’ 45°04 146" Coleta sob a ponte perto do farol, na
foz dorio
L 01 23°26.724’ 45°04.797 Logo a jusante de uma comunidade
L 02 23°96.793’ 45°04.053’ Sob uma pass_arela de pedestres e
- bicicletas
A 01 23°97 578’ 45°03.720" Sob uma ponte. Construgﬁes inva-
- dem o rio.
A 02 23°27.547 45°03.299’ Sob uma ponte. Regido de mangue.
B 01 23°25.136’ 45°03.150° Em frente a foz do rio Itagua
B 02 23°05 586’ 45°03.612’ Divisao C!a.S praias do P/ereque-
- mirim e de Itagua
B 03 23°25.544’ 45°02.925’ Saida da enseada (ponta esquerda)
B 04 23°26.278 45°02.405’ Saida da enseada (centro)
B_05 23°26.880° 45°02.120° Saida da enseada (ponta direita)

B_06 23°25.997 45°04.069’ Em frente ao farol
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Em frente a ponte do rio Lago-

B_07 23°26.773 45°03.952’
ra_Tavares

B _08 23°27 477 45°03.3271’ Em frente a ponte do rio Acarau

As amostras destinadas a analise de quimioterapicos antimicrobianos foram
coletadas em frascos de polietileno, que passaram por um processo de limpeza. As
amostras destinadas a andlise de carbono organico dissolvido foram coletadas em
frascos de vidro ambar de 100 mL e passaram pelo mesmo processo de limpeza.
Esta limpeza consistiu em imergir os frascos e tampas em solugdo de detergente
alcalino 0,1%, mantendo-os assim por no minimo 48 horas. A seguir foram esfrega-
dos com escovas e enxaguados com agua deionizada inUmeras vezes, de modo a
garantir que os analitos de interesse, se presentes, estivessem abaixo do limite de
deteccdo do método analitico. Em seguida, foram postos com a boca para baixo
sobre papel absorvente. Os frascos foram tampados, etiquetados e guardados. A-
pos a coleta foi adicionado 1 mL de solucéao de H,SO,4 (1:1) para preservar as amos-
tras e no laboratorio foram adicionados mais algumas gotas de modo que o pH fi-
casse abaixo de 2 (ANA; CETESB, 2011).

As amostras foram coletadas com o auxilio de uma garrafa de van Dorn
(Figura 9) a uma profundidade de 1 metro abaixo da lamina d’agua, salvo em alguns
pontos cuja profundidade era menor que 1 m. Apds a coleta, os frascos foram guar-

dados em caixa térmica com gelo.
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Figura 9 — Garrafa de van Dorn.
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Fonte: SHOPPING DO LABORATORIO, 2016.

3.3 Anélises in situ

Em campo, foi utilizada uma sonda paramétrica modelo Professional Plus da
marca YSI® (Figura 10), para medir algumas variaveis fisico-quimicas da agua: pH,
temperatura, oxigénio dissolvido e potencial redox.

Figura 10 — Sonda paramétrica YSI Professional Plus.
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3.4 Determinacgdo de quimioterapicos antimicrobianos

Os quimioterapicos pesquisados foram: sulfamerazina, sulfametazina, sulfati-
azol, sulfametoxazol, sulfacloropiridazina, sulfametizol e sulfaquinoxalina (sulfonami-
das); norfloxacina, ciprofloxacina, enrofloxacina e pefloxacina (fluoroquinolonas).
Também foi pesquisada a presenca de trimetoprima, pois é comumente ministrado
com as sulfonamidas, totalizando 12 analitos, sendo 7 Sas e 4 FQs.

As Tabela 2 e 3 apresentam 0s quimioterapicos antimicrobianos que podem
vir a ser detectados e quantificados, juntamente com algumas informac¢des importan-
tes. As fluoroquinolonas e as sulfonamidas sao de uso predominantemente humano

e veterinario, respectivamente.

Tabela 2 — Fluoroquinolonas pesquisadas.

Estrutura quimica Informacdes

e Nome: Ciproflogacina
Nome IUPAC: Acido 1-ciclopropil-6-fluoro-4-
F oxo-7-(piperazin-1-il)-quinolina-3-carboxilico

| OH N° CAS: 85721-33-1.
HN A

Formula molecular: C17H15FN3O3
Massa molar = 331,3415 g mol™*
Solubilidade em agua: 30 g L™ (20°C)
log P = 0,28

oK, = 6,09

e Nome: Norfloxacina
O 0 Nome IUPAC: Acido 1-etil-6-fluoro-4-oxo-7-
F piperazin-1-il-quinolina-3-carboxilico
OH N° CAS: 70458-96-7
Formula molecular: C1gH15FN3O3
Massa molar = 319,3308 g mol™*
Solubilidade em agua: 178 g L™ (25°C)
logP =-1,03
pK, = 5,77

Z
=
e o 0 0 0o o

'ShS
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e Nome: Pefloxacina

O O e Nome IUPAC: Acido 1-etil-6-fluoro-7-(4-
F metilpiperazin-1-il)-4-oxo-1,4-dihidroquinolina-3-
OH carboxilico

N° CAS: 70458-92-3

Férmula molecular: C;7H,0FN304

Massa molar = 333.3579 g mol™
Solubilidade em agua: 11,4 g L™ (25°C)
log P =0,27

oK, = 5,66

\Z
.
/S

e Nome: Enrofloxacina
Nome IUPAC: Acido 1-cilcopropil-7-(4-
F etilpiperazina-1-il)-6-fluoro-4-oxo-1,4-

| OH dihidroquinolina-3-carboxil

e N°CAS: 93106-60-6
N N e Formula molecular: C19H2,FN3O4
e Massa molar = 359.395 g mol™
N\) % e Solubilidade em &gua: 3,397 g L™ (25°C)
I/ e logP=1,87
CH, e pK,;=6,43
Tabela 3 — Sulfonamidas pesquisadas.
Estrutura quimica Informacdes

e Nome: Sulfametoxazol
Nome IUPAC: 4-amino-N-(5-metil-1,2-oxazol-3-

o 0 il)-benzeno-1-sulfonamida
N [ N° CAS: 723-46-6
S Y :

pd
\
@)

[ ]
N e Formula molecular: Cq9H11N303S
H e Massa molar = 253,278 g mol™
HON e Solubilidade em &gua: 0,61 g L™ (37°C)
2 e logP =0,89
e pK;=6,16
e Nome: Sulfametazina
e Nome IUPAC: 4-amino-N-(4,6-dimetilpirimidin-2-
i)
0O 0 N~ benzeno-1-sulfonamida
\V/4 /]\ | e N°CAS: 57-68-1
S\N \N e Foérmula molecular: C1,H14N40,S
H e Massa molar = 278.33 g mol™
e Solubilidade em &gua: 1,5 g L™ (29°C)
HoN e logP=0,89
e pK,=7,59
e Nome: Sulfatiazol
O O N e Nome IUPAC: 4-amino-N-(1,3-thiazol-2-il)
\ // I \ benzeno-1-sulfonamida
S. e N°CAS: 72-14-0
N S e Formula molecular: CgHgN30,S,
H e Massa molar = 255.317 g mol™
HN . ISqubiIidade em &gua: 0,373 g L™ (25°C)
e log P =0,05
o PKa=7,2



http://en.wikipedia.org/wiki/Carbon
http://en.wikipedia.org/wiki/Hydrogen
http://en.wikipedia.org/wiki/Fluorine
http://en.wikipedia.org/wiki/Fluorine
http://en.wikipedia.org/wiki/Oxygen
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e Nome: Sulfamerazina

Nome IUPAC: 4-amino-N-(4-metilpirimidin-2-
il)benzeno-1-sulfonamida

N° CAS: 127-79-7

Formula molecular: C11H12N40,S

Massa molar = 264,304 g mol™

Solubilidade em agua: 0,202 g L™ (20°C)
logP =0,14

pKa = 6,99

//O
N\
=z O
\ =
o
T
w

Cl

Nome: Sulfacloropiridiazina

Nome IUPAC: 4-amino-N-(6-cloropiridiazin-3-
illbenzeno-1-sulfonamida

N 4 =~ N N° CAS: 80-32-0

Férmula molecular: C1oHgCIN,O,S

Massa molar = 284,72 g mol™

Solubilidade em agua: 7 g L™

logP=1,018

pKa =5,9

N

e Nome: Sulfametizol

O O N”N Nome IUPAC: 4-amino-N-(5-metil-1,3,4-thiazol-
\// ’ \>\ 2-il)benzeno-1-sulfonamida
N° CAS: 144-82-1
Foérmula molecular: CgH1gN4O5S,
Massa molar = 270,331 g mol™*
Solubilidade em agua: 1,05 g L™ (37°C)
log P =0,54
K, = 6,71

H,>N

Nome: Sulfaquinoxalina

e Nome IUPAC: 4-amino-N-2-
quinoxalinilbenzenosulfonamida

N° CAS: 59-40-5

Formula molecular: C14H12N405S

Massa molar = 300,366 g mol™
Solubilidade em agua: 0,45 g L™ (25°C)
log P =1,68

pK, = 5,65

//o
\\QO
T\

Para as determinacdes dos quimioterapicos, as amostras foram filtradas em
membrana de 0,45 um de porosidade. Posteriormente, foram acidificadas até pH 3

com adicao de H,SO,.

Para a extracdo em fase sdlida (SPE), foram utilizados cartuchos Oasis HLB
de 6 mL com 200 mg de fase que foi condicionado com 6 mL de metanol e 6 mL de
agua destilada acidificada com H,SO, até pH 3. Todos as etapas do procedimento

de SPE foram realizadas com vaz&o de aproximadamente 10mL min™.
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Foi utilizado um volume de 1 L de amostra com vazao de aproximadamente
10 mL mim™. Ap6s passar todo o volume de amostra, o cartucho foi lavado com
6mL de agua acida (destilada e acidificada com H,SO,) a pH 3 para a retirada dos
interferentes e seco a vacuo. Posteriormente, os quimioterapicos foram eluidos com
2 x 2 mL de metanol mais 2 mL de metanol com 1% em volume de &cido férmico. O
eluato foi levado a secura com N, e aquecimento em banho com temperatura abaixo
de 60°C e ressuspendido em 1 mL de uma solucéo 10:90 em volume de acetonitri-

la:agua acida a pH 3. Apds foram filtradas em membrana de 0,22 um de porosidade.

As analises foram realizadas em um sistema ACQUITY UPLC — Xevo TQ MS
LC/MS-MS, constituido de um auto-injetor modelo Sample Manager; Bomba de U-
PLC, modelo Binary Solvent Manager; Forno cromatografico, High-Temp Column

Heater, todos da Waters; Coluna analitica Waters C8 (2,1 mm x 50 mm x 1,7 pum).

No desenvolvimento do método MRM (Multiple Reaction Monitoring) foram o-
timizadas a voltagem do capilar e do cone, energia de colisdo e temperatura de des-
solvatacdo. Em seguida, deu-se inicio a otimizacdo da separacdo cromatogréfica e,

por fim, do dwell time.

A separacao cromatografica foi realizada em modo gradiente, empregando-se
uma vazdo de 0,3 mL min™, utilizando-se ACN e H,O com 0,1% de acido férmico
como fase movel. A temperatura do forno foi mantida a 40°C. Foram monitoradas
24 transicdes (m/z), sendo um primeiro ion de quantificacdo e um segundo de con-
firmacao, para cada um dos analitos de interesse. O sistema ACQUITY UPLC — Xe-
vo TQ MS LC/MS-MS foi operado no modo positivo (ES+), nas seguintes condicoes:
tensdo no capilar 3,0 kV; voltagem no cone 30 kV; temperatura da fonte 150°C;
temperatura de dessolvatacdo 400°C; vazdo do gas de dessolvatacdo 800 L h™:;

vazdo do gas de colisdo 20 mL min™*.

Os padrdes analiticos dos farmacos foram adiquiridos da Sigma-Aldrich®. As
solucdes-estoque foram preparadas em ACN:MeOH (50:50) e armazenadas em fre-
ezer. As curvas analiticas foram construidas com sete pontos e em triplicata, os co-
eficientes lineares e angulares foram calculados através da equacado da reta obtida
graficamente por meio da média das areas dos cromatogramas em funcdo da con-

centracdo nos sete niveis.
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Para o desenvolvimento, a otimizagdo do método e a construgdo das curvas

analiticas foi utilizada agua do mar sintética de acordo com a U.S. Environmental

Protection Agency (EPA, 2002).

Foram preparados 20 L de 4gua do mar sintética. Foram dissolvidos os sais

de acordo com a Tabela 4, em agua deionizada. A solucéo foi aerada por 24 horas.

Tabela 4 — Composicao da agua do mar sintética.

Composto Concentracdo (g/L) Quantidade p/ 20 L (g)
NaCl 21,03 420,6
Na,S0, 3,52 70,4
KCl 0,61 12,2
KBr 0,088 1,76
Na,B,07:10H,0 0,034 0,68
MgCl,-6H,0 9,50 190,0
CaCl,-2H,0 1,32 26,4
SrCl,*6H,0 0,02 0,400
NaHCO; 0,17 3,40

FONTE: EPA, 2002, p. 34.

3.5 Anélise de Carbono Orgéanico Dissolvido

Para a determinac&o de Carbono Organico Dissolvido (COD), as amostras fo-
ram filtradas em membrana de 0,45 pum de porosidade e posteriormente analisadas

em um analisador TOC Sievers InnovOx da marca GE®.

3.6 Determinacédo da salinidade

Para se determinar a salinidade de cada ponto de coleta, uma determinada
massa de amostra foi adicionada a um béquer tarado. O béquer foi levado quase a
secura em banho-maria e, em seguida, a estufa a 140°C por aproximadamente 1

hora. Apos esfriar em dessecador, o béquer com os sais secos foi pesado a massa

constante.
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3.7 Concentragéo de saturacao de oxigénio dissolvido

Utilizando-se a salinidade e a temperatura de cada ponto de coleta, fez-se o
calculo da concentracdo de saturacdo de oxigénio dissolvido. De acordo com Ben-
son e Krause (1984), a concentracdo de saturacao de oxigénio dissolvido pode ser
calculada pela Equacédo 1, onde Cs é a concentracdo de saturacdo de oxigénio dis-
solvido [umol kg™]; T é a temperatura [K]; S é a salinidade [%o]. As constantes s&o:
A = -1,352996 x 10% B = 1,572288 x 10° C = -6,637149 x 10"; D = 1,243678 x
10", E =-8,621061 x 10'; F =2,0573 x 10% G =-1,2142 x 10%; e H = 2,3631 x
10°.

B C D E G H 5
InC; = A+ ;+ F+F+F_SX(F+?+F) (Equacéo 1)
3.8 Andlise dos Resultados

A distribuicdo espaco-temporal foi determinada por Analise de Componentes
Principais (PCA), utilizando o software PAST® (HAMMER; HARPER; RYAN, 2001).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Parametros determinados in situ

A Tabela 5 apresenta os resultados das andlises realizadas nos pontos de co-
leta de ambas as campanhas.

Tabela 5 — Resultado das analises realizadas in situ.

2014 2015
AMOSTRA| T oD ORP* T oD ORP*
) (mg L™ pH (mV) (C)  (mgL™)  pH (mV)
L1 19,5 5,85 6,46 90,0 25,7 4,52 7,33 77,8
L2 21,0 7,13 6,41  283,8 23,9 6,21 7,11 162,3
G1 22,5 6,10 6,29 1124 25,6 3,90 6,94 -20,6
G2 26,0 5,94 7,76 50,4 30,7 4,34 7,94 -35,8
Al 22,4 0,93 6,34  -246,2 26,9 0,27 7,16 -113,6
A2 24,4 6,02 7,88 28,4 30,4 5,16 8,24 -14,7
11 24,3 1,27 7,38 92,2 31,4 2,5 7,94 97,4
12 26,1 4,06 7,80 76,7 32,4 5,95 8,02 9,4
B1 23,4 6,14 7,98 43,1 29 5,19 8,42 -14,0
B2 23,8 6,23 8,03 49,1 28,9 3,72 8,35 -16,2
B3 23,9 6,34 8,03 51,7 28,7 5,42 8,47 -14,5
B4 23,8 6,41 8,06 56,3 29 5,69 8,49 -12,2
B5 22,5 6,76 8,05 50,3 28,8 5,76 8,49 -13,4
B6 23,7 4,58 7,84 68,5 29,2 5,02 8,32 -3,6
B7 23,8 5,59 7,98 68,2 29,4 4,36 8,42 -20,8
B8 24,0 5,64 8,10 66,2 29,7 3,48 8,38 -18,3

* Potencial redox

Os resultados de pH obtidos durante a primeira e segunda campanha varia-
ram de 6,29 a 8,28 nos rios e de 7,84 a 8,49 na baia. A concentragdo de fons H*
afeta de maneira significativa a solubilidade de diversos compostos, tais como me-
tais adsorvidos em sedimentos e a toxicidade dos compostos. Segundo a Resolu-
cdo CONAMA 357/05, os valores de pH para aguas salobras e salinas devem estar
dentro do intervalo de 6,5 a 8,5. Portanto, os valores obtidos enquadram-se dentro
dos limites estabelecidos com excecédo dos pontos Al, G1, L1 e L2 da campanha de

2014 que apresentaram pH abaixo de 6,5.
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Analisando-se a Figura 11, onde é apresentada a diferenca entre o pH medi-
do e 7,5 (que é a média do intervalo permitido pela resolucdo CONAMA 357/05),
nota-se que, de maneira geral, a baia apresentou pH mais alcalino e os rios leve-
mente acidos, como era de se esperar devido a maior quantidade de sais dissolvidos
na baia. Nota-se também que a baia sofre muito pouca variacdo de pH quando

comparada aos rios.

Figura 11 — (pH — 7,5) em ambas as campanhas de amostragem (B inverno e M verao).

1,0 H

0,5+

-0,5 -

-1,0 4

i —rrTrTrTrTTT l T T T T T T T T T Tt T
L1 L2 G1 G2 A1 A2 11 12 B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8
Locais de Amostragem

No inverno, os valores de pH se apresentaram mais baixos que no verao, ou
seja, no verao as aguas estavam mais alcalinas que no inverno. Como o0 verao € a
época chuvosa, isso provavelmente se deve a acidez da chuva. Segundo Kaushal
et al. (2013), chuvas acidas dissolvem rochas e pavimentos ricos em metais alcali-
nos e alcalinos terrosos, levando-os para os corpos d’agua e acarretando a sua alca-

linizacao.

A temperatura dos corpos d’agua na primeira campanha variou de 19,5 a
26,7°C nos rios e 22,5 a 24,0°C no mar. Na segunda campanha variou de 23,9 a
33,1°C nos rios e 28,7 a 29,7°C no mar. A temperatura exerce influéncia em outros
parametros fisico-quimicos tal como condutividade e concentracédo de oxigénio dis-
solvido. Como a primeira campanha de amostragem foi realizada no final do periodo

seco correspondente ao final do inverno e a segunda campanha foi realizada no final
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do periodo chuvoso correspondente ao final do verdo, os resultados obtidos apre-

sentaram coeréncia sazonal.

Os valores de potencial de oxirreducdo na primeira campanha foram positi-
vos, salvo o ponto A1 com — 246,2 mV e na segunda campanha foram negativos,
salvos os pontos L1 com 77,8 mV e L2 com 162,3 mV. Na Figura 12 pode-se notar
que no inverno os corpos d’agua apresentaram-se predominantemente oxidantes e
no verao, redutores. Valores baixos de potencial de oxirreducéo estéo provavelmen-
te relacionados com baixas concentragdes de oxigénio dissolvido, situagdo na qual
0s processos redutivos sdo dominantes, tais como a respiracdo anaerdbia de bacté-

rias, resultado de uma provavel contaminacao por esgoto domeéstico.

Figura 12 — ORP em ambas as campanhas de amostragem (B inverno e B verao).

300

ORP (mV)
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L1 L2 G1 G2 AMM A2 1 12 B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8
Locais de Amostragem

Os resultados obtidos de oxigénio dissolvido durante a primeira campanha de
amostragem foram, no geral, maiores do que na segunda campanha. A Tabela 6,
mostra os valores de OD minimos para diferentes classes de aguas, segundo a Re-
solucdo CONAMA 357/05.
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Tabela 6 — Classificacéo das aguas segundo a Resolugdo CONAMA 357/05.

Aguas

Aguassalinas  _~ '~ OD(mgl Y)
Classe | — >6,0
Classe Il Classe | >5,0
Classe I Classe Il >4,0

Classe 11l >2,0

Uma concentracdo de oxigénio dissolvido adequada é indispenséavel para a
manutenc¢do da vida aquatica. O despejo de efluentes domésticos ou industriais que
aumentem a concentragdo de matéria organica nos corpos d’agua receptores contri-
bui para o processo de eutrofizacdo, pois causam aumento na atividade biologica e

consequentemente maior consumo de oxigénio.

De acordo com a Tabela 7, os pontos G2 e L2 da primeira campanha se en-
guadram como aguas salinas. Nota-se que na primeira campanha (Tabela 5), dos
pontos de agua salobra, A2, L1 e G1 apresentaram OD superior a 5,0 mg L™, ou
seja, se enquadram como classe | neste parametro. O ponto 12 se enquadra como
classe Il e os pontos 11 e A1 ndo se enquadram sequer como classe lll, pois apre-
sentaram OD inferior a 2 mg L™*. Dentre os pontos de &gua salina, L2, B1, B2, B3,
B4 e B5 se enquadram como classe I. Os pontos B7 e B8 se enquadram como

classe Il e 0 ponto B6 se enquadra como classe llI.

Na segunda campanha de amostragem somente os pontos B3 e B4 se en-
guadram como aguas salinas (Tabela 7). Os pontos L2, A2, 12, B1, B5 e B6 apresen-
taram OD superior a 5,0 mg L™, ou seja, classe | neste parametro. Os pontos L1,
G2 e B7 se enquadram como classe Il. Os pontos G1, 11 B2 e B8 se enquadram
como classe Ill. O ponto Al ndo se enquadra sequer como classe lll, por possuir
OD inferior a2 mg L™*. Os pontos de &gua salina baia, B3 e B4 se enquadram como

classe Il.

Talvez mais importante que o OD seja a diferenca entre ele a concentracao
de saturacéo de oxigénio (Cs). Para calcula-la, determinou-se a salinidade de cada
ponto de amostragem e, de posse dos valores de temperatura, usou-se a

Equacdo 1. O resultado é mostrado na Tabela 7. Nota-se que, com excecdo do
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ponto B4 na primeira campanha, todos os pontos de coleta estavam abaixo da con-

centracao de saturacdo de oxigénio dissolvido e alguns pontos se destacam por es-

tar muito abaixo, tal como o ponto Al e I1 da primeira campanha e os pontos G1 ,

Al, 11, B2 e B8 da segunda campanha.

Tabela 7 — Concentracdo de saturagéo de oxigénio dissolvido de cada ponto de amostragem.

2014 2015
Cs oD Cs oD
AMOSTRA | %o sal (ppm) (ppm) %o sal (ppm) (ppm)
L1 1,58 8,73 5,85 1,29 8,07 4,52
L2 41,4 6,55 7,13 22,3 6,84 6,21
G1 13,0 7,67 6,10 4,79 7,66 3,90
G2 32,7 6,38 5,94 26,9 6,14 4,34
Al 1,39 8,28 0,93 1,93 7,62 0,27
A2 25,8 6,84 6,02 10,9 6,80 5,16
11 1,91 7,98 1,27 1,19 7,10 2,50
12 33,1 6,35 4,06 21,9 6,16 5,95
Bl 37,6 6,45 6,14 28,3 6,25 5,19
B2 33,6 6,57 6,23 28,7 6,24 3,72
B3 46,8 6,03 6,34 32,4 6,12 5,42
B4 44,1 6,14 6,41 33,6 6,04 5,69
B5 20,3 7,32 6,76 21,2 6,55 5,76
B6 27,3 6,85 4,58 24,4 6,38 5,02
B7 37,8 6,40 5,59 22,7 6,43 4,36
B8 33,0 6,57 5,64 25,0 6,31 3,48

Analisando-se a Figura 13, pode-se notar a diferenca de salinidade entre a

campanha de amostragem do inverno (seco) e a do verdo (chuvoso). Com a menor

precipitagdo no inverno os sais dissolvidos nos corpos d’agua estavam mais concen-

trados que no periodo chuvoso, correspondente ao verao.

Segundo a resolugdo CONAMA 357/05 &guas salinas sdo aquelas com mais

de 30%o de salinidade, salobras entre 0,5 e 30%o € abaixo de 0,5%0 sao classificadas

como agua doce.
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Figura 13 — Salinidade em ambas as campanhas de amostragem (B inverno e B verdo).
50
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Nota-se que nenhum dos locais de amostragem pode ser classificado como
agua doce; mesmo 0s rios apresentaram aguas salobras e como era de se esperar
a salinidade aumenta conforme o rio se aproxima do mar, tornando-se salinos em

sua foz devido a penetracdo do mar nos rios. No verdo a agua da baia esta majori-
tariamente salobra.

A Figura 14 apresenta, entdo, o “desvio” em relagdo a concentragédo de satu-
racao de oxigénio em cada ponto de amostragem, em ambas as coletas. De manei-
ra geral, independentemente da estacdo do ano, os pontos de amostragem apresen-
taram deplecdo do oxigénio dissolvido, e este fato é ainda pior no verdo. Os pontos
L2, B3 e B4 do inverno de 2014 apresentaram valores de OD ligeiramente acima da

Cs, talvez indicando uma possivel eutrofizacdo (ANA, 2016).
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Figura 14 — (OD — Cs) em ambas as campanhas de amostragem (B inverno e B verdo).
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A deplecdo de oxigénio é maior nos rios do que na baia e o rio Acarau é o
mais impactado, independentemente da época do ano. De uma maneira geral 0s
pontos da baia que estdo mais proximos a praia apresentam maior deplecdo de oxi-
génio quando comparados aos pontos da saida da baia. Dos pontos na baia, o pon-
to B8, localizado proximo a foz do rio Acarau, apresentou menor teor de OD, no ve-

rdo de 2015 e o ponto B6 o0 menor no inverno de 2014.

Comparando-se a Figura 14 com a Figura 12, nota-se que os locais de amos-
tragem com maior deplecdo de oxigénio apresentaram menor potencial de oxirredu-
cdo, atestando um meio redutor, enquanto que nos pontos onde OD estava mais
préximo de Cs, ou até mesmo maior, 0 meio estava oxidante, como era de se espe-

rar.

4.2 Andlise de carbono orgéanico dissolvido

A Tabela 8 apresenta os dados obtidos na determinagéo de carbono orgéanico

dissolvido.
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Tabela 8 — Concentrag¢é@o carbono orgéanico dissolvido em cada ponto de amostragem.

COD (mg L™
AMOSTRA 2014 2015
L1 1,60 2,35
L2 2,62 3,22
G1 1,90 2,58
G2 4,19 4,19
Al 6,73 7,19
A2 8,11 2,49
11 2,72 3,26
12 2,31 1,99
B1 4,63 1,68
B2 1,52 1,27
B3 2,51 3,34
B4 1,74 1,02
B5 1,36 0,96
B6 1,69 0,61
B7 1,17 2,48
B8 4,25 0,99

A Figura 15 apresenta uma comparagdo entre o inverno e o verdo, nota-se
gue no inverno e no verao a concentracdo de COD se mantém praticamente cons-
tante, considerando maior precipitacdo no verao e entao diluigdo nos corpos d’agua,

0 aumento da densidade demografica neste periodo compensa esse fenémeno.

Comparando-se a Figura 15 com a 14, pode-se notar que quanto maior a
concentracdo de COD, menor é a concentracdo de OD, isso se deve provavelmente
ao aumento do consumo de oxigénio ocasionado pelo aumento na atividade bacteri-

ana pelo excesso de nutrientes no corpo d’agua.
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Figura 15 — Concentracao de carbono organico em ambas as campanhas
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4.3 Analise dos antimicrobianos

Durante o desenvolvimento do método cromatogréfico, buscou-se uma anali-
se cromatografica capaz de separar, identificar e quantificar, no menor tempo possi-
vel, os antimicrobianos das classes das sulfonamidas e das fluoroquinolonas na
mesma analise em uma matriz real. A Tabela 9 apresenta o gradiente de eluicdo do
método e a Figura 16 apresenta o cromatograma de ions totais (TIC) para as 7 SAs ,

as 4 FQs e a trimetoprima.

Tabela 9 — Gradiente de eluicdo utilizado no método cromatogréfico multirresiduo desenvolvido (va-
z&0 = 0,300 mL min™).

Tempo o o
(min) %A (H,0)  %B (ACN)
0,00 95 5
3,00 85 15
4,50 60 40
4,60 35 65
5,10 35 65
5,50 95 50

7,00 95 50




43

Figura 16 — Exemplo de cromatograma de ions totais obtido para uma amostra da 4gua do mar sinté-
tica, fortificada com fluoroquinolonas e sulfonamidas (500 ng L'l).
MBEM of 26 Channels E :?7
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As sulfonamidas apresentam padrédo de fragmentacao tipico com os ions de
guantificacdo m/z 156, 92 e 186. Os ions que se mostraram mais intensos foram
escolhidos como ions de quantificacdo e os segundos mais intensos como ions de
determinacdo. As energias de colisdo foram otimizadas individualmente para cada
composto. Esta otimizacdo dos ions de determinacédo e quantificacdo e os demais
parametros foram selecionados por meio do software Masslynx v4.1 Intellistarts™
(Tabela 10).
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Tabela 10 — Parametros de quantificacédo e confirmacéo no modo MRM (Multiple Reaction Monito-
ring). Tempo de aquisicdo (dwell time) = 0,030 s.

Composto tr Clr?rrinnfgr?ct)o Fragmento Energia do Engrg~ia de
(min) (m/z) (m/z) Cone (V) coliséo (V)
Sulfametoxazol* 3,98 254,01 107,97 14 22
Sulfametoxazol 3,98 254,01 155,98 14 16
Sulfatiazol* 1,93 256,01 92,00 14 24
Sulfatiazol 1,93 256,01 155,97 14 14
Sulfamerazina* 2,16 265,08 92,00 16 30
Sulfamerazina 2,16 265,08 155,92 16 16
Sulfametizol* 2,82 271,08 92,00 12 26
Sulfametizol 2,84 271,08 155,93 12 14
Sulmetazina* 2,73 279,07 92,00 16 28
Sulmetazina 2,73 279,07 186,01 16 18
Sulfacloropiridiazina* 3,50 285,03 92,00 14 28
Sulfacloropiridiazina 3,49 285,03 155,98 14 14
Trimetoprima* 2,18 291,14 123,02 24 24
Trimetroprima 2,18 291,14 230,02 24 24
Sulfaguinoxalina* 4,61 301,08 92,00 16 28
Sulfaguinoxalina 4,61 301,08 155,97 16 16
Norfloxacina* 2,42 320,16 276,00 18 23
Norfloxacina 2,42 320,16 302,00 18 29
Ciprofloxacina* 2,56 332,16 231,05 18 34
Ciprofloxacina 2,57 332,16 288,00 18 25
Pefloxacina* 250 334,16 233,06 18 26
Pefloxacina 2,50 334,16 290,00 18 25
Enrofloxacina* 298 360,16 245,10 18 28
Enrofloxacina 2,98 360,16 286,04 18 32

* Transi¢Bes de quantificacéo.

Para se determinar o limite de quantificacdo (LOQestimado)), fez-se uma analise

de uma amostra de concentracdo conhecida e de acordo com a relacdo Sinal/Ruido

estimou-se a concentracdo onde iria se obter a relacdo Sinal/Ruido igual a 10. Esta

concentragao € 0 LOQ (estimado)-

As curvas analiticas foram construidas nas concentractes de LOQ (estimado), 50,

150, 250, 350, 450 e 550 ng L™, para as sulfonamidas e trimetoprima e nas concen-

tracdes de LOQ (estimado), 100, 200, 300, 400, 500 e 600 ng L™, para as fluoroquinolo-

nas.
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Na Tabela 11 sdo apresentados as equacoes de reta e os coeficientes de de-

terminacdo (R?) para as SAs e FQs.

Tabela 11 — Linearidade para a deteccéo de sulfonamidas e fluoroquinolonas.

Composto LinNearidade ]

Equacéao R
Sulfametoxazol y =12,624x + 71,926 0,994
Sulfatiazol y = 46,352x + 526,89 0,996
Sulfamerazina y =57,533x + 1032,1 0,993
Sulfametizol y =22,466x — 110,3 0,991
Sulfametazina y =52,973x + 753,67 0,992
Sulfacloropiridiazina y = 26,56x — 38,458 0,995
Sulfaquinoxalina y = 40,978x — 305,27 0,994
Trimetoprina y = 88,305x + 436,52 0,994
Norfloxacina y =5,7202x + 170,56 0,972
Ciprofloxacina y = 5,0813x — 68,375 0,955
Perfloxacina y = 26,253x + 329,22 0,987
Enrofloxacina y = 37,129x + 309,16 0,991

Para a determinacdo do limite de quantificacdo (LOQ) e limite de deteccao
(LOD), seguiu-se a Resolucdo 899 da ANVISA que estipula que o limite de detecc¢ao
pode ser calculado pelas Equacdes 2 e 3, nas quais DP, € o desvio-padréo do inter-
cepto com o eixo y de, no minimo, trés curvas de calibracdo construidas contendo
concentragcfes proximas ao suposto limite de quantificacdo e IC € a inclinacdo da

curva de calibracéo.

DP, X3

LOD = Iac (Equacio 2)
DP,X10

LOQ = (;C (Equacdo 3)

Na Tabela 12 sdo apresentados os valores de LOQ e LOD para cada com-
posto quantificado. A Tabela 13 apresenta os valores das concentracdes dos anti-

microbianos, em ng L™, em cada ponto de coleta.



Tabela 12 — LOD e LOQ do método utilizado.

Antimicrobiano LOD(ng/L) LOQ(ng/L)
Sulfametoxazol 3,76 12,54
Sulfatiazol 6,67 22,23
Sulfamerazina 4,13 13,76
Sulfametizol 14,91 49,69
Sulfametazina 6,13 20,42
Sulfacloropiridazina 14,19 47,31
Sulfaquinoxalina 7,05 23,49
Trimetoprina 4,06 13,55
Norfloxacina 27,14 90,46
Ciprofloxacina 74,67 248,89
Perfloxacina 16,65 55,49

Enrofloxacina 20,99 69,97
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Tabela 13 — Resultado da determinag&o de antimicrobianos SAs e FQs nos pontos de coleta (ng L™). ° <LOD; © <LOQ

STZ SMR SMZ SMT SCP SQX TMP NOR CIP PEF ENR

AMOSTRA SMX

ANO

L1

L2
L3

Gl

G2

G3

Al

A2

11
12
Bl

2014

B2

B3

B4
B5

149,72 D

D

B6

B7

B8

L1

L2
L3
Gl

G2

G3

D

22,265

Al

162,87 D

D

A2

11
12
B1

2015

B2

B3

B4

B5

B6

B7

B8
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4.4 Anélise quimiométrica

Para uma melhor interpretacdo dos resultados fez-se uso da ferramenta qui-
miométrica Andalise de Agrupamentos Hierarquicos (HCA), agrupando as amostras

por similariade entre elas.

Foram utilizadas as variaveis: deplecdo de oxigéio (OD — Cs), pH, potencial
de oxirreducdo (ORP) e carbono organico dissolvido (COT).

4.4.1 Campanhado inverno de 2014

A Figura 17 mostra o resultado da HCA da campanha do inverno de 2014.

Figura 17 — HCA da campanha inverno 2014.
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Pode-se notar que o ponto A1 € muito diferente dos demais e que o ponto L2
também se diferencia, porém em menor grau. Nota-se um agrupamento formado
pelos pontos G1, 11 e L1 e outro por G2, A2, 12, B1, B2, B3, B4, B5, B6, B7 e B8.
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Analisando-se os dados brutos, verifica-se que o ponto Al apresenta maior
deplecéo de oxigénio e o menor potencial redox (ORP) de toda a campanha de a-
mostragem de 2014 (-246,2 mV). O ponto L2 se diferencia dos demais por possuir o
maior potencial redox da campanha de 2014 (+283,8 mV). O ponto |1 se diferencia
dos demais por apresentar a segunda maior deplecéo de oxigénio e o ponto A2 se
diferencia dos demais por apresentar maior concentracdo de carbono organico dis-
solvido (8,11 mg L ™).

O cluster formado pelos pontos G1 e 11 apresentaram os menores valores de
pH e os maiores valores de ORP, depois do ponto L2.

O agrupamento formado pelos pontos G2, 12, B1, B2, B3, B4, B5, B6, B7 e
B8, ndo se destacam em nenhum parametro, nota-se que sao pontos da baia e da

foz dos rios.

Verificou-se a ocorréncia de duas sulfonamidas — sulfametoxazol (Al e I12) e
sulfaquinoxalina (L2, G2 e B2) — e uma fluoroquinolona — norfloxacina (B5, B6, B7

e B8), na campanha de 2014.

O ponto Al se destaca durante a analise dos resultados. Esse ponto €, de fa-
to, muito diferente dos demais por apresentar a maior deplecdo de oxigénio e, con-
sequentemente, um potencial redox negativo. Durante a coleta era forte o odor ca-
racteristico de sulfeto e havia muitos aguapés no rio, indicativos da eutrofizacdo do

corpo d’agua.

Nota-se que os rios diferem entre si, tendo perfis de contaminacédo distintos.
Porém, nenhum deles impacta, por si s6, de maneira significativa a baia. Esta, por
sua vez, apresenta perfis mais homogéneos apesar de, nos pontos B5, B6, B7 e B8
ter sido detectada a presenca de norfloxacina, diferentemente dos outros pontos da
baia. Observa-se também que os pontos nos quais foi detectada a presenca de an-
timicrobianos sédo, de modo geral, pontos da baia e na foz dos rios, um indicativo de
gue a contaminacao esteja ocorrendo, provavelmente, devido ao descarte de esgoto

doméstico nos rios.

Dos trés pontos na saida da baia, o B5 chama a atencdo por ser o Unico no

gual foi encontrada norfloxacina. Nao foi observada no local nenhuma possivel fonte
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deste farmaco. Logo, ndo se péde chegar a uma conclusdo sobre o0 que ocasionou

a presenca de norfloxacina no ponto B5.

4.4.2 Campanha do verao de 2015

A Figura 18 mostra o resultado da HCA na campanha do verao de 2014.

Figura 18 — HCA da campanha verdo 2015.
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Analisando-se os dados brutos, verifica-se que os pontos L1 e L2 sdo diferen-
tes dos demais, os pontos Al e I1 formam um agrupamento e os pontos G1, G2, A2,

12, B1, B2, B3, B4, B5, B6, B7 e B8, outro.

Os pontos L1 e L2 diferem dos demais devido a varidvel ORP. Esses sdo 0s
Unicos pontos de amostragem que apresentaram potencial redox positivo na campa-

nha de 2015 (+77,8 e +162,3 mV, respectivamente).

Os pontos Al e 11 diferem dos demais devido as variaveis deplecao de oxigé-
nio, COD e ORP, pois apresentaram os maiores valores de deplecdo de oxigénio

(-7,35 e -7,60 mg L™, respectivamente), os valores mais negativos de ORP (-113,6 e
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-97,4 mV, respectivamente) e valores altos de COD (7,19 e 3,26 mg L™, respectiva-

mente) na campanha de 2015.

O agrupamento formado pelos pontos G1, G2, A2, 12, B1, B2, B3, B4, B5, B6,
B7 e B8 ndo se destaca em nenhum parametro. Nota-se que sdo pontos da baia e
da foz dos rios, com excegao do ponto G1.

Foram identificadas apenas sulfonamidas (sulfametoxazol, sulfatiazol, sulfa-
cloropiridazina e sulfaquinoxalina) na campanha de 2015. Os pontos L1, G2, Bl e
B4 sao locais onde ocorreu a presenca de sulfaquinoxalina (SQX), B7 a presenca de
sulfatiazol (STZ), A2 presenca de sulfacloropiridiazina (SCP) e Al a presenca de
sulfametoxazol (SMX).

Nota-se, novamente, que os rios diferem entre si tendo perfis de contamina-
¢ao distintos. Porém, nenhum deles impacta, por si s6, de maneira significativa a

baia.

4.4.3 Ambas campanhas de coleta

A Figura 19 mostra o resultado da HCA de ambas as campanhas.
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Figura 19 — HCA de ambas as campanhas (* sdo pontos de amostragem do verdo de 2015).
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Pode-se notar, em geral, uma separacdo entre a campanha do inverno de

2014 e a campanha do verao de 2015.

Analisando-se os dados brutos percebe-se que a diferenca mais marcante en-
tre as duas campanhas de amostragem foi a mudanca no ambiente redox das a-
guas: no inverno, todos os locais de amostragem menos um apresentaram um po-
tencial redox positivo (ambiente oxidante); no verdo, a situacao inverteu-se. Ou se-
ja, todos os locais de amostragem menos um apresentaram um potencial redox ne-
gativo (ambiente redutor). Isso pode ser atribuido ao aumento expressivo da densi-
dade demogréfica neste periodo, causando uma maior contaminacdo por esgoto
domeéstico. Com relacdo ao pH, os locais de amostragem do inverno de 2014 estéo
levemente acidos, enquanto no verao de 2015 estdo levemente basicos, e com rela-
cdo a deplecao de oxigénio, de modo geral, no inverno de 2014 houve menor deple-

¢ao do que no verdo de 2015.

O ponto Al se diferencia dos demais em ambas as campanhas, principalmen-
te devido a uma baixa concentracdo de oxigénio dissolvido, potencial de oxirreducéo
bem negativo, uma concentracdo de COD relativamente alta e a presenca de SMX.
A semelhanca dos parametros observados sugere que o ponto Al sofre contamina-

¢céo constante, independentemente da época do ano.



53

Os Rios Grande (G2) e Lagoa-Tavares (L2 em 2014 e L1 em 2015) apresen-
taram-se contaminados com SQX, nas duas campanhas de amostragem indicando,

também, uma contaminacdo possivelmente constante ao longo do ano.

Observa-se a ocorréncia de NOR nos pontos B5, B6, B7, B8 de 2014, ocor-
réncia de SQX nos pontos B2, G2 e L2 em 2014 e L1, G2, B1, B4 em 2015.

Segundo dados do Instituto Nacional de Meteorologia — INMET, num periodo
de 15 dias antes da coleta no inverno de 2014, a precipitacdo para a cidade de Para-
ti-RJ, que € vizinha de Ubatuba-SP, foi de 41 mm e no verao de 2015, 95 mm.

Considerando-se que a precipitacao na cidade de Ubatuba também tenha do-
brado no verdo em relacédo ao inverno, esse aumento pode ter sido a causa da au-
séncia de NOR na campanha do verdo de 2015, ja que esse farmaco teve o maior
LOD dentre os detectados.

Um fator que pode ter contribuido para o fato de ndo terem sido detectadas
outras fluoroquinolonas nas amostras coletadas é que elas sofrem fotélise em meio
aquoso. A luz solar é capaz de promover a fotdlise das fluoroquinolonas, mesmo na
presenca de outros compostos fotossensiveis, o que poderia fazer com que fossem

rapidamente degradadas apods o seu descarte (STURINI et al., 2012).
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5 CONCLUSAO

Foi possivel comprovar que os quatro rios pesquisados e a baia de Ubatuba
encontram-se de alguma forma contaminados. Os dados obtidos sugerem que a
contaminacdo mais frequente deva ser por esgoto doméstico, porém fazem-se ne-
cessarias andlises adicionais, como fésforo total, nitrogénio total, DBO e DQO (esta-
belecidas pela resolucdo CONAMA 357/05) para se ter um maior grau de certeza.

Notadamente, o rio Acarau encontrou-se bastante impactado. Em ambas as
campanhas as analises feitas tiveram resultados préximos, mostrando uma contami-
nacao recorrente deste corpo d’agua. Segundo a CETESB, ha uma estacéo de tra-
tamento de esgoto (ETE) no rio Acarau e todo o esgoto coletado no bairro de Praia
Grande, apos passar por uma ETE de responsabilidade da Associacdo dos Morado-
res de Praia Grande, é despejado no rio Acarau. No entanto, a jusante da ETE, no
trecho urbano, ele volta a receber varios despejos de esgoto doméstico.

O rio Grande estava impactado. Em ambas as campanhas de coleta houve a
presenca de SQX na foz e em todos os locais de amostragem houve deplecdo de
oxigénio. O rio Lagoa-Tavares e o rio Indaia também estavam impactados. Em to-
dos os rios foram encontrados quimioterapicos antimicrobianos e, como era de se
esperar, na baia que recebe suas aguas também. E preocupante a presenca de
antibidticos nas amostras coletadas, pois pode estar sendo induzida resisténcia nas

bactérias dos corpos d’agua da regiao.

O uso da ferramenta quimiométrica Analise de Agrupamentos Hierarquicos
(HCA), auxiliou a interpretacdo dos dados obtidos. Com ela foi possivel visualizar

grupos separados de acordo com a similaridade dos dados.

Observou-se uma variacao espacial nos perfis de contaminacdo por quimiote-
rapicos antimicrobianos nos corpos d’agua pesquisados. Os rios Grande e Lagoa-
Tavares estiveram predominantemente contaminados com a SQX e os rios Acarau e
Indaia com SMX. J& na baia, além dessas duas sulfas, detectou-se também a pre-
senca de NOR e STZ. Observou-se, ainda, que nenhum dos rios determinou os per-

fis de contaminagcdo encontrados na baia.
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Uma variacdo temporal pode ser claramente observada na HCA, pois houve
uma separacédo significativa das aguas amostradas entre o inverno e o verdo. As
variaveis ORP, pH e deplecdo de oxigénio apresentaram diferencas significativas
entre o inverno e o verao, o suficiente para diferenciar as campanhas. No veréo de
2015 os locais de amostragem apresentaram-se com maior deplecéo de oxigénio e
meio redutor, indicadores de uma possivel contaminacao por esgoto doméstico. Is-
so leva a conclusao de que o expressivo aumento demografico no verao pressiona o

ecossistema da regiéo.

Por fim, pode-se dizer que é preocupante a situacdo da regido da baia de U-
batuba, pois os rios que desembocam nela estdo impactados pelo despejo de esgo-

to doméstico, fonte de quimioterapicos antimicrobianos nos corpos d’agua.
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6 PERSPECTIVAS FUTURAS

Faz-se interessante a inclusdo de outras varidveis aos dados brutos de modo
a enriguecer a discussao dos dados e estas varidveis podem ser: nitrogénio total,
fosforo total, DQO ou DBO e metais, isso em amostras de agua e sedimentos. Con-
siderando-se que cada metal analisado € uma variavel, a somatéria de todas resulta-
ria em uma imensa tabela de dados e a utilizacdo da ferramenta quimiométrica Ana-
lise por Componentes Principais (PCA) serd uma ferramenta interessante para a in-

terpretacédo dos dados.

O aumento do numero de campanhas de coleta também seria interessante,
pois assim pode-se perceber com maior clareza padrbes temporais de contaminacao

nos corpos d’agua.

Também deve ser considerada a inclusdo de locais de amostragem proximos
as nascentes dos rios, para que se tenham informagdes do corpo d’agua antes deste
percorrer a area urbana. Isso nao foi feito neste trabalho devido ao dificil acesso a

estes pontos.
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