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RESUMO

Efluentes hospitalares apresentam, dentre outras caracteristicas, a presenca de
farmacos e seus possiveis produtos de degradacdo, bem como uma concentracdo elevada de
microrganismos. Atualmente, 6rgdos ambientais tem se preocupado com o destino e a
presenca de farmacos em aguas residuais, mesmo ndo tendo uma politica clara de
monitoramento e langamento destes compostos.

Neste trabalho foi estudada a presenca de alguns farmacos comumente utilizados na
regido da serra gaucha, realizando testes de tratamento de efluente. Para a remocdo dos
farmacos do efluente hospitalar foi utilizado um processo de tratamento contendo um reator
anoxico, um reator aerébio e um tanque de membranas, sendo os choques realizados com os
farmacos nas concentracdes de 500 pg L™, 1000 ug L™ e 2000 pg L™, adicionados de maneira
continua e pulsada. Foi analisado o efluente hospitalar proveniente de hospital de categoria
geral, e os analitos estudados foram enalapril (ENA), metformina (MET), paracetamol (PAR)
e tetraciclina (TC).

A determinacdo dos farmacos foi realizada utilizando cromatografia liquida de ultra
performance (UHPLC) acoplada a espectrometria de massas em série (MS/MS).

Para a determinacdo da concentracdo dos analitos, as amostras foram diluidas, e as que
ndo foram possiveis de quantificar por diluicdo foi feito um método de pré-concentracdo com
extracdo em fase sélida (SPE), tendo como sorvente fase polimérica reversa.

Observou-se que o processo € eficiente, removendo o farmaco com percentual médio
de 99% para tetraciclina, 98% para paracetamol, 93% para enalapril, mostrou-se menos
eficiente para metformina, com remocdo de 50%. Com o processo de tratamento pode-se
identificar a formacdo do metabdlito/produto de degradacéo da tetraciclina com m/z 462,29, o
qual foi identificado através de MS/MS.

Residuos de farmacos em efluentes tem chamado a atencdo de pesquisadores ao redor
do mundo, sendo um problema de sadde pablica. Aqui descrevemos um método eficiente para

a remocao dos farmacos testados, bem como métodos analiticos, sensiveis e seletivos.

Palavras-chave: farmacos; produtos de degradacdo, UHPLC-MS/MS e efluente hospitalar.



ABSTRACT

The hospital effluents has, among other features, the presence of drugs and its possible
degradation products, as well as, a high concentration of microorganisms. Currently,
environmental agencies have been concerned with the fate and the presence of
pharmaceuticals in wastewater, while not having a clear monitoring policy and release of
these compounds.

In this work was studied the presence of some pharmaceuticals drugs, prescribed in the
Serra Gaulcha region, in hospital effluent after treatment. To remove the drug from the
hospital effluent treatment process containing an anoxic reactor, an aerobic reactor and tank
membrane and shocks performed with drug concentrations of 500 mg L™, 1000 mg L™ and
2000 mg L™ of continuous and pulsed manner from hospital effluent of general category
hospital. The analytes studied were enalapril (ENA), metformin (MET), paracetamol (PAR)
and tetracycline (TC).

The chemical characterization was performed througt liquid chromatography ultra
high performance (UHPLC) coupled with mass spectrometry (MS/MS).

To determine the concentration the samples were diluted, and those that were not
possible quantify for dilution was done by a method of pre-concentration with solid phase
extraction (SPE), with the sorbent polymer reverse phase.

It was observed that the process is efficient by removing the drug with mean
percentage of 99% for tetracycline, 98% for paracetamol, 93% for enalapril, showed less
efficient for metformin, in removing 50%. Using this treatment process it was identified the
formation of metabolite/degradation product of the tetracycline with m/z 462.29, which was
identified by MS/MS.

Residues of pharmaceuticals in wastewater have drawn the attention of researchers
around the world, being a public health problem. Here we describe an efficient method for the

removal of the evaluated drugs, as well as, sensitive and selective analytical methods.

Key-words: drugs, degradation products, UHPLC-MS/MS and hospital effluent.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos séculos, o crescimento demografico e a expansdo industrial trouxeram
como consequéncia quadros de contaminagdo atmosférica, do solo e dos recursos hidricos em
todo o mundo. Por outro lado, tem havido uma maior conscientizacdo quanto a deterioragdo
do ambiente e a necessidade de se reverter ou minimizar este processo. Neste caminho,
questdes relacionadas a qualidade das dguas tém sido discutidas, tendo em vista que este é um
recurso natural imprescindivel as atividades humanas, onde se destacam, entre outras, o
abastecimento publico e industrial, a irrigacdo agricola, a producdo de energia elétrica,
atividades de lazer e recreacdo e a preservacao da vida aquatica (CETESB, 2014). Assim,
diante dessa conjuntura, temas como reuso, minimizacdo e tratamento de residuos vém
ganhando cada vez mais importancia.

Desde a década de 70, comecou-se a enfatizar a preocupacdo com a presenca de
farmacos em ambientes aquéaticos (GARRISON et al.1976; HIGNITE & AZARNOFF, 1977).
Diversos estudos revelam a presenca de residuos de farmacos em ambientes aquaticos em
varias partes do mundo (SCHEURER et al., 2012; YERGEAU et al., 2012). A principal rota
de aporte deste tipo de contaminante em aguas superficiais € o lancamento do esgoto in
natura, visto que em muitas localidades ha um grande déficit de infraestrutura em saneamento
(IBGE, 2000).

Outra fonte importante é o lancamento de efluentes de estacBes de tratamento de
efluente hospitalar, uma vez que os farmacos sdo utilizados em grande propor¢do e sao
resistentes aos processos de tratamento utilizados (MOHAMMED et al., 2013; SHARMA et
al., 2013; STALDER et al., 2013). No entanto, a preocupacgdo a respeito de tratamento de
efluentes no Brasil ainda esta focada em tratamento de esgotos domésticos que é deficitario. A
contaminacdo aquéatica por medicamentos merece atengdo especial, uma vez que 0s reais
riscos a saude humana e ao ambiente aquéatico ainda séo totalmente desconhecidos. A
preocupacdo quanto a preservacdo dos ecossistemas aquaticos e ao risco potencial de
contaminacdo da agua de abastecimento publico tem incentivado estudos que objetivam
identificar e quantificar esses residuos para que se possa minimizar o descarte e desenvolver

processos eficientes para removeé-los.
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O intuito deste trabalho foi analisar principios ativos de farmacos amplamente
utilizados pela populagédo, como enalapril, metformina, paracetamol e tetraciclina em efluente
de origem hospitalar. Para remocao destes residuos em efluente hospitalar foram feitos testes
via sistema microbiol6gico composto de reator anoxico, seguido de um reator aerébio
associado a membranas. A adicdo de farmacos foi realizada de forma pulsada e continua. Para
complementar os estudos, possiveis metabolitos e/ou produtos de degradacdo formados no
decorrer do processo testado foram avaliados por cromatografia liquida acoplada a

espectrometria de massas.
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2. OBJETIVOS:

2.1 - OBJETIVO GERAL

Analisar de forma qualitativa e quantitativa os farmacos enalapril, metformina,
paracetamol e tetraciclina, e os respectivos produtos de degradacdo e/ou metabdlitos em

efluente hospitalar apds processo de tratamento bioldgico associado a membranas (MBR).

2.2 — OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a eficiéncia do processo, quanto a remocdo dos farmacos (enalapril,
metformina, paracetamol e tetraciclina) do modelo de tratamento com membranas MBR.

- Estimar a toxicidade dos farmacos em estudo pela medicdo da concentracdo dos
mesmos no efluente trabalhado e relacionando com a medicdo que ndo causa efeito
(MEC/PNEC).

- Desenvolver e otimizar um método analitico adequado por cromatografia liquida de
ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas em série, desde a etapa de
extracdo/concentracdo, para quantificacdo e identificacdo dos principios ativos estudados e
seus metabolitos/produtos de degradacdo.

- Determinar possiveis estruturas quimicas dos produtos de degradacdo formados no

processo de tratamento com efluente hospitalar.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 RESIDUOS DE FARMACOS NO AMBIENTE

Dentre os poluentes organicos, 0os produtos farmacéuticos tem sido a classe que mais
tem chamado a atencdo de pesquisadores atualmente devido ao crescente consumo de
medicamentos e as implicacdes ambientais que estes poluentes podem causar (BILA &
DEZOTTI, 2003; PETRIELLO et al., 2014). Um exemplo deste aumento no consumo de
medicamentos vem da Alemanha, onde o0 mesmo superou 100 toneladas por ano (SILVA &
COLLINS, 2011). Quando avaliados por classe, os antibidticos continuam sendo 0s mais
utilizados, no qual o consumo anual foi estimado em 210 toneladas para China (SHAO et al.,
2009), 110 toneladas na Dinamarca e 35 toneladas na Suécia (HALLING-SORENSEN et al.,
1998). No entanto, estes nimeros devem estar subestimados, pois nesses dados ndo estéo
inclusos medicamentos adquiridos sem receituario médico ou ilegalmente. No Brasil, somente
em 2007 com a publicacdo da RDC n°. 27/2007, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) implantou o Sistema nacional de produtos controlados (SNGPC) para justamente
inspecionar o uso de medicamentos controlados e entorpecentes. No entanto, sobre 0 consumo
de outros medicamentos ndo ha dados disponiveis.

Segundo Kim et al. (2007) os primeiros relatos sobre a presenca de farmacos no
ambiente foram publicados na década de 70. Em estudo realizado por Garrison et al. (1976) e
Hignite & Azarnoff (1977) foram detectadas a presenca de &cido cloridrico, metabdlito dos
antilipémicos clofibrato e etofibrato, na faixa de concentracio de pg L™, em efluentes de
estacOes de tratamento de esgoto (ETE) nos Estados Unidos. A principal rota de entrada de
residuos de farmacos no ambiente é o lancamento de esgotos domésticos, tratados ou ndo, em
cursos de agua. No entanto, também devem ser considerados os efluentes das industrias
farmacéuticas, efluentes hospitalares, efluentes rurais e a disposi¢ao inadequada de farmacos
apos expiracdo do prazo de validade (HEBERER 2002a; BILA & DEZOTTI, 2003), a qual
pode formar produtos de degradacdo. A maior parte dos farmacos que chega as ETE ¢é
proveniente de excrecdo metabolica apds prescricdo na medicina humana ou veterinaria
(ABHILASH 2012; WEI et al., 2003). Os residuos seguem com o0 esgoto bruto para as ETE
onde sdo, na maioria dos casos, submetidos a processos convencionais de tratamento
(ZUPANC et al., 2013).
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Farmacos de diversas classes terapéuticas, como antimicrobianos, hormonios,

antilipémicos, anti-inflamatérios, analgésicos, entre outros, tém sido detectados em rios,

esgoto doméstico, aguas superficiais e subterraneas, em concentracdes na faixa de ng L™ a

ng L, em vérias partes do mundo. Alguns exemplos podem ser observados na Tabela 1.

Tabela 1. Farmacos detectados em efluentes.

Farmaco (classe Concentracao Matriz Referéncia
terapéutica) média (pg L) Referéncia/Pais
Amoxicilina 0,013 Esgoto bruto/ Itdlia | Castiglioni et al., 2006.
(antimicrobiano)
Atenolol (B-bloqueador) 0,49 Esgoto bruto/Italia Castiglioni et al., 2006.
0,28 Efluente de ETE/Italia | Castiglioni et al., 2006.
0,050 Agua superficial/ Calamari et al., 2003.
Italia
0,30 Esgoto bruto/Suécia Bendz et al., 2005.
Diclofenaco (anti- 0,16 Esgoto bruto/Suécia Bendz et al., 2005.
inflamatério)
0,12 Efluente de Bendz et al., 2005.
ETE/Suécia
0,33 Efluente de Andreozzi et al., 2003.
ETE/Franca
0,84 Efluente de Andreozzi et al., 2003.
ETE/Grécia
2,47 Efluente de ETE/Italia | Andreozzi et al., 2003.
0,35 Esgoto Lindgvist et al., 2005.
bruto/Finlandia
0,40 Esgoto bruto/Brasil Stumpf et al., 1999.
0,020 Agua Stumpf et al., 1999.
superficial/Brasil
Paracetamol 1,78 Afluente/Espanha Ibanez et al., 2013
(analgésico, antipirético)
0,025 Efluente hospitalar/ Santos et al., 2013
Portugal
0,18 Efluente de ETE/ Yu & Wu, 2011
Estados Unidos
Enalapril (anti- 0,25 Afluente/Espanha Ibanez et al., 2013
hipertensivo)
0,0022 Rios/ Espanha Lopez-Serna et al.,
2012
0,18 Efluente hospital/ Verlicchi et al., 2012

Italia
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Continuacdo da Tabela 1. Farmacos detectados em efluentes encontrados na literatura.

Metformina 81 Efluente ETE/ Oosterhuis et al., 2013
(hipoglicemiante) Alemanha
0,15 Aguas de rios/ EUA Kolpin et al., 2002
1 Aguas de rio/ Scheurer et al. 2012
Alemanha
Tetraciclina 0,11 Agua natural/ EUA Kolpin et al., 2002
(antimicrobiano)
2,7 Agua superficial/ Mulroy 2001
Alemanha
2 Efluente de ETE/ Shao et al., 2009
China

Estudos mostram que o nivel de concentragdo dos farmacos encontrados em ambientes
aquaticos estéa relacionado com o padrdo de consumo dos mesmos pela populacgdo, taxa de
remocao nas ETE, tipo de efluente que aporta nas ETE e sazonalidade (TERNES, 1998;
LINDQVIST et al., 2005; CASTIGLIONI et al., 2006).

Neste contexto, o lancamento de residuos de farmacos em efluente é um tema
relevante para satde publica. No Brasil, a Resolugdo CONAMA n° 430/11, dispde sobre as
condicdes e padrdes de lancamento de efluentes, complementando e alterando a Resolugdo n®
357, de 17 de marco de 2005, estabelece alguns parametros quanto a disposicao do efluente
no corpo receptor. Assim, o efluente ndo deverd causar ou possuir potencial para causar
efeitos tdxicos aos organismos aquaticos no corpo receptor, de acordo com 0s critérios de
ecotoxicidade estabelecidos pelo 6rgdo ambiental competente previsto no Art. 18 desta

resolucdo. Entre as exigéncias, pode-se citar:

§ 1° Os critérios de ecotoxicidade previstos no caput deste artigo devem se
basear em resultados de ensaios ecotoxicol6gicos aceitos pelo érgdo ambiental,
realizados no efluente, utilizando organismos aquaticos de pelo menos dois niveis
troficos diferentes.

§ 2° Cabe ao 6rgdo ambiental competente a especificacdo das vazdes de
referéncia do efluente e do corpo receptor a serem consideradas no céalculo da
Concentracdo do Efluente no Corpo Receptor-CECR, além dos organismos e dos
métodos de ensaio a serem utilizados, bem como a frequéncia de eventual

monitoramento.
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§ 3° Na auséncia de critérios de ecotoxicidade estabelecidos pelo 6érgédo
ambiental para avaliar o efeito toxico do efluente no corpo receptor, devem ser
obedecidas as diretrizes correspondentes.

Assim, melhorias na area de tratamento de efluentes e a busca de novos métodos para
tratamento de &guas residuais tém sido realizados, como por exemplo, 0zonizacdo e osmose,
buscando remover os contaminantes organicos eficientemente (PISARENKO et al., 2012;
SHEN et al., 2013; DANG et al., 2014). No entanto, devido ao alto custo, a maioria das
estacOes de tratamento de efluentes ndo possuem estes processos na sua rotina. Por
consequéncia, residuos destas moléculas organicas nocivas podem ser encontradas em agua
potavel (PEDROUZO et al., 2011).

De forma a facilitar a compreensdo das consequéncias ambientais induzidas pelos

farmacos, o ciclo que 0s mesmos seguem até atingir o0 meio aquético € ilustrado na Figura 1.

Producao do medicamento

!

Medicamentos Vendas/ Disfribuicio Medicamentos de
Veterinarios € _— uso humano
Medicamentos nao
¢ ufilizados ¢
Medicacdo Medicacio
Formacdo de metabolito Estagdo de tratamento de Formagio de metabolito
E Aguas residuais Ar
\ )
Incineracio
v
Solo ﬁ Lamas Resichais Aterro Sanitario

Aguas Superficiais — Aguas Subterraneas

y |

Agcua para consumo Humano

v —

Figural. Fluxo de medicamentos no ambiente (Adaptado de BENGTSSON et al., 2006).
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3.2 EFEITOS NOCIVOS DE RESIDUOS DE FARMACOS EM AGUAS RESIDUAIS

Tavares (2000) relata a resisténcia bacteriana em relagcdo a antimicrobianos langados
em efluentes. Esta resisténcia é variavel entre os paises, regido e origem hospitalar. No
entanto, algumas espécies apresentam resisténcia amplamente difundida em todo o mundo,
por se tratar de processos codificados por diferentes mecanismos bioquimicos.

Niu et al. (2013), em suas analises observaram a degradacdo da tetraciclina por
fotolise, sendo que os possiveis produtos de degradacdo foram avaliados na bactéria
Phosphoreum, onde apresentaram maior toxicidade que o préprio farmaco. A fotolise
demonstrou ser incompativel com o ambiente para degradacdo de tetraciclina, relacionando a
avaliagéo de risco.

Farmacos sdo também considerados xenobioticos, ou seja, substancias quimicas
estranhas ao organismo e ao sistema bioldgico, e muitos sdo amplamente metabolizados pelos
seres humanos. No passado, as enzimas que metabolizavam xenobioticos eram conhecidas
como enzimas metabolizadoras de farmacos, embora estejam envolvidas na metabolizacao de
diversas substancias quimicas. Hoje, a maioria dos xenobidticos aos quais o ser humano esta
exposto é proveniente de poluicdo ambiental, aditivos alimentares, agroquimicos, produtos
cosméticos, alimentos processados e farmacos. Esses compostos geralmente sdo substancias
lipofilicas que, se ndo fossem metabolizadas, poderiam acumular-se no organismo causando
efeitos tdxicos. Entdo, o metabolismo atua convertendo essas substancias quimicas
hidrofébicas em derivados que possam ser eliminados na urina (GOODMAN & GILMAN,
2006). O metabolismo desempenha um importante papel na eliminacéo de farmacos e impede
que estes compostos permanecam por tempo indefinido no organismo (LOW et al.; 1998).

A presenca de farmacos residuais na dgua pode causar efeitos adversos a saude, seja
humana ou mesmo de organismos presentes neste ecossistema, como 0s peixes. Alguns
pesquisadores avaliaram efeitos causados no sistema reprodutivo de organismos aquaticos,
bem como identificaram compostos quimicos responsaveis por perturbacGes do sistema
enddcrino destes (BILA & DEZOTTI, 2003). Kang et al.(2002) e Gimeno et al.(1998)
examinaram o efeito do estrogénio natural, 17-B-estradiol, no sistema reprodutor dos peixes.
Este composto afetou a fecundidade e a fertilidade dos peixes, sendo que estes apresentaram
elevados niveis plasmaticos de vitelogenina, proteina feminina, e a inibicdo da

espermatogénese, alterando o comportamento sexual do peixes machos. Sumpter (1998)
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descreveu a feminilizacdo de peixes machos expostos a estrogénios langados nos rios através
dos efluentes de ETE.

Quando administrados por humanos e outros animais (no caso de medicamentos
veterinrios), os principios ativos de fa&rmacos sdo excretados na urina e fezes, grande parte
destes sem sofrer transformacOes, retendo assim as suas atividades farmacoldgicas. No
entanto, muitos sdo excretados na forma de produtos de biotransformacdo e a partir dai
adquirem maior ou menor potencial de acao toxica (BENGTSSON et al.,2006).

Farmacos e metabdlitos presentes no esgoto, ao atingirem as estacdes de tratamento
podem adquirir padrdes de comportamento, como: substancias hidrofilicas (formadas ap6s
metabolizacdo), que permanecem na fase aquosa do tratamento e substancias lipofilicas que
sdo total ou parcialmente retidas no lodo presente nas estacdes de tratamento. Farmacos e
metabolitos que possuem caracteristicas de degradacdo, em contato com microorganismos
poderdo sofrer biotransformacdo, transformando-se em diéxido de carbono e &gua, 0s
farmacos e metabdlitos com atividades biologicamente ativas sdo resistentes ao processo de
tratamento de efluentes (JORGENSEN & HALLING-SORENSEN, 2000). A figura?2

demostra as possiveis interacdes dos farmacos nas estacdes de tratamento.
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tratamento de

esgoto
Substancias Hidrofilicas

l—‘ Lodo
Estacaode 7 Substancias Lipofilicas 4T

Faseaquosa
{ Biotransformacao v
Microorganismos CO,/H,0
\ Substancias v
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Figura 2 — InteracOes de farmacos e metabdlitos em efluente. Fonte: O autor.

Os farmacos, ap06s atuarem no organismo, podem ser excretados como metabdlitos,
hidrolisados ou na forma inalterada no ambiente aquético, trazendo riscos para a salde
humana, vegetal e animal (FARRE et al., 2007b). Podem ainda estar conjugados com
moléculas polares na forma de glicuronideos. No entanto, esses conjugados sao facilmente
hidrolisados disponibilizando substancias farmacéuticas ativas nos esgotos domésticos
(HEBERER, 2002b; FENT & WESTON, 2006). A taxa de excre¢do da forma inalterada é
dependente do farmaco, da dose e do individuo. De modo geral, 40 a 90% da dose
administrada é excretada em sua forma original (MULROY, 2001; CALAMARI et al., 2003;
BENDZ et al., 2005). Uma vez no ambiente, o destino dos farmacos depende de suas
caracteristicas estruturais e propriedades fisico-quimicas, como fotossensibilidade,
biodegradabilidade, lipofilicidade, etc. Em &guas naturais, a presenca de substancias himicas
(SH) e ions nitrato podem contribuir para a degradacdo de farmacos residuais, uma vez que,
sob exposicéo a irradiagdo solar, estas podem gerar espécies altamente reativas como oxigénio
singlete e radicais hidroxila (ZEPP et al., 1985; ZEPP et al., 1987). Por outro lado, as
substancias humicas absorvem uma extensa faixa da radiagdo, podendo reduzir a quantidade

de energia livre para as outras moléculas organicas, funcionando como um filtro e evitando a
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fotolise direta (ZEPP et al., 1985). O efeito total da presenca de substancias humicas depende
do balango entre suas contribuicGes opostas, sendo que para cada substancia alvo de
degradacéo tal efeito pode ser diferente (GARRISON et al., 1976).

3.3 — CLASSES DE FARMACOS

De acordo com o uso regional e entre as diversas classes de farmacos disponiveis no
mercado, as quatro classes escolhidas para serem avaliadas nesse trabalho foram:
Antimicrobianos, antiflamatorio, hipertensivos e hipoglicemiantes. Sendo representante de

cada classe, respectivamente, tetraciclina, paracetamol, enalapril e metformina.

3.3.1 - TETRACICLINA

O primeiro membro da familia das tetraciclinas foi descoberto em 1945 por Benjamin
Duggar, a clortetraciclina, a qual € um produto natural da fermentacdo de uma bactéria do
solo, Streptomyces aureofaciens. Apos a descoberta foi dada énfase a pesquisa e obtencéo de
novas tetraciclinas. Assim, de 1950 a 1970, varios membros da familia das tetraciclinas foram
desenvolvidos, a partir de produtos naturais e produtos semissintéticos. Durante este periodo,
as tetraciclinas estavam entre os antibidticos mais usados nos Estados Unidos (SPEER et al.,
1992; SHLAES 2006). Em outro contexto, por apresentarem um baixo custo, foram
largamente utilizadas na medicina veterinaria como promotores de crescimento animal, sendo
entdo, proibido o uso na Europa em 2006. As tetraciclinas (TC) ndo sao facilmente absorvidas
no organismo, sendo eliminadas intactas via fezes e urina (SKRASKOVA et al., 2013).
Quando absorvidas, sua absorcdo ocorre no estbmago e no intestino delgado superior
(ZHANEL et al., 2004). A Figura 3 apresenta a forma estrutural da tetraciclina e Tabela 2

suas propriedades.

Figura 3 — Estrutura quimica da tetraciclina.
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Tabela 2 - Propriedades fisico-quimicas e nimero de CAS da tetraciclina

Propriedades Caracteristicas Referéncias
Formula molecular CyoH4N,Og Zhou et al., 2012
Wan et al., 2010
CAS 60-54-8 Zhou et al., 2012
Peso molecular (g mol™) 4440 Kamel et al., 1999

Spisso et al., 2009
Skréskové et al., 2013

pKa, 3,3 Pamreddy et al., 2013

Wan et al., 2010
pKa, 7,8 Pamreddy et al., 2013
pKas 9,6 Pamreddy et al., 2013
Log Ko -1,3 Zhou et al., 2012

* Constante de acidez

As tetraciclinas (TC) sdo agentes bacteriostaticos e sua atividade se estende a
organismos Gram-positivos e Gram-negativos, organismos anaerobios e protozoarios, como a
Entamoeba histolytica, Balantidium coli e Toxoplasma gondii (ZHANEL et al., 2004). Sua
grande utilizacdo tem conduzido a populagdes resistentes a diversas bactérias, provocando um
risco potencial sanitario e ambiental (JIAO et al., 2008), no entanto, nos usos para
tetraciclinas surgiram descobertas para tratamentos de doencas como cancer e artrite
reumatdide, entre outras (KIM et al., 2009; RICHARDSON et al., 2005).

As TC possuem trés diferentes valores da constante de dissociacao de acido (pKa), sdo
ionizadas em meio ambiente a valores de pH de 3 a 8, suas solucBes sdo bastante estaveis a
valores de pH na forma neutra ou fracamente acidos, mas instaveis em pH alcalino
(REEMTSMA & JEKEL, 2006).

Garcia-Rodriguez et al. (2013) estudaram o efeito da vegetacdo aquatica (Spirogyra sp. E
Zannichellia palustris), com exposi¢do a luz de amostras de aguas residuais e efluentes
tratados do nordeste da Espanha, bem como a eficiéncia de remocdo de seis antibioticos
(sulfonamidas e tetraciclinas) em reatores de escala laboratorial. Apds 20 dias de tratamento, a
eliminacdo de TC variou entre 83% e 97% nos reatores expostos a luz. No entanto, nos
reatores mantidos no escuro apenas 15% de TC foi eliminada. Estes resultados sugerem que a
TC foi removida principalmente pela fotodegradacdo na presenca de algas, o que destaca o

importante papel desempenhado na eliminacao de antibidticos em estacdes de tratamento.
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Seu poder de adsorcdo em algas e na presenca de luz, conforme testado por Garcia-
Rodriguez et al. (2013), mostrou que o farmaco € biodegradado pelo processo utilizando
reatores com lampadas fluorescentes de 36 W, a temperatura de 20 °C e pH 8. A adsorcéo
ocorre devido as propriedades hidrofébicas do composto. A degradacdo de um intermediario
da TC em processo experimental de reatores contendo algas na presenca de luz testado por
Garcia-Rodriguez et al. (2013) apresentou-se eficiente e a presenca de luz pode efetivamente
remover tetraciclina de aguas e efluentes.

Wang et al. (2011) investigaram o mecanismo de degradacgéo da tetraciclina (Figura 4),
por reacdo de ozonodlise, empregando 0zonio na presenca de algas. As experiéncias foram
realizadas em escala laboratorial em que foram avaliados o efeito do pH, taxa de fluxo,
concentracdo de ozonio e concentracdo de perdxido de hidrogénio. Os resultados indicaram
que a taxa de degradacdo de tetraciclina aumenta com o aumento do pH, concentracdo de
ozonio e taxa de fluxo. A adicdo de perdxido de hidrogénio teve pouco efeito sobre a
degradacdo da tetraciclina. O produto formado pela degradacdo da tetraciclina apresentou

maior toxicidade do que o proprio farmaco.

OH
OH

Figura 4 - Degradacéo da tetraciclina por 0zonio em solucdo aquosa (adaptada WANG et al., 2011).

Grandes quantidades de tetraciclinas produzidas, importadas, e utilizadas em Hong

Kong (China) (RICHARDSON et al; 2005), sdo prejudiciais ndo apenas a meio aquatico, mas
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também ao solo e ao ar. Diversos processos tém sido testados para a eliminacdo destes
poluentes. Entre os mais usados estdo os processos de oxidacdo avancada para o tratamento de
antimicrobianos em agua, tais como UV/H,0, (Kim et al., 2009), eletro-Fenton (SIRES et al.,
2007), métodos eletroquimicos (ZHANG et al., 2009) e ozoniza¢do (WANG et al., 2011).

Os principais produtos intermediarios da tetraciclina foram identificados por
cromatografia a liquido acoplada a espectrometria de massas com fonte de fotoionizacdo a
pressdo atmosférica (APCI). A toxicidade aguda e a biodegradabilidade da tetraciclina em
solucdo também foram avaliadas durante o processo de ozonizacdo e foi observada a
mortalidade de Daphnia (microcrustaceos) de acordo com OEDC 2004. A degradacdo da

tetraciclina foi calculada em 99% com 15 minutos de ozonizacdo (WANG et al., 2011).

3.3.2—-PARACETAMOL

O paracetamol (Figura 5), também conhecido como acetaminofeno, € um farmaco p-
aminofenolico derivado da anilina, com propriedades analgésicas e antipiréticas. E um dos
farmacos mais utilizados, principalmente por pacientes alérgicos ao &cido acetilsalicilico. Se
degrada facilmente sob condicGes &cidas, possui estabilidade a luminosidade, umidade e
temperatura. Através das enzimas microssomais hepaticas este farmaco é biotransformado no
organismo (GUIMARAES et al; 2006).

NH_ _CHs

g

O
HO

Figura 5 — Estrutura quimica do paracetamol.

Na tabela 3 estdo descritas as propriedades fisico-quimicas do farmaco paracetamol.
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Tabela 3 - Propriedades fisico-quimicas e nimero de CAS do paracetamol

Propriedades Caracteristicas Referéncias

Formula molecular CsHgNO, Villaescusa et al., 2011
Santos et al; 2013

CAS 103-90-2 Koreje et al., 2012
Santos et al; 2013

Massa molecular (g mol™) 151,16 Villaescusa et al., 2011

Jia Zahn et al., 2012
Koreje et al., 2012
Santos et al; 2013

pKa 9,5 Grung et al; 2008
Santos et al; 2013
Log Ko 0,46 Villaescusa et al., 2011;

Grung et al; 2008
Santos et al; 2013

Segundo Parolini et al. (2009), o paracetamol pode ser detectado em aguas superficiais,
estacOes de tratamento de aguas residuais e dguas de consumo humano, em concentracfes na

ordem de ug L™.

Em anélise de reservatorios de agua potavel ao longo do rio Largue no sul da Franca,
foram encontrados contaminantes organicos, dentre eles o paracetamol (FARRE et al., 2008).
Na Europa, Canada e Estados Unidos foram realizados estudos onde um dos farmacos mais
encontrados em amostras de aguas de consumo, residuais e rios foi o paracetamol,
provavelmente por ser largamente utilizado no tratamento da dor amena e cronica (FARRE et
al., 2008).

Stackelberg et al., (2007) e Focazio et al., (2008) analisaram amostras de aguas residuais
nos Estados Unidos e evidenciaram que o maximo de concentracdo de paracetamol
encontrada em &guas antes da passagem por processo de tratamento foi de 0,12 pg L™, sendo

que apos o processo ndo detectaram a presenca deste farmaco.

Segundo Heberer (2002a), o paracetamol é facilmente degradado e removido nas estacdes

de tratamento de aguas. No entanto, encontra-se amplamente disperso no ambiente aquatico.
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Ao analisar efluentes de esgotos e aguas de rios da Alemanha, Heberer (2002a) detectou a
concentracdo maxima de 10 pg L™ de paracetamol em efluentes de esgoto. No entanto nao foi

detectado nas aguas de rio.

Zhang et al. (2013) avaliaram a degradacéo do analgésico paracetamol por meio aerdbio
com a presenca de trés espécies microbianas do género Stenotrophomas e Pseudomonas. As
trés espécies microbianas resultaram em uma degradacéo significativa do farmaco, em torno
de 87,1%. Dois metabdlitos foram detectados a partir da biodegradacdo do paracetamol, o 4-

aminofenol e a hidroquinona.

3.3.3- ENALAPRIL

O enalapril (Figura 6) pertence a classe terapéutica de drogas cardiovasculares
(CASTIGLIONI et al., 2005). E um medicamento anti-hipertensivo, pro-farmaco da enzima
conversora angiotensina de longa acdo, sendo hidrolisado no figado a enalaprilato, o qual é o
metabolito ativo (DIEGO et al., 2011; MAGUREANU et al., 2013; STANISZ et al., 2003).
Segundo Sharma et al. (2001) o enalapril também pode ser degradado ou hidrolisado ao
respectivo enalaprilato em pH inferior a 5,0. A tabela 4 traz as propriedades fisico-quimicas
do farmaco ENA.

CHs

Hoo ©

Figura 6 — Férmula quimica do enalapril
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Tabela 4 - Propriedades fisico-quimicas e numero de CAS do enalapril

Propriedades Caracteristicas Referéncias

Formula Molecular CaoH2sN,05 Sigma-Aldrich (2014)*
Massa Molecular (g mol™) 376, 45 Sigma-Aldrich (2014)*
CAS 75847-73-3 Lopez-Serna et al. (2012)
pKa 4,18 Celiz et al. (2009)

Log Ko 4,22 Stuer-Lauridsen et al. (2000)

*www.chemspider.com/chemied-struture; http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich

Enalapril € usado para o tratamento de hipertensdo arterial essencial e da insuficiéncia
cardiaca congestiva, sendo altamente administrado em hospitais. E administrado oralmente
como sal de maleato de enalapril e sofre, in vivo, hidrélise para produzir enalaprilato, seu
metabolito. A estabilidade quimica e fisica do enalapril tem sido extensivamente estudada por
diferentes técnicas analiticas como, ultravioleta (UV), fluorescéncia molecular e
cromatografia a liquido acoplada a espectrometria de massas (LC-MS) (MAGUREANU et
al., 2013).

A estabilidade quimica e fisica do enalapril foi referida em varios trabalhos (AL-OMARI
et al.,, 2001; MARTA et al. 2013). Relata-se ser bastante estavel quando armazenado em
recipientes fechados, mas mostra instabilidade em recipientes abertos e quando exposto a alta
temperatura e umidade (BHARDWAJ & SINGH; 2008).

Valdés et al. (2014) selecionaram quinze compostos de diferentes classes terapéuticas de
produtos farmacéuticos e hormdnios esterdides, com o objetivo de verificar a ocorréncia e
bioacumulacdo em peixes. Entre 0s compostos avaliados oito foram detectados, sendo um
deles o anti-hipertensivo enalapril, detectado em amostras de aguas de rio, da regido de
Cordoba (Argentina). O enalapril esteve presente nas amostras de agua avaliadas no periodo
de estiagem e de chuvas, em concentragdes na faixa de 0,6-8,8 ng L™, porém o potencial de

biacumulacdo ndo foi avaliado para este farmaco.

O estudo de estabilidade de enalapril também foi realizado em plasma sanguineo por
método cromatografico em cromatografia liquida (HPLC). Amostras de sangue de voluntarios
(idade 22-28 anos) saudaveis, ndo fumantes, que ndo faziam uso de medicacdo, foram
coletadas. Doses do medicamento foram administradas aos voluntérios e coletas de sangue

foram realizadas 0,5 horas antes e em um intervalo de 0,5 a 50 horas ap6s. O farmaco foi


http://www.chemspider.com/chemied-struture
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich
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determinado por cromatografia a liquido de alta eficiéncia (HPLC) e as recuperacGes das

amostras foram de 100%, o farmaco manteve-se estavel (SIDDIQUI et. al.,2013).

3.3.4 - METFORMINA

Metformina (Figura 7) € um antidiabético oral da classe das biguanidas, amplamente
utilizada como hipoglicemiante oral no tratamento do diabetes mellitus tipo I (GOODMAN
& GILMAN, 2006; EGGEN et al.,, 2011; FENT et al.,, 2006). A tabela 5 mostra as
propriedades fisico-quimicas do farmaco MET.

NH NH
o L L,
CH,

Figura 7 — Férmula quimica da metformina.

Tabela 5 - Propriedades fisico-quimicas e nimero de CAS da metformina

Propriedades

Caracteristicas

Referéncias

Férmula Molecular C4H11Ns Bueno et al., 2012
Massa Molecular (g mol™) 129,10 Bueno et al., 2012
CAS 657- 24-9 Eggenetal., 2011
pKa; 3,11 Eggenetal., 2011

Viollet et al., 2012
pKa, 12,25 Eggen et al., 2011

Viollet et al., 2012
Log Kow -0,92 Bueno et al., 2012

A metformina (MET) também tem sido relatada como medicamento utilizado para
restaurar a fungdo ovariana em sindrome dos ovarios policisticos (SOP), reduzir a gordura do
figado, e para diminuir complicagdes microvasculares e macrovasculares associada com
diabetes tipo Il. Recentemente seu uso foi sugerido como tratamento para cancer e diabetes
gestacional (VIOLLET et al; 2012) e para aumentar a neurogénese, a formacdo da memoria

espacial e reduzir o risco de doenca de Parkinson (ADEDEJI et al., 2014).
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O primeiro farmaco do grupo das biguanidas (fenformina) foi retirado do mercado nos
Estados Unidos e na Europa por apresentar aumento da acidose lactica, com efeito colateral
letal. A biguanida MET tem sido largamente utilizada na Europa, sem apresentar efeitos
significativos (GOODMAN & GILMAN, 2006). E também o antidiabético mais usado no
Brasil e nos Estados Unidos (onde foi prescrita aproximadamente 35 milhGes de vezes em

2006, como medicamento genérico).

Walker (2013) realizou investigacdes associando a MET como medicamento para
tratamento de cancer (de pancreas, colo-retal, ovario, mama, prostata, bexiga, figado, laringe e
pulmdo) em um total de 13.008 pacientes com diabetes tipo Il. A analise demonstrou que o

tratamento associado com MET reduziu 34% o risco de morte.

Wols et al. (2013) selecionaram alguns farmacos para andlise de acordo com sua
toxicidade e presenca no meio ambiente. A MET foi incluida no estudo devido ao elevado
consumo, a persisténcia no ambiente e propriedades quimicas (composto com baixo peso
molecular e fortemente hidrofilico). A determinacdo dos farmacos foi realizada por UHPLC-
MS/MS. Para separar os componentes muito polares como MET, utilizaram cromatografia de

interacdo hidrofilica (HILIC), porém a MET ndo apresentou degradacéo.

Ha poucos dados disponiveis sobre a ocorréncia ambiental de MET, mas concentracdes
de 0,15 pgL? (Estados Unidos) (KOLPIN et al., 2002) e 1,7 pgL™ (Alemanha)
(SCHEURER et al., 2009) foram encontrados em aguas superficiais. Concentracdes na faixa
de 101-129 pg L™ e 2,2-21 pg L™ foram encontradas em estacBes de tratamento de afluente e
efluente na Alemanha (SCHEURER et al., 2009). Metformina foi encontrada em amostras de
lodo de esgoto em concentracdes elevadas de 500-1600 ug kg™ em peso seco (EGGEN et al.,
2011). Apresenta bioacumulagdo maior que a encontrada em lodo (0,5 mg kg™ e 1,6 mg kg™)
nas raizes e folhas, como testes realizados em nabo silvestre, cevada e trigo (EGGEN et al.,
2011). A eliminagdo estimada da MET é de 80-98 %, em trés ETE na Alemanha
(SCHEURER et al., 2009).

Dez compostos farmacéuticos frequentemente usados, como a MET, foram investigados
quanto a toxicidade aguda com Daphnia e algas verdes Desmodesmus subspicatus por
Carlsson et al., (2006). Além disso, a toxicidade cronica foi avaliada na planta aquéatica
Lemna minor, no entanto a MET ndo apresentou resultados considerados representativos para
efeitos toxicos ao ambiente (CARLSSON et al., 2006).
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3.4. METODOS DE ANALISE DE RESIDUOS DE FARMACOS EM EFLUENTES

3.4.1 — METODOS DE PREPARO DE AMOSTRAS PARA DETERMINACAO DE

FARMACOS EM MATRIZES AMBIENTAIS

Diversas classes de farmacos tém sido detectadas em efluentes. No entanto, seu efeito
prejudicial ao meio ambiente e ao ser humano vem sendo investigado por varios pesquisadores,
cujos dados ainda séo insuficientes para tal comprovacdo (BILA & DEZOTTI, 2003).

Uma das dificuldades para andlise quimica dos principios ativos de farmacos em
efluentes séo as baixas concentragdes dos mesmos. As concentragdes das substancias ativas nas
matrizes ambientais estdo em niveis muito baixos, podendo chegar a ng L™. Assim,
dificilmente sdo detectadas sem um pré-tratamento da amostra (PETROVIC et al., 2005).

Na literatura sdo propostos diferentes métodos para melhor identificacdo e
quantificacdo das substancias de interesse, entre eles: evaporacdo, filtragdo, centrifugacéo,
troca idnica e extracdo em fase sélida (SPE), sendo o método de SPE o mais utilizado no meio
cientifico devido a sua eficiéncia para tal finalidade (PETROVIC et al., 2005; HERNANDEZ
et al., 2007). A figura 8 mostra a importancia da concentracdo de matrizes ambientais cuja

concentracdo de farmacos é baixa.

Dificuldades analises quimicas

|

Farmacos/Baixas
Concentracdes

7N

Identificagéo Quantificagéo

\’SPE\(/
|

Fases estacionarias

!

Estireno Divinylbenzeno

Figura 8 — Extracdo em fase sélida para concentracdo de amostras. Fonte: O autor
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No método de extracdo em fase sélida, como ilustrado na figura 9, apds escolha da fase
polimérica ideal, o cartucho passa pela etapa (1) de condicionamento desta fase, onde o
solvente é conduzido através dos grupos funcionais presentes na fase estacionaria assegurando
interacdo com a amostra. O solvente de condicionamento deve apresentar polaridade
semelhante a amostra para a maxima retencdo do analito. Em seguida a amostra é percolada
pelo cartucho de SPE (2) para retencdo do analito de interesse. Na proxima etapa (3) é
realizada a lavagem dos interferentes da amostra e posterior eluicdo do analito (4) com um
solvente que possua interagdo com o mesmo (SIGMA-ALDRICH, 2007) para posterior analise
(BAKER & KASPRZYK-HORDERN, 2011).

& ) (1) Condicionamento;

o (2) Percolacao da amostra:
(3) Lavagem de interferentes;
(4) Eluicio do analito.

s s
(1) (2) M /"’

.—L——

Figura 9 — Principio de extracdo e purificagdo de amostras por SPE (adaptada LATORRE et al. 2013).

O método de pré-concentracdo e pré-tratamento com SPE é um dos métodos mais
utilizados para o preparo de amostras complexas para andlise. Cartuchos de SPE sdo
disponibilizados com diferentes fases estacionarias, as quais levam a diferentes desempenhos
de acordo com os grupos funcionais presentes nas substancias quimicas (MARINO et al.,
2010).

Gros et al. (2013) utilizaram os cartuchos SPE Oasis HLB (fase lipofilica e hidrofilica)

e Oasis MCX (adsorvente misto de troca catibénica) em modo on-line automatico acoplado a



37

cromatografia liquida de ultra alta performance com espectrometria de massas tipo quadrupolo
linear ion trap (UHPLC-QqLIT), sendo determinados 53 antibidticos e seus metabdlitos, entre
eles tetraciclina, em efluente hospitalar e aguas de rio.

A SPE também foi utilizada por Shao et al., (2009) para quantificacdo de 76 farmacos
correspondentes a 9 classes farmacéuticas na regido de Pequim (China), onde foram
analisadas aguas residuais, de rios e efluentes proximos a um matadouro. Para a extracdo dos
farmacos os autores testaram diversos cartuchos como: Oasis HLB e SepPack C18 da
Waters®, GCB (ENVI-carb grafite carbon black) da Supelco® e Bond Elut Plexa da Varian®.
De acordo com os resultados, os autores relataram que o mais eficiente foi o Oasis HLB.
Apds o método de extracdo os analitos foram avaliados por LC-MS/MS.

Nebot et al. (2007) utilizaram cartuchos SPE Strata™ X, fase estacionéria de estireno
divinilbenzeno modificado, para a determinagdo de paracetamol e mais 8 farmacos em
amostras de aguas de rio, agua de torneira e 4gua do mar, onde detectaram uma concentracao
entre 0,03-0,96 ng L™ do farmaco paracetamol.

Buchberger (2011) evidencia o uso de SPE nos métodos de analise realizados nos
ultimos anos. Novos sorventes poliméricos melhoraram a retencdo de compostos polares.
Farmacos de hidrofobicidade razodvel podem ser facilmente pré-concentrados por SPE
utilizando qualquer material de fase reversa, tal como silica modificada ou poli(estireno-
divinilbenzeno). Porém, podem ser necessarios ajustes adequados do pH da amostra para
evitar desprotonacdo de compostos acidos, melhorando a eficiéncia de extracdo dos analitos.
A mistura de materiais com propriedades hidrofobicas e troca idnica tem-se mostrado uma
Otima alternativa para analise de diferentes classes de farmacos em amostras de aguas e

efluentes.

Desta forma, a extracdo em fase solida adquire lugar de grande importancia na
quantificacdo e identificacdo de farmacos em diferentes matrizes ambientais, como 0s

exemplos apresentados na tabela 6.
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Tabela 6: Técnicas e métodos para quantificacdo e identificacdo de farmacos em matrizes ambientais.

Amostra Extracdo/purificacdo Analises Referéncia
Efluente de estacdes de Patrolecco
tratamento. (Italia) SPE Strata X HPLC com UV etal., 2013
SPE Oasis HLB(hydrophilic-
. . lipophilic balance) :
Sl | Spkcls
' Envi-Carb (Supelco);
Bond Elut Plexa.
Reator anoxico, aerdbico e MBR
Efluente hospitalar. (biorretor de membranas). LC MS/MS Kovalova et al;
(Suica) SPE Oasis HLB (Waters, 2012
Milford, MA, USA).
Efluente hospitalar, Cuderman &
agua de rio. (Eslovénia) SPE Strata X (60 mg/3 mL) (GC-MS) Heath, 2007
Agua superficial. )
(noroeste de Ohio Strata X LC-MS/MS Wau et al., 2008
Estados unidos)
Efluente de ETE Strata X UHPLC-TOF/MS | Nurmietal.,
municipal. (Sul da
AN 2012
Finlandia)

3.5 - CROMATOGRAFIA LIQUIDA E ESPECTROMETRIA DE MASSA

A presenca de farmacos e seus produtos de degradacdo no ambiente tém chamado a
atencdo dos pesquisadores. Para quantificar e identificar a presenca destes contaminantes em
matrizes ambientais complexas, a técnica que mais vem sendo utilizada é a espectrometria de
massas associada a cromatografia liquida. Essa técnica tem mostrado grande eficiéncia devido
sua alta sensibilidade em confirmar a identidade de compostos (FATTA et al., 2007; FARRE
et al., 2008b; KOSJEK et al., 2007).

A cromatografia liquida é muito usada para técnicas analiticas de separacdo, devido as
sua detectabilidade e sua adaptabilidade as determinagbGes quantitativas com exatiddo
(HOLLER et al., 2009).

O espectrometro de massas € um instrumento que produz ions e os separa de acordo
com sua razéo massa/carga (m/z). Existem diversos tipos de espectrometros de massas como,

por exemplo, triplo quadrupolos, que sdo utilizados para quantificagdo de compostos
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conhecidos, sendo monitoradas as transi¢des de massas especificas (KOSJET et al. 2007). No
sistema MS/MS o ion €é separado no primeiro quadrupolo Qi, no segundo quadrupolo Q;
ocorre a colisdo entre as moléculas e o ion é fragmentado através de um gas inerte, geralmente
nitrogénio. No terceiro quadrupolo Qs fragmentos sdo separados de acordo com sua m/z e
encaminhados para deteccdo (SKOOG et al, 2002), como demostrado na figura 10.

Quadrupolo
Camara
de
Colisdo

A

A
\ 5% ] P .
ane)
E——————————— 23

ANa

Oetecter

Fonte de lonizac3o
Pressdo Atmostenca
Quadrupolos

Triplo Quadrupolo
Vacuo

Figura 10 — Sistema de espectrometria de massas aplicada a amostras ambientais.

Nos equipamentos de espectrometria de massas tipo tempo de véo (TOF, do inglés,
time-of-flight), os ions positivos ou negativos sdo produzidos periodicamente por
bombardeamento da amostra com pulsos de elétrons, dispersando os ions no tubo devido a
velocidade que varia com suas massas, ou seja, as particulas mais leves chegam primeiro ao
detector. Estes instrumentos permitem etapas de fragmentacdo consecutivas, o que €
importante na identificacdo de compostos (HOLLER et al, 2009).

3.6 - RISCO E TOXICIDADE DE SUBSTANCIAS ATIVAS NO MEIO AMBIENTE

Com a finalidade de suavizar impactos ambientais, estudos avaliam o risco que
determinada substancia apresenta como possivel contaminacdo no ambiente. A Unido Européia
de Medicamentos (EMEA) propds metodologias para a avaliacdo do risco ambiental de
determinadas substancia em estudo (EMEA, 2006). Substancias que apresentam um aumento

em sua exposicdo ambiental sdo inclusas no grupo de substdncias com risco ambiental
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potencial. At¢ o momento tem sido pouco estudado o risco de toxicidade de produtos
farmacéuticos presentes em efluentes hospitalares.

Para avaliar-se 0 risco ambiental para determinada substancia faz-se, segundo EMEA
(2006), o uso da relagdo da concentracdo ambiental medida (MEC) com a concentracdo
ambiental que ndo causa efeito (PNEC). O quociente de risco (QR) geralmente é calculado a
partir de uma concentracdo ambiental predita (ou medida) (PEC ou MEC, respectivamente) em
relacdo a PNEC e, 1 (um) foi o valor estipulado como sendo o limite maximo, este valor estima
qual a concentracdo em que a substancia pode ser encontrada no ambiente sem trazer perigo
(ESCHER et al., 2011). Um critério comum de classificacéo de risco foi aplicado. Quando QR
< 0,1, risco minimo para organismos aquaticos, 0,1 < QR < 1, risco médio; QR > 1, de alto
risco (EMEA, 2006).

Uma substancia € considerada sem risco ao meio ambiente quando o valor obtido for
inferior a 10 ng L™, de acordo com a dose prescrita para humanos. Se o valor obtido for igual
ou superior, entdo passa a ser avaliada a toxicidade da substancia ao ambiente, seus efeitos e
seu destino (GRUNG et al., 2008).

O risco de compostos muito lipofilicos (logKey > 5) muitas vezes dependem de seu
potencial de bioacumulacdo e ndo em efeitos agudos devido a exposicdo de curto tempo. O
logKow € a constante de particdo entre n-octanol e a agua e serve como parametro para indicar
a lipofilicidade de cada substancia e, por conseguinte, seu potencial para bioacumulacédo. Para
estes compostos, a exposicao via fase aquosa € dada por concentracdes dissolvidas. Uma vez
que as moléculas sdo principalmente ligadas a particulas suspensas e sedimentos. Portanto, o
enfoque baseado na concentracdo dissolvida provavelmente subestima o risco destes
compostos (VON DER OHE et al., 2011).

Nos ultimos anos o risco ambiental representado pelas substancias farmacéuticas
encontradas em efluentes hospitalares e aguas residuais de ETEs tem sido avaliado em
diferentes niveis troficos, dentre os mais testados sé@o, algas, Daphnias e peixes (SANTOS et
al., 2013; GRUNG et al., 2008; GROS et al., 2010; ESCHER et al., 2011).

3.7 — ALGUNS TRATAMENTOS APLICADOS A DEGRADACAO DE FARMACOS EM

EFLUENTES

Diversos tratamentos tém sido utilizados para degradacdo de farmacos em efluentes.

Ozonizacdo, Foto-Fenton e osmose reversa apresentaram eficidcia para a remocdo de
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antimicrobianos em aguas residuais (MBOULA et al, 2012). No entanto, consomem um nivel
elevado de energia, exigem instalacbes caras e ndo removem completamente 0s
antimicrobianos (MBOULA et al, 2012).

A literatura traz estudos recentes de pesquisas sobre a degradacdo de farmacos em
tratamento de efluente com uso de reatores andxicos, aerébios, processos com lodo ativado e
membranas (AVILA et al., 2013; CARBALLA et al., 2006; DVORAK et al., 2013; SHI et al.,
2014).

Amorim et al. (2014) utilizaram sistema de reator de batelada sequencial (SBR) para
processo de lodos ativados com agua residual, com alimentacdo de concentracbes (9 e 32 uM)
de fluoroquinolonas ao processo. O sistema foi operado com protecdo a luz, a fim de evitar
degradacdo fotolitica e crescimento de algas. Os autores ndo obtiveram evidéncia de
biodegradacao dos farmacos, mas observaram que os compostos ficaram adsorvidos ao lodo no
sistema aerdbio.

Membranas de ultrafiltracdo, carvao ativado e irradiacao de ultrassom foram utilizados por
Secondes et al. (2014) com intuito de avaliar a remocdo de farmacos em efluentes. A eficiéncia
do processo com membranas de ultrafiltracdo foi intensificada com a adigé@o de carvéo ativado,
obtendo remogéo de 99% e com a aplicacdo de ultrassom a remocao foi em torno de 100%.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

Os experimentos deste trabalho foram realizados no Laboratorio de Tecnologia
Ambiental (LATAM) e na Central Analitica do Instituto de Biotecnologia, ambos localizados

na Universidade de Caxias do Sul — UCS.

4.1.1 Reagentes e solucdes

As solugbes-padrdo de todos os analitos avaliados, enalapril com pureza 99,8% (anti-
hipertensivo), metformina 100% (hipoglicemiante), paracetamol 97,8% (analgésico) e
tetraciclina 98,7% (antimicrobiano), foram preparadas com principio ativo padrdo (Sigma-
aldrich®). As solucdes-padrdo foram preparadas na concentracdo de 1000 mg L™ em solucdo
de metanol e &gua ultrapurificada (1:9), sendo posteriormente diluidas de acordo com a
necessidade. Estas solugGes foram mantidas sob refrigeragdo (4 °C), por no maximo 10 dias.

Demais reagentes e solventes utilizados foram de grau cromatogréafico:

- Agua purificada em sistema Milli-Q®

- Metanol, pureza 99,9%, Merck®

- Acetonitrila, pureza 99,9%, Merck®

- Acetato de aménio P.A., Vetec®

- Acido férmico, pureza 98-100%, Merck®

4.1.2 Equipamentos

Cromatdgrafo a liquido de ultra eficiéncia (UHPLC) Shimadzu (Japéo), equipado por
bomba LC-20ADXR, amostrador automético SIL-20AXR, detector SPD-20 UV-Vis 254 nm,
forno CTO-20 a temperatura de 30°C.

Espectrometro de massas Shimadzu, modelo 8030, com fonte de ionizagao eletrospray
(ESI).

Espectrometro de massas micrOTOF-QII com fonte eletrospray (ESI), Bruker.

Sistema de purificacao de 4gua Milli-Q®, marca Millipore.

Balanca analitica AUX 220 Shimadzu, com precisdo de quatro casas decimais.
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4.2 METODOS

Na realizagdo dos experimentos 0s seguintes processos foram adotados.

4.2.1 ESPECTROMETRIA DE MASSAS

Para otimizacdo das andlises, primeiramente foram avaliadas solugdes padrdes em
separado de cada um dos quatro analitos, na concentracio de 500 pg L™ no modo de injecéo
em fluxo, usando como fase movel acetonitrila:dgua com 0,1% de acido férmico (1:1), vazédo
de 0,2 mL min®, com volume de injecdo de 1 pL. Para avaliar a fragmentacdo de cada
composto, os parametros como energia de colisdo (EC), gas de secagem (argbnio), gas de
nebulizacdo, temperatura de interface e temperatura linha de dessolvatacdo (DL) foram

testados.

4.2.2 ANALISE CROMATOGRAFICA

Para analise cromatogréafica foi utilizando sistema UHPLC-MS/MS Shimadzu. A
coluna utilizada foi Shim-pack XR-ODSI|I, 2,2 um, 3,0 x 100 mm marca Shimadzu, com um
gradiente binario contendo 0,1% de acido férmico em &gua (fase aquosa) e 0,1% de acido
formico em acetonitrila (fase organica), a uma vazdo de 0,6 mL min™ e volume de injecéo de
5 uL (adaptado ZHOU et al., 2012; ZHOU & KANG, 2013).

4.2.3 CURVA DE CALIBRACAO

As curvas analiticas foram preparadas através da diluicdo de volumes adequados da
solugdo intermediaria nas concentragdes de 5, 10, 30, 70, 100 pg L™ para paracetamol e
metformina; 5, 10, 20, 30, 50 ug L™ para enalapril e 25, 50, 75, 100, 125 pg L* para
tetraciclina, de acordo com a faixa de linearidade do método com a concentragdo necessaria

para identificagéo e quantificagdo dos compostos em efluente hospitalar.
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As solugdes para a curva foram preparadas a partir de solugdes intermediarias de uma
solucdo estoque com concentragdo 1000 mg L, as mesmas foram preparadas no momento da

analise.

4.2.4 DETERMINACAO DOS LIMITES DE DETECCAO E QUANTIFICACAO

Para determinacdo dos limites de deteccdo e quantificacdo foi realizada a analise da
relacdo sinal/ruido (S/N), sendo que o minimo para detec¢do é S/N 3 e para quantificagdo S/N
10 (INMETRO, 2011). Diferentes amostras dos padrdes foram injetadas até se obter a relacdo

desejada.

4.2.5 PREPARO DA AMOSTRA

Apos passagem por tratamento de efluente realizado em bancada, as amostras da fase
liquida coletadas no final do processo foram mantidas sob-refrigeracdo a + 4 °C até o
momento da andalise cromatografica.

As amostras foram homogeneizadas, filtradas em filtro de poli (fluoreto de
vinilideno) (PVDF) (0,22 pum) marca Millipore, e analisadas em UHPLC-MS/MS para
determinar a concentracdo dos farmacos utilizados no processo simulado de tratamento de
efluente. Inicialmente as amostras foram diluidas 50 vezes para analise, tendo em vista que no
processo de choques de farmacos a concentragéo utilizada foi alta (500 pg L™; 1000 ug L™ e
2000 pg L™). As amostras que ndo foram quantificadas pelo processo de diluicdo, foram
submetidas a etapa de pré-concentracdo para verificacdo do percentual de degradacdo

ocorrido.

4.2.6 EXTRAGCAO EM FASE SOLIDA (SPE — SOLID PHASE EXTRACTION)

Foi utilizado sistema de SPE para as etapas de pré-concentracdo e clean-up das
amostras.

Assim, para este método as melhores condi¢Ges foram investigadas a partir de dados
retirados da literatura. A extragdo em fase solida foi baseada no método de Bisceglia et al.
(2010) e Yu & Wu. (2011), com algumas modificagdes. Para tanto, foram usados cartuchos

poliméricos de fase reversa (Polymeric Reversed Phase), Strata X 33 pm (Phenomenex®),
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6 mL, 200 mg, diametro de poro de 90 A e tamanho médio de particulas de 31 pum. Os
solventes testados foram acetonitrila e metanol, todos de alta pureza, amostras de solugédo
padrdo com carater basico e acido foram testadas.
Uma aliquota de 100 mL de amostra acidificada com &cido férmico até pH 3 foi
passada através do cartucho SPE. Os cartuchos foram condicionados (pré-ativados) com 5 mL
de agua Mili-Q e 5 mL de metanol. Apos a passagem da solucdo, os cartuchos foram lavados
com 5 mL de agua Milli-Q para retirada de interferentes da amostra, em seguida passaram por
processo de secagem com fluxo de ar. Para a eluicdo do composto, foi utilizado 1 mL (500 pL
+ 500 pL) de solugdo metanol com 10 mmol L™ de acetato de amdnio, posteriormente a
amostra foi injetada no UHPLC-MS/MS.
O fluxo utilizado para percolar as amostras foi em torno de 2 mL min™, o que segundo

Lancas (2004), permite uma boa pré-concentracdo na maioria dos casos com uso de SPE.

4.2.7 — METODO PARA DETERMINACAO DE PRODUTOS DE DEGRADACAO POR
MICROTOF-QII

A separacdo cromatografica foi feita com o uso de UHPLC com injetor automatico
modelo SIL 20A, controlador CBM-20A e bomba LC-20AD. A coluna utilizada foi Shim-
pack XR-ODSII, 2,2 um, 3,0x100 mm marca Shimadzu. A fase mével utilizada foi &gua com
0,1% é&cido férmico, e, acetonitrila com 0,1% acido férmico, no modo gradiente. A vazdo
utilizada foi 300 pL min™® e o volume de injecdo foi de 5 pL. O tempo de separacio
cromatografica foi ajustado em 10 minutos. O software utilizado para controle e aquisicao de
dados foi TOFcontrol (Bruker® Scientific)

Os compostos foram analisados em modo MS e MS? por Espectrometro de massas
micrOTOF-QII com fonte de ionizagdo por eletrospray (ESI) (Bruker® Scientific) em modo
positivo. A faixa de intervalo de massas foi de 50 a 500 m/z com dois scans por segundo, com
resolucédo de 50.000 (FWHM). Foi usado nitrogénio como gas de colisdo, o fluxo de gas de
secagem foi de 10 L min™, temperatura de secagem de 200 °C, a energia de ionizacdo foi de

3.0 eV, a energia de colisdo da cela de coliséo de 8 eV.
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4.2.8 DESCRICAO DO SISTEMA DE TRATAMENTO DE EFLUENTE SIMULADO EM

ESCALA LABORATORIAL

O experimento foi realizado no Laboratério de Tecnologia Ambiental (LATAM) da
Universidade de Caxias do Sul por Della Giustina (2014), doutorando em recursos hidricos e

saneamento ambiental na Universidade Federal de Rio Grande do Sul.

Os experimentos foram realizados em um sistema MBR, o qual é composto por um
reator andxico com volume de 3 L, um reator aerébio com volume de 10 L seguido por um
tanque de membranas com volume de 4L. As membranas utilizadas sdo de fibra oca,
microfiltracdo (MF), com tamanho de poro médio de 0,2 um, confeccionadas em PVDF. O
sistema pode ser observado na figura 11, o qual foi alimentado com efluente hospitalar por

bomba peristaltica.

O efluente hospitalar utilizado foi proveniente de hospital de categoria geral. Sendo
este efluente bruto, ou seja, a coleta foi realizada antes do efluente passar por qualquer

tratamento.

Reator
anoxico

I Tanque de
membranas
-

Reator Aerodbio

~

Figura 11: Imagem fotogréafica do sistema experimental MBR (DELLA GIUSTINA; 2014)

O controle da vazdo de ar que alimenta o reator foi realizada por uma valvula
proporcional e um medidor de vazdo na linha de suprimento de ar. Ambos 0s reatores andxico
e aerobio possuem sistema de controle de pH, onde as valvulas dosadoras de acido e base séo

acionadas por valvulas piloto.
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Os parédmetros de controle do Reator Biologico Associado a Membranas (MBR)

foram:

e pH dos reatores aerobio: 7,5;

Temperatura: 24 °C;
OD reator aerébio: 2 mgO, L™
SSTA: 8.000 a 10.000 mg L

Membranas:

» Pressdao maxima de succdo do sistema de membranas: -420 mBar;
= Retrolavagens: 30s / 60 min de operacao;

= Solucdo de retrolavagem: dgua destilada;

= Frequéncia de operacdo da bomba de retrolavagem: 75%;

Com objetivo de avaliar choques de farmacos (alta concentracdo de farmacos) e
remocao dos mesmos no processo de tratamento, foram realizados testes denominados de
choque longo e choque curto. Para chogue longo, solucdes padrdo de um farmaco especifico
com concentragdo 500 mg L™ foram adicionadas ao recipiente contendo efluente bruto até
atingir a concentragdo de 0,5 mgL™; 1,0mgL™; 2,0 mg L™ que em seguida passou pelos
reatores, onde o farmaco foi adicionado em uma Unica etapa. Os reatores operaram com vazao
(Q) de 1L h™ e, ficaram em agitacdo por 30 minutos apés adicdo da solucdo contendo
farmaco. As amostras foram coletadas no final do processo apés 3, 6 e 9 horas de teste. Para o
método de teste denominado choque curto, partindo da solucdo padrdo foram realizados
choques de farmaco nas mesmas concentracBes citadas no choque longo (0,5 mgL™; 1,0
mg L™ 2,0 mg L™, onde a solucéo foi adicionada gradativamente em cada reator, com

coletas realizadas conforme especificado no método de choque longo.

4.2.9 ANALISES FisICO-QUIMICAS

Para caracterizagdo do efluente bruto foram determinados 0s seguintes parametros
fisico-quimicos: alcalinidade (2320 B), demanda quimica de oxigénio (APHA 5220 B),
nitrogénio amoniacal (4500 NH3C), pH (4500 H), solidos suspensos volateis (2540 G),
solidos suspensos totais (2540 D) e sélidos suspensos fixos (2540E). Estes procedimentos

foram realizados conforme Standard Methods For Examination of Water and Wastewater.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 OTIMIZACAO DOS PARAMETROS DA CROMATOGRAFIA LIQUIDA ACOPLADA

A ESPECTROMETRO DE MASSAS

A partir dos espectros de massas, dentre os fragmentos obtidos para cada composto,
foram escolhidos os dois mais intensos, sendo um usado para quantificacdo e o outro para
confirmacéo. Os resultados obtidos pela otimizagdo dos parametros de massas sao mostrados
nas tabelas 7 e 8.

Para o enalapril (ENA), temos o ion precursor de m/z 377, o qual é proveniente da
ionizagdo do analito ENA de massa 376 u, associado a um hidrogénio [M + H]*. Enquanto
isso, a fragmentacdo deste ion gera como mais intensos os fragmentos com massa, m/z 234 e
m/z 117, o que esta de acordo com Garcia-Ac et al. (2009), sendo estes os usados para as

analises.

A metformina (MET) tem como ion precursor a m/z 130,2, o qual é proveniente da
ionizagdo da sua massa de 129,1 u, associado a um hidrogénio [M + H]*. Enquanto isso, os
produtos de fragmentacdo da MET que apresentam ions mais abundantes possuem m/z 71,1 e
m/z 60,1. O que esta de acordo com o encontrado por Scheurer et al. (2009) e Bueno et al.
(2012).

O paracetamol (PAR) tem como ion precursor a m/z 152, o qual é proveniente da
ionizagdo da sua massa de 151,1 u, mais um hidrogénio [M + H]". Seus produtos de
fragmentacdo que apresentam maior razdo m/z sdo 110 e 93, que também foram descritos por
Gracia-Lor et al. (2011).

A tetraciclina (TC) tem como ion precursor 0 m/z 445 [M + H]*, proveniente da
ionizacdo do seu ion molecular (444 u) somado a um hidrogénio. Os produtos de
fragmentacdo que apresentam maiores intensidades sdo os ions com m/z 410 e m/z 154 como
descritos por Jia et al. (2009). Pamreddy et al. (2013) encontraram ions produto 410 e 150 e,
0s ions produtos encontrados por Zhenfeng et al. (2006) foram 410 e 427,2.

Os respectivos ions moleculares, fragmentos e energias de colisbes otimizadas para

cada analito estdo apresentados na Tabela 7.



Tabela 7. Parametros otimizados para o espectrometro de massas dependentes do analito.

Analito lon lon Energia
Precursor Produto de colisdo
(m/z) (m/2) (eV)

ENA 377,3 2343 20
116,9 40

MET 130,2 71,1 15
60,1 25

PAR 151,9 110,0 15
93,0 15

TC 445,0 410,0 10
154,0 20
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A ionizagdo dos analitos mostrou-se mais adequada no modo positivo [M + H]" com

fonte de ionizacdo eletrospray. As condigdes sdo apresentadas na tabela 8.

Tabela 8. Condigdes da fonte de ionizagdo para os farmacos em estudo.

Parametros Otimizagéo
Temperatura de interface 350°C
Temperatura DL 300°C
Fluxo Gas de nebulizacio 3L min®
Fluxo gas de secagem 20 L min™

5.2 DETERMINACAO DE ENA, MET, PAR E TC POR UHPLC-MS/MS

Para obtencdo de um método mais adequado, foram testadas varias condicdes de fases

moveis e gradientes. Dentre estas, algumas foram descartadas como, por exemplo, o uso do

aditivo formiato de aménio, pois foi observado que interfere na resolu¢do do pico da TC e

tempo de retencdo do PAR, que elui junto da TC. Apos os testes, a melhor condicdo foi com

um tempo de corrida (7 min), utilizando fase mével 0,1% de acido férmico em agua (Fase A)

e 0,1% de acido formico em acetonitrila (Fase B). Na tabela 9 observa-se o gradiente de fase

movel mais adequado.



Tabela 9. Gradiente de fase mével utilizada.

Tempo (min) Fase A (%) Fase B (%)
0,01 98 2
1,00 98 2
1,10 85 15
4,00 85 15
4,50 50 50
5,00 20 80
5,50 20 80
5,51 98 2
7,00 98 2
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A curva analitica foi determinada dentro da faixa de linearidade do método com

concentracdo necessaria para identificacdo e quantificacdo dos compostos. Para os limites de

deteccéo e quantificacdo foram utilizadas concentracdes na faixa de 0,5 a 50 pg L™. A tabela

10 mostra as curvas analiticas obtidas, bem como os limites de deteccdo e quantificacao.

Tabela 10. Coeficientes de determinacdo (r’) das curvas analiticas (matriz), limite de detecgdo

instrumental (LOD;), limite de detec¢do do método (LOD,,) e quantifica¢do instrumental (LOQ;) e do

método (LOQ,,) dos farmacos em estudo, em efluente hospitalar.

Coeficiente de | Equacéo LOD; LOQ; LOD,, LOQ,,
Composto
determinacéo da reta (ug L™ (ug L™ (g LY (ug L)
ENA 0,9990 Y :6'3 %05 10132008 | 04201 | 0,13£003 0,4+0,1
+11.493,1
MET 09998 | Y=28114 | 06£003 | 1604 | 060,03 1,6+0,4
’ x +517,3
PAR 0,9985 y=976,6 x | 0,9%0,4 2,8+0,5 | 0,018+0,008 | 0,056+0,001
’ -1.591,7
TC 0,9937 y=1585x | o 05 | 187412 | 0106:0,01 | 0,374+0,02

+595,5
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A curva analitica construida para o ENA apresentou coeficiente de correlagdo
semelhante a Lee et al. (2003) e Lopez-Serna et al. (2012), em seus estudos com o farmaco
encontraram coeficiente de relagdo 0,997 e 1.

Hamdan et al. (2010) e Porta et al. (2008) determinam coeficiente de correlagdo de
0,99 e, Mrozik & Stefanska (2013) obtiveram coeficiente de correlacdo 0,97 para a
metformina.

Deconinck et al. (2011) em seus experimentos com o farmaco paracetamol constatou
como coeficiente de correlacio (r?) 0,9998.

Para a tetraciclina Wu et al. (2011) apresentou coeficiente de correlagdo de 0,9960,
LOD de 3,169 pg kg™ e LOQ de 10,630 pg kg™.

Conforme Lopez-Serna et al. (2012) em seus estudos de determinacdo e validacdo de
método analitico em cromatografia de fluxo turbulento acoplada a espectrometria de massa
(TFC-LC-ESI-MS/MS) para farmacos, o0s autores determinaram os limites de deteccdo e
quantificacdo de acordo com a razdo sinal/ruido, sendo 3 para deteccdo e 10 para
quantificacdo. Entre os 58 farmacos detectados em amostras de aguas residuais, o paracetamol
e 0 enalapril foram analisados. Os LOD foram inferiores a 5 ng L™ para 73% dos compostos e
para 75% dos analitos os LOQ foram inferiores a 10 ngL™ O método apresentou
sensibilidade suficiente para as analises de farmacos deste tipo de amostras, no entanto, a
tecnologia TFC foi considerada inadequada para amostras mais complexas tal como efluente
bruto.

Nas figuras 12 e 13 tem-se 0 cromatograma dos respectivos compostos, em solucao-
padrdo, na concentracdo 100 pg L™ preparada com A&gua ultrapura, onde podem ser
observados os tempos de retencdo de cada composto e seus fragmentos para quantificacéo e

confirmacéo.
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FIGURA 12. Cromatograma dos quatro analitos obtidos por UHPLC-MS/MS. (1) Metformina, (2)

paracetamol, (3) tetraciclina e (4) enalapril. Na concentracdo de 100 ug Lt preparada com agua

ultrapura.
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FIGURA 13. Cromatograma com ions extraidos dos farmacos em estudo. (1) enalapril, (2)

tetraciclina, (3) metformina e (4) paracetamol. Na concentragdo de 100 pg I™ preparada com &gua

ultrapura.



53

5.3 PREPARO DA AMOSTRA

5.3.1 Testes de pré-concentracdo em cartuchos SPE Strata'™ X

A partir da solugdo padrdo do principio ativo de 1000 mg L™ foram preparadas
solucBes intermediérias com agua ultrapura, inicialmente solucdo de 10 pg L™ seguida por
solucdo de 1 pg L™. Os testes de pré-concentracio foram realizados em triplicata.

No primeiro teste o cartucho SPE foi condicionado com 5 mL de metanol e 5 mL de
4gua Milli-Q, em seguida foi pré concentrada a amostra de 1 pg L™ do farmaco tetraciclina
em 100 vezes, ou seja, 100 mL da solucdo de 1 pg L™ foi passada pelo cartucho para
concentracdo. Apos foi efetuada a lavagem dos interferentes com 5 mL de agua milli-Q, foi
aplicado um fluxo de ar com seringa manual para retirada do solvente de lavagem, em seguida
foi eluido o farmaco com 2 x 500 uL de metanol utilizando método para melhor interacdo do
metanol com a fase estacionaria do cartucho e o farmaco.

No segundo teste o Cartucho SPE foi condicionado com 5 mL de metanol e 5 mL de
4gua Milli-Q, em seguida foi pré concentrada a amostra de 1 pg L™ do farmaco tetraciclina
em 100 vezes, anteriormente acidificada com solugdo de acido férmico 10%. Apos foi
efetuada a lavagem dos interferentes com 5mL de agua milli-Q, foi aplicado fluxo de ar com
seringa manual para retirada do solvente de lavagem, em seguida foi eluido o farmaco com
2 x 500uL de metanol.

No terceiro teste, o Cartucho SPE foi condicionado com 5 mL de metanol e 5 mL de
4gua Milli-Q, em seguida foi pré concentrada a amostra de 10 pg L™ do farmaco tetraciclina
em 100 vezes, anteriormente acidificada com solucdo de &cido formico 10% levando-a a pH
3. Apos foi efetuado a lavagem dos interferentes com 5 mL de agua milli-Q, foi aplicado
fluxo de ar com seringa manual para retirada do solvente de lavagem, em seguida foi eluido o
farmaco com 2 x 500 pL de metanol.

No quarto teste, o Cartucho SPE foi condicionado com 5 mL de metanol e 5 mL de
4gua Milli-Q, em seguida foi pré concentrada a amostra de 10 pg L™ do farmaco tetraciclina
em 100 vezes, anteriormente acidificada com solucéo de &cido formico 10% levando-a a pH
3. Apos foi efetuado a lavagem dos interferentes com 5 mL de agua milli-Q, foi aplicado
fluxo de ar com seringa manual para retirada do solvente de lavagem, em seguida foi eluido o

farmaco com 2 x 500 pL de metanol com acetato de aménio 10 mmol L™.
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No quinto teste, o Cartucho SPE foi condicionado com 5 mL de metanol e 5 mL de
4gua Milli-Q, em seguida foi pré concentrada a amostra de 10 pg L™ do farmaco tetraciclina
em 100 vezes anteriormente acidificada com solugéo de acido formico 10% levando-a a pH 3.
Apos foi efetuada a lavagem dos interferentes com 5 mL de dgua milli-Q, foi aplicado fluxo
de ar com seringa manual para retirada do solvente de lavagem, em seguida foi eluido o
farmaco com 2 x 500 pL de solugdo 4gua/ acetonitrila (50:50) com 5 mmol L™ de acetato de
amonio.

Para todos os testes de pré-concentracdo em SPE foram feitas curvas analiticas para
quantificacdo, sendo que as mesmas correspondem a faixa de concentracdo de 25a
125 pg L. Dentre os testes de pré-concentragdo do farmaco tetraciclina, o que apresentou
melhor resultado foi o teste quatro, com 105% de recuperacdo, jA& 0 primeiro teste nao
apresentou recuperacédo, o segundo 25%, o terceiro 42% e o quinto 48 % de recuperagéo.

Nos testes com o farmaco paracetamol também seguiram 0 mesmo modo de pré-
concentracdo que os testes realizados com tetraciclina, porém todas as solucbes pré-
concentradas partiram da solucéo de 10 pg L™. Sendo observado o melhor resultado no teste
quatro com 93% de recuperacao, onde a amostra foi acidificada com acido féormico até atingir
pH 3 e a eluicdo do farmaco foi feita utilizando 2 x 500 uL de metanol com acetato de
amonio 10 mmol L™. A recuperagdo para o primeiro teste foi de 0%, para o segundo 63%,
para o terceiro 35% e para o quinto teste recuperacdo foi de 32%. Da mesma forma, curvas de
calibracdo com concentrages entre 5 a 100 pg L™ foram realizadas para observar qual seria o
melhor resultado dos testes.

Partindo do melhor resultado nos testes iniciou-se a pré-concentracdo das amostras
dos choques de farmacos em efluente hospitalar, ressaltando que apenas as amostras que ndo
foram quantificadas pelo método de diluicdo passaram pelo processo de concentragdo em
SPE.

5.3.2 Extracdo em fase solida

Por ser uma matriz complexa, o efluente hospitalar possui interferentes que dificultam a
analise de farmacos. Portanto, para eliminagdo destes interferentes em amostras cuja
concentra¢do ndo foi detectada por UHPLC-MS/MS, optou-se pelo método de extracdo em

fase sélida, utilizando cartuchos de SPE Strata™ X, fase estacionaria do cartucho estireno
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divinilbenzeno modificado, como descrito no item 5.3.1, onde se obteve 105% de recuperagéo

para TC e 93% para PAR, com tal procedimento.

Essa técnica foi considerada necessaria para pré-concentracao e clean-up das amostras
de TC e PAR apds choque de farmacos em sistema de tratamento de efluente com biorreator

de membranas.

Estudos sobre a determinacdo de farmacos utilizaram SPE para a extracdo destes
(BISCEGLIA et al., 2010; YU & WU., 2011), sendo assim, foram efetuadas adequacdes de
solventes e extrator de fase sdlida para 0 método de extracdo SPE apresentar resultados

satisfatorios.

5.3.3 Filtracdo dos farmacos em estudo

Foram feitos testes de filtracdo com as solucBes padrdo e o efluente, apds passagem
pelo sistema de tratamento de efluente com choque de farmaco. Os filtros utilizados foram os
filtros de Nylon® (VRAKAS et al., 2008; GRACIA-LOR et al., 2010) e os filtros de
membrana de PVDF (YU et al., 2012), para retirada de impurezas que poderiam interferir na
analise. Apds a filtracdo as amostras foram submetidas a analise em UHPLC-MS/MS. Na
tabela 11 observa-se que o filtro de Nylon® reteve aproximadamente 40% do analgésico
paracetamol e 95% do anti-hipertensivo enalapril, ja o filtro de PVDF ndo possui poder de
adsorcdo destes farmacos. Para o antimicrobiano tetraciclina e o hipoglicemiante metformina
o filtro de Nylon® néo apresentou adsorcdo. Sendo assim, o filtro de membrada de PVDF foi

0 que apresentou melhores resultados e foi o utilizado para filtrar as amostras.

Tabela 11 - Dados do percentual de filtragdo dos farmacos com membrana de Nylon e PVDF.

Area Recuperacio (%)

Analito |Solugéo Sem Filtrar| Filtro Nylon Filtro PVDF | Filtro Nylon |Filtro PVDF

PAR 2344072 1402002 2372355 59,8 101,2
TC 15699 15619 15778 99,5 100,5
MET 493609 525006 478064 106,4 96,9

ENA 632148 30105 629998 4.8 99,7
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Han et al., (2012) também observaram que o filtro de Nylon® removeu farmacos, o
filtro removeu o horménio estrona devido as interacbes do hidrogénio ao grupo OH do
estrona e o carbono nucleofilico ligando ao grupos amida do Nylon®. Os autores verificaram
a retencdo do horménio estrogeno ao avaliarem um sistema de microfiltragdo com filtros de
polifluoreto de vinilideno (PVDF), politetrafluoretileno (PTFE) e Nylon®, seguido de analise
da amostra de concentracdo 5 pg L™ em HPLC com coluna C18 e detector UV A= 205 nm,

como fase madvel utilizaram acetonitrila e agua deionizada 45/55 (v/v).

5.4-EFLUENTE HOSPITALAR E LEGISLACAO

Efluentes hospitalares sdo residuos mais complexos do que esgotos domésticos
(PAIVA et al., 2009), por possuirem variados xenobidticos. Estes compostos farmacéuticos,
oriundos diretamente ou indiretamente dos farmacos, acabam tendo como destino o ambiente,
sejam eles farmacos ou seus produtos de degradacgdo (GIL & MATHIAS, 2005).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) dispbe da Resoluc¢do (RDC)
n° 306/04 que regulamenta o descarte de residuos de servicos de salde, onde permite que o
descarte dos efluentes sanitarios hospitalares seja feito em redes de esgoto, desde que 0s
parametros atendam os limites ambientais estabelecidos.

A resolugéo n° 128/2006 do Conselho Estadual de Meio Ambiente — CONSEMA, da
Secretaria do Meio Ambiente do Estado do Rio Grande do Sul dispde sobre a fixacdo de
PadrGes de Emissao de Efluentes Liquidos para fontes de emissdo que lancem seus efluentes
em aguas superficiais no Estado do Rio Grande do Sul. A Resolugdo CONAMA 430/2011
dispde sobre as condicOes e padroes de langamento de efluentes no Brasil. Os parametros
fisico-quimicos avaliados (Tabela 12) do efluente hospitalar utilizado no processo de
tratamento com choque de farmacos estdo de acordo com os limites estabelecidos pelas

normas. Porém estas ndo possuem regulamentacdo quanto a limites de farmacos em efluente.
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Tabela 12. Comparacéo entre os resultados obtidos no monitoramento de parametros fisico-quimicos
das amostras de efluente hospitalar bruto e tratado, conforme os limites maximos estabelecidos pelo
CONSEMA 128/2006 e CONAMA 430/2011.

Parametro Efluente Hospitalar | £¢ente tratado Limites
bruto
DQO; (mg O, L™ 212,12 99,99 <180
DQOtotal (mg O, L™) 685,0 49,54 <400
Nitrogénio amoniacal (mg L™) 52,52 11,13 20
Alcalinidade (mg CaCO; L™) 226,05 76,05 -
Sélidos Suspensos (mg L™ 155,0 56,30 <180
pH 7,0 7,6 5-9
Temperatura média (°C) - 24 <40

Nas anélises realizadas com o efluente bruto foi detectado 7,5 pug L™ para PAR,
2,0 g L™ para MET e 1,0 pg L™ para ENA, TC ndo foi detectada. Santos et al. (2011)
analisando efluente hospitalar de categoria geral detectaram uma média 0,025 pg L™ de

paracetamol, 1,35 pg L™ de metformina. Tetraciclina ndo foi detectada.

Em andlises de efluente hospitalar Lin & Tsai (2009) detectaram paracetamol na

concentracdo de 62,25 ug L™ e tetraciclina 0,089 ug L™,

Verlicchi et al. (2012) detectaram a presenca de farmacos em efluente hospitalar em
concentrac&o média para enalapril 0,18 pg L™, para paracetamol 2,39 ug L™, para tetraciclina

0,015 ug L™, avaliando a presenca dos farmacos em todas as estacdes do ano.

5.5- AVALIACAO DE RISCOS ECOTOXICOLOGICOS

O risco potencial para os farmacos em estudo foi avaliado por meio de seu quociente de
risco (RQ), calculado como a razéo entre MEC e PNEC. Valores de PNEC obtidos da literatura

com base em dados de toxicidade relatada por varios organismos aquaticos, como: bactérias,



58

algas, invertebrados e peixes. Sendo que, espécies aquaticas apresentam sensibilidade para
estudos de toxicidade a compostos como farmacos.

Uma andlise de risco foi realizada com o efluente hospitalar trabalhado, analisando o
percentual de concentragdo dos farmacos em estudo presentes no mesmo antes do processo de
tratamento biol6gico associado a membranas, utilizando-se o quociente entre MEC/PNEC, tal
como um marcador de risco para organismos aquaticos, como peixes e dafnias. Na tabela 13
sdo apresentados os valores de MEC obtidos com analise do efluente bruto, o PNEC reportado
da literatura em analises com 0os mesmos compostos, porém em agua superficial, e o risco

ambiental de cada farmaco, no presente estudo.

Tabela 13. Concentracdo ambiental medida (MEC) e o quociente de risco (QR) dos farmacos em
estudo.

MECkgs. PNEC
Composto . . R MEC/PNEC
p (Ivlg L l) (lvlg L l) Q Efl ( )
Ena 1,0+£04 346, 0,003
Met 2,0+£0,7 130, 0,01
Par 75+0,1 9,2apc 0,815
TC - 0,09, -

aGrung et al., 2008; b Stuer-Lauridsen et al., 2000; ¢ Carlsson et al., 2006

Comparando os resultados obtidos com o risco de toxicidade foi obtido que ENA e
MET apresentam riscos minimos aos organismos aquaticos. Ja o PAR apresenta risco médio,
ja que seu quociente de relacdo foi maior que 0,1, conforme dados na literatura (ZHAO et al,
2010).

Grung et al. (2008) avaliaram onze farmacos em amostras de efluentes de hospitais
Noruegueses, em relacdo ao seu risco ambiental. No qual a ciprofloxacina, diclofenaco,
etinilestradiol, sulfametoxazole e tetraciclina resultaram em valores de quociente de risco

superiores a 1, apresentando risco de toxicidade ao meio ambiente.
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5.6 PROCESSO COM CHOQUES DE FARMACOS

O processo de choque de farmacos avaliado neste trabalho ocorreu conforme descrito
no item 4.2.8, de duas formas diferentes. No primeiro foi realizado teste de longa duragéo,
onde o farmaco foi adicionado no inicio do processo ao reservatorio contendo efluente bruto,
sendo a concentracdo final alcancada de forma gradativa pela adicdo da solugdo padréo. No
segundo, foi realizado teste de curta duragcdo (pulso), pela adicdo de uma solugdo contendo
toda a concentracdo do farmaco adicionada aos reatores de uma s6 vez. Para ambos 0s testes

foram coletadas amostras nos pontos PL e PC.
Descricao dos pontos de coleta de amostras designados pelos seguintes codigos:

PL- Ponto de coleta de amostra no final do processo de tratamento de efluente apés adicéo de

farmaco no efluente bruto (choque longo).

PC- Ponto de coleta de amostra no final do processo de tratamento de efluente ap6s choque de

farmaco realizado em todos os reatores ao mesmo tempo (choque curto).

A figura 14 apresenta os pontos de amostragem dos testes realizados.

= o PR e
Adicdo do analito para

choque curto.

Adicdo do analito para v \ ; PL.PC

choque longo.

]3]

Vy
|
Reservatorio
de efluente

hospitalar J=) Permeado

Reator Anoxico  ReatorAerobio  Tanque de Membranas

Figura 14 — Pontos de amostragem do processo com MBR em efluente hospitalar.

De acordo com as figuras 15 e 16 pode ser observado o percentual médio da remocao

de cada farmaco pelo sistema de tratamento experimental.



60

TC

PAR
mPL 2mglL-1
ENA BPL 1mglL-1

®PL 0,5mgL-1

MET

120

% de remocao

Figura 15 — Percentual médio de remocéo dos farmacos em estudo, ap6s choque longo.

TC

PAR
mPC 2 mglL-1
ENA EPC 1 mglL-1
EPC 0,5mglL-1
MET

120

% de remocédo

Figura 16 — Percentual médio de remocéo dos farmacos em estudo, ap6s choque curto.

Os anexos 1, 2, 3 e 4 trazem as concentracGes obtidas de cada farmaco ap6s tratamento
de efluente com MBR e andlise realizada em triplicata no UHPLC-MS/MS, bem como, 0

percentual de remogdo dos mesmos.

No processo experimental de tratamento de efluente hospitalar com choque de
farmacos, a presenca de interferentes pode ser considerada oriunda da degradacdo
microbiologica (GUSSEME et al., 2011; PAIVA et al., 2011), facilidade de adsorcao do lodo
(MONSALVO et al., 2014), exposicio a luz (GARCIA-RODRIGUEZ et al., 2013), os quais
sdo provaveis fatores que influenciam na variacdo dos resultados.
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A fim de avaliar a eficiéncia de tratamento de efluentes hospitalares em remocéo de
produtos farmacéuticos, tendo em vista que a matriz é altamente complexa, desenvolveu-se
um estudo utilizando lodo ativado associado a biorreator de membranas (MBR). O processo
de tratamento de efluente mostrou eficiéncia quanto a remogéo de produtos farmacéuticos em
efluente hospitalar. Sendo que, para o farmaco enalapril a remocéo foi de 94,3% para teste
com choque longo de farmaco e 92,8% no teste de fa&rmaco com choque curto. Para
metformina a remocédo apresentou menor eficiéncia, foi de 57,4% ao choque longo e 49,8%
no choque curto, a tetraciclina apresentou remocéo de 99,4% no choque longo e 99,6% no
choque curto e o paracetamol foi removido 98,8% em choque longo e 98,8% em choque

curto, conforme tabelas em anexo, paginas 80,81,82 e 83.

Relacionando os resultados obtidos por Celiz et al. (2009) para o farmaco enalapril e
o0s representados nas figuras 15 e 16, podemos concluir que os resultados apresentados séo
semelhantes, sendo que para o0s dois processos as membranas utilizadas foram de fibras ocas,
havendo somente uma variacdo no tamanho do poro, a utilizada por Celiz e colaboradores

possuia tamanho de poro de 0,4 um.

Para os demais farmacos avaliados o percentual de remocdo apresentou pequenas
variag0es quanto ao detalhado na literatura, considerando processos de tratamento de efluente
(GARCIA-RODRIGUEZ et al., 2013; MONSALVO et al., 2014).

Monsalvo et al. (2014) estudaram a remocao de tracos de compostos organicos apés
processo de tratamento de efluente com biorreator de membranas alimentado com lodo e 4gua
residual, e concentragdo inicial de 400 a 2400 ng L™ de compostos organicos dosados no
processo. O resultado de remocao foi de 90% para 9 dos 38 compostos em analise, enquanto
que 23 compostos apresentaram um percentual de remocdo de 50% ou menos. Entre os
compostos detectados, o processo apresentou eficiéncia em remocdo de 36,6% de enalapril,

58,1% de paracetamol e 99,0% de metformina.

Carballa et al. (2006) estudaram a eficiéncia de um pre-tratamento térmico e alcalino
sobre o comportamento de farmacos e produtos de higiene pessoal durante processo de
digestdo anaerdbia do lodo de esgoto. Adicionaram concentracdes de 4 a 400 pg L™ de
substancias pertencentes a diferentes classes terapéuticas e avaliaram o percentual de remocao
no final do processo, sendo que, 0 maior percentual de remocdo no processo de tratamento

anaerdbio foi alcancado pelos antimicrobianos e estrogenos naturais (>80 %).
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Um estudo com lodo ativado e biorreator de membranas (MBR) foi avaliado quanto a
remocao de produtos farmacéuticos em aguas residuais, onde as analises foram realizadas por
cromatografia a liquido e espectrometria de massas com triplo quadrupolo. Entre os farmacos
investigados, o enalapril foi removido pelo sistema MBR no percentual de 95%. Em geral, 0s
resultados indicaram que MBR tem uma maior eficiéncia na remocdo de alguns farmacos

polares em &guas residuais (CELIZ et al., 2009).

5.7 FRAGMENTAGCAO DOS FARMACOS EM ESTUDO

A fragmentacdo dos farmacos enalapril, metformina, paracetamol e tetraciclina foi
verificada ap6s analises com injecdo direta do farmaco em solucdo aquosa no equipamento
MicroTOF-QII, em diferentes energias de colisdo (5 a 40 eV), gerando os produtos de
fragmentacdo de cada composto. O ion € induzido a colidir com o gas para promover a sua
dissociagdo quimica (CID), os produtos dessa dissociacéo sdo transferidos para MS?, onde sdo
separados por m/z (Ham, 2008). Sob essas energias aplicadas ao ion ionizado ocorreram as
fragmentacdes que podem ser observadas nas figuras 17, 18, 19, 20. Entre as energias de
colisBes aplicadas para a dissociacao do ion, obteve-se a melhor fragmentacdo nas energias de
20 eV e 25 eV. Na figura 17 pode ser observado a fragmentacédo do enalapril.
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Figura 17 — Espectro de enalapril com suas possiveis fragmentaces.

Lee et al. (2003) quantificaram o farmaco enalapril em amostras de plasma humano

utilizando método de pré-concentragdo em cartuchos SPE Oasis HLB, seguido de analise em



63

UHPLC-MS/MS e Espectrometro de massa triplo quadrupolo, obtendo espectro semelhante

ao encontrado neste trabalho com o mesmo farmaco analisado.

Para a metformina a possivel fragmentacdo pode ser observada na figura 18. Esta

fragmentacdo € semelhante a citada por Trautwein & Kummerer (2011) em testes de
fotodegradacéo e biodegradacédo de MET, analisados por UHPLC-MS/MS.
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Figura 18 — Espectro da metformina com suas possiveis fragmentacdes.

Li et al. (2014) analisaram o farmaco paracetamol por LC-MS/MS para verificar sua

presenca em solo, bem como sua transformacao. Encontraram oito produtos intermediarios e,

entre eles, os fragmentos apresentados na figura 19. O farmaco paracetamol também foi

estudado por Kawabata et al. (2012) por meio de fotodegradacdo. Os autores obtiveram

algumas fragmentagdes como as obtidas neste trabalho e apresentadas na figura 19.
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Mboula et al. (2012) propuseram a fragmentagdo da tetraciclina ap6s experimentos
com fotocatalise e posterior analise por LC-MS/MS (ESI), obtendo os mesmos fragmentos
obtidos neste estudo, como especificados na figura 20. Wu et al. (2011) avaliaram o
comportamento da tetraciclina em um sistema de compostagem e cinética de degradacdo. Em
suas observacGes o farmaco TC apresentou semelhante comportamento de fragmentag&o.
Diferentes ionizagdes foram observadas por Kamel & Fouda (2002) para tetraciclinas em
triplo quadrupolo, sendo que com menor energia de colisdo as tetraciclinas apresentaram
melhor fragmentacao, sendo que as fragmentacdes obtidas foram 427 e 410, como obtidas na

fragmentacdo demostrada na figura 20.
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Figura 20 — Espectro de fragmentacdo da tetraciclina.

Com a verificacdo dos possiveis fragmentos de cada farmaco, mostrados nas figuras
17, 18, 19 e 20 analisou-se o percentual de cada fragmento, a razao isotépica do ion precursor

e a diferenca (erro) entre a massa tedrica e experimental (ppm), representados na tabela 14.

A razdo isotopica que compbe os elementos quimicos € usada para descrever 0s
atomos de um elemento com namero variavel de néutrons, todos os is6topos de um elemento
sdo quimicamente idénticos, eles participam de rea¢fes quimicas idénticas e compartilham
propriedades quimicas idénticas, com a ressalva de que algumas taxas de reacdo (ou
propriedades) que irdo variar devido a diferencas de massa (LEE, 1998). Para identificacdo
confiavel dos farmacos estudados buscou-se uma precisdo de aproximadamente 5 ppm na
confirmagdo do composto elementar. Sendo o valor de 5 ppm o aceito para verificagdo do
composto elementar correspondente a precisdo das massas por (Q) TOF (LACORTE &
FERNANDEZ-ALBA, 2006).
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Tabela 14 - Possiveis fragmentagdes de cada farmaco, razéo isotopica e diferenga de ppm.

fon Razéao Composto | Diferenca Massa molar/ Fragmentacao %
Precursor Isotépica %o elementar ppm
m/z %
ESI-MS (+)
377, 2057 378,2088 CaoH29N,05 5,16 303,1687 [M+H-C3Hs0,]" (25);
(20,61) 234,1480 [M+H-CgHgNOs]"  (100);
379,2108 160.1113 [M+H-CyH,NOs]* (3,56);
(3,08) 117,0696 [M+H-C1,H1sN,0s]* (0,50)
130,1084 | 131,1137(5,79) | CsHuNs 6,69 130,1084 [M+H]" (100);
113,0822 [M+H-NHg]* (21,2);
88,0864 [M+H-CH,N,]* (12,8);
152,0698 | 153,0760 (1,04) | CsHiNO, 4,29 152,0698 [M+H] (100);
110,0603 [M+H-CH,CO]" (51,56);
445,1592 446,1620 CHsN,05 4,25 445,15,92 [M+H]* (100);
(20.27) 4271478 [M+H-H,0]" (32,76);
447,1651 (4.25) 410,1223 [M+H-H,0-NHs]* (87,24);
154,0496 [M+H-C15H,7NOs]* (7,16)

No espectro de massas o ion molecular apresenta-se em maior percentual, devido a
forma ionizada do composto. Os fragmentos deste composto sdo responsaveis pelas demais
fragmentacdes presentes no espectro com percentual menor (LEE 1998), como pode ser
observado na tabela 14, onde o ion molecular apresenta percentual de fragmentacdo 100% e
0s demais fragmentos apresentam percentuais menores. Ainda pode ser observado na tabela a
descricdo da quebra/perda do composto.

5.8 PRODUTOS DE DEGRADACAO

Para verificacdo dos produtos de degradacdo foram realizadas analises das amostras de
efluente hospitalar ap6s choque de farmacos. As amostras foram coletadas no final do
processo (PL, PC), filtradas, diluidas e/ou pré-concentradas conforme identificacao,
posteriormente injetadas em UHPLC acoplado ao espectrometro de massa MicroTOF-QII,
com intuito de verificar possiveis produtos de degradacdo de cada farmaco. As amostras
foram avaliadas em modo MS e MS?, para melhor confirmacdo do possivel produto de

degradacéo.
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Ao analisar os espectros gerados, foi identificado que os farmacos enalapril,
metformina e paracetamol ndo apresentavam produtos de degradacdo que tivessem o mesmo
perfil de fragmentacédo de acordo com a solucdo padrdo de cada composto que foi infundido,
bem como de acordo com dados da literatura (PEREZ et al., 2007; TRAUTWEIN &
KUMMERER 2011; ZHANG et al, 2013).

O metabolito/produto de degradacdo da tetraciclina de m/z 462,29 foi encontrado na
amostra de efluente, apds choque de farmaco, com tempo de retencdo de 6,2 min. Este
composto, segundo Niu et al. (2013), € oriundo da hidroxilacdo da TC. Como proposto na
figura 21 e 22, pode-se verificar o possivel produto da tetraciclina obtido com energia de

colisdo de 20 eV.
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Figura 21. Espectro de massa de MS da tetraciclina em efluente hospitalar.
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Figura 22 — Espectro de massa MS? da tetraciclina em efluente hospitalar.



67

6. CONCLUSOES

O meétodo desenvolvido para a determinacdo por UHPLC-MS/MS e clean-up/pre-
concentracdo de TC, PAR, ENA e MET em efluente hospitalar mostrou-se adequado e
satisfatorio. A validacdo mostrou que as faixas de recuperacdo variaram de 93 a 105%.

A andlise de ENA, MET, PAR e TC em amostras do efluente hospitalar evidenciou a

-1
ocorréncia destes farmacos no efluente na ordem de pg L , exceto para TC, que ndo foi

detectada.

A avaliacéo de risco de exposi¢do ao ambiente (MEC/PNEC) mostrou que para ENA e
MET o QR representa grau de risco baixo ao meio ambiente, e PAR apresenta risco medio.
Através destes valores fica evidenciada a necessidade da realizacdo de processos adequados
de tratamento para efluente hospitalar, sendo que o mesmo apresenta vasta gama de
xenobidticos.

O processo experimental de tratamento de efluente com sistema bioldgico associado a
membranas mostrou-se eficiente quanto a remocao dos farmacos. Para o ENA a remocéo foi
de 94,3% em choque longo e 92,8% em choque curto. A remoc¢do de MET no sistema de
tratamento apresentou menor eficiéncia, a remogéo foi 57,4% para choque longo e 49,8% para
choque curto. PAR foi removido 98,8% em choque longo e choque curto, e a remogéo de TC
foi 99,4% para choque longo e 99,6% para choque curto.

Na analise de produtos de degradacdo detectou-se um possivel produto da TC com
m/z 462. Néo foi possivel a determinacdo de compostos de degradacdo dos demais farmacos
em estudo.

O lancamento de farmacos no ambiente, por meio do efluente hospitalar, merece

atencdo, para tanto, solucdes de remediacdo devem ser tomadas.
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7. SUGESTOES

Este trabalho sugere para estudos futuros, pesquisas com a finalidade de explicar ainda
melhor os resultados obtidos em trabalhos utilizando sistemas de tratamento de efluentes com

choques de farmacos:

o buscar novos processos de tratamento de efluentes;
o estudar toxicidade dos compostos, bem como dos intermedidrios ou produtos de
degradacéo formados;

o realizar testes de adsorcdo em lodo.
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) ANALISE DA METFORMINA (MET) EM CONCENTRACOES DE CHOQUES DE
FARMACOS E OS VALORES OBTIDOS.

Tempo

Concentracéo Medida pug L™

% de remocao

Desvio padréo

Amostra 1 - PL MET - choque longo 0,5 mg L™

3h 106,59 78,68 +128

6h 22,47 95,51 +8,8

9h 19,04 96,19 8,1
Amostra 2 — PL MET - choque longo 1 mg L™

3h 697,61 30,24 +9,7

6h 668,49 33,15 +99

9h 519,90 48,01 +89
Amostra 3 — PL MET - choque longo 2 mg L™

3h 1309,33 34,53 +11.2

6h 1079,52 46,02 +10,8

9h 909,55 54,52 8,1

Tempo Concentracdo Medida pg L™ % de remocéo Desvio Padréo

Amostra 1 — PC MET — choque curto 0,5 mg L™

3h 519,90 65,34 +79

6h 508,74 66,08 +8,7

9h 289,77 80,68 +9.3
Amostra 2 — PC MET - choque curto 1 mg L™

3h 2188,30 27,06 +11.2

6h 1684,23 43,86 127

9h 1456,17 51,46 +13,6
Amostra 3 — PC MET - choque curto 2 mg L™

3h 4356,97 27,38 +114

6h 3785,17 36,91 +128

9h 3000,11 49,99 +99
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FARMACOS E OS VALORES OBTIDOS.
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Tempo

Concentracdo Medida pg L™

% de remocao

Desvio Padrao

Amostra 1 — PL ENA - choque longo 0,5 mg L™

3h 18,57 96,28 +1,7

6h 16,46 96,71 +23

%h 0,81 99,83 +138
Amostra 2 — PL ENA — choque longo 1 mg L™

3h 13,73 98,63 +11

6h 0,41 99,96 +0,7

%h 0,25 99,97 +05
Amostra 3 — PL ENA — choque longo 2 mg L™

3h 408,29 79,58 +79

6h 338,65 83,07 +8,3

%h 115,98 94,20 +6,7

Tempo Concentracdo Medida pg L™ % de remocao Desvio padréo

Amostra 1 — PC ENA — choque curto 0,5 mg L™

3h 200,76 86,62 47

6h 105,76 92,95 +6,1

9h 42,24 97,18 +51
Amostra 2 — PC ENA — choque curto 1 mg L™

3h 441,42 85,29 +8,9

6h 91,91 96,94 +8,1

9h 10,79 99,64 +58
Amostra 3 — PC ENA — choque curto 2 mg L™

3h 816,34 86,39 +9,6

6h 448.10 92,53 +472

9h 144,83 97,59 +31
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ANALISE DE PARACETAMOL (PAR) EM CONCENTRAGCOES DE CHOQUES DE
FARMACOS E OS VALORES OBTIDOS.

Tempo

Concentracio Medida ug L™

% de remocao

Desvio Padrao

Amostra 1 — PL PAR — choque longo 0,5 mg L™*

3h nd* 100 0

6h nd* 100 0

9h nd* 100 0
Amostra 2 — PL PAR — choque longo 1 mg L™

3h 36,83 96,32 +3,1

6h 9,94 99,00 +18

9h 5,04 99,49 +0,3
Amostra 3 — PL PAR — choque longo 2 mg L™

3h 58,14 97,09 +19

6h 48,60 97,57 +1,.2

9h 11,70 99,41 +0,6

*nd — ndo detectado

Tempo

Concentracio Medida ug L™

% de remocao

Desvio Padrao

Amostra 1 — PC PAR — choque curto 0,5 mg L™

3h nd* 100 0

6h nd* 100 0

9h nd* 100 0
Amostra 2 — PC PAR — choque curto 1 mg L™

3h 77,79 97,41 +172

6h 65,74 97,81 +0,9

9h 28,48 99,05 +0,4
Amostra 3 — PC PAR — choque curto 2 mg L™

3h 113,36 98,11 +0,2

6h 112,20 98,13 +0,2

9h 93,74 98,44 +0,1

*nd — ndo detectado
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ANALISE DE TETRACICLINA (TC) EM CONCENTRAGOES DE CHOQUES DE
FARMACOS E OS VALORES OBTIDOS.

Tempo

Concentracdo Medida ug L™

% de remocao

Desvio Padrao

Amostra 1 — PL TC - choque longo 0,5 mg L™

3h 4,92 99,01 +0,3

6h 2,73 99,45 +0,3

9h 2,46 99,51 +0,2
Amostra 2 — PL TC — choque longo 1 mg L™

3h 7,74 99,23 +04

6h 7,28 99,27 +0,3

9h 7,09 99,29 +0,2
Amostra 3 — PL TC — choque longo 2 mg L™

3h 16,94 99,15 +0,6

6h 14,00 99,30 +0,2

9h 13,35 99,33 +0,3

Tempo Concentracdo Medida pg L™ % de remocao Desvio padréo

Amostra 1 — PC TC — choque curto 0,5 mg L™

3h 4,60 99,69 +0,7

6h 3,62 99,75 +0,3

9h 2,59 99,82 +0,2
Amostra 2 — PC TC — choque curto 1 mg L™

3h 16,23 99,46 +0,8

6h 16,19 99,46 +0,1

9h 14,84 99,50 +0,4
Amostra 3 — PC TC — choque curto 2 mg L™

3h 31,53 99,47 +0,9

6h 20,50 99,66 +0,6

9h 17,39 99,71 +0,2
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