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Resumo

A presenca de farmacos residuais no ambiente é
um problema crescente e de abrangéncia global,
com ampla quantidade de pesquisas visando sua
quantificagdo. Porém, seu comportamento e efeitos,
tanto no ambiente quanto para o ser humano, ainda
ndo sdo bem conhecidos. Neste trabalho foram
avaliados sete farmacos: Atenolol, Carbamazepina,
Clonazepan, Ibuprofeno, Paracetamol, Sinvastatina
e Fluoxetina, em amostras de lodo proveniente
de uma estacdo de tratamento de esgotos do
sistema publico. A extracdo dos compostos na
matriz foi baseada na sua lixiviacdo em agua e
a quantificacdo analitica foi determinada por
um sistema de cromatégrafo liquido de ultra
performance, acoplado ao espectrometro de massas.
Os resultados indicam a possivel movimentacéo
de alguns farmacos da fase aquosa para a sélida.
Observou-se que a compostagem do lodo pode
favorecer a biodegradacdo ou mobilizacdo dos
compostos, pois houve reducdo significativa nas
concentracdes, quando comparados os valores
obtidos antes e ap6s o processo de compostagem.
A ndo deteccdo de um composto néo significa
necessariamente que ele tenha sido degradado por
microrganismos, entretanto, estudos pretéritos
chegaram aresultados semelhantes, o que corrobora
para a adequacdo da proposta metodolégica e
dos procedimentos adotados, contribuindo para
a producdo de resultados confiaveis.
Palavras-Chave: Esgotos; Compostagem; Farmacos;
Biorremediac&o
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Abstract

The presence of residual drugs in the environment
is a growing global problem, with many studies
seeking to quantify it. However, its behavior and
effects, both on the environment and on humans
are still not well known. In this work, seven
drugs were evaluated: Atenolol, Carbamazepine,
Clonazepan, Ibuprofen, Paracetamol, Simvastatin,
and Fluoxetine, in samples of sludge from a
sewage treatment plant of the public system.
The extraction of the compounds in the matrix
was based on the leaching of the compounds
in water and the analytical quantification was
determined by an ultra-performance liquid
chromatograph system, coupled to the mass
spectrometer. The data indicate the possible
movement of some drugs from the aqueous to the
solid phase. It was observed that the composting
of the sludge could favor the biodegradation or
mobilization of the compounds since there was
a significant reduction in the concentrations,
when comparing the values obtained before and
after the composting process. The non-detection
of a compound does not necessarily mean that it
has been degraded by microorganisms; however,
past studies reached similar results, which
corroborates the adequacy of the methodological
proposal and the adopted procedures, contributing
to the production of reliable results.

Keywords: Sewage; Composting; Pharmaceuticals;
Bioremediation.

Introdugao

Nas tultimas décadas, tem-se observado uma
crescente e ampla producéo bibliografica arespeito
dapresenca de farmacos e/ou seus metabélitos nas
varias matrizes ambientais, podendo ser apontada
como causadora de inimeras modifica¢des, tanto
em nivel fisiol6gico como genético, e com potencial
de causar distdrbios ao homem.

Muitos produtos quimicos tém um papel
essencial navidamoderna, especialmente no campo
da medicina, porém, em contrapartida, podem
causar poluicdo medicamentosa ou farmacéutica
por excrecdo na urina ou descarte inadequado
(Whitmee et al, 2015). A introducdo de farmacos e
dos seus metabélitos no ambiente, principalmente
no compartimento aquatico, foi uma area de
crescimento da quimica ambiental por diversos
anos (Jones; Voulvoulis; Lester, 2001). Embora os
estudos tenham sido iniciados na década de 7o,
nos Estados Unidos da América (EUA), estes
alcancaram maior progresso apenas em meados
dos anos 9o, com o desenvolvimento de técnicas
analiticas com limites de deteccdo de pg/L ang/L,
tais como cromatografia e espectrometria de massa.
Atualmente, é evidente a ampla disseminacédo
de farmacos no ambiente, tendo sido detectados
em aguas residuais, de superficie (rios, lagos,
ribeiras, estuarios e mares), subterraneas, nos solos
e sedimentos (Harrison et al., 2006; Martin
et al., 2012). A grande preocupacdo ambiental
ndo é necessariamente o volume de producéo de
um farmaco, mas sua persisténcia no ambiente e
atividade biol6gica, toxicidade, bioacumulacao,
biodegradacdo, entre outros.

Em estudos realizados por Caldas et al (2013)
e Fent, Weston e Caminada (2006), foi relatada a
eficiéncia de remocdo de farmacos em plantas de
tratamento de esgotos, demostrando grande variacdo,
dependendo do grupo farmacéutico avaliado.

Atualmente, os horménios e os antibidticos,
cuja abordagem em pesquisas vém despontando
de modo abrangente dentro da literatura de
contaminantes emergentes, ja dispdem de dados
mais conclusivos, no entanto, ainda existem muitos
outros grupos de substancias que necessitam de
investigacdo (Martin et al., 2012).

Salde Soc. Sdo Paulo, v.32, n.2, e220535pt, 2023 2



O recente avanco das metodologias e técnicas
analiticas permitiu a deteccdo e quantificacdo desses
compostos em matrizes ambientais, bem como em
concentracdes da ordem de partes por bilhdo (ppb) e
partes por trilh&o (ppt), ampliando as possibilidades
de avalia¢do quanto aos possiveis efeitos a biota e
aos humanos pela presenca dessas substancias no
ambiente, o que tem causado preocupacéo.

Beek et al.
abrangente da literatura de 1.016 publicacdes
originais e 150 artigos de revis&o, consolidando as
medidas de concentra¢des ambientais (MECs) para
substancias farmacéuticas humanas e veterinarias,
relatadas em todo o mundo em aguas superficiais,
subterraneas, torneiras/agua potavel, esterco, solo e
outras matrizes ambientais em um banco de dados
abrangente. O banco de dados revelou que produtos
farmacéuticos ou o resultado de sua transformacéo
foram detectados no meio ambiente de 71 paises.
No total, foram encontrados 631 farmacos distintos,
acima do limite de detec¢do dos respectivos métodos
analiticos empregados, revelando padrdes regionais
distintos. As aguas residuais urbanas parecem
ser a via de emissdo dominante para produtos
farmacéuticos em todo o mundo, embora as emissées
da producéo industrial, hospitais, agricultura e
aquicultura sejam importantes localmente.

No Brasil, os indices de tratamento de esgotos
ainda sdo muito baixos. O Plano Nacional
de Saneamento (PLANSAB) estabelece que
a universalizacdo do acesso aos servicos de
saneamento devera ocorrer somente em 2033.
Da mesma forma, a Lei n. 14.026, sancionada em

(2016) realizaram uma revisédo

15 de julho de 2020 (BRASIL, 2020), que atualiza
omarco legal do saneamento basico, estabeleceu
metas de universalizacdo que garantam o
atendimento até 31 de dezembro de 2033. Assim,
prevé-se uma significativa ampliacdo do nimero
de estacdes de tratamento de esgotos no paifs,
bem como o0 aumento na producéo de lodo.

Existem varias rotas pelas quais os farmacos
podem atingir matrizes ambientais, sendo as
mais usuais a utilizacdo comum em medicina e
sua excrecdo, bem como o descarte inadequado de
medicamentos vencidos e daqueles que restaram
apos os tratamentos, salientando-se que sdo raras
as informacdes sobre a forma correta e segura de
realizar o descarte destes, resultando que atinjam
os sistemas de tratamento de esgotos ou, na sua
auséncia, o corpo receptor.

Rotas de exposicdo de farmacos em matrizes
ambientais

Abaixavolatilidade dos produtos farmacéuticos
indica que a distribuicdo no ambiente ocorrera,
principalmente, através de transporte aquoso.
Durante os processos de tratamento de esgotos pode
ocorrer o transporte de farmacos da fase liquida para
a fase solida, por adsorc¢do aos sélidos em suspensao,
constituindo, em parte, o residuo s6lido gerado nas
Estac¢des de Tratamento de Esgotos (ETE.), na forma
de lodo ou biomassa excedente. A Figura1apresenta
as rotas de exposicdo de farmacos em matrizes
ambientais e as faixas de concentragdes observadas
em fontes domésticas e ndo domésticas.

Figura 1 — Rotas de exposicdo aos farmacos em matrizes ambientais e faixa de concentracdo
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De forma geral, existem poucas pesquisas que
correlacionam parametros operacionais e fisico-
quimicos de Estacdes de Tratamento de Esgotos (ETE)
com a remogédo dos farmacos. Considerando que os
diferentes processos de tratamento e a origem dos
afluentes determinam diferentes caracteristicas
ao lodo, é de fundamental importéncia que esses
parametros sejam conhecidos e avaliados. Um ntimero
reduzido de estudos contempla a determinacdo de
farmacos e produtos de higiene pessoal presentes no
lodo proveniente de ETE, assim como sua mobilizacdo
considerando parametros fisico-quimicos dos
compostos e da matriz.

Dentre os estudos desenvolvidos, uma abordagem
ampla do assunto é apresentada por Hester e
Harrison (2013).

A movimentacdo dos contaminantes na agua,
no solo e no ar, bem como na interface entre diferentes
compartimentos é determinada por processos
relacionados as propriedades quimicas das substéncias
e dos compartimentos ambientais. Desse modo,
este estudo tem como objetivo avaliar o comportamento
dos farmacos Atenolol, Carbamazepina, Clonazepan,
Ibuprofeno, Paracetamol, Sinvastatina e Fluoxetina,
em lodo proveniente da estacdo de tratamento de
esgotos, antes e apos o processo de biorremedicéo
por compostagem.

Caminada (2021) aborda as propriedades fisico-
quimicas e ecotoxicidade dos farmacos escolhidos
para estudo, utilizando o modelo QSAR (ECOSAR-EPA)
evisando identificar o potencial de bioacumulacéo e
ecotoxicidade dessas substancias.

Efeitos em organismos aquaticos

De acordo com Kolpin et al. (2002), a descarga
continua dos farmacos e de produtos de higiene
pessoal em corpos d’agua acarreta uma exposi¢do
cronica de organismos aquaticos a essas substéancias
e seus metabdlitos. Entretanto, a magnitude,
frequéncia e duragédo da exposicdo ainda ndo foram
completamente exploradas.

A maioria dos estudos analisa a ecotoxicidade
de um Gnico composto farmacéutico, no entanto,
os farmacos estdo normalmente presentes nos
ecossistemas sob a forma de misturas complexas,
podendo, portanto, ocorrer diferentes interacdes.

Efeitos dos contaminantes emergentes na
saude humana

Os farmacos possuem propriedades intrinsecas
bioativas, portanto a exposicdo prolongada a eles e/ou
aos produtos resultantes das reacdes metabélicas,
mesmo em baixas concentracdes, pode conduzir a
efeitos adversos para os seres humanos e ecossistemas.

O efeito dos farmacos na sattide humana deve
ser analisado de maneira ordenada e qualitativa,
levando em consideracdo as preocupacdes
especiais e as necessidades da sociedade dentro
das classes e produtos.

Um exemplo que requer preocupacéo especial
sdo os hormdnios sexuais, que podem atuar como
desrreguladores endécrinos em organismos néo-alvo
a baixas concentracdes, além dos antineoplasicos
e imunossupressores utilizados em quimioterapia,
conhecidos por serem potentes agentes mutagénicos.

Deve-se destacar que alguns aditivos utilizados
em medicamentos, como: parafinas, corantes,
estabilizadores e surfactantes séo reportados na
literatura como produtos extremamente téxicos
(EC50 <0.1 mg/L-1).

Atividades de farmacodindmica, ao se unirem a
ecotoxicologia de farmacos, sdo ciéncias que podem
apresentar resultados mais conclusivos sobre orisco
dos medicamentos e suas formulacGes causarem
problemas ambientais (Sanderson et al., 2004).

Osimpactos de substéncias quimicas, inclusive os
farmacos, podem incluir qualquer nivel de hierarquia
biolégica: células, organismos, populacdes e
ecossistemas. Efeitos sutis podem incluir selec¢éo
genética, rompimento endé6crino, genotoxicidade
e subsequentemente alteracdo do comportamento
metabolico e func¢des da espécie no ecossistema
(Jorgensen; Halling-Sorensen, 2000).

A habilidade para distinguir a relacéo entre
normal ou saudavel, anormal ou doente, em sistemas
complexos, é muitorelativa, devido a falta de sistemas
comparativos e de como eles s&o afetados. Por exemplo,
misturas de farmacos com agrotéxicos podem
obscurecer a elucidacéo de efeitos sutis no ambiente.

Sinais biologicos sutis e/ou efeito cascata dos
farmacos (concentracdes extremamente baixas) no
ambiente podem ser estudados em experiéncias de
microcosmo (Jorgensen; Halling-Sorensen, 2000;
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Sanderson et al., 2003; Giddings, 2002), porém,
a anédlise estatistica e interpretacéo dos resultados
devem informar a precisédo do teste e o tempo de
recuperacdo do ambiente. Recuperacdo, nesse
contexto, significa retorno para um estado natural
ndo perturbado (Sanderson et al, 2003).

Diante das diferencgas que podem ocorrer quando
se avalia o potencial toxico de um xenobidtico em
organismos aquaticos e animais, emrelacdo aos efeitos
que eles poderiam causar ao ser humano, a Toxicologia
Baseada em Evidéncias, por meio do programa
Toxicologia para o Século 21 (Tox21), representa um
avanco na area toxicolégica, principalmente em
relac8o as contaminac¢des ambientais.

Amudanca de paradigma na toxicologia atual para
aquela que é baseada em evidéncias tende a afastar-se
do teste classico em animais para a nova toxicologia
invitro e insilico,bem como a toxicologia mecanistica.
Essa mudanca torna-se ainda mais evidente ao
considerar que muitos estudos toxicolégicos ainda
sdorealizados em animais, foram projetados ha muito
tempo, como nos anos 50 ou 60 e os sinais de seguranca
regulatéria sofreram uma mudanca notavelmente
pequena durante esse periodo. Ao mesmo tempo,
atecnologianas ciéncias da vida tem avancado muito
e muitorapido, portanto, a toxicologia precisa de uma
adaptacgdo para as novas tecnologias e conhecimentos.

Aprimeirareunido sobre Toxicologia Baseada em
Evidéncias foi realizada em 2007, na Italia, no Lago
Como, onde cerca de 170 participantes de diferentes
paises produziram uma declara¢do comum sobre
a comunidade cientifica, para criar uma base de
evidéncias toxicolégicas. Véarias publicacdes arespeito
do tema podem ser consultadas, tendo sido elaboradas
principalmente por Thomas Hartung e sua equipe,
que naquela época estavam no Centro de Validac&o de
Métodos Alternativos da Comissdo Europeia (ECVAM).

Biorremediacdo por compostagem de lodo de ETE

Considerando anecessidade de destinacéo final
ambientalmente adequada para os lodos gerados no
processo de tratamento de esgotos, a sua utilizac&o
para disposi¢do no solo com finalidades agricolas
tem se configurado como uma alternativa viavel,
uma vez que possibilita a diminui¢&o dos volumes
destinados a aterros sanitarios e o aproveitamento dos

nutrientes presentes nesse material, contribuindo
para amanutengdo do equilibrio dos ciclos essenciais
danatureza, especialmente do nitrogénio e fésforo,
cujas fontes sdo finitas e ndo renovaveis.
Aescolha da compostagem como objeto de estudo
se deu por varios fatores, destacando-se que o lodo
proveniente de ETE possui popula¢do microbiana
numerosa e variada, fato que contribui para o
processo de compostagem. Além disso, o aumento
da temperatura caracteristico do processo de
compostagem interfere diretamente na populacdo dos
organismos que participam do processo. A populacéo
denominada meséfila, que apresenta crescimento
entre 15°C e 43°C, é muito importante na fase inicial
da compostagem, quando, na presenca de oxigénio,
ocorrem as reacdes aerdbias e exotérmicas. A partir
desse momento, o calor liberado favorece o aumento da
temperatura e o crescimento dos microrganismos
denominados terméfilos, que crescem na faixa
entre 40°C e 85°C, contribuindo para as reagdes
de degradagdo dos compostos mais complexos,
como farmacos, contaminantes emergentes ou
contaminantes de dificil degradacao.

Desenvolvimento
Descricdo da area de estudo

Este estudo foi desenvolvido na ETE Lageado,
localizada em Botucatu, um municipio daregido oeste
do estado de Sdo Paulo. A ETE utiliza o processo de
tratamento em nivel secundario, operando com uma
vazdo média de 300L/s. Sua estrutura de tratamento
possui as seguintes etapas: tratamento preliminar
composto por gradeamento e caixa de areia, tanque
de equalizacdo de vaz&do Reator Anaerdbio de
Fluxo Ascendente (RAFA), tanque de aeracéo (TA),
decantadores secundarios e desinfeccdo do efluente
final. O lodo gerado na estacdo é desaguado por
processo mecanico de centrifugacdo, até atingir
teor de s6lidos entre 20% e 25%. A producdo diaria
de lodo é de aproximadamente 15 m3/dia.

Processo de compostagem

Os dados referentes ao projeto, instalacdo e
aspectos operacionais do processo de compostagem
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estdo descritos na Tabela1, tendo sido desenvolvidos
em parceriacom a Faculdade de Ciéncias Agronémicas -
FCA (Universidade Estadual Paulista - Unesp) e com
a Companhia de Saneamento Basico do Estado de
S&o Paulo - Sabesp.

A leira foi composta por lodo desidratado,
proveniente da ETE Lageado, e poda de arvore,
utilizado como agente estruturante, na proporcdo de 1:1.
O processo utilizado foi por leiras revolvidas, instaladas
em galpdo coberto, conforme mostra a Figura 2.

Tabela 1. Dados operacionais do processo de compostagem

Dados operacionais da leira de compostagem

Dimensdes aproximadas
Agente estruturante

Volume de lodo desidratado

Volume total da leira
(agente estruturante + lodo desidratado)

Datas de revolvimento da leira de compostagem

2,75m x 8,0m X 0,85m

poda de arvore (proveniente da poda realizada pela
Prefeitura Botucatu-SP)

lom?
20m3

15/05/2019; 07/06/2019; 24/06/2019

Fonte: Caminada (2021)

Figura 2. Instalacdo do sistema compostagem
T S ISR SN

Legenda: (A) Lodo seco; (B) Lodo desidratado e agente estruturante; (C) Montagem da leira; (D) Revolvimento; (E) Leira

Fonte: CAMINADA, 2021

Preparo e conservacao das amostras do afluente
e do lodo da ETE

Foramrealizadas seis campanhas de amostragem
no periodo de maio a julho de 2019, nas datas:
08/05/2019; 22/05/2019; 05/06/2019; 19/06/2019;
03/07/2019; e 17/07/2019.

Coleta de amostras do esgoto afluente a estacdo

A coleta de amostras do afluente da estacéo
considerou amostragem composta no periodo de
24 horas, considerando a coleta de uma aliquota a
cada 6 horas.

Coleta de amostras de lodo
As amostras do lodo gerado foram realizadas por
meio de coletas simples, respeitando-se o tempo de

detencdo hidraulica da estacdo, considerando as
datas da amostragem do afluente.

A amostragem do lodo foi realizada segundo

a NBR 10.007/2004 (ABNT, 2004). As amostras
coletadas foram devidamente identificadas e
conservadas, permanecendo congeladas a-20°C até
o posterior preparo e analise quantitativa.

A coleta foi realizada como indicado a seguir:

- Amostragem de extrato proveniente do lodo
bruto, coletado no afluente do adensador;

- Amostragem de extrato proveniente de lodo
centrifugado/desaguado;

- Amostragem do material compostado,
considerando o acompanhamento do processo
de em leira de compostagem durante 75 dias,
sendo que as amostras foram coletadas no
inicio do processo (tempo zero), 15 dias,
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30 dias, 45 dias, 60 dias e, posteriormente,
com 75 dias, garantindo-se a estabilizac&o
do bioss6lido compostado.

Desenvolvimento dos ensaios para identificacdo e
quantificacdo de farmacos em matrizes ambientais

Os ensaios quantitativos de identificacdo dos
farmacos em estudo foram realizados no Ntcleo
de Pesquisas Avancadas em Matologia (Nupam),
localizado na Unesp, campus Lajeado, na cidade
de Botucatu-SP.

Metodologia de extracdo baseada na saturacdo dos
compostos em agua

Considerando que os procedimentos de extra¢édo
utilizando acidos ou solventes ndo retratam as
condi¢Oes naturais a que o biossélido estara
exposto - tratando da sua disposi¢do na agricultura -,
um novo procedimento de extracdo foi realizado,
buscando condi¢des normalmente encontradas
no ambiente e considerando a eventual exposicdo
desse biossoélido, baseado no principio de saturacéo
dos compostos em agua desenvolvido em Macedo
et al. (2020).

Para a realizacdo do processo de extracéo
das amostras referentes ao lodo desidratado
e provenientes do sistema de compostagem,
inicialmente foram descongeladas e peneiradas em
peneiran®6 (Mesh), abertura 3,36mm, pararetirada
de material grosseiro e homogeneizacéo.
Foipesado, aproximadamente, 4g da amostra sélida,
transferidas para tubo de ensaio, adicionado 2ml
agua MilliQ e devidamente fechadas. Elas foram
armazenadas por 24 horas, em temperatura
ambiente, ao abrigo da luz para obtencé&o do
lixiviado. Passado o periodo de armazenamento,
as amostras foram centrifugadas em Centrifuga
Hettich-Zentrifugen, modelo ROTANTA 460R por
5 minutos, em 5000rpm, para obtenc&o do extrato.
Em seguida, os extratos obtidos foram filtrados
com Millex® HV, marca Millipore, PVDF 0,45um,
didmetro 13mm, transferidos para vial, marca
Analitica, volume 1,5ml, tipo rosca gmm, AMBAR,

com tarja, 11,6*32mm, devidamente identificados
para quantificacdo analitica, utilizando UFLCTM
e espectrometro MS-MS.

As amostras referentes ao afluente e lodo
bruto foram extraidas utilizando 1oml de cada
e submetidas a centrifugacdo por 5 minutos a
5ooorpm, além disso, uma aliquota 2ml de cada
amostranéo foi submetida ao processo de extragéo.

Condic¢des experimentais - Método cromatografico

Para realizacdo da etapa cromatografica,
o equipamento foi calibrado no modo positivo,
obtendo-se um espectro de massas - Monitoramento
de reacdes maultiplas (Multiple Reaction
Monitoring- MRM). Inicialmente foram preparadas
solucdes padrdo dos farmacos em estudo,
na concentrac¢do de 1oopg/ml (10o0ppm).
Em seguida, selecionou-se um espectro de massas
MS-MS, para identificar os ions produzidos por
cada um dos compostos e determinar o melhor
par idnico, bem como as melhores condicdes dos
parametros para deteccdo de cada composto.

Os farmacos foram analisados e quantificados
separadamente e, posteriormente, em conjunto
(MIX), estabelecendo as melhores condic¢des
cromatograficas para a separacédo e quantificacao,
visualizado na Figura 3.

Paraaidentificacdo e quantificacdo dos farmacos,
foi utilizado um sistema composto de cromatégrafo
liquido de ultra performance UPLCTM, Shimadzu,
com as seguintes unidades: INJETOR: SIL-20AC HT;
Controlador: CBM 20A; Degaseificador: DGU 20A3R;
2 Bombas LC-20AD; Forno da coluna: CTO-20AC.
Acoplado ao sistema cromatografico, foi utilizado
espectrometro de massas, modelo AB SCIEX, TRIPLE
QUADTM 4500. A fase mével para determinacdo
dos farmacos foi preparada pela combinacéo de
duas fases: Fase A=1% de acido férmico em agua
e Fase B=1% de acido fé6rmico em metanol, coluna
cromatogréfica SynergyTM 2.5um Hydro-RP 100 A,
LC Column 50x4.6mm, H18-253411. As condi¢des
cromatograficas, assim como todos os parametros
e gradientes utilizados, podem ser visualizados
na Tabela 2.
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Figura 3. Instalacdo do sistema compostagem

Tabela 2 — Condicées cromatograficas para determinacdo dos farmacos

Gradiente de eluicdo: Fase movel

Fase A Fase B

Tempo

(minutos) (Metanol P.A)

(Agua)

Equipamento: UFLC™ Shimatzu

Condi¢des cromatograficas:

Coluna cromatogréfica: Synergy™ 2.5um Hydro-RP 100 A,

2 60% 40%
2-4 40% 60%
L-6 40% 60%
6-8 5% 95%

8 - 10 min 5% 95%
10 - 12 60% 40%
14 stop

LC Column 5ox4.6mm

Fase mdvel: H,0:MeOH + Acido Férmico 0,1% (conforme
descriminado ao lado)

Injecdo: 20pl amostra
Temperatura da coluna: 40°C; Temperatura Fonte: 450°C
Modo de ionizagdo da fonte: eletrospray (+)

Fluxo: 0,6ml/min

Fonte: Caminada (2021)

Solucdes-Padrdo Analitico

Os padrdes analiticos dos farmacos utilizados neste
estudo foram adquiridos na Sigma-Eldrich (Paracetamol,
Atenolol, Sinvastatina e Ibuprofeno) e os demais
(Carbamazepina, Clonazepam e Fluoxetina) obtidos
por meio de doacdo de fabricantes dos medicamentos.
As solucdes-padrdo e estoque dos medicamentos em
estudo foram preparadas nas concentracées de 100ppm
(ng/ml) em metanol, na propor¢éo 50:50 (MeOH:H20).

Na sequéncia, foram preparadas as solucdes-padrdo
intermediarias, por dilui¢Ges sucessivas, utilizando
fase 50:50 (MeOH:H20), partindo da solucédo estoque,
tendo sido preparadas no ato do procedimento.
Todas as solucdes preparadas foram mantidas no
congelador, na temperatura de -20°C e auséncia
de luz. Desta forma, foi obtido um mix contendo todos
os compostos de interesse, na faixa de concentracéo
100ug/ml (ppm) a 25ng/ml (ppb). A Figura 3 apresenta
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o cromatograma obtido pela injecdo de mix dos
farmacos a serem avaliados.

Resultados e discussoes

0 método analitico desenvolvido no Laboratério
Nupam mostrou-se eficiente para quantificacdo dos
compostos avaliados, sendo eles: Carbamazepina,
Clonazepan, Ibuprofeno, Paracetamol, Atenolol,
Sinvastatina e Fluoxetina, utilizando o procedimento
experimental de extracéo, baseado no principio de
lixiviacdo dos compostos em agua.

A Tabela 3 apresenta a compila¢do dos dados
referentes as faixas lineares (curvas analiticas) de
cada farmaco em estudo.

A partir de injecOes de padrdes preparados
no extrato da matriz, foram avaliadas as razdes
sinal/ruido (s/n) e, calculados pelo software do

equipamento, o LOQ (Limite de Quantificacéo)
e o LOD (Limite de Deteccdo), expressos em
massa. Considerando que a relagdo sinal/ruido
foi superior a 10 para varios compostos na menor
concentracdo avaliada (0,1953ng/ml =195,3pg/ml),
podemos considerar esse 0 LOQ e LOD para quase
todos os compostos, exceto Ibuprofeno, expresso
corretamente como LOQ<0,1953 ng/ml. Tendo sido
injetado o volume de 0,02ml, a massa do composto
injetada corresponde a 3,906pg (picograma=10-12g).
A apresentacdo dos valores LOQ e LOD em massa
apresenta-se interessante, visto que outros
sistemas analiticos poderdo utilizar volumes de
injecgdo distintos.

Em relag@o ao composto Ibuprofeno, mostrou
significativa interferéncia da matriz, apresentando
valor LOQ correspondente a 62,5pg (picograma),
o que equivale a 3,125pg/ml.

Tabela 3 — Equagdes de regressdo linear, coeficiente de correlacdo (r) e coeficiente de determinacdo (r?) para

os farmacos em estudo.

EQUAGAO DA RETA

Coeficiente de Coeficiente de

COMFOSIOS (y=ax+b) Correlagdo () determinacdo (r*)
15687-27-1 Ibuprofeno Y = 9.54€+003 X + 1.29e+004 0,9939 0,9878
103-90-2 Paracetamol Y = 9.43€+004 X + 3.24+003 0,9985 0,9970
79902-63-9 Sinvastatina Y =1.19e+004 X *+ -15.2 0,9948 0,9896
29122-68-7 Atenolol Y =1.86e+005 x + 8.7e+003 0,9939 0,9878
1622-61-3 Clonazepam Y =1.82e+004 X * 343 0,9994 0,9988
298-46-4 Carbamazepina Y =5.558*005 X * 1.17€+004 0,9998 0,9996
54910-89-3 Fluoxetina Y =1.2e+005 X * =2.44€+003 0,9989 0,9978

Fonte: Caminada (2021)

Avaliagao das propriedades fisico-quimicas e
farmacocinéticas dos farmacos em estudo

A Tabela 4 representa uma compilacdo dos
dados obtidos em relacgéo aos farmacos em estudo,
no que se refere as propriedades fisico-quimicas e
farmacocinéticas e visando a avaliacdo da presenca
desses compostos na matriz em estudo.

Conforme observado na Tabela 4, os farmacos
apresentam-se, predominantemente, na forma
de metabélitos, sendo apenas uma pequena parte

disponivel na forma inalterada, o que sugere o grande
volume de consumo desses compostos. No entanto,
mesmo essa pequena quantidade foi detectada,
conforme dados apresentados na Tabela 5, 0s quais
sereferem a determinacéo quantitativa e sugerem o
comportamento dos farmacos emrelagéo ao processo
de compostagem.

Amaioria dos farmacos em estudo foram detectados
no afluente da ETE, comprovando a presenca desses
compostos na matriz. A reducéo significativa na
concentracdo de paracetamol, considerando a
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amostra afluente e o lodo seco, justifica-se pela
alta solubilidade em agua, sugerindo que grande
parte - em torno 9o% - foi eliminada no processo de
desaguamento, o mesmo pode ser observado com
o atenolol, ainda que em propor¢do menor, cerca
de 60%. Considerando os farmacos Sinvastatina,
Carbamazepina e Fluoxetina, houve comportamento

PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS

Tabela 4 —Principios ativos (farmacos) selecionados para o estudo, propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticas

agua (mg/L)

inverso dos demais, tendo sido constatado um aumento
na sua concentracdo quando avaliados em relacéo ao
afluente e lodo seco. Esses dados se justificam pela
menor solubilidade em dgua e coeficiente de particdo
(log Kow), que sugerem tendéncia de sorcdo no lodo,
tendo sido, portanto, eliminados parcialmente no
processo de desaguamento.

FARMACOCINETICA

Absorcao,

e e Excrecdo
distribuicdo i

99% ligado 90% urina e fezes,
21 a proteinas sendo 15% forma
plasmaticas inalterada

50-70% urina e,
aproximadamente,
30% nas fezes.

“2% inalterado

82-86% ligado
100 a proteinas
plasmaticas

5% dose absorvida,
sendo 95% ligado

PRINCiPIO
T Solubilidade
ATIVO Carater acido pka Log Kow

Moderado /

lbuprofeno 5,2 3,79
Fraco

Clonazepan Moderado 1,5 2,53

Sinvastatina Fraco 12,2 4,68

Paracetamol Fraco 9,4 0,46
Extremamente

Atenolol 59,6 0,16
fraco

Carbamazepina Fraco 13,9 2,30

Fluoxetina Fraco 9,8 3,82

0,03 , Urina, fezes e bile
a proteinas
plasmaticas
90-95% 90% excretado na
14.000 metabolizado por urina, sendo 1 a 4%
conjugagao inalterado
Absorcédo
incompleta, 90% X
. Grande parte na urina,
13.300 da quantidade ]
X na forma inalterada
absorvida na forma
inalterada
75% ligado 72% na urina
12 a proteinas (2% inalterado),
plasmaticas 28% fezes
,5% ligado a Aproximadamente 20%
60,28 k5% 119 P

proteinas séricas

inalterada na urina

n.r = ndo reportado

Fonte: Caminada (2021)

Tabela 5 — Resultados das anélises de residuos dos farmacos (Valores médios em pg.L")

DATAS DAS COLETAS (PROCESSO DE COMPOSTAGEM)

FARMACOS  EFLUENTE BL;?T% Lszsg AMOSTRA| ~ AMOSTRA2 ~ AMOSTRA3 ~ AMOSTRA 4  AMOSTRA5  AMOSTRA6
08/05/2019 22/05/2019 05/06/2019 19/06/2019 03/07/2019 17/07/2019
Ibuprofeno N.D. ND  ND. N.D. N.D. N.D N.D. N.D. N.D.
DPR - : - - - - . - -
continua...
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Tabela 5—Continuacao

FARMACOS ELUENTE 000
BRUTO AMOSTRA |
08/05/2019
Paracetamol 7,508 13,270 0,832 1,416
DPR 2,932 5,307 0,061 0,736
Sinvastatina 0,386 0,900 1,620 1,602
DPR 0,097 0208 0,363 0,305
Atenolol 0,68, 039 0,408 0,154
DPR 0074, 0072 0034 0,045
Clonazepam N.D. N.D. N.D. 2,008
DPR - - - -
Carbamazepina 0,591 0,577 0,709 0,326
DPR 0,014 0,010 0,022 0,011
0,027 0,027 0,061 0,064
Fluoxetina DPR
0,002 0,00l 0,013 0,005

DATAS DAS COLETAS (PROCESSO DE COMPOSTAGEM)

AMOSTRA2  AMOSTRA3  AMOSTRA 4  AMOSTRA5  AMOSTRA 6
22/05/2019  05/06/2019 19/06/2019 03/07/2019 17/07/2019
2,040 3,080 4,084 3,752 L7k
0,358 0,579 0,588 0,718 0,268
N.D. N.D N.D. N.D. N.D.
N.D. N.D N.D. N.D. N.D.
N.D. N.D N.D. N.D. N.D.
0,245 0,136 0,082 0,088 0,110
0,009 0,006 0,004 0,010 0,012
0,199 0,076 0,047 0,043 0,04l
0,026 0,004 0,007 0,005 0,003

N.D. = ndo detectado DPR=Desvio Padrdo Relativo

Fonte: Caminada (2021)

Processo de reducdo da concentracdo dos farmacos
no lodo de esgotos e processo de compostagem

A sorcdo a fase sé6lida, durante o processo de
tratamento de esgotos, é uma importante via de
remocdo dos contaminantes do efluente final,
visto que os compostos com carater hidrofébico,
pouco soldveis, tendem a particionar para os
s6lidos do lodo.

No processo de compostagem, quando a
temperatura atinge a faixa entre 40°C e 85°C,
apopulacdo de patégenos e demais microrganismos
meso6filos sdo destruidos.

0 processo favorece as reacdes de hidrélise de
carboidratos, proteinas e moléculas de degradacéo
lenta, entretanto, sendo o solo um meio quimico
e biolégico complexo, é esperado que a sorc¢do
dos contaminantes pelas particulas sélidas afete
a cinética da hidrélise. Também devido a grande
atividade microbioldgica, é dificil separar os
processos biéticos dos abiéticos, pois na maioria dos
casos as degradacdes quimicas e biolégicas ocorrem
simultaneamente. As enzimas e outros compostos
bioquimicamente produzidos no solo podem estar

envolvidos na transformac&o de xenobiéticos (Fay;
Silva; Melo, 2008).

Identificacdo e quantificacdo dos farmacos

Foram analisadas amostras referentes ao afluente,
lodo bruto, desidratado e gerado durante o processo
de compostagem, conforme mencionado. Na etapa
analitica, todas as analises foram realizadas em
quintuplicata. A concentracdo média expressa em
ng.L-1e o desvio-padréo relativo (DPR) das anéalises
para cada composto avaliado podem ser visualizados
na Tabela 5.

Nas Figuras 4 a 9, a representacdo grafica (A)
do extrato apresenta os resultados na ordem
de ppb (ng.ml-1) e se refere ao volume contido
no vial de analise, utilizado para realizacéo do
ensaio. Os graficos de barras com o intervalo de
confianca (B), plotados no SgimPlot - versdo 12.5,
apresentam os resultados em ng/g e se referem aos
valores obtidos considerando a massa de biossélido
e o lodo utilizado para a realizacdo das analises.
Ressalta-se que o Ibuprofeno néo foi detectado em
nenhuma amostra analisada.
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Figura 4 — Atenolol: representacdo grafica (A) e grafico de barras (B), com intervalo de confianca, plotados
no SgimPlot
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Figura 5 — Carbamazepina: representacdo grafica (A) e grafico de barras (B), com intervalo de confianca,
plotados no SgimPlot
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Figura 6 — Clonazepan Paracetamol: representacdo grafica (A) e grafico de barras (B) com intervalo de confianca,
plotados no SgimPlot
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Figura 7 — Fluoxetina: representacdo grafica (A) e grafico de barras (B), com intervalo de confiancga, plotados
no SgimPlot
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Figura 8 — Paracetamol: representacdo grafica (A) e grafico de barras (B), com intervalo de confianca, plotados
no SgimPlot
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Figura 9 — Sinvastatina: representacio grafica (A) e grafico de barras (B), com intervalo de confianca, plotados
no SgimPlot
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Aavaliacdodosresultados obtidos, correlacionando
as propriedades fisico-quimicas, farmacocinéticas e
o acompanhamento dos parametros do processo
de compostagem, para os compostos avaliados,
mostram a movimentacdo de alguns farmacos em
relacdo a fase aquosa e a fase sélida, devido as
caracteristicas apresentadas durante o processo.
Esse fato pode ser observado no comportamento dos
medicamentos em estudo.

Biodegradacao e Imobilizagdo

A biodegradacdo é um dos mecanismos mais
importantes para a degradacdo de substancias
quimicas no ambiente. No entanto, trata-se de um
processo de dificil avaliacdo, visto a variedade dos
ambientes naturais, que dificulta sua transposicéo
para o laboratério.

No caso dos farmacos, o processo é limitado
do ponto de vista cinético, devido as baixas
concentracdes dos compostos verificadas no
esgoto bruto. De acordo com Joss et al (2006) apud
Aquino, Brandt e Chernicharo (2013), a maior parte
desses contaminantes apresenta uma cinética de
degradacdo de pseudo-primeira ordem, o que significa
que a taxa de transformacé&o biol6gica € diretamente
proporcional a concentragdo dos compostos na fase
liquida, além da concentracdo na biomassa (expressa
em s6lidos suspensos - SS) no sistema.

Os dados apresentados indicam que o processo
de compostagem pode favorecer a biodegradacéao
dos compostos, tendo sido identificada a reducéo
significativa na sua concentra¢do quando
comparada com os dados iniciais identificados
no afluente e nas amostras provenientes do lodo,
antes do processo de compostagem.

Apesar dosresultados obtidos, deve-se considerar
que a reducdo na concentracdo dos farmacos pode
estarrelacionada a imobilizac&o deles, considerando
a complexidade da matriz.

A ndo detecc@o de um composto, utilizando as
técnicas adequadas, ndo significa necessariamente
que ele tenha sido degradado por microrganismos,
uma vez que a perda pode ocorrer por lixiviacéo,
volatilizacdo e degradacdo quimica e fotoquimica.

Algumas substancias sdo persistentes no ambiente,
sendoresistentes a biodegradacéo, o que pode ocasionar

a biocentracdo, bioacumulacdo ou biomagnificacéo
quando incorporadas a cadeia alimentar.

O pH influencia a solubilidade aquosa e a
lipofilicidade de uma substéncia, sendo consideracdes
Gteis para o entendimento da biodisponibilidade.
Em algumas situagdes, ocorre a confusdo dos termos
pHepKa. O termo pH é utilizado para descrever aacidez
de uma solucéo, enquanto o pKa é caracteristico de um
composto especifico e informa a facilidade com que
este cede protons (H+), conforme teoria de Bronsted-
Loury sobre o carater acido/base. Por conveniéncia,
a forca do acido € indicada pelo valor pKa, podendo
ser classificada, de forma simplificada, em:

- Acidos fortes - pKa<1

- Moderados - pKa entre 1-5

- Fracos - pKa entre 5-15

- Muito fracos - pKa>15

As concentracdes residuais observadas para os
analitos Carbamazepina, Fluoxetina e Paracetamol,
considerando os valores relativos ao pH do meio
(pH=6,2 ao final processo compostagem) e pKa=13,9;
9,8; 9,38 respectivamente, considerados acidos fracos,
indicam que estariam preferencialmente na forma
ndo ionizada, o que sugere sua adsorc&o no lodo.
No entanto, apds arealizacdo do processo de extracdo,
ocorre a dissociacdo deles para a fase aquosa, tendo
sido possivel sua deteccédo e quantificacdo.

Em estudorealizado por Peysson e Vulliet (2013),
em que foram avaliados 136 farmacos em lodo
de esgoto utilizando a metodologia QUEChERS
adaptada, detec¢do por cromatografia liquida e
espectrometria de massa, contendo uma das amostras
proveniente de lodo compostado, os resultados
obtidos para essa amostra foram similares aos
encontrados nesta pesquisa, apresentando
residual para os mesmos compostos - Paracetamol,
Carbamazepina e Fluoxetina - nas concentracdes
correspondentes a 464ng/g, 17ng/g e 56ng/g,
respectivamente. Esse fato sugere que a metodologia
e procedimentos adotados em nosso estudo para
a identificacdo e avaliacdo dos compostos foram
adequados e produziram resultados satisfatorios.

Aspectos ecotoxicologicos para os farmacos analisados

Com o desenvolvimento no campo QSAR,
agéncias internacionais (USEPA, OECD, Comunidade
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Europeia e outros) disponibilizaram ferramentas
para avaliacdo da toxicidade que, além de
gerarem informacdes confidveis, auxiliam no
desenvolvimento de novos produtos quimicos,
proporcionando uma sele¢éo racional de compostos
candidatos, considerando as variaveis (eco)
toxicidade, persisténcia, bioacumulacéo, reducéo
de custos, tempo e experimentacdo animal.

Nos EUA, as questdes relativas aos farmacos
Avalia¢do da Ecotoxicidade sdo regulamentados pela
Food and Drug Administration (FDA), sendo exigida
a avaliac8o se a concentracdo ambiental no ponto de
entrada for superior a 1pg/L. Contudo, existem poucos
dados relativos a ecotoxicidade dos compostos que
foram introduzidos no mercado antes de as diretrizes
terem entrado em vigor. A Diretiva 93/67/CEE,
de 20 de julho, classifica as substancias de acordo
com o seu valor de CE5o em diferentes classes.

De forma geral, ndo existem evidéncias
significativas de que as concentracdes tipicas dos
contaminantes emergentes possam causar efeitos
agudos nos organismos aquaticos, no entanto,
deve-se considerar os estudos que apontam efeitos
crénicos em organismos mais sensiveis, submetidos
a concentracdes relevantes, considerando a
ocorréncia e degradacéo parcial desses compostos.

Osresiduais obtidos para os analitos Paracetamol,
Carbamazepina e Fluoxetina, embora ndo tenham
apresentado efeito agudos sob aspecto ecotoxicologico
para as concentracdes obtidas, quando avaliados
sob o aspecto da Tox21, sdo considerados como
passiveis de apresentar efeitos aos seres humanos e,
consequentemente, a satde puablica.

Consideragoes finais

As rotas de exposicdo de farmacos em matrizes
ambientais, assim como seu comportamento, ainda
ndo sdo bem conhecidos. A baixa volatilidade dos
produtos farmacéuticos indica que a distribuigédo
no ambiente ocorrera principalmente através de
transporte aquoso.

Apresenca destes compostos nas varias matrizes
ambientais e as crescentes praticas voltadas para a
utilizacdo benéfica dolodo de esgotos, principalmente
para fins agricolas, denotam a importéancia das
pesquisas e boas praticas operacionais.

O processo de compostagem estudado
possibilitou constatar a contribuicdo da metodologia,
para avaliar areducéo ou eliminacdo dos compostos,
a partir da concentracdo na solucéo de equilibrio
com o biossélido.

O método de extracdo utilizado mostrou-se
mais adequado para avaliacdes dessa natureza,
pois considera as alteracdes que ocorrem
naturalmente no ambiente.

Considerando o processo de biodisposi¢éo, apés a
avaliacdo dos compostos no processo de tratamento
de esgotos e compostagem, os resultados obtidos
indicam a reduc¢do na sua concentracdo, o que
sugere tendéncia a biodegradac&o e/ou imobilizacéo.
A possibilidade de imobiliza¢do na matriz é um
importante parametro, sugerindo a necessidade de
novos trabalhos para essa avaliagé&o.

A eficiéncia do processo de compostagem
mostrou-se adequada como alternativa para
avaliacdo da disponibilidade de contaminantes
presentes no lodo de esgoto

Devido as caracteristicas farmacocinéticas de
cada composto e seus processos de metabolizacdo,
fica evidenciado que apenas uma pequena parte
apresenta-se na forma inalterada, sendo que a
maioria sofre varios processos de metabolizacao,
eliminados, preferencialmente, na forma de
metabolitos, os quais ndo foram investigados no
processo analitico.

Em relacdo as concentracdes residuais, deve-se
considerar alguns efeitos que possam ocorrer,
como sinergismo, antagonismo, efeitos aditivos e
tantos outros possiveis, tendo em vista a mistura
complexa de compostos residuais no ambiente e suas
interacdes, o que poderia causar efeitos deletérios
a biota e seres humanos.

Outro ponto a ser considerado é a possibilidade
de bioacumulacédo, visto que os compostos
sdo parcialmente degradados e apresentam
caracteristicas lipossoltveis, favorecendo os
processos de bioacumulacéo.

Faz-se necessario uma avaliagdo diferenciada,
utilizando novas tecnologias e programas quanto
aos efeitos dos compostos no ser humano, visto que
muitas vezes os efeitos observados em organismos-
teste e mesmo em animais ndo representam os
possiveis efeitos que possam ser observados em
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humanos, o que pode estar diretamente relacionado
asaude piblica, tendo em vista a complexidade e as
inimeras variaveis envolvidas.

A reducéo da concentracédo observada durante
o tratamento de esgotos desperta a hipotese e
a possibilidade de que alguns dos compostos
possam estar particionados no lodo, devido suas
propriedades fisico-quimicas, fato esse que explica a
reducdo da concentracéo no tratamento de esgotos.

Sabendo-se que a presenca desses compostos
no ambiente pode causar danos ou ameacas ao
equilibrio dos ecossistemas e a biodiversidade,
os resultados produzidos nesse estudo apontam
que a compostagem pode ser uma alternativa
mitigadora a esses potenciais prejuizos ambientais,
denotando a importancia das pesquisas nessa area,
bem como a adocdo de boas praticas operacionais,
visando garantir a qualidade e a seguranca
requeridas na utilizacdo benéfica dolodo de esgotos,
principalmente para fins agricolas.
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