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RESUMO

O uso de medicamentos contendo insumos farmacéuticos psicoativos tem crescido a
nivel mundial nas ultimas décadas e, também, no Brasil. Esses farmacos, sdo de
modo geral muito metabolizados e apenas uma pequena fragdo na forma original é
excretada. No entanto, esses compostos sdo pouco removidos em estacdes de
tratamento de esgoto convencionais e, uma vez langados em corpos hidricos, podem
impactar o ambiente. O objetivo desse trabalho foi avaliar a presenca de farmacos
psicoativos em aguas superficiais e em cinco estagdes de tratamento de esgoto (ETE)
da cidade de Campinas, Sao Paulo, Brasil. Para tanto, foram priorizados os farmacos
psicoativos mais consumidos no Brasil e desenvolvido e validado um método analitico,
empregando a extracdo em fase sélida on-line a cromatografia liquida de ultra-alta
eficiéncia acoplada a espectrometria de massas sequencial (SPE-UHPLC-MS/MS),
para determinar alprazolam, amitriptilina, bupropiona, carbamazepina, clonazepam,
escitalopram, fluoxetina, nortriptilina, sertralina e trazodona. A concentracdo dos
analitos foi realizada no sistema SPE on-line, utilizando uma coluna Oasis HLB e
foram determinados os seguintes parametros: vazdo da fase de carregamento da
amostra (1,0 mL min'), tempo de carregamento da amostra (0,5 min), solvente de
carregamento agua:acetonitrila (80:20, v/v) e volume de injecao da amostra de 250
uL. A separagédo cromatografica foi realizada em uma coluna UPLC CSH C18, com
fase movel composta de 0,1% &cido férmico em agua:acetonitrila, e eluicdo em
gradiente. O limite de quantificagdo do método foi de 50 ng L' para todos os analitos.
Para as amostras de agua superficial foram detectadas concentracbes maximas de
2.530 ng L', 1.880 ng L' e 90 ng L' para carbamazepina, bupropiona e fluoxetina,
respectivamente. Para as amostras das ETE foram detectados oito dos dez analitos
priorizados, atingindo concentragdes maximas no efluente tratado de 3.000 ng L' para
a carbamazepina, 1.136 ng L' para o escitalopram, 185 ng L' para a bupropiona e
145 ng L' para a fluoxetina. Os processos empregados nas cinco estagoes de
tratamento de esgoto ndo sao suficientes para a remog¢ao completa dos farmacos em

estudo e técnicas de polimento adicionais sdo recomendadas.



ABSTRACT

The use of drugs containing psychoactive pharmaceuticals has been growing
worldwide over the last decades, and also in Brazil. These drugs are generally highly
metabolized, and only a small fraction is excreted in its original form. Since these
drugs are not completely removed in the conventional wastewater treatment plants,
they have been spread into the surface water and may impact the environment. The
objective of this work was to assess the presence of psychoactive pharmaceuticals in
surface waters and five wastewater treatment plants (WWTP) located in the city of
Campinas, Sao Paulo, Brazil. For this purpose, the most consumed psychoactive
drugs in Brazil were prioritized and an analytical method developed and validated
employing on-line solid-phase extraction to ultra-high performance liquid
chromatography coupled to sequential mass spectrometry (SPE-UHPLC-MS / MS), to
determine the prioritized drugs (alprazolam, amitriptyline, bupropion, carbamazepine,
clonazepam, escitalopram, fluoxetine, nortriptyline, sertraline and trazodone) in
surface waters and five wastewater treatment plants (WWTP) located in the city of
Campinas, Sao Paulo, Brazil. The concentration of the analytes was performed in the
on-line SPE system using an Oasis HLB column, and the following parameters were
determined: sample loading flow (1.0 mL min"), sample loading time (0.5 min), loading
solvent: water:acetonitrile (80:20, v/v) and 250 yL sample injection volume. The
chromatographic separation was done using a CSH C18 UPLC column, and a mobile
phase consisting of 0.1% formic acid in water: acetonitrile under gradient elution. The
limit of quantification of the method was 50 ng L™ for all the analytes. For the surface
water samples, maximum concentrations of 2,530 ng L', 1,880 ng L' and 90 ng L™
were detected for carbamazepine, bupropion and fluoxetine, respectively. For the
samples from the WWTP, eight of the ten prioritized analytes were determined in the
treated effluent, reaching maximum concentrations of 3,000 ng L™ for carbamazepine,
1,136 ng L for escitalopram, 185 ng L' for bupropion and 145 ng L™ for fluoxetine.
The processes employed in the five WWTP are not sufficient for the complete removal
of these drugs, and additional polishing techniques are recommended.
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1. Introducao

1.1. Contaminantes de preocupacao emergente

Contaminantes de preocupacdo emergente (CPE) sédo definidos como
compostos que nao sao comumente monitorados, mas que apresentam potencial para
causar efeitos adversos na biota. Dentre esses, destacam-se os farmacos de uso
humano, visto que, no Brasil, ndo existe legislagdo que estabeleca limites especificos
para a concentracdo dos mesmos no ambiente aquatico, e poucos sdo os estudos
sobre sua ocorréncia nessa matriz. Entretanto, a ocorréncia de insumos farmacéuticos
ativos (IFA) no ambiente tem sido abordada pela comunidade cientifica a nivel mundial
desde a década de 70 e a discussao sobre sua presenca e dispersdao em matrizes
ambientais tem crescido desde entdo (BOTTONI & CAROLI, 2018; HIGNITE &
AZARNOFF, 1977).

A questdo da qualidade e potabilidade da agua destinada para
abastecimento publico € discutida desde 1957 pela Organizagdo Mundial da Saude
(WHO, World Health Organization), a qual sugere parametros de qualidade para
potabilidade da agua. Em 2011, a WHO incorporou pela primeira vez a questao dos
CPE no “Guidelines for Drinking-Water Quality” (WHO, 2011). No Brasil, a Portaria de
Consolidacao 5/2017 do Ministério da Saude (BRASIL, 2017) estabelece limites
maximos para alguns metais, substancias organicas e agrotéxicos em agua destinada
para o consumo humano, sendo que os farmacos néo estdo incluidos na legislacao
brasileira de potabilidade de agua. Portanto, no Brasil, ndo existem programas de
monitoramento de rotina, e, tampouco, os 06rgaos ambientais incluem esses
compostos farmacéuticos em legislagdes que estabelecam limites especificos para a
concentragdo de farmacos no ambiente aquatico (MARTY, MOREIRA & SIM, 2011).
A questdo da presenca de CPE em aguas destinadas para abastecimento publico
também nao é abordada pela Agéncia de Protecdo Ambiental Americana (U.S. EPA,
United States Environmental Protection Agency). A Agéncia de Medicina da
Comunidade Europeia (EMA, European Medicines Agency) recentemente propds a
inclusdo de diclofenaco, 17p-estradiol (E2) e 17a-etinilestadiol (EE2) para serem
monitorados em agua. A Suiga € o Unico pais que tem uma politica de monitoramento
de alguns farmacos de uso humano na agua potavel. O Departamento Federal do
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Meio Ambiente, Transporte, Energia e Comunicagbes (Federal Department of the
Environment, Transport, Energy and Communications) da Suica destaca a
importancia do monitoramento de amissulprida, carbamazepina, citalopram,
claritromicina, diclofenaco, hidroclorotiazida, metoprolol, venlafaxina, benzotriazol,
candesartan, irbesartan e mecoprop, no entanto, sem estabelecer um limite maximo

toleravel para nenhum desses CPE.

1.2. Farmacos psicoativos

Dentre os farmacos de amplo uso, 0s psicoativos ocupam uma posicao de
destaque. Esta classe de farmacos atua principalmente no sistema nervoso central, e
sdo empregados no tratamento de diversos transtornos e sindromes associados a
saude mental, tais como, a depressao, a ansiedade e o transtorno bipolar. Como
exemplo de insumos farmacéuticos psicoativos destacam-se os inibidores de
recaptacdo de serotonina (fluoxetina, escitalopram, venlafaxina, sertralina,
paroxetina,), antidepressivos triciclicos (nortriptilina, amitriptilina, desipramina),
benzodiazepinicos (alprazolam, clonazepam) e inibidores de monoamina oxidase
(fenelzina, selegilina) (CLEARE & DUNCKO, 2016).

Segundo a WHO, essas doencas afetam atualmente mais de 360 milhdes
de pessoas no mundo (WHO, 2018), Os farmacos utilizados no tratamento dessas
doencas séo classificados como farmacos que modificam seletivamente a fungéo do
sistema nervoso central (GILMAN, 2005). Nesta classe estdo incluidos os

antidepressivos, ansioliticos e anticonvulsivantes.

1.2.1. Antidepressivos

Os antidepressivos foram descobertos na década de 50, durante estudos
para o tratamento da tuberculose com iproniazida, um antimicrobiano; nesse estudo
foi observado que os pacientes, mesmo sem apresentar a cura para a tuberculose, se
apresentavam de melhor humor, mais otimistas e com maior disposi¢éo para pratica
de exercicios fisicos (CRANE, 1956). Essa descoberta promoveu um avancgo clinico

no tratamento de transtornos depressivos. Esses medicamentos possuem a
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capacidade de aumentar agudamente a disponibilidade sinaptica de um ou mais
neurotransmissores, através da sua agdo em diversos receptores e enzimas
especificos, sendo os efeitos observados, em média, apds duas semanas de uso, que
€ quando observa-se a subsensibilizagdo dos receptores pos-singpticos (GILMAN,
2005).

O primeiro medicamento antidepressivo que foi desenvolvido foi o Zeller,
um medicamento a base de iproniazida (Figura 1), que apds a administragéo atua
como inibidor da enzima monoaminooxidase (IMAQO), o que resulta no aumento de
neurotransmissores como norepinefrina, serotonina e dopamina. Neurotransmissores
transmitem sinais nervosos aos seus receptores correspondentes no cérebro, os quais
estao diretamente relacionadas ao humor. Dessa forma, os antidepressivos tém como
objetivo atuar diretamente na: (i) serotonina, que tem papel principal de regular o
apetite, o0 sono, a memoéria, o comportamento social, 0 desejo sexual e o humor; (ii)
norepinefrina, que influencia o estado de alerta e a fungcdo motora e ajuda a regular a
pressao arterial e a frequéncia cardiaca em resposta ao estresse; (iii) dopamina, que
desempenha um papel central na tomada de decisbes, motivagdo, excitacao e

sinalizacao de prazer e recompensa.
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Figura 1. Estrutura molecular da iproniazida.

Modificacdes na estrutura da iproniazida levaram a sintese da imipramina
(Figura 2), o primeiro antidepressivo triciclico, o qual teve efeito direto na preservagao
dos neurotransmissores dopamina e serotonina, aumentando, assim, sua
concentracéao no cérebro e promovendo o bem-estar aos pacientes submetidos ao
tratamento com esse antidepressivo. Quando administrada em pacientes com
distarbios psiquiatricos que apresentavam sintomas como fadiga, desesperanca,
culpa, desespero, o tratamento resultou na recuperacdo de 90% dos pacientes
(KUHN, 1958; LIEBERMAN, 2003).
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0

Figura 2. Estrutura molecular da imipramina.

A classificacdo de antidepressivos por estrutura quimica é relevante, visto
que as novas geracoes de antidepressivos nao possuem estruturas quimicas comuns.
Dessa forma, os antidepressivos sao classificados de acordo com sua funcao de acao
farmacolégica, podendo ser divididos conforme o seu mecanismo de acao, sendo as
suas classes descritas a seguir (SOARES, MORENO & MORENO, 1999):

e Inibidores da monoaminaoxidase (IMAO): iproniazida, isocarboxazida,
tranilcipromina, fenelzina, clorgilina, brofaromina, moclobemina, toloxatona e
befloxatona;

e Inibidores nao seletivos de recaptura de monoaminas (ADT), que promovem a
inibicdo mista de recaptura de serotonina e noradrenalina: imipramina,
desipramina, clomipramina, amitriptilina, nortriptilina, doxepina e maprotilina.
Essa classe pode também ser nomeada como antidepressivos triciclicos;

¢ Inibidores seletivos de recaptura de serotonina (ISRS): fluoxetina, paroxetina,
sertralina, citalopram e fluvoxamina;

e Inibidores seletivos de recaptura de serotonina-noradrenalina (ISRSN):
venlafaxina e duloxetina;

e Inibidores de recaptura de serotonina e antagonistas ALFA-2 (IRSA):
nefazodona e trazodona;

e Inibidores seletivos de recaptura de noradrenalina (ISRN): reboxetina e
viloxazina;

¢ Inibidores seletivos de recaptura de dopamina (ISRD): amineptina, bupropiona

e minaprina.
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1.2.2. Ansioliticos

Transtornos de ansiedade podem ocorrer baseado em uma combinagao de
fatores, incluindo predisposigcdo genética, acumulo de estresse, preocupacéo
excessivas (expectativa apreensiva) em torno de uma grande diversidade de
situacdes durante um longo periodo de tempo. Os transtornos de ansiedade séo
caracterizados pelos sintomas de inquietacéo, dificuldade de concentragéo, fadiga,
irritabilidade, disturbios do sono e tensdo muscular (MAREK & PARKS, 2016). O
transtorno de ansiedade € uma doenca cronica, com flutuagdes ao longo da vida, e
esse se intensifica em periodos de estresse. Além de alguns antidepressivos, 0s
medicamentos a base de benzodiazepinicos (Figura 3) sao os comumente
empregados no tratamento de transtorno de ansiedade. Essa classe de compostos
potencializam as agbes do neurotransmissor acido gama-aminobutirico (GABA)
(MAREK & PARKS, 2016). A ativacao dos receptores GABA resulta no influxo de
cloreto no neurdnio, hiperpolariza a membrana celular e diminui a excitabilidade
celular, resultando nos seguintes efeitos: sonoléncia (doses elevadas), amnésia
anterégrada (ndo se recorda de acontecimentos recentes), ansidlise (estado de
tranquilidade), diminui¢do dos reflexos, atividade anticonvulsivante e redugéo do ténus
muscular.

Os principais representantes dos benzodiazepinicos sdo: alprazolam,
bromazepam, clordiazep6xido, clonazepam, cloxazolam, diazepam, flurazepam,

lorazepam, midazolam, oxazepam e triazolam.
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Figura 3. Estrutura molecular geral dos benzodiazepinicos. (R = Anel triazol ou H ou CHs;
R2= NHCH3 ou O; Rz = Cl ou F; R; = Cl ou Br ou NO2 ou CzHs).
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1.2.3. Estabilizadores de humor e anticonvulsivantes

Anticonvulsivantes sdo medicamentos também empregados para estabilizacdo
do humor (i.e., transtorno bipolar e ciclotimia). Nos casos clinicos em que os pacientes
nao toleram ou nao respondem ao tratamento com litio, indica-se a prescricdo de
carbamazepina. Esse farmaco foi aprovado para uso clinico em 1974, tendo sua
eficacia comparada aos tratamentos com litio em casos agudos de mania (GILMAN,
2005; MAREK & PARKS, 2016). A carbamazepina atua nos receptores
benzodiazepinicos centrais, bem como na diminuicdo da renovagao dos receptores
GABA.

1.3. Propriedades fisico-quimicas dos psicoativos

Apo6s a administragdo, os farmacos sdo metabolizados, podendo ser
excretados via urina e/ou fezes na sua forma original e/ou seus metabdlitos. De modo
geral, os psicoativos sdo absorvidos rapidamente apds administracao oral, € menos
de 20% da dose original é excretada via urina em conjunto de seus metabolitos ativos.
(GILMAN, 2005)

As propriedades fisico-quimicas dos psicoativos mais relevantes para o
presente trabalho estdo apresentadas na Tabela 1, incluindo a fragdo excretada do
IFA. As estruturas quimicas estado mostradas na Tabela 2.

Tabela 1. Pardmetros fisico-quimicos dos psicoativos em estudo.

. Fracao

Farmaco m?lif:fl?ar pKa %(og So(l;::ﬂ:igde exc:;e;ada :20%

(g mol™) o (mg L)* molécula °°

(%)

Trazodona 371,80 7,093 2,903 290 18 3,9
Carbamazepina 236,09 15962 24572 152 34 3,1
Bupropiona 239,11 3,603 3,853 69,3 0,54 2,8
Alprazolam 308,08 5,013 2,12 32,4 206 49
Clonazepam 315,04 11’18,% % 2412 10,6 055 40
Escitalopram 324,16 9,781 3,741 5,8 84 4.4
Amitriptilina 277,18 9,76 1 4,922 45 24 5,3
Fluoxetina 309,13 9,801 4,051 1,7 117 49
Nortriptilina 263,38 10,10 4,512 0,87 24 44
Sertralina 305,07 9,561 5,101 0,145 0,24 5,2

(LAJEUNESSE, GAGNON & SAUVE, 2008); 2(ALYGIZAKIS et al., 2016) 3(ChemSpider, 2019); 4(Drugbank, 2019)
S5(NEGRUSZ et al., 2003); 8(FRASER, BRYAN & ISNER, 1991) 7((BERGSTROM et al., 1988); 8(BROGDEN et al., 1981);
S(UNITED STATES ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 2012).
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Os farmacos psicoativos que foram estudados nesse trabalho e
apresentados na Tabela 2 possuem uma ampla faixa de pKa, carater levemente
basico, baixa solubilidade em agua, com coeficiente de particao octanol-agua (log Kow)

que varia de 2,12 a 5,10, indicando elevada lipofilicidade.

Tabela 2. Estruturas quimicas dos psicoativos estudados neste trabalho.

Inibidores seletivos de recaptura de serotonina

, Fluoxetina Sertralina Trazodona
Escitalopram (ESC) (FLX) (SER) (T2)
R H
" F HaC ‘ /N\N/\/\Ng o
Gt Dot G, 8
\ —
@E/(OJ N o cl
NC H (¢]]
Inibidor de recaptura de dopamina Benzodiazepinicos
Bupropiona Alprazolam Clonazepam
(BP) (APZ) (CNZ)
o
Triciclicos Antleplletlco
Amitriptilina Nortriptilina Carbamazepina
(AMT) (CM2)
2
N/
H

1.4. Fontes de contaminacao para o ambiente

ApGs sua administracdo, farmacos psicoativos podem ser excretados in
natura e/ou em forma de metabolitos ativos ou inativos do composto originalmente
administrado (TLILI et al.,, 2016), os quais atingem os sistemas de esgotamento
sanitario doméstico (MELVIN, 2017). No Brasil, segundo dados do Sistema Nacional

de Informacbes sobre Saneamento, estima-se que, em 2016, apenas 51,9% da
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populacado possuia acesso aos servicos de tratamento de esgoto. Sendo assim, uma
grande quantidade do esgoto bruto é lancado diretamente em rios, podendo impactar
diretamente o sistema aquatico e dispersando no ambiente residuos de farmacos de
uso humano.

A operadora do servigco de abastecimento de agua e tratamento de esgoto
de Campinas, SP, a Sociedade de Abastecimento de Agua e Saneamento (SANASA),
prové agua potavel a 99,7% da populacao e prové 95% de tratamento do esgoto
gerado (Fonte: SANASA). Desta forma, a cidade de Campinas tem o langamento de
apenas 5% do esgoto gerado pela populacédo diretamente nos rios.

O descarte irregular da industria farmacéutica, a excrecdo humana, a
disposicao de residuos domeésticos de forma irregular (i.e, farmacos vencidos e/ou nao
utilizados) e os efluentes hospitalares sdo, também, fontes de dispersao de farmacos
no ambiente aquatico (CARRARA, ROBERTSON & BLOWES, 2008; MOMPELAT, LE
BOT & THOMAS, 2009). Em domicilios que ndo sao atendidos por sistema de
esgotamento sanitario, os tanques sépticos utilizados s&o passiveis de infiltracées
podendo, assim, contaminar aguas subterraneas com farmacos. Além disso, conforme
esquematizado na Figura 4, o residuo da estacao de tratamento de esgoto, o lodo,
que pode conter residuos de CPE, é transferido para aterros sanitarios, onde,
posteriormente, esses compostos podem lixiviar (desde que néo tenha sido bem
projetado), atingindo dguas subterraneas e posteriormente dguas superficiais.

As estacdes de tratamento de agua e esgoto em operacao no Brasil foram,
em sua maioria, projetadas no século passado e, portanto, ndo foram concebidas com
o objetivo de remover CPE. Estudos recentes reportados por AFONSO-OLIVARES,
SOSA-FERRERA & SANTANA-RODRIGUEZ (2017), PETRIE et al. (2016) e CRUZ et
al. (2018) demonstram que essas estacdes séo ineficazes para a completa remocao
e/ou degradacao de farmacos como antimicrobianos, analgésicos e reguladores
lipidicos. Esses CPE sao resistentes a processos biolégicos e/ou oxidativos
convencionais, como cloracdo ou oxidagao, que sdo empregados nas estacdes de
tratamento de agua e esgoto, podendo esses compostos serem considerados como
recalcitrantes (YAN et al., 2014).
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Figura 4. Resumo da rota dos farmacos no meio ambiente.

1.4.1. EstacgOes de tratamento de esgoto

O tratamento de esgoto € um processo que emprega mecanismos
biolégicos, reproduzindo os processos naturais que ocorrem nos futuros corpos
receptores do efluente. Nesse processo, a matéria organica é convertida em produtos
mineralizados inertes pelo fendmeno da autodepuracdo, ou seja, mecanismos
puramente naturais. A reproducdo do processo de depuracdo nas estacdes de
tratamento de esgoto visa o estabelecimento de uma tecnologia que possibilite o
controle do processo em taxas elevadas, possibilitando, assim, o tratamento de um
grande volume de efluentes (SPERLING, 2005). As etapas do processo de tratamento
de esgoto podem, basicamente, ser divididas em preliminar, primario e secundario. O
tratamento preliminar visa a remocao dos sélidos de maior dimensdo, que estao
suspensos. A etapa primaria também tem o objetivo de remover solidos sedimentaveis

e, em decorréncia, parte da matéria organica. Na etapa secundaria predominam os
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mecanismos biolégicos, com o propédsito da remocao de matéria organica e nutrientes
(nitrogénio e fosforo).

Diversos estudos tém reportado a presenga de CPE nos compartimentos
aquaticos, gerando preocupagao com o seu possivel impacto na biota. As estacdes
de tratamento de esgoto tém sido identificadas como uma das principais portas de
entrada desses compostos em aguas superficiais (FOCAZIO et al., 2008), uma vez
que estagdes convencionais de tratamento de esgoto ndo sdo eficientes na total
remogao desses compostos (NARUMIYA et al., 2013; YANG et al., 2017). POMIES et
al. (2013) destacam que a remogdo maxima de uma estagéo de tratamento de esgoto
chega a 70% da concentracao dos CPE.

VERLICCHI, AL AUKIDY & ZAMBELLO (2012) reportaram que a eficiéncia
na remogao de compostos farmacéuticos por tratamentos biolégicos depende das
propriedades dos compostos e das condicées operacionais. De fato, a eficiéncia da
remocao é influenciada, entre outros, pelas propriedades fisico-quimicas de cada
composto. A eliminacdo de compostos hidrofébicos deve ocorrer durante a remogao
de sélidos suspensos, nas etapas preliminar e primaria do tratamento, enquanto que
no tratamento secundario, pode ser promovida a remocao de micropoluentes por
sorcao no lodo biol6gico e/ou biodegradacao. Além disso, as eficiéncias de remocao
variam conforme a configuracdo da estacao e dependem das condi¢cdes de operacao
da estacao de tratamento de esgoto, como, por exemplo, o tempo de retencéo do lodo,
o tempo de retencdo hidraulica e a temperatura, mesmo que a influéncia desses
parametros nem sempre seja totalmente entendida (POMIES et al., 2013).

A biodegradacédo dos micropoluentes que nao sao fontes de carbono e
energia para a biomassa e/ou apresentam toxicidade para o meio, pode ocorrer
simultaneamente a degradacdo de macropoluentes, em uma etapa denominada
cometabolismo (TRAN et al., 2013). Durante a conversao de macropoluentes ocorre
a formacdao de co-substrato e co-enzimas capazes de degradar micropoluentes
complexos. A baixa eficiéncia de degradacao de CPE por processos biol6gicos pode
estar relacionada a baixa capacidade dessas enzimas em degradar uma grande
diversidade de compostos (POMIES et al., 2013).

Dos principais processos biolégicos empregados na etapa secundéria do
tratamento de esgoto destacam-se os lodos ativados e os reatores anaerdbios. O
processo de lodo ativado é constituido por duas etapas, um tanque de aeragéo e uma
etapa posterior de decantacdo. O lodo, a massa de material bioldgico, é recirculada
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por bombeamento da unidade de decantacdo para o reator de aeracao (Figura 5).
Esse sistema, apesar de promover um efluente de elevada qualidade, possui uma

complexidade operacional para manter o meio oxigenado (SPERLING, 2005).

Reator Decantador

Afluente Efluente
f——————————————

Y
Y

Retorno do lodo
para recirculacéo Lodo
excedente

Figura 5. Esquema das unidades do sistema de lodo ativado (Adaptado de SPERLING,
2005).

O reator anaerébio de fluxo ascendente, UASB (Upflow Anaerobic Sludge
Blanket), € um sistema anaerdbio onde a matéria organica é convertida por bactérias
dispersas no reator, na auséncia de oxigénio, em temperaturas entre 30 a 35 °C.
Nesse sistema (Figura 6) o esgoto € bombeado na parte inferior do reator e as bolhas
de biogas (CH4 e CO2) com movimento ascendente promovem o carreamento do lodo.
Na parte superior do reator, um separador trifasico, que divide soélidos, liquidos e
gases, permite a retencéo e retorno do lodo ao sistema, e a zona de sedimentagao
permite a saida do efluente clarificado (CAMPOS, 1999; SPERLING, 2005). O
tratamento de esgoto anaerébio é amplamente utilizado em paises tropicais, devido a
sua facil implementagdo e baixo custo de operacdo (SANCHEZ, BUNTNER &
GARRIDO, 2013). Dentre as estagdes de tratamento de esgoto no Brasil, o reator
UASB é a segunda técnica de tratamento mais empregada, correspondendo a 30%
das estacdes de tratamento no pais. Segundo a SANASA, em Campinas existem 26
estacoes de tratamento de esgoto e 30% operam com reator UASB (SANASA, 2015).
A desvantagem dos reatores anaerdbios em relagdo aos aerdbios esta relacionada a
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qualidade menor do esgoto tratado, sendo recomendado acoplar um processo de

tratamento terciario (polimento).

Saida de biogas =y /Coleta do efluente

Decantador

Separador trifasic

¢

i
/1™ Abertura para
Defletor de L o decantador
gases  W— | |

Afluente

Figura 6. Desenho esquemético de um reator UASB (Adaptado de CAMPOS, 1999).

Como reportado previamente, no Brasil ndo existe uma legislagcéo vigente
que referencie a questao dos CPE em estacbes de tratamento de dgua e esgoto. Além
disso, muitos municipios nao dispdéem sequer de uma estacao de tratamento de
esgoto, € nos municipios que as possuem, visam primariamente atender a legislacéao
vigente no que se refere a conversdo de matéria organica e remogao de nutrientes.
Para superar essa problematica, pode-se ainda empregar uma etapa terciaria e/ou de
polimento que visa a remocéao de nutrientes, organismos patogénicos e compostos
nao biodegradaveis que nao foram removidos no tratamento secundario (SCHOLZ &
SCHOLZ, 2016; SPERLING, 2005).

1.5 Ocorréncia de antidepressivos no ambiente

No Brasil sédo escassos o0s dados disponiveis sobre a presenca de residuos
de farmacos psicoativos no ambiente aquatico. Dos trabalhos disponiveis na literatura
cientifica de dominio publico, dois trabalhos que reportam a determinacdo de
benzodiazepinicos por voltametria, em aguas superficiais no estado do Parana, se
destacam (NUNES et al., 2015; NUNES et al., 2018). Nesses estudos, o alprazolam
foi detectado na concentragdo maxima de 5.900 ng L. FERREIRA (2014) monitorou
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a presenca de benzodiazepinicos em amostras de agua superficial no Rio de Janeiro,
onde o autor reporta concentragdes de clonazepam na faixa de 20 a 170 ng L. A
ocorréncia de clonazepam também foi reportada por de DE ALMEIDA et al. (2013) em
amostras de efluente hospitalar na faixa de 49 a 145 ng L.

A presenca de carbamazepina foi reportada em concentracoes de até 215
ng L' no rio Monjolinho, préximo a area urbana de S&o Carlos, Sdo Paulo
(CAMPANHA et al., 2015). Carbamazepina foi determinada em concentragcdées na
faixa de 4,96 ng L' a 232 ng L' no Ribeirdo Pirai e Rio Jundiai, respectivamente,
ambos localizados proximo a area urbana de Indaiatuba, Sdo Paulo (DE SOUSA et
al., 2018). Efluentes hospitalares, quando ndo sédo devidamente tratados, sdo uma
fonte inegavel de dispersdo de CPE no ambiente. Carbamazepina foi detectada em
todas as amostras analisadas do efluente do Hospital Universitario de Santa Maria,
no Rio Grande do Sul, em concentragdes na faixa de 325 - 595 ng L' (DE ALMEIDA
et al., 2015).

De acordo com a base de dados Pharmaceuticals in the Environment,
publicada pela Agéncia Ambiental da Alemanha (UBA, Umweltsbundesamt) ja foram
identificados diversos farmacos psicoativos em matrizes aquosas, tais como afluentes
e efluentes de estacao de tratamento de agua e esgoto, agua superficial, efluente
hospitalar e 4guas subterraneas (THE UMWELTBUNDESAMT, 2016). Conforme os
dados compilados na Tabela 3 para os farmacos psicoativos selecionados para esse
trabalho, observa-se que esses ocorrem em matrizes aquosas na ordem de ng L' a
ug L. Avaliando os dados de ocorréncia disponiveis na literatura, fica evidente que
as estacbes de tratamento de esgoto sdo um dos principais focos de entrada de
psicoativos no ambiente aquatico, onde os niveis de concentracao desses compostos
sdo encontrados na faixa de pg L™, posicionando-se, desse modo, superior a faixa de

concentragdo em que geralmente ocorrem nas aguas superficiais (i.e., ng L).
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Tabela 3. Ocorréncia de psicoativos analisados nesse trabalho em matrizes aquosas.

Concentracao

Local Matriz Farmacos (ng L) Referéncia
Esgoto Fluoxetina 1,1-18,7
Tromso - bruto Sertralina 8,4-19,8 (VASSKOG et al.,
Noruega Esgoto Fluoxetina 0,6-84 2008)
tratado Sertralina 3,7-14,6
Esgoto Fluoxetina < LOQ
bruto ' 15-2
Verona - ltalia Carbamazepina __ 81,5-288  prpior o 21 2013)
Esgoto Fluoxetina <LOQ
tratado  Carbamazepina 151 — 348
Esaot Fluoxetina 26,5
sgoto .
tratado Cargarpaﬁeplna 34176
ertralina
Inglaterra ' Fluoxetina <L0Q (PETRIE et al., 2016)
Agu_a_ Carbamazepina 75,8
superficial :
Sertralina < LOQ
Esnot Fluoxetina 191
sgoto .
bruto Sertralina 34
Bupropiona 191
. Fluoxetina 122
Ontario - Esgoto Sertralina 16 (METCALFE et al.,
Canada tratado _ 2010)
Bupropiona 104
] Fluoxetina 54 - 141
Agu.a_ Sertralina 6-17
superficial _
Bupropiona 32- 120
L Agua . ] (PETROVIC et al.,
Sérvia superficial Carbamazepina <LOQ- 35,5 2014)
o Bupropiona Ate 4,9
iversos : :
paises da tErz?aoc';g Carbamazepina Ate,4.609 (LOOS et al., 2013)
Europa Clonazepam Até 43,7
Amitriptilina Até 14,6
; ; ) Bupropiona 140
Diversos ocssfgua . eRrER s
Unidos superficial Carbamazepina 350 THURMAN, 2012)
Fluoxetina 65
Esgoto Carbamazepina 437 - 673
Coimbra - bruto Alprazolam 19,1 - 49,1 (SANTOS et al.,
Portugal Esgoto  Carbamazepina 364 - 496 2013)
tratado Alprazolam 11,3-33,5
Hérault - Esgoto Amitriptilina <LOD-6
RABIET et al., 2006
Franca tratado  Carbamazepina 157 - 293 ( ed )
. Amitriptilina Até 1055 (BAKER &
Inglaterra tfr%(t)éo Nortriptilina Até 184 KASPRZYK-
Fluoxetina Até 175 HORDERN, 2011)
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Tabela 3. Continuagéo. Ocorréncia de psicoativos analisados nesse trabalho em matrizes aquosas.

Local Matriz Farmacos Con(t:lznltj%gao Referéncia
Esqot Amitriptilina Até 222
sgoto o .
tratado Nortnph_lma At? 53
Fluoxetina Ate 43
Esgoto Escitalopram 52
bruto Amitriptilina 17 -20
Montreal - Esgoto Escitalopram 46 - 57 G A(Ic_a?\ngll\lJ EESSASLIJEVE
Canada tratado Amitriptilina 15 - 21 2008) ’
Agua Escitalopram 3,4-11,5
superficial Amitriptilina 0,87 - 3,7
Beiii Esqot Sertralina 18 - 40
eijing - sgoto o -
China tratado Nortriptilina 35-47 (SHENG et al., 2014)
Escitalopram 18 - 28
: GIEBULTOWICZ &
Warsaw - Agua , . (
Polénia superficial Escitalopram Atée 17 NALECZ-JAWECKI,
2014)
Esgoto . ]
Republica da bruto Carbamazepina Até 21.600

(SIM et al., 2011)

Coreia Esgoto Carbamazepina  Até 21.000
tratado
Seixal Esdot Escitalopram Até 32.228 (SALGADO et al
eixal - sgoto i S et
Portugal bruto Carbamazepina At(? 1.950 2011)
Alprazolam Até 4.705

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) existem mais
de 500 produtos farmacéuticos registrados no Pais que possuem em sua formulacao
antidepressivos e/ou ansioliticos em situacdo de registro valida (ANVISA, 2018).
Dentre estes, clonazepam, alprazolam, amitriptilina, fluoxetina, sertralina e bupropiona
foram os IFA industrializados e/ou manipulados mais consumidos no estado de Sao
Paulo entre os anos 2009 a 2011 (ANVISA, 2012). Por fim, destaca-se que, no ano de
2018, foram comercializados no Brasil 26.965.289 unidades de caixas de clonazepam,
sendo esse o |IFA psicoativo mais vendido no Pais. O alprazolam ocupa a 22 posi¢éao
com um total de 13.195.326 unidades de caixas vendidas (IQVIA, 2018)".

1.6. Toxicidade de psicoativos no ambiente

Dentre os riscos de toxicidade crbnica que os residuos de psicoativos e seus
metabolitos representam para a biota pode-se destacar que, mesmo em baixos niveis
de concentracgéo (i.e. ng L"), esses compostos tém apresentado a capacidade de se

! Dados fornecidos pela empresa IQVIA Brasil.
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bioacumular em tecidos de vertebrados e provocarem mudancas em seu
comportamento habitual (VALENTI et al., 2012). Valenti et al. (2012) observaram que
a presenca de 3 ug L' de sertralina, concentracéo que é inferior ao limite de seguranca
na alimentagéo do Fathead minnow (15 pg L"), altera o comportamento dessa espécie
de peixe, inibindo sua habilidade em identificar e buscar abrigo. A questao se torna
mais agravante quando esses valores de toxicidade sdo correlacionados a
concentracdo em que esse psicoativo € detectado no ambiente. FICK et al. (2017)
reportaram a ocorréncia de 160 ng L' de sertralina no esgoto bruto de uma estagéo
de tratamento de esgoto, significando que, caso esse efluente nao seja tratado por um
processo capaz de remover esse IFA, ocorrera a dispersao de sertralina em um nivel
de concentragcdo aproximadamente 1/18 da concentragdo necessdria para impactar
peixes-boi de cabeca chata (Pimephales promelas). DAVID et al. (2018) demostraram,
ainda, que os compostos farmacéuticos da familia de psicoativos, como a sertralina,
podem se bioacumular em diversas regides do cérebro de peixes expostos a efluentes
que contenham esses farmacos mesmo no nivel de ng L.

Uma vez no ambiente, a presenca de farmacos psicoativos, mesmo que
em niveis trago (ng L"), podem causar efeitos adversos nos organismos aquaticos,
tais como a reducdo na taxa de reproducéo, anormalidades no desenvolvimento de
embrides e atraso no desenvolvimento sexual (SILVA et al. 2017).

Ensaios de toxicidade aguda com farmacos inibidores seletivos de
receptacdo de serotonina demonstram que a ocorréncia desses compostos na faixa
de pg L' afeta espécies de alga como a Raphidocelis subcapitata (=
Pseudokirchneriella subcapitata) (alga de agua doce) e o crustdceo Daphnia magna
(CHRISTENSEN et al., 2007). CHRISTENSEN et al. (2007) determinaram uma ECso
(concentracdao que causa efeito em 50% da populacdo) para a Raphidocelis
subcapitata de 27 pg L' para a fluoxetina e 43 ug L' para sertralina, enquanto que
para a Daphinia magna a ECso foi de 6400 ug L' e 920 pug L' para fluoxetina e
sertralina, respectivamente.

Além disso, mesmo que as concentracées necessarias para atingir os
efeitos cronicos ou agudos sejam em torno de 1000 vezes maior do que as
concentragdes reportadas na literatura, € necessario levar em consideragdo que
matrizes ambientais sdo uma mistura complexa de diversos compostos e, portanto, é
preciso considerar o efeito sinérgico ou aditivo da mistura dessa classe de compostos
quando dispersos no ambiente. Alguns estudos tém evidenciado que as misturas de
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farmacos causam efeitos toxicos maiores do que os compostos individualmente
presentes no meio. Por exemplo, a carbamazepina e o acido clofibrico (um herbicida)
provocam um efeito maior sobre a Daphnia magna quando combinados do que os
compostos individuais na mesma concentragdo (CLEUVERS, 2003).

Por fim, é importante destacar que, para que os estudos dos efeitos
cronicos e de longo prazo possam ser realizados de forma intensiva, € absolutamente
necessario que métodos analiticos sensiveis e especificos sejam desenvolvidos,
validados e possam ser aplicados para monitorar a presenga de produtos
farmacéuticos em aguas residuais, aguas superficiais e agua potavel (TARCOMNICU

etal., 2011).

1.7. Previsao da concentracao de psicoativos no ambiente

A previsao do impacto ambiental causado pelo consumo de diversos IFA
OU Mesmo por sua ocorréncia no meio ambiente é onerosa. A auséncia de legislacao
sobre os limites de ocorréncia de farmacos, inclusive psicoativos, em matrizes
aguosas nao promove o investimento na compilacdo de banco de dados oficiais e
tampouco incentiva a estruturacao de uma legislagao mais restritiva e/ou investigativa
quanto a presenca desses compostos nos corpos hidricos. A complexidade da
compreensao do impacto ambiental se agrava quando verificado que as matrizes
aquosas podem conter uma grande diversidade de IFA. Além disso, existe no mercado
um grande numero de produtos farmacéuticos (JORGENSEN & HALLING-
SORENSEN, 2000) e inclusive de farmacos psicoativos registrados no Pais.

Dados de ocorréncia e monitoramento de fadrmacos podem ser indicadores
da presenca de CPE nas matrizes aquosas. Contudo, mesmo que existam dados
disponiveis da ocorréncia de farmacos psicoativos em outros paises que ndo o Brasil,
esses valem apenas como indicadores, uma vez que o perfil de comercializacao de
medicamentos varia de pais para pais, assim como a qualidade dos seus recursos
hidricos. Desse modo, pode-se concluir que o impacto pela presenca e ocorréncia de
farmacos pode variar de regiao para regiao.

Existe um consenso de que a exposicao a residuos de farmacos, em geral

em concentragdes na ordem de ng L', no consumo de &gua potavel pelo ser humano
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nao oferece risco preocupante, uma vez que a ingestao desses residuos deve ficar
bem abaixo da ingestdo diaria aceitavel como dose terapéutica (WHO, 2011).

Prever a concentracdo ambiental (PEC) de produtos farmacéuticos em
aguas superficiais no Brasil é um trabalho complexo e de dificil execugédo, uma vez
qgue nao existem dados oficiais sobre o0 volume de consumo de produtos farmacéuticos
disponiveis na literatura ou nos bancos de dados governamentais. O valor da PEC
pode ser estimado entdo com base nos dados do volume anual de vendas de
medicamentos, correlacionando-os, em seguida, com a sua farmacocinética e sua
taxa de excrecao e com a estimativa da producéao de efluentes residenciais per capita.
Esta correlacdo ird assumir uma distribuicao linear ao longo do ano e em toda a
populagéo local, permitindo estimar uma previsdo da concentragdo do farmaco na
entrada da estacdo de tratamento de esgoto (Equacgéao 2).

Inicialmente se faz necesséario uma estimativa da quantidade do farmaco
consumido por habitante, representado por Mira consumido € calculado de acordo com a
Equacao 1.

M __ comprimidocgixq X TEOTIFA X CAIXAS X 1079
IFA consumido —

x Fragdo excretada (Equacgéol)

habitantes do Brasil

Onde:

Consumo: consumo do IFA no Brasil (toneladas);

Comprimidocaixa: numero maximo de comprimidos em uma caixa do medicamento
contendo o IFA;

Teorira: teor do IFA (em mg) por comprimido na sua maior dosagem;

Caixas: numero de caixas comercializadas contendo o IFA.

10°9: fator de conversao de mg para toneladas.

_ (MIFA consumido X habgTg) x 1012
PECgrg = (
365 x habETE X VETE

Equacao 2)

Onde:

PECeTe: concentragdo de emissao previsivel na planta de tratamento de esgoto
(ng L);

MiFa consumido: quantidade do IFA consumido no Brasil (kg) anual, para 210.000.000
habitantes;
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habetei: nUmero de habitantes atendidos pela ETE;
Vete: volume de efluente tratado pela ETE (L/dia/habitante);

A Equacao 2 mostra todas as variaveis consideradas para se estimar o
valor de PEC para cada psicoativo estudado e previamente priorizado neste trabalho
e discutido no capitulo de Resultados e Discusséo.

Uma vez estimado o valor da PEC, esse pode ser comparado com valores
prévios da concentracdo ambiental medida (MECiesrico) em estudos prévios de
ocorréncia, construindo indicadores do quao proximo da realidade estaria 0 modelo
proposto para prever a concentragao do IFA no ambiente, bem como sugerindo o quao
sensivel deveria ser o método analitico a ser desenvolvido. Finalmente, uma
correlacdo entre os dados de MEC e PEC pode indicar se o modelo proposto €
aceitavel (COETSIER et al., 2009).

1.8. Métodos empregados para a determinacao de farmacos no ambiente

O nivel de concentracdo em que farmacos psicoativos estao presentes nas
diversas matrizes ambientais (Tabela 3) torna necessario o emprego de métodos
analiticos que sejam seletivos e atinjam limites de quantificagcdo na ordem de ng L.
Para tanto, o método analitico deve incluir a concentracao dos analitos de interesse e
ao mesmo tempo eliminar os interferentes da matriz alvo anterior a etapa de
quantificacdo. Além disso, a técnica deve permitir, além da quantificacdo, a
confirmagéo de identidade do analito de interesse na matriz alvo.

Para a concentragdo dos analitos em amostras aquosas, incluindo os CPE,
tem sido empregada a extracdo em fase sdlida (SPE, solid phase extraction)
(BRIEUDES et al., 2016; GURKE et al., 2015; KLANCAR, TRONTELJ & ROSKAR,
2018; ROSSMANN et al., 2014; TLILI et al., 2016). Nesse procedimento a amostra é
percolada por uma fase sélida que tem o objetivo de sorver os analitos de interesse e
eliminar os concomitantes indesejados junto a fase liquida. A SPE pode ser realizada
de forma manual (off-line) ou mecanizada e acoplada ao equipamento de
quantificacao (on-line). A SPE off-line demanda uma fase sorvente (tamanho de
particula > 40 um), geralmente contida em um cartucho (o qual, € descartavel e de
uso Unico), grandes volumes de amostra no caso de amostras ambientais (de 0,1 a 1
L) e longo tempo de preparo de amostras (KOSMA et al., 2019; PAIGA et al., 2016).
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No sistema on-line a fase sorvente (tamanho de particulas < 10 ym) esta contida em
uma coluna a qual posteriormente é acoplada a um sistema cromatografico. O sistema
de SPE on-line tem vantagens em relacao ao sistema off-line, entre esses destacam-
se a injecao de até trés mil amostras na mesma coluna sem perda da sua eficiéncia,
além de requerer pequenos volumes de amostras (inferior a 1 mL), resultando em um
menor tempo de preparo de amostra e andlise (DE OLIVEIRA FERREIRA,
RODRIGUES-SILVA & RATH, 2016; PORTO et al., 2019; RODRIGUES-SILVA et al.,
2019; TETZNER et al., 2016).

A extracao liquido-liquido também pode ser empregada na concentracao
de analitos em amostras ambientais, mas demanda o uso de solventes organicos
imisciveis com a fase aquosa e, geralmente, de varias extragdes sequenciais. Outros
procedimentos de concentracdo de analitos presentes em amostras aquosas
ambientais é a microextracdo em fase sélida (SPME, solid phase microextraction), no
entanto, essa € mais vantajosa para compostos volateis o que néo é o caso da maioria
do farmacos (SENTURK, SAKA & TEGIN, 2011; TERNES & JOSS, 2015).

Como técnica analitica, para separagdo e quantificacdo dos analitos de
interesse (farmacos), o mais recomendado é a cromatografia liquida (LC, liquid
chromatography ) (IWANG & WANG, 2016) associada a diferentes detectores, como
ultravioleta (MOHAMAD HANAPI et al., 2017), fluorescéncia (RIBEIRO et al., 2014),
arranjo de diodos (PAPAGEORGIOU, KOSMA & LAMBROPOULOU, 2016) e
espectrometria de massa (MS) (SENTURK, SAKA & TEGIN, 2011; WANG & WANG,
2016). Para o monitoramento de CPE em matrizes ambientais a cromatografia a
liqguido acoplada a espectrometria de massas sequencial (LC-MS/MS) representa o
estado da arte. Além de ser uma técnica confirmatédria, permite alcancar limites de
quantificacdo na ordem de ng L' em diversas matrizes (BIALK-BIELINSKA et al.,
2016). O emprego do monitoramento de reagbes selecionadas (SRM, selective
reaction monitoring) permite a confirmacdo de identidade do analito, mesmo que
ocorra a coeluicao de concomitantes que possuem a mesma massa, mas transi¢cdes
do ion precursor-ion produto diferentes, e tempo de retencdo que o analito de
interesse.

Na Tabela 4 sado apresentadas as principais técnicas analiticas
empregadas em estudos de ocorréncia de psicoativos em matrizes ambientais e seus
respectivos limites de quantificacdo. Como procedimento de extragdo, concentragéo
e clean-up a SPE é o procedimento de preparo de amostras mais empregado nos
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métodos para determinacao de psicoativos em matrizes aquosas. A fase Oasis HLB

é a fase sorvente mais comumente empregada. Como técnicas de separagéo para a

quantificacéo dos psicoativos a mais utilizada é a cromatografia a liquido associada a

espectrometria de massas. Nunes et al. (2015) empregaram a técnica de voltametria

ciclica, porém os limites de quantificacdo alcancados se demonstraram limitados

quando comparados aos limites de quantificacdo alcancados nos métodos onde se
empregou a LC-MS/MS.

Tabela 4. Limites de quantificacdo, preparo de amostras e técnica analitica para a

determinacéo de psicoativos em matrizes ambientais.

. Preparo
Referéncia Matriz  Farmaco (nL?_e) g:z'::lfsat?: de Técnica
g amostras
(ARCHER etal,  Agua cMZ 144 A 100 mL SPE UPLC/MS-MS
2017) superficial
(BAZLOMBA, . . CMZ 140
REID & br%to CNZ 1140 100 mL SPE UHPLC-QTOF
THOMAS, 2016) APZ 160
AMT
Esgoto CMZ
(GURKE etal, brutoe ————— 50 1000 mL SPE LC-MS/MS
2015) tratado X
SER
FLX
ETEe cMZ
(PETZF(‘)'FG‘;’t al Agua 2% 50 50e100mL  SPE  UPLC/MS-MS
superficial ~_ESC
SER
ESC 110
SER 60
FLX 500
(SHEzNofét)et O TZ 60 300 mL SPE  UHPLC-MS/MS
BP 130
AMT 100
NT 100
(DE SOUSA et Ag‘]ﬂ.a. . oMz 3,75 500 mL SPE UPLC/MS-MS
al., 201 8) superiicia
(NUNES, DOS .
ANJOS & Agua CNZ 0.65 NI i Voltametria
QUINAIS 201g)  Superficial g L
(NUNES et al., Agua 0,4 ] .
2015) superficial APZ ug L NI Voltametria
(DE ALMEIDA  Efluente ] ]
otal, 2015)  hospialar  CMZ 50 100 mL SPE LC-QqLIT-MS
(DE ALMEIDA  Efluente CMZ 50 LC-MS/MS-
et al., 2013) hospitalar CNZ 30 100 mL SPE QTrap

A LOD e LOQ n3o reportados, apresentada menor concentracéo detectada. NI: ndo informado.
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Em geral, dos trabalhos reportados na Tabela 4, os volumes de amostra
utilizados estdo na faixa de 100 a 1000 mL, uma vez que empregam a SPE off-line

para concentrar os analitos anterior a quantificagéo.

1.9. Motivacao para o desenvolvimento desta dissertacao

Visto a toxicidade e a periculosidade que a presenca de psicoativos
representa para o meio aquatico, torna-se imprescindivel e necessario estudos de
ocorréncia e monitoramento. A auséncia de dados, principalmente no Brasil, mostra
uma cegueira quanto ao impacto dessas substadncias em matrizes ambientais.
Conforme apresentado no topico 1.5 (Ocorréncia de antidepressivos no ambiente),
sdo escassos 0s trabalhos que investigam a ocorréncia de antidepressivos,
ansioliticos e reguladores de humor em ambientes aquaticos. Além disso, sabe-se que
as estagdes de tratamento de agua e esgoto sao os principais meios de entrada
desses compostos no ambiente, porém, no Brasil, as informacdes sao escassas sobre
a real eficiéncia dos processos aplicados na remoc¢ao desses compostos. Os estudos
que reportam dados de ocorréncia no Brasil, se referem somente a agua superficial,
sendo assim, a avaliacao de eficiéncia de remocao de psicoativos para estacoes de
tratamento no Brasil ainda séo inexistentes.

Métodos multi-residuos sdo complexos e trabalhosos, o numero de
compostos incluidos no método deve ser limitado para se manter a sua sensibilidade
e seletividade, para assim, atingir os limites de quantificacdo desejados. Nao é claro
na literatura, em estudos de ocorréncia a forma que os farmacos sao selecionados em
estudos de monitoramento. No entanto, visto o grande numero de IFA disponiveis em
produtos farmacéuticos, torna-se necessario uma priorizagao prévia dos analitos que
serdo incluidos nos estudos de ocorréncia. Os procedimentos de concentracao que
empregam SPE off-line sdo custosas, demandam tempo de preparo de amostras e
requerem grande volume de amostra para a detecgao dos analitos em nivel trago (ng
L"), o que torna oneroso para ser aplicado em rotina de monitoramento, sendo
necessario o aprimoramento das técnicas analiticas visando atingir os limites de
quantificacao de farmacos em matrizes complexas e diminuir o tempo com preparo de
amostras e quantificacao dos analitos de interesse.
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Com o presente trabalho esperou-se desenvolver uma metodologia para a
priorizacao dos farmacos psicoativos que poderiam causar maior impacto no ambiente
aquatico. Para a priorizagao, um levantamento dos principais trabalhos de ocorréncia
foi correlacionado com uma estimativa do consumo de farmacos psicoativos e taxa de
metabolizagdo. Dados de consumo por habitante sédo inexistentes, fez-se entdo uma
estimativa desse consumo convertendo dados do comércio em farméacias em kg d-'.
Ap0Gs definir a priorizagéo dos farmacos psicoativos, um metodo analitico empregando
SPE on-line a UHPLC-MS/MS e visando nivel trago (ng L) foi desenvolvido e
validado. Com o método validado, campanhas de coleta de amostras no Rio Atibaia e
Ribeirdo Anhumas foram realizadas buscando avaliar a ocorréncia desses farmacos
em agua superficial. Por fim, a ocorréncia de psicoativos foi investigada na entrada e
saida de cinco estagcbes de tratamento de esgoto representativas de Campinas. As
cinco estacdes investigadas possuem forma de operacgao distintas. Uma vez completo
esse estudo espera-se responder o quao impactante é o nivel de concentracao desses

IFA no ambiente aquatico da regido de Campinas.
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2. Objetivos

O objetivo geral deste trabalho consistiu em avaliar a presenca de insumos
farmacéuticos psicoativos em estacoes de tratamento de esgoto e aguas superficiais.
Para tal, foram propostos cinco objetivos especificos:

1. Priorizacdo dos farmacos psicoativos a serem monitorados;

2. Desenvolvimento de método analitico para determinacdo dos
farmacos psicoativos priorizados, usando a extracdo em fase soélida on-line a
cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas sequencial (SPE-UHPLC-MS/MS);

3. Validagdo do método desenvolvido;

4. Avaliacao da presenca dos farmacos psicoativos priorizados em
agua superficial (Rio Atibaia e Ribeirao Anhumas);

5. Avaliagdo da presenca de farmacos psicoativos priorizados no
esgoto bruto e tratado de cinco estagdes de tratamento de esgoto da cidade de
Campinas, SP, e avaliacdo da remocédo desses compostos pelos processos
empregados nestas ETE.

6. Calcular a concentragéo prevista no ambiente (PEC) e comparar
com a concentracao medida (MEC)
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3. Materiais e métodos

3.1. Priorizacao dos farmacos

Visto o amplo numero de IFA disponiveis no mercado torna-se necessario,
para este estudo de monitoramento e ocorréncia de farmacos psicoativos em matrizes
aquaticas, uma priorizacao prévia. A priorizagdo tem o objetivo identificar os IFA que
possam apresentar maior risco ao ambiente (devido ao seu uso e ocorréncia) e, dessa
forma, direcionar os ensaios de laboratorio e monitoramento ambiental.

A priorizacao foi feita em base nos dados de ocorréncia de psicoativos na
literatura especializada (Pharmaceuticals in the Environment, publicada pela Agéncia
Ambiental da Alemanha - UBA, Umweltsbundesamt), experiéncia prévia do grupo de
pesquisa, dados da comercializagdo de medicamentos no Brasil obtidos junto a IQVIA
e farmacos psicoativos de maior consumo no Hospital das Clinicas da Unicamp,
Campinas, SP.

A base de dados Pharmaceuticals in the Environment, publicada pela
Agéncia Ambiental da Alemanha (UBA, Umweltsbundesamt), compila dados de 1016
artigos publicados em revista de seletiva politica editorial e foi utilizada para o
levantamento de dados sobre a ocorréncia e monitoramento de residuos de farmacos
em 4aguas superficiais, subterraneas, efluentes de estagbes de tratamento de 4gua e
esgoto, e solo. Destaca-se ainda, que esse banco de dados abrange publicacdes de
71 paises entre os anos de 2000 a 2016.

Os dados obtidos junto a IQVIA sao apresentados em unidades de caixas
de medicamentos comercializados. Esses dados foram usados para estimar o
consumo em toneladas de cada psicoativo utilizando a maior quantidade de
comprimidos em uma caixa e a maior dosagem de cada comprimido.

Por fim, os principios ativos selecionados para este estudo foram
selecionados a partir da correlagdo dos fatores citados acima.

3.2. Equipamentos e colunas cromatograficas
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- Cromatdgrafo a liquido de ultra-alta eficiéncia (Waters ACQUITY UPLC®)
com espectrdmetro de massas Waters tipo quadrupolo sequencial Xevo TQD Zspray
(UHPLC-MS/MS) constituido de: fonte de eletronebulizagdo (ESI, electrospray
ionization source), sistema de bomba quaternario H-Class, forno para coluna e injetor
automédtico FTN I-Class. Sistema de SPE on-line: sistema de bomba binaria I-Class e
sistema de gerenciamento de coluna (Column Manager). Software MassLynx versao
4.1;

- Balanga analitica Sartorius modelo CPA 225D com precisdo de + 0,01 mg
(Alemanha);

- Sonda multiparametros Horiba Model U-5000G (Japéo);

- Coluna cromatografica Waters Acquity UPLC® BEH C18 (2,1 x 50 mm x 1,7
um);

- Coluna cromatografica Waters Acquity CSH C18 (2,1 x 100 mm x 1,7 pm);

- Coluna para SPE on-line Waters Oasis HLB (2,1 x 30 mm x 10 ym);

- Coluna para SPE on-line Waters Xbridge C8 (2,1 x 30 mm x 10 ym).

3.3. Reagentes, solventes e padroes analiticos

- Reagentes: acido férmico e formiato de aménio (Merck, Alemanha, >98%);

- Solventes: metanol e acetonitrila (Tedia, EUA), ambos graus HPLC.

- Padrdes analiticos: alprazolam 1,0 mg mL' em metanol (Cerilliant, EUA);
clonazepam 1,0 mg mL' em metanol (Cerilliant, EUA); carbamazepina 1,0 mg mL"
em metanol (Cerilliant, EUA); trazodona (Matrix Scientific, EUA); fluoxetina
(TargetMol, EUA); bupropiona hidrocloreto (TargetMol, EUA); amitriptilina hidrocloreto
(TargetMol, EUA); sertralina hidrocloreto (TargetMol, EUA); nortriptilina hidrocloreto
(TargetMol, EUA); escitalopram (Toronto Research Chemicals, Canada); fluoxetina-ds
1,0 mg mL" em metanol (Cerilliant, EUA); carbamazepina-dio 1,0 mg mL-' em metanol
(Cerilliant, EUA); clonazepam-ds 1,0 mg mL-' em metanol (Cerilliant, EUA) (todos com
pureza > 95%).

Os padroes solidos foram solubilizados em metanol e todas as solugdes
foram armazenadas sob refrigeracao.

Solugbes estoque na concentracdo de 0,10 mg mL' de alprazolam,
clonazepam e carbamazepina foram preparadas pela diluigdo dos padrées em
metanol. Solugbes estoque de trazodona, fluoxetina, bupropiona, amitriptilina,
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sertralina e nortriptilina foram preparadas na concentragdo de 1,0 mg mL' em
metanol. As solugdes intermediarias foram preparadas na concentracdo de 100 ug
mL" a partir da diluicdo da solugdo estoque, usando agua ultrapura como solvente.
As solugbes de trabalho foram preparadas diariamente, a partir da solucao
intermediaria, preparadas em agua purificada em sistema Mill-Q (Millipore, EUA).

3.4. Determinacao das condicoes do espectrometro de massas sequencial

Para se determinar as condi¢des 6timas de ionizacao dos analitos no
espectrometro de massas sequencial foram feitas infusdes individuais, em metanol,
dos padrbes analiticos de alprazolam, amitriptilina, bupropiona, carbamazepina,
clonazepam, escitalopram, fluoxetina, nortriptilina, sertralina,trazodona na
concentracgdo de 1,0 ug mL™". As infusGes foram realizadas no modo combinado com
a fase movel, uma mistura isocratica de agua e metanol (50:50, v/v) contendo 0,1%
acido férmico em agua. A fonte de ionizagdo ESI foi operada no modo positivo. Foram
avaliados a energia do capilar (kV), a temperatura de dessolvatagéo (°C), a vazao do
gas de dessolvatagdo (L h''), a voltagem do cone (V), a energia de colisdo (V) e o
awell time (s). A quantificacdo foi realizada pelo modo de reagdes selecionadas
(SRM), sendo para cada analito selecionado um ion produto para a sua quantificagéo

(m/z) e um ion produto para confirmacao (m/z) de sua identidade.

3.5. Determinacao das condi¢c6es cromatograficas (UHPLC-MS/MS)

3.5.1. Avaliagéo da fase estacionéria e fase mével

Para a avaliacdo da fase estacionaria foram testadas duas colunas
cromatograficas: Waters Acquity UPLC BEH C18 (2,1 x 50 mm x 1,7 ym) e Waters
Acquity CSH C18 (2,1 x 100 mm x 1,7 ym), com os analitos na concentracao de 1,0
ug mL'. No estudo da composicdo da fase mével foram testados os aditivos acido
férmico e formiato de aménio e os solventes agua, metanol e acetonitrila, em
diferentes propor¢des. Uma vez estabelecidas as condi¢cbes relativas a fase

estacionaria e fase movel, a vazao da fase mével foi entdo avaliada.
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3.5.2. Determinagao dos parametros do SPE on-line

Para definicdo dos parametros do sistema SPE on-line foram avaliadas as
colunas de extragéo: Oasis HLB (2,1 x 30 mm x 10 ym) (Waters, Irlanda) e Xbridge
C8 (2,1 x 30 mm x 10 ym) (Waters, Irlanda). Também foram avaliadas a composigéo
da fase mével (d4gua, metanol e acetonitrila) para carregamento da amostra, bem
como diferentes propor¢gdes da fase mével, de 100-75% de agua. Ambos estudos
foram realizados com a solugdo mix dos analitos na concentragédo de 1,0 uyg mL' e
condicOes de eluicao isocratica de uma mistura agua:acetonitrila 10:90, v/v.

O volume de carregamento foi estudado mantendo a vazao fixa em 1,0 mL
min-! e alterando o tempo de carregamento em 0,5, 0,75 e 1,0 min. Diferentes volumes
de injecao da amostra também foram estudados, sendo avaliados 10, 50, 100, 150,
200 e 250 pL. Essas avaliacdes foram realizadas com os analitos na concentracao de
1,0 ug mL", utilizando uma fase mével com eluicdo isocratica de uma mistura
agua:acetonitrila, 10:90, v/v, e contendo 0,1% de &cido formico como aditivo para

favorecer a ionizagao dos analitos.

3.6. Validacao do método SPE-UHPLC-MS/MS

O método analitico foi validado de acordo com os seguintes parametros:
faixa linear, linearidade, precisao (intra- e inter-ensaios), exatidao, limite de deteccéo
(LOD) e limite de quantificacao (LOQ).

3.6.1. Faixa linear e linearidade

A faixa linear de trabalho foi estabelecida pelo estudo da linearidade. Para
tanto, curvas analiticas no solvente (agua), em triplicata de preparo independente,
foram feitas em dez niveis de concentragédo para cada analito (50, 100, 250, 500, 750,
1.000, 2.000, 3.000, 4.000, 5.000 ng L"). Para os analitos fluoxetina, trazodona,
escitalopram, nortriptilina, amitriptilina e sertralina foi feita a correcdo com o padrao
interno fluoxetina-ds (1500 ng L™'); para carbamazepina e alprazolam foi utilizado o
padrdo interno carbamazepina-dio (500 ng L); e para clonazepam e bupropiona foi
utilizado como padréo interno clonazepam-d4 (500 ng L).
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A linearidade foi avaliada pela representacao grafica da razdo da area do
analito pela area do padrao interno em funcao da concentragéo; grafico de residuos,
e a respectiva avaliagdo estatistica; equacao da reta de regressao de y em x, previsto
pelo método dos minimos quadrados ordinarios. A homocedasticidade das variancias
foi avaliada pelo teste de Levene. Para a verificagdo de possiveis outliers foi utilizado
o teste de residuos padronizados de Jacknife, respeitando o limite maximo de

exclusao de pontos (22,2%).

3.6.2. Limite de deteccédo (LOD) e limite de quantificacao (LOQ)

O LOQ foi determinado pela analise das amostras com concentracdes
decrescentes até que se obtivesse uma relagao sinal:ruido no cromatograma igual a
10:1 e para o LOD 3:1. O valor do sinal:ruido foi determinado utilizado o software
Masslynks versao 4.1.

3.6.3. Precisao

A precisdo do método foi avaliada pelo coeficiente de variacao (CV) em
dois niveis de concentragdo (100 e 3000 ng L'). Para a precisdo intra-dia, seis
amostras (n = 6) em cada nivel foram preparadas e analisadas no mesmo dia, no
mesmo equipamento e pelo mesmo analista. Para a precisédo inter-dia outras 12
amostras foram preparadas e analisadas em dois dias diferentes, no mesmo

equipamento e pelo mesmo analista (6 para cada dia, n = 18).

3.6.4. Exatidao

A exatidao foi também avaliada em dois niveis de concentragdo (100 e
3000 ng L") e obtida por ensaio de recuperagao, sendo expressa pela diferenca entre
a média da concentracdo de seis amostras preparadas e a concentragao tedrica no
nivel avaliado, conforme Equacao 3:

concentragio média experimental

Recuperacio % = x 100 (Equacéo 3)

concentragio teoérica
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3.7. Monitoramento de farmacos psicoativos em aguas superficiais

O Rio Atibaia foi selecionado como campo amostral visto que este &
responsavel por suprir aproximadamente 94% do abastecimento de agua da cidade
de Campinas. O rio Atibaia é formado pela confluéncia dos rios Atibainha e Cachoeira
entre os municipios de Bom Jesus dos Perddes e Atibaia, tem uma extensao de 165
km e uma vazédo de 12 m3s™'. O Rio Atibaia atravessa as cidades de Atibaia, Itatiba,
Campinas, Paulinia e Americana. Foram realizadas campanhas de coleta nas datas
de 30/08/2018; 30/10/2018; 04/02/2019; 13/03/2019 e 16/04/2019. As amostras de
agua superficial foram coletadas em sete pontos do Rio Atibaia e em um ponto no
tributario Ribeirdo Anhumas (Figura 7, item 3.8), cuja bacia abrange um terco do
territério municipal de Campinas.

Os pontos de coleta foram selecionados de modo que o espagcamento
entre eles fosse de 20 a 30 km, priorizando-se locais de facil acesso. O primeiro ponto
de amostragem (Ponto 1) situou-se em uma zona rural proximo a formacéo do Rio
Atibaia e o ultimo ponto (7) na zona urbana da cidade de Paulinia. Ainda, foi coletada
agua no tributario Ribeirao Anhumas antes do desague no Rio Atibaia. Neste ponto
de coleta, o Ribeirdo Anhumas ja recebeu o aporte do Ribeirdo das Pedras, o qual
passa pelo distrito de Bardao Geraldo.

As amostras de agua foram coletadas seguindo recomendagdes da norma
NBR-9.898. Foram feitas 3 coletas, com uma garrafa de Van Dorn de volume de 500
mL para a obtencdo de uma amostra composta de 1,5 L. Esta amostra foi
homogeneizada e duas aliquotas de 50 mL (i.e., amostragem em duplicata)
transferidas para tubos Falcon estéreis. As amostras foram alocadas em uma caixa
de gelo e transportadas para o laboratério. Em cada ponto amostral foram medidos,
por uso da sonda multiparametros, os seguintes parametros fisico-quimicos: pH,
temperatura, oxigénio dissolvido, turbidez, condutividade e potencial redox.

No laboratério, volumes de 10 mL das amostras de agua coletadas foram
adicionadas dos padrdes internos fluoxetina-ds, 1500 ng L'; carbamazepina-dio, 500
ng L' e clonazepam-ds, 500 ng L. Apés a homogeneizacdo as amostras foram
filtradas (0,22 uym) e estocadas em vial ambar, sob refrigeracdo na geladeira até o

momento da analise (periodo inferior a trés dias).
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3.8. Monitoramento de farmacos psicoativos em estacoes de tratamento de

efluentes

Para esse trabalho foram selecionadas cinco estacdes de tratamento de
esgoto representativas da cidade de Campinas, identificadas na Figura 7 e Tabela 5.

e == s =]
0 15 30km

Figura 7. Identificagéo dos pontos de coleta ao longo do Rio Atibaia, Ribeirdo Anhumas e as
ETE.

Locais de coleta: 1 — Ponto 1 Rio Atibaia (23°6'21"S 46°29'35"W); 2 — Ponto 2 Rio Atibaia
(23°6'30"S 46°34'11"W); 3 — Ponto 3 Rio Atibaia (23°4'32"S 46°38'32"W); 4 — Ponto 4 Rio
Atibaia (22°58'12"S 46°50'50"W); 5 — Ponto 5 Rio Atibaia (22°54'40"S 46°57'22"W); 6 — Ponto
6 Rio Atibaia (22°52'43"S 46°57'57"W); 7 — Ponto 7 Rio Atibaia (22°46'11"S 47°5'43"W); 8 —
Ponto 8 Ribeirdo Anhumas (22°46'11"S 47°5'43"W). ETE: += ETE B; += ETE A; + = ETE D;
+= ETEC; += ETEE.

Nestas ETE foram coletadas amostras de esgoto bruto e ap6s cada etapa
do tratamento. As amostragens foram realizadas a cada 2 h, em um periodo de 24 h
formando uma amostra composta. A amostra composta foi homogeneizada e duas
aliquotas de 50 mL transferidas para tubo Falcon e mantidas sob refrigeracdo. As
amostras foram transportadas para o laboratério em caixas de gelo. Para cada ponto
de coleta, foi retirada uma aliquota de 10 mL, a qual foi adicionada dos padrdes
internos fluoxetina-as, 1500 ng L'; carbamazepina-dio, 500 ng L' e clonazepam-ds,

500 ng L'. As amostras foram homogeneizadas, filtradas (0,22 um) e estocadas em
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vial ambar sob refrigeracao na geladeira até 0 momento da analise (periodo inferior a

trés dias).

Devido a complexidade do processo de amostragem, as amostras nos

tanques de filtro bioldgico aerado submerso da ETE C e tanque de aeracdo da ETE E

foram coletadas de forma instantdnea (100 mL). Estas amostras foram processadas

do mesmo modo que descrito anteriormente.

Tabela 5. Dados sobre as estacdes de tratamento de efluentes.

~ Populacao Vazao média® Corpo
Estagao atendida® (Ls™ Processos Receptor
Ribeirdo
A 203.000 633 UASB, flotadores Anhumas
UASSB, filtros
bioldgicos G
B 44.000 98 percoladores, AF:: ﬁﬁ:ﬁa:s
decantacéo
secundaria
UASB, camara
andxica, filtro Ribeirdo do
¢ 55.000 90 biologico aerado Picarrdo
submerso
UASB, lodos ativados, Ribeirdo do
D 288.000 491 decantacéo Picarrdo
Lodo ativado, tanque
anaerobio, tanque
E 182.000 286 anéxico, tanque de Rio Capivari

aeracao e
membranas filtrantes

UASB: digestor anaerébio de fluxo ascendente. 2:

de janeiro a maio de 2019).

Dados obtidos junto a SANASA (referente a média
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4. Resultados e discussoes

4.1 Priorizacao dos farmacos

A priorizacdo dos farmacos a serem monitorados foi o desafio inicial do
trabalho e, pela falta de dados oficiais de consumo disponibilizados pelas agéncias
governamentais competentes, foi em um primeiro momento baseada em dados da
literatura e um questionario (Anexo |) elaborado e disponibilizado no periodo de
19/08/2017 a 07/09/2017, pelas redes sociais com grupos de alunos da Unicamp.
Foram recebidas 191 respostas, sendo que 75,8% dos entrevistados informaram de
terem utilizado algum medicamento psicoativo em sua vida. Foi definido inicialmente
que seriam selecionados 10 IFA psicoativos.

No Brasil poucos estudos reportam a ocorréncia e monitoramento de
psicoativos em aguas superficiais, entre esses, alprazolam e clonazepam no Parana
(NUNES et al, 2018; NUNES et al, 2015), clonazepam no Rio de Janeiro
(FERREIRA, 2014), carbamazepina e clonazepam no Rio Grande do Sul (DE
ALMEIDA et al., 2013, 2015) e carbamazepina em Sao Paulo (CAMPANHA et al.,
2015; DE SOUSA et al., 2018).

A partir das informagfes iniciais compiladas foram selecionadas as
seguintes substancias: alprazolam, escitalopram, sertralina, amitriptilina, fluoxetina,
carbamazepina, bupropiona, trazodona, nortriptilina e clonazepam.

No entanto, posteriormente, em 2018, foram obtidos dados de consumo de
caixas de medicamentos junto a IQVIA, que audita as vendas de medicamentos nas
gbndolas farmacéuticas. Esses dados permitiram fazer uma estimativa do consumo
(em kg) de cada IFA no Brasil. Em posse a esses dados foi realizada uma estimativa
dos 25 IFA psicoativos mais consumidos no Brasil.

Para calcular a quantidade, em kg, consumida desses psicoativos foram
levados em consideragao a quantidade de comprimidos em uma caixa e o teor do IFA
em cada comprimido. Esses valores foram obtidos a partir das bulas dos
medicamentos registrados na ANVISA. Para estimar o consumo foi tragado o pior
cenario, ou seja, maior quantidade de comprimidos por caixa disponibilizado pela
empresa farmacéutica e na maior dosagem (Equacéo 3). Os valores estimados estéao
apresentados na Tabela 6.
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Consumo = comprimido,gixq X Teor;p, X Caixas X 10~° (Equacéo 3)

Onde,

Consumo: consumo do IFA no Brasil (toneladas);

Comprimidocaixa: numero maximo de comprimidos em uma caixa do medicamento
contendo o IFA;

Teorira: teor do IFA (em mg) por comprimido na sua maior dosagem;

Caixas: numero de caixas comercializadas contendo o IFA.

10°9: fator de conversao de mg para toneladas.

Tabela 6. Dados de consumo dos 25 psicoativos mais consumidos no Brasil.

. Maior Consumo
Farmaco v:nnc;?::seﬁo quantid_aqe de Maior teor do no Brasil
Brasil (caixas)' comprlm_ldos IFA (mg) 2018
por caixa (toneladas)

Clonazepam 26.965.289 30 2 1,6
Alprazolam 13.195.326 30 2 0,8
Escitalopram 10.852.868 28 20 6,1
Sertralina 9.636.908 30 50 14,5
Amitriptilina 8.265.629 200 75 123,9
Fluoxetina 8.054.380 60 20 9,6
Quetiapina 7.115.193 30 200 43,0
Bromazepam 6.894.595 30 6 1,2
Carbamazepina 6.185.991 30 200 37,1
Risperidona 5.592.575 20 3 0,3
Venlafaxina 5.361.432 30 150 24,0
Paroxetina 5.320.964 60 20 6,4
Citalopram 5.051.155 30 20 3,0
Duloxetina 4.460.523 60 60 16,0
Diazepam 4.394.869 30 10 1,3
Lorazepam 3.354.226 20 2 0,1
Lamotrigina 3.008.975 30 100 9,0
Bupropiona 2.734.820 60 150 24,6
Trazodona 2.639.651 60 100 15,8
Oxcarbazepina 2.240.308 60 600 81,0
Haloperidol 2.186.687 20 5 0,2
Clobazam 2.079.291 20 20 0,8
Valproato
semisodio 1.959.907 50 500 49,0
Nortriptilina 1.793.719 30 75 4,0
Mirtazapina 1.767.936 10 45 0,8

TIQVIA, 2018.
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A selecao dos IFA tinha como objetivo prever a ocorréncia destes em
esgoto bruto e dguas superficiais. Selecionar os farmacos apenas pelo consumo nao
seria apropriado, uma vez que a fonte principal do aporte destes em esgoto é pela
fracdo excretada pelo ser humano. De modo geral, os farmacos antipsicéticos séo
compostos lipofilicos e muito metabolizados, e apenas uma pequena fracdo é
excretada na forma original. Levar em consideracao a taxa de excrecao, portanto, é
um fator importante a ser considerado na priorizagdo. Por outro lado, trabalhos
publicados na literatura e dados de ocorréncia podem ser Uteis na priorizagao porque
também utilizaram algum critério de selecao dos IFA a serem monitorados.

Considerando todos esses aspectos foi realizado um ranqueamento
(atribuicdo de pontuagéo) levando em consideragao:

1. Dados de consumo;

2. Taxa de excrecao da molécula inalterada;

3. Numero de artigos que relata a ocorréncia do IFA (base de dados, UBA,
Umweltsbundesami);

4. Numero de paises que reportam a ocorréncia de um dos 25 IFA em agua
superficial e/ou esgoto.

Os valores empregados para a classificagao estao apresentados na Tabela
7 e os dados completos compilados na Tabela 8. A pontuacéo final foi calculada pela
soma dos quatro valores, no entanto, atribuindo um peso 2 para o valor referente aos

dados de consumo, uma vez que esse seria 0 dado de maior relevancia.

Tabela 7. Valores atribuidos para o ranqueamento.

Numero de paises que

Dados de Taxa de NuUmero de
~ apresentam dados de
consumo excrecao trabalhos ocorréncia
Toneladas Valor % Valor Numero Valor Numero Valor
<10 ton 1 <10 1 1-9 1 1-9 1
10 — 20 ton 2 >10 2 10-19 2 10-19 2
20 - 50 ton 3 20-29 3 20-29 3
50 -100 4 30 -39 4 30 -39 4
ton
>100 ton 5 >40 5 >40 5
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Tabela 8. Dados empregados para a classificagdo dos psicoativos com 0s dez primeiros
destacados em azul.

Consum_o N2 de trabalhos S dzszlses
Farmaco nozlg:gsn que dzz':ssz':am apresentam Pontuacdao Classificacao
P dados de
(toneladas?®) ocorréncia ocorréncia
Clonazepam 1,6 3 5 5 19
Alprazolam 0,8 11 7 7 12
Escitalopram 6,1 1 1 5 20
Sertralina 14,5 15 23 10 7
Amitriptilina 123,9 20 27 16 1
Fluoxetina 9,6 73 29 12 3
Quetiapina 43,0 0 0 7 13
Bromazepam 1,2 5 3 9 10
Carbamazepina 37,1 83 50 13 2
Risperidona 0,3 8 21 8 11
Venlafaxina 24,0 15 22 12 4
Paroxetina 6,4 22 9 7 14
Citalopram 3,0 31 23 11 5
Duloxetina 16,0 3 2 7 15
Diazepam 1,3 52 15 10 8
Lorazepam 0,1 25 5 7 16
Lamotrigina 9,0 3 3 5 21
Bupropiona 24,6 5 20 10 9
Trazodona 15,8 2 2 11 6
Oxcarbazepina 81,0 2 2 5 22
Haloperidol 0,2 5 19 6 18
Clobazam 0,8 - - 3 25
Valproato 49,0 - - 7 17
semisodio
Nortriptilina 4,0 3 2 5 23
Mirtazapina 0,8 3 1 5 24

As dez substancias classificadas por esse método incluem seis das
substancias selecionadas no inicio deste trabalho. Nao foram incluidas o
bromazepam, a venlafaxina, o citalopram e o diazepam que sao IFA importantes a
serem considerados para o monitoramento em trabalhos futuros. Por outro lado, foram
incluidos o alprazolam (classificagdo 12), o clonazepam (classificagdo 19), o
escitalopram (classificagcao 20), e a nortriptilina (classificagao 23). A nortriptilina € um
metabdlito da amitriptilina e, portanto, seu monitoramento é justificado. Um documento
expedido pela Secretaria de Vigilancia Sanitaria do Ministério da Saude (SVS/MS
344/1998), no ano de 2012, destaca uma lista dos IFA psicoativos mais
comercializados no estado de Sao Paulo no periodo de 2009 — 2011, sendo esses:
alprazolam, sertralina, amitriptilina, fluoxetina e bupropiona (ANVISA, 2012).



57

De modo geral, o consumo de psicoativos tem sido crescente e
preocupante, como exemplo, quando comparado o consumo de fluoxetina (8.054.380
unidades de caixas, com aproximadamente 20 comprimidos por caixa) com 0
consumo de ibuprofeno (61.794.405 unidades de caixas, com aproximadamente 10
capsulas por caixa), um analgésico e anti-inflamatério. A fluoxetina representa 1/8 em
unidades de caixas vendidas em comparacao ao ibuprofeno, sendo que o ibuprofeno
pode ser consumido sem prescricao médica.

A administracdo de medicamentos em hospitais representa uma
significativa parcela do consumo de psicoativos. Um levantamento do consumo de
psicoativos no Hospital de Clinicas da UNICAMP, no ano de 2012, relata o amplo
consumo de antidepressivos, como a amitriptilina (86,9 kg) e o antiepilético
carbamazepina (66,3 kg), além de reportar o consumo de clonazepam, sertralina,
fluoxetina, diazepam, lorazepam e clobazam (Hospital de Clinicas — UNICAMP?).

4.2. Determinacao das condicoes do espectrometro de massas sequencial

A otimizacao dos parametros de ionizacao no espectrdmetro de massas foi
realizada pela infusdo direta de cada analito selecionado para o presente estudo. O
modo de ionizagdo foi realizado por ESI, onde inicialmente, a fase mével contendo o
analito de interesse atravessa um capilar, no qual é aplicado uma diferenca de
potencial. O solvente é evaporado por um gas de secagem (nitrogénio) aquecido. Na
fonte de ESI deve ocorrer a ionizagdo dos analitos e a remoc¢ao do solvente. Por fim,
os ions formados sdo direcionados ao analisador de massas através do cone
(ARDREY, 2003; CHIARADIA, COLLINS & JARDIM, 2008). Neste trabalho a fonte de
ionizacao foi operada no modo positivo (ESI+).

O analisador utilizado neste trabalho € um triplo quadrupolo, que apesar de
receber esse nome é constituido por apenas dois quadrupolos separados por uma
camara de colisdo. A anadlise quantitativa foi realizada no modo de reagdes
selecionadas. Neste modo, o primeiro quadrupolo atua na selecao do ion precursor
de interesse que sera direcionado para a camara de colisdo, no qual o ion é
fragmentado com o auxilio de argénio (Ar). No terceiro quadrupolo, ocorre a selecao

2 Dados obtidos diretamente do Hospital das Clinicas da UNICAMP, referente a 2012
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dos fragmentos de interesse (CHIARADIA, COLLINS & JARDIM, 2008; IGLESIAS,
2018).

Foi selecionado um ion produto para a quantificagao e um ion produto para
a confirmacao de identidade de cada analito. A otimizacao das condi¢cées do MS/MS
visa a obtencao da melhor resposta em relacado ao sinal-ruido, melhorando assim a
detectabilidade do analito e, em consequéncia, os limites de deteccdo do método.

Na Tabela 9 sdo apresentados os ions de quantificagdo e confirmagéao de
identidade de cada psicoativo selecionado na etapa de prioriza¢ao, além dos valores
estabelecidos para voltagem do cone e energia de colisdo para cada analito. Também
sao apresentadas as condi¢oes para os padrdes internos deuterados.

A voltagem do capilar, a temperatura da fonte, a temperatura de
dessolvatagdo, vazao do gas de dessolvatacdo e vazdo do gas do cone foram
definidos e fixados em 0,9 kV, 150 °C, 350 °C, 500 L h' e 50 L h*!, respectivamente,
uma vez que estes valores representaram um compromisso satisfatorio para promover

a ionizacgao de todos os analitos que eram foco do estudo de monitoragéo.

Tabela 9. Parametros de operagéo do espectrémetro de massas.

Analito ion Voltagem ion de ions de Dwell Time
precursor docone quantificacao identificacao (m/z) (s)

(m/2) (V) (m/z) | Energia / Energia de

de colisao (V) colisao (V)
APZ 309,1 40 281 (27) 205 (38); 274 (27) 0,015
AMT 278,1 37 91 (22) 233 (17) 0,015
BP 340,1 23 184 (13) 131 (25); 166 (16) 0,020
CMz 237,1 38 194 (20) 179 (32); 165 (40) 0,030
CNz 316,0 52 270 (25) 214 (38); 241 (34) 0,070
ESC 325,2 43 109 (24) 262 (19) 0,007
FLX 310,1 20 44 (12) 148 (9) 0,020
NT 264.,4 32 233 (14) 191 (21); 218 (23) 0,015
SER 306,1 14 159 (26) 129 (23) 0,020
TZ 372,8 47 176 (24) 148 (33) 0,010
CMZ-d;o 247,0 38 204 (20) 187 (36); 174 (42) 0,030
CNZ-d., 320,0 52 274 (25) 218 (38); 245 (34) 0,070
FLX-ds 316,0 25 44 (12) 154 (8) 0,020

FLX: fluoxetina; CMZ: carbamazepina; CNZ: clonazepam; BP: bupropiona; TZ: trazodona;
ESC: escitalopram; NT: nortriptilina; AMT: amitriptilina; SER: sertralina; APZ: alprazolam.
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4.3. Determinacao das condicoes cromatograficas

Para estabelecer as condi¢cdes cromatograficas para a separagcao dos
analitos foram avaliadas duas colunas (BEH C18 e CSH C18) e composicao da fase
mével. A definicdo da fase estacionaria foi realizada a partir da comparacao da
resposta em area de uma solucao contendo uma mistura dos analitos na concentracao
de 1,0 ug mL", utilizando uma fase mével com eluigéo isocratica agua:metanol 10:90,
v/v, e contendo 0,1% de acido férmico como aditivo para favorecer a ionizagao dos
analitos.

Foi observado que, quando utilizada a fase estacionaria BEH C18 (Figura
8, cromatogramas B), os picos referentes aos analitos carbamazepina, alprazolam e
clonazepam, estavam alargados, sem simetria e com cauda, quando comparados com
os obtidos para a fase estacionaria CSH C18 (Figura 8, cromatogramas A). Os
cromatogramas obtidos com as duas fases estacionarias estdo apresentados na
Figura 8.

Os analitos bupropiona, trazodona, escitalopram, nortriptilina, amitriptilina,
fluoxetina e sertralina apresentaram picos com cauda quando utilizado a coluna BEH
C18 (Figura 8, cromatogramas B) para a separagao cromatografica, provavelmente
devido a grupos silandis residuais na fase estacionaria capazes de promover uma
interacdo acido-base, além do processo de particdo. Portanto, foi escolhida a coluna
Waters Acquity CSH C18 (Figura 8, cromatogramas A) por apresentar melhor
eficiéncia na separacao dos analitos e por apresentar picos cromatograficos de melhor
simetria. A coluna Waters Acquity CSH C18 possui uma superficie hibrida de cargas
e apresenta, segundo o fabricante, melhor performance quando utilizada fase movel
de baixa forga ibnica.
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Figura 8. Cromatogramas extraidos para os analitos em estudo. Coluna Waters Acquity CSH
C18 (2,1 x 100 mm x 1,7 ym) (cromatogramas A) e coluna Waters Acquity UPLC® BEH C18
(cromatogramas B). Solugdo Mix na concentragédo de 1,0 pg mL™'. Fase mével: H.O com 0,1%
acido formico: CH3;OH (10:90, v/v) na BQ, vazao de 0,3 mL min'. Temperatura da coluna: 40
2C. Volume de injecao: 2 uL. Tempo da corrida cromatogréfica: 7 min.
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Uma vez que na literatura ndo ha um consenso sobre qual o melhor aditivo
a ser usado na fase movel para promover a ionizagao dos analitos em estudo na fonte
de ESI (CASTRO et al., 2008; FISICHELLA et al., 2014; PICHINI et al., 2016), neste
trabalho foi avaliado o uso de formiato de amonio (5 mmol L) e acido férmico (0,1%,
v/v). As areas dos picos cromatograficos obtidas para cada um dos analitos em funcéo

dos aditivos testados estao apresentadas na Figura 9.

Area dos analitos em funcao do aditivo

3500000
3000000
2500000
2000000
1500000
1000000
500000
0

Bupropiona
Trazodona
Escitalopram
Nortriptilina
Amitriptilina
Fluoxetina
Sertralina
Alprazolam
Clonazepam

Carbamazepina

® Acido formico M Formiato de amdnio

Figura 9. Grafico de area dos picos em funcao dos aditivos acido férmico ou formiato de
amoénio. Coluna analitica Waters Acquity CSH C18 (2,1 x 100 mm x 1,7 um), aditivo da fase
moével: 0,1% é&cido férmico ou 5 mmol L' de formiato de aménio. Fase movel:
H.O+aditivo:CHsCN (10:90 v/v). Vazéo da fase mével: 0,30 mL min-'. Temperatura da coluna
analitica: 40 °C. Volume de injecdo: 2 uL. Tempo da corrida cromatografica: 7 min.

Para todos os analitos foi observada uma maior resposta em area
empregando o acido férmico do que o formiato de amdnio. Além disso, o acido férmico
permitiu a obtencao de picos cromatograficos de simetria adequada.

A melhor proporcao entre os solventes aquoso e organico (metanol e/ou
acetonitrila) foi avaliada na fase mével eluente. O metanol, um solvente mais fraco em
forca cromatografica quando comparado com a acetonitrila, ndo favoreceu a
separacao dos analitos e foi observada a presencga de cauda nos picos. Sendo assim,

foi escolhida a acetonitrila como solvente organico para o desenvolvimento das

proximas etapas do método.
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4.4. Determinacao dos parametros do SPE on-line

Com o aditivo e a composicdo da fase movel definidos, posteriormente
foram avaliados os parametros para o sistema SPE on-line. O método de SPE on-line
a UHPLC-MS/MS tem como objetivo fazer uma limpeza da matriz da amostra e
promover a concentracao dos analitos. Devido a serem consideradas concentragcdes
na ordem de ng L, a etapa de concentracdo dos analitos apresenta vantagem no
sistema de SPE on-line em comparacdo com o SPE tradicional (off-line), devido a
automatizacéo do processo, rapidez de analise e menor custo. As colunas de SPE
permitem um numero elevado de injecbes sem perda apreciavel de eficiéncia.
Resultados obtidos no grupo indicam mais de 2500 inje¢cées em uma mesma coluna
sem perda de eficiéncia.

O sistema de SPE-UHPLC é operado por duas valvulas (Figura 10) e duas
bombas, uma quaternaria (BQ) e outra binaria (BB). Quando as valvulas operam no
modo 1:1 (Figura 10A) ocorre o carregamento da amostra na coluna de SPE pela fase
contida na BQ.

A Posicao B) 1 Posicao 2
! 1

=k

Gerenciador
de amostras

L

' Bomba
quaternaria

Gerenciador
de amostras

bl Bomba

binana
' Bomba' = spe =
quaternaria

1V g == M|

Figura 10. Posi¢do das valvulas no modo SPE on-line, para o carregamento (A) e eluicao (B)
dos analitos. Figura adaptada de TETZNER et al., 2016.

Posterior a etapa de carregamento, ocorre a eluicdo dos analitos. Para
tanto, a posicao das valvulas é trocada para a posicao 1:2 (Figura 10B). O solvente
propulsionado pela bomba quaternaria (BQ) é direcionado para o descarte e a fase
mével propulsionada pela bomba binaria (BB) carrega os compostos retidos na coluna
de SPE para a coluna analitica e por fim para o espectrometro de massas.
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4.4.1. Avaliagédo da fase sorvente da coluna de SPE on-line

Na etapa de otimizacao das condi¢des para o SPE on-line foram avaliados
dois tipos de sorventes: Oasis HLB e Xbridge Cs. O sorvente Oasis HLB possui grupos
hidrofilicos e lipofilicos que permite a retencao de analitos de diferentes polaridades;
ja o sorvente Xbridge Cs, apresenta menor capacidade de retencédo de analitos mais
polares. Para a escolha da coluna de SPE foi avaliada a resposta de cada analito em
area de pico cromatografico, nas duas colunas selecionadas. Os valores de area do
pico para cada analito em funcdo da fase sorvente da coluna de SPE on-line estao
apresentados na Figura 11.

Area dos picos cromatograficos em funcdo da fase sorvente da
coluna de SPE on-line
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Figura 11. Area dos picos cromatograficos em funcdo da coluna de SPE on-line. Mix na
concentragdo de 1,0 yg mL". Coluna analitica Waters Acquity CSH C18, fase mével: 0,1%
acido formico em H20:CH3sCN na BB com eluigdo isocratica (10:90, v/v). Vazéo na BB: 0,3 mL
min™'. Vazao na BQ: 1,0 mL min'. Fase mével na BQ: H.O:CHsCN com eluigéo isocratica
(10:90, v/v). Temperatura da coluna analitica: 40 °C. Volume de injecdo: 2 uL. Tempo da
corrida cromatografica: 7 min.

Quando comparadas as respostas dos analitos nas duas colunas de SPE,
verificou-se que nao existe uma diferenga significativa na resposta em area do pico
cromatografico, exceto para o primeiro analito de carater mais polar, a bupropiona.
Esse composto apresentou uma resposta em area bem menor na fase Xbridge Cs do

que na fase Oasis HLB, indicando que ha perda do analito durante o carregamento da
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amostra. Sendo assim, foi escolhido a coluna de SPE Oasis HLB para a concentragéo
dos analitos anterior a etapa de quantificacao.

A etapa seguinte compreendeu na avaliagdo da propor¢do do solvente
(acetonitrila) na fase aquosa de carregamento da amostra almejando a utilizacédo de
uma maior porcentagem de solvente organico, visando uma limpeza (clean up) mais
efetiva da amostra sem que ocorresse a perda dos analitos na coluna de SPE. A
Figura 12 apresenta a area dos picos cromatograficos de cada analito conforme a
variagao da fase mével de carregamento.

Area dos picos cromatograficos em funcio da proporcao de H,0 em
acetonitrila como solvente de carregamento
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Figura 12. Area dos picos cromatograficos em fungdo da proporcdo de H.O em acetonitrila
no solvente de carregamento da amostra. Mix na concentragdo de 1,0 ug mL™". Coluna de
SPE on-line Waters Oasis HLB. Coluna analitica Waters Acquity CSH C18, fase mével: 0,1%
acido férmico em H2O:CH;CN na BB. Vazao na BB: 0,3 mL min™'. Vazdo na BQ: 1,0 mL min-
. Fase mével na BQ: H-O:CH3CN com eluicéo isocréatica (10:90, v/v). Temperatura da coluna
analitica: 40 °C. Volume de injegéo: 2 uL. Tempo da corrida cromatografica: 7 min.

A propor¢cdo de H20:CHsCN 80:20 v/v levou a maior &rea dos picos
cromatograficos para todos os analitos (Figura 12). Propor¢des maiores de acetonitrila
na fase levam a uma perda dos analitos na etapa de carregamento e proporcdes
maiores de agua ocasionam, além de uma area menor um alargamento dos picos com
perda de simetria. Sendo assim, a fase de carregamento da amostra em H20:CHsCN
80:20 v/v foi selecionada para os estudos posteriores.
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4.4.2. Avaliagdo do volume de solvente para o carregamento da amostra

Em outra etapa foi estudado o volume de solvente para o carregamento e
limpeza da amostra na coluna de SPE. Esse volume é controlado pelo tempo da
posicédo das valvulas e vazdo do solvente. A vazao foi fixada em 1,0 mL min' e a
valvula mantida na posicao 1-1 durante 0,50, 0,75 ou 1,0 minutos, o0 que leva a
volumes de 0,50; 0,75 e 1,0 mL, respectivamente. Os resultados para essas trés

condigbes estao apresentados na Figura 13.
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Figura 13. Gréfico de 4rea dos picos em funcao do volume de solvente utilizado para
carregamento e limpeza da amostra na coluna de SPE on-line Waters Oasis HLB. Coluna
analitica Waters Acquity CSH C18, fase mével: 0,1% acido formico em H>O:CH3CN na BB.
Vazdo na BB: 0,3 mL min'. Vazao na BQ: 1,0 mL min'. Fase mével na BQ: H20:CHsCN
(80:20, v/v), eluicao isocratica Temperatura da coluna analitica: 40 °C. Volume de injecao: 2
uL. Tempo da corrida cromatografica: 7 min.

Com a variagdo do volume de solvente utilizado para carregar a amostra
na coluna de SPE, foi observado que ndo houve variacao significativa na area da
bupropiona, fluoxetina, sertralina e clonazepam, quando se aumentou a quantidade
de solvente. Para os analitos trazodona, nortriptilina, amitriptilina, carbamazepina e
alprazolam observou-se que houve uma diminuicao de area quando comparados 0s
volumes de 0,5 e 0,75 mL. Volumes de 1,0 mL levaram a perda da maioria dos analitos
na etapa de carregamento. Como compromisso, foi selecionado um volume de 0,50

mL para o carregamento da amostra.
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4.4.3. Avaliagdo do volume de injecao da amostra

No sistema de SPE on-line utilizado nesse estudo, teoricamente quanto
maior o volume de amostra injetada, maior deveria ser a resposta em area do pico
cromatografico (se nao houver perda do analito na etapa de carregamento), e logo,
maior a sensibilidade do método.

O sistema cromatografico utilizado nesse trabalho possui um sistema “flow
tneedle” FTN I-Class de injecao automatica. Nesse sistema, ao contrario dos sistemas
convencionais onde a amostra fica armazenado em uma alga de amostragem, a
amostra fica armazenada na prépria agulha de injecao (30 uL) a qual delimita o volume
maximo que pode ser injetado no sistema. Nesta configuracdo um extensor da agulha
de injecédo do sistema cromatografico de 250 pL foi acoplado no final da agulha para
possibilitar um volume de injecdo superior a 30 pL (i.e., volume maximo de injecao
possivel = 280 pL).

Conforme os resultados da avaliagdo de volume de amostra apresentados
na Figura 14, um volume de injecédo superior a 200 pL resultou na perda de sinal em
area de todos os analitos estudados, indicando que a retencédo na fase sorvente do
SPE foi prejudicada. Ainda, a construgdo de curvas analiticas com um volume de
injegao de 200 pL levou a uma linearidade maior do que aquela obtida com um volume
de 250 L. Sendo assim, o volume de 200 uL foi selecionado para o desenvolvimento

do método analitico.
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Figura 14. Grafico de area dos picos em fungéo dos diferentes volumes de inje¢éo de 10, 50,
100, 150, 200 e 250 pL. Coluna de SPE on-line Waters Oasis HLB. Coluna analitica Waters
Acquity CSH C18, fase movel: 0,1% acido férmico em H20:CHsCN na BB. Vaz&o na BB: 0,30
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mL min'. Gradiente de elui¢do: Inicial (75:25, v/v), 0,55 min (70:30, v/v), 3,0 min (30:70, v/v),
5,5 min (75:25, v/v). Vazao na BQ: 1,0 mL min"'. Fase mével na BQ: H-O:CH3CN, eluicao
isocratica (80:20, v/v). Temperatura da coluna analitica: 40 °C. Tempo da corrida
cromatografica: 7 min. FLX: fluoxetina; CMZ: carbamazepina; CNZ: clonazepam; BP:
bupropiona; TZ: trazodona; ESC: escitalopram; NT: nortriptilina; AMT: amitriptilina; SER:
sertralina; APZ: alprazolam.

Por fim, foi testada a vazdo da fase mdvel propulsionada pela bomba
binéria para a eluicdo dos analitos na coluna analitica de UHPLC. Foram avaliadas
vazoes de 0,30; 0,35 e 0,40 mL min''. A vazao de 0,35 mL min-' levou a picos mais
estreitos, sem comprometer a separagao dos analitos na coluna. No entanto, cabe
ressaltar que nao é necessario obter separagdo de todos os analitos, pois no modo
de aquisicdo SRM do espectrémetro de massas € possivel que o detector monitore
mais de uma transicao simultaneamente sem perda apreciavel de sensibilidade, visto
que a espectrometria de massas operado nestas condicées é uma técnica seletiva e
confirmatoria.

As condi¢des finais definidas para a operagcdo do SPE-UHPLC-MS/MS
foram: temperatura da coluna analitica de 40 °C, volume de inje¢ao de 200 uL, vazéo
de carregamento da amostra no SPE on-line de 1,00 mL min"' (bomba quaternaria),
vazao para a eluicdo e separagdo cromatogréafica de 0,35 mL min™' (bomba binaria),
levando a um tempo de corrida cromatogréafica de 6 min. A bomba quaternaria é
responsavel pelo carregamento dos analitos na coluna de SPE on-line, este
carregamento ocorre por 0,5 min com as valvulas na posigdo 1:1 (Figura 10A),
empregando uma fase mével em modo isocratico de H20:CHsCN 80:20 v/v. Em 0,55
min a valvula é deslocada para a posicao 1:2 (Figura 10B) promovendo a eluicdo dos
analitos, empregando 0,1% de acido formico em agua e acetonitrila com o seguinte
gradiente de eluicdo pela bomba binaria: inicial (75:25 v/v), 0,55 min (70:30 v/v), 3,0
min (30:70 v/v), 5,5 min (75:25 v/v). Em 3,0 min a valvula retorna para a posig¢ao 1:1
para limpeza da coluna de SPE on-line pela bomba quaternaria. Um cromatograma
representativo nas condi¢des otimizadas esta apresentado na Figura 15.

Uma vez que todas as condi¢des cromatograficas foram estabelecidas para
a quantificacdo dos analitos por SPE-UHPLC-MS/MS, foi realizada a validacao do

método.
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Figura 15. Cromatogramas SRM caractenstlcos obtidos para os analitos em estudo e padrdes
internos na concentragédo de 3,0 ug L. Coluna de SPE on-line Waters Oasis HLB. Coluna
analitica Waters Acquity CSH C18, fase mével: 0,1% acido férmico em H>-O:CHsCN na BB.
Vaz&o na BB: 0,35 mL min™'. Gradiente de elui¢do: Inicial (75:25 v/v), 0,55 min (70:30 v/v), 3,0
min (30:70 v/v), 5,5 min (75:25 v/v). Vazao na BQ: 1,0 mL min"'. Fase mével na BQ:
H>O:CHsCN, eluicado isocratica (80:20, v/v). Temperatura da coluna analitica: 40 °C. Volume
de injecédo: 200 pL. Tempo da corrida cromatografica: 6 min.
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4.5. Validacao do método

O método desenvolvido para a determinacao de antipsicéticos por SPE-
UHPLC-MS/MS foi validado pela avaliagdo dos seguintes parametros: faixa linear,
linearidade, limites de quantificacdo e de deteccdo, precisdo intra- e inter- dias e

exatidao.

4.5.1. Faixa linear e linearidade

A faixa linear e linearidade foram avaliadas pelas curvas analiticas
construidas no solvente (agua). Foram preparados 10 niveis de concentracao para
cada analito (50, 100, 250, 500, 750, 1.000, 2.000, 3.000, 4.000, 5.000 ng L"), em
triplicatas independentes. Para os analitos fluoxetina, trazodona, escitalopram,
nortriptilina, amitriptilina e sertralina foi feita a corre¢do com o padrdo interno
fluoxetina-de (1500 ng L); para carbamazepina e alprazolam foi utilizado o padréo
interno carbamazepina-dio (500 ng L"); e para clonazepam e bupropiona foi utilizado
como padrao interno o clonazepam-ds (500 ng L).

As curvas analiticas foram plotadas por razdo da area do analito pela area
do padrao interno versus concentracado do analito. A Figura 16 apresenta as curvas
analiticas para cada analito bem como os respectivos graficos de residuos.
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Figura 16. Curvas analiticas para os psicoativos de interesse, com seus respectivos graficos
de residuos.
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Bupropiona
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Figura 16 (continuacao). Curvas analiticas para os psicoativos de interesse, com seus
respectivos graficos de residuos.



72

Nortriptilina
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Figura 16 (continuacao). Curvas analiticas para os psicoativos de interesse, com seus
respectivos graficos de residuos.
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Alprazolam
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Figura 16 (continuacao). Curvas analiticas para os psicoativos de interesse, com seus
respectivos graficos de residuos.

A equacéo da reta foi obtida pelo método dos minimos quadrados pois a
variancia dos residuos ao longo das curvas foi homocedastica (teste de Levene). Com
relacao a linearidade, todas as curvas apresentaram coeficiente de correlacao linear
(r) igual ou superior a 0,97.

O LOQ atingido para todos os analitos foi de 50 ng L™'. Os valores do LOQ
para a carbamazepina, fluoxetina, sertralina, bupropiona, trazodona, escitalopram,
nortriptilina e amitriptilina foram similares aos reportados na literatura (PETRIE et al.,
2016; YUAN et al., 2013). Para alprazolam e clonazepam o método desenvolvido
nesse trabalho apresenta valores de LOQ menores do que os previamente reportados
(RACAMONDE et al., 2014). O LOD atingido para todos os analitos foi de 15 ng L.

Os parametros de validacdo para cada analito estdo apresentados na
Tabela 10.
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Precisao (CV %) Exatidao (%)
Analito Faixa linear Niveis: 100 ng L' / 3000 ng L'
(ng L) Intra-dia Inter-dia 100 ng L' 3000 ng L™

(n = 6) (n = 18) (n = 6) (n = 6)
Fluoxetina 50 - 3000 8,5/10,7 16,0/11,9 96,3 107,12
Carbamazepina 50 — 3000 2,8/3,9 3,6/3,5 96,7 97,8
Clonazepam 50 — 3000 53/2,6 40/31 99,1 94,2
Bupropiona 50 - 3000 11,2/8,9 8,2/9,7 97,5 118,9
Trazodona 50 — 3000 17,5/40,8 17,3/38,9 92,3 103,5
Escitalopram 50 — 5000 12,4/41,5 28,8/26,5 89,9 106,3
Nortriptilina 50 — 5000 21,5/8,6 21,7/ 134 94,0 116,0
Amitriptilina 50 — 3000 17,6/6,0 19,0/9,4 120,3 106,9
Sertralina 50 — 3000 35,3/43,6 28,0/42,2 112,9 150,0
Alprazolam 50 — 5000 8,9/6,1 8,3/7,9 137,1 93,4

CV: coeficiente de variacao.

Exceto para a trazodona, escitalopram e sertralina, os valores de precisao
intra-dia e inter-dia para o nivel de 100 ng L' variaram de 2,8% a 21,5%, e para o
nivel de 3000 ng L' de 2,6% a 10,7%. Ja os valores de exatidao variaram de 94,0%
a 137,1% para o nivel de 100 ng L' e 93,4% a 118,9% para o nivel de 3000 ng L.
Os altos valores de precisao estimados para a trazodona, escitalopram e sertralina se
justificam pela falta do padréo interno deuterado para essas moléculas. No entanto,
esses valores podem ser aceitaveis para os objetivos a que se propde o presente

método desenvolvido.

4.6. Monitoramento de farmacos psicoativos em aguas superficiais

Para a realizacdo do monitoramento de farmacos psicoativos em aguas
superficiais foram realizadas cinco campanhas de coleta de agua superficial do Rio
Atibaia (7 pontos de amostragem, P1 a P7) e uma do Ribeirdo Anhumas (um ponto
de amostragem, P8). As datas de realizacdo das coletas foram 30/08/2018,
30/10/2018, 04/02/2019, 13/03/2019, 16/04/2019. Os parametros de qualidade da
agua foram medidos em cada campanha realizada, através da sonda multiparametros.
Os dados referentes aos parametros fisico-quimicos medidos estao apresentados na
Tabela 11.
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Tabela 11. Parametros fisico-quimicos das aguas superficiais dos pontos de coleta do
do Rio Atibaia (P1 a P7) e Ribeirao Anhumas (P8).

Parametros fisico-quimicos

RS e Copddiiade Tabder  gichico  Sotdos s
(mV)? (mg L)
P1 19,91 6,8 30 0,057 13,7 5,57 0,037
P2 20,30 7.3 12 0,059 7.8 6,74 0,038
P3 20,95 6,8 98 0,071 7,0 8,64 0,046
coleta p, 21,27 7,6 2 0,098 12,2 7,80 0,064
30%?,18 P5 21,38 7,0 101 0,091 9,2 10,24 0,059
P6 22,37 7.4 84 0,123 13,8 9,59 0,080
P7 25,14 7.8 90 0,487 5,1 7,48 0,316
P8 25,67 7.9 58 0,101 15,3 3,01 0,067
P1 20,93 6.8 37 0,069 15,0 6,60 0,045
P2 21,12 6,7 -3 0,071 12,0 6,88 0,046
P3 2273 7.0 67 0,095 7.8 9,89 0,062
coleta p, 24,09 6,4 107 0,059 75,2 10,85 0,036
30ﬁ'3,18 P5 22,78 7,5 68 0,100 16,5 12,96 0,065
P6 23,56 7.3 84 0,123 19,1 10,45 0,080
P7 26,41 7.4 88 0,216 17,6 8,41 0,141
P8 27,62 7,6 72 0,546 23,4 5,46 0,349
P1 24,64 6,9 40 0,067 20,7 4,17 0,043
P3 27,22 7,0 -4 0,098 8,2 6,96 0,063
coleta P4 27,43 6,9 13 0,104 17,6 6,33 0,067
em P5 27,32 6,8 74 0,099 21,2 8,80 0,064
04/02/18 ~ pg 27,97 6,9 83 0,142 19,0 6,77 0,092
P7 29,82 7,5 66 0,470 17,5 6,33 0,305
P8 28,85 7.5 51 0,478 225 5,10 0,311
P1 24,19 7.7 45 0,094 18,3 5,81 0,061
P3 25,91 6,4 23 0,093 11,6 8,05 0,061
coleta P4 26,02 5,9 92 0,053 32,5 7,57 0,033
em P5 26,56 7.4 28 0,092 25,4 9,15 0,06
13318 g 26,81 7.3 30 0,103 53 8,84 0,067
P7 27,66 6,1 10 0,001 252 9,89 0,001
P8 28,87 6.0 108 0,001 816 9,24 0,001
P1 22,91 6,7 -15 0,06 16,7 4,71 0,039
P3 238 7.1 -24 0,087 9,6 8,57 0,057
coleta P4 23,9 7,2 -46 0,086 213 8,03 0,056
em P5 24,51 7.4 -25 0,081 28,1 9,88 0,053
16/4/18 ¢ 24,81 7.4 -6 0,094 35,3 9,03 0,061
P7 26,12 7.4 -5 0,179 63,5 8,49 0,116
P8 27,63 7,2 14 0,102 18,4 6,81 0,075

2: eletrodo Ag/AgCl.
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De acordo com a Tabela 11, é possivel observar que em geral o pH das

amostras de agua superficial variou de 5,9 a 7,9, os valores de condutividade obtidos

se mantiveram na faixa de 0,053 a 0,546 mS cm™', e o oxigénio dissolvido variou de

3,01 a 12,96 mg L' nas amostras. Todos parametros medidos ao estdo de acordo

para que essa agua seja tratada e utilizada para abastecimento publico. As maiores

condutividades foram medidas no Ribeirdo Anhumas o que indicam que este esteja

mais impactado.

A partir da terceira campanha de coleta realizada, o P2 foi excluido das

coletas pelo impedimento de acesso ao local da coleta. Os resultados das

concentracdes do psicoativos determinados estao apresentados na Tabela 12.

Tabela 12. Concentragédo dos analitos determinados nas amostras de dgua superficial do Rio
Atibaia (P1 a P7) e Ribeirao Anhumas (P8) e apresentagdo das concentragdes minima,
maxima, mediana e frequéncia de ocorréncia.

Data da ng[o Concentracdes (ng L)

coleta coleta  FLX CMZ CNzZ BP TZ ESC NT AMT SER APz
P1 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
P2 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
P3 ND 190 ND ND ND ND ND ND ND ND
P4 ND 290 ND ND ND ND ND ND ND ND

30/08/18
P5 ND 290 ND 60 ND ND ND ND ND ND
P6 ND 440 ND 140 ND ND ND ND ND ND
P7 ND 620 ND 410 ND ND ND ND ND ND
P8 90 3530 ND 1880 230 520 ND ND ND ND
P1 ND ND ND ND <LOQ ND ND 172 ND ND
P2 ND ND ND ND <LOQ ND ND 180 ND ND
P3 ND ND ND <LOQ <LOQ ND ND 168 ND ND

30/10/18 P4 ND ND ND ND <LOQ ND ND 154 ND ND
P5 ND ND ND 119 <LOQ ND ND 196 ND ND
P6 ND ND ND <LOQ <LOQ ND ND 161 ND ND
P7 ND ND ND ND <LOQ ND ND 168 ND ND
P8 ND 199 ND ND <LOQ ND ND 170 ND ND
P1 60 ND ND <LOQ ND ND ND ND ND ND
P3 60 <LOQ ND <LOQ ND ND ND ND ND ND
P4 60 <LOQ ND <LOQ ND ND ND ND ND ND

04/02/19 P5 60 <LOQ ND <LOQ ND ND ND ND ND ND
P6 60 <LOQ ND <LOQ ND ND ND ND ND ND
P7 60 60 ND <LOQ ND ND ND ND ND ND
P8 60 170 ND <LOQ ND ND ND ND ND ND
P1 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND

13/03/19 P3 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
P4 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
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Data da P?jnto Concentracdes (ng L)

coleta . ta FLX CMZ CNZ BP TZ ESC NT AMT SER APZ
P5 ND <OQ ND ND ND ND ND ND ND ND
P66 ND <lOQ ND <OQ ND ND ND ND ND ND
PZ ND <lOQ ND <O0Q ND ND ND ND ND ND
P8 <0Q 154 ND <LOQ ND 100 ND ND ND ND
P1 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
P3  ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
P4  ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
16/0419 P5 ND <OQ ND ND ND ND ND ND ND ND
P6 ND <lOQ ND <OQ ND ND ND ND ND ND
PZ ND <lOQ ND <O0Q ND ND ND ND ND ND
P8 ND 115 ND <LOQ ND <LOQ ND ND ND ND

Mediana 60 60 ND 25 25 100 ND 169 ND ND
Minimo 25 25 ND 25 25 25 ND 154 ND ND
Maximo 90 3530 ND 1880 230 520 ND 196 ND ND

Frequéncia (%) 243 56,7 ND 540 243 81 ND 216 ND ND

LOQ: 50 ng L-'. Para o célculo de mediana, foi considerado para concentracdes menores do que o LOQ
o valor de LOQ/2 (25 ng L"). FLX: fluoxetina; CMZ: carbamazepina; CNZ: clonazepam; BP: bupropiona;
TZ: trazodona; ESC: escitalopram; NT: nortriptilina; AMT: amitriptilina; SER: sertralina; APZ: alprazolam.
ND: néo detectado.

A andlise de agua superficial apresentou a presenca de seis dos dez
farmacos psicoativos priorizados. Conforme a Tabela 12, a concentragdo dos analitos
variou do limite de quantificacdo a 3530 ng L. Para todas as amostras se observa
que nao foram detectados clonazepam, nortriptilina, sertralina e alprazolam.

Embora clonazepam seja o farmaco psicoativo mais comercializado nas
farmacias brasileiras, este nao foi detectado nas amostras de aguas superficiais, fato
que pode estar relacionado a quantidade do farmaco que é excretado em sua forma
inalterada (ndo metabolizada), ou seja, apenas 0,5%. Além disso, de acordo com
HORSING et al. (2011), clonazepam possui uma constante de sorcéo (Kq) de 570 L
kg™ no lodo, o que indica alta afinidade por sélidos. Ainda, este composto possui um
valor de Koc (coeficiente particdo entre agua e solo) de 12000 L kg, indicando que
este composto tem pouca mobilidade entre a fase sélida e a fase liquida, podendo,
assim, estar aderido ao sedimento (HORSING et al., 2011).

De acordo com trabalhos ja reportados na literatura, clonazepam também
nao foi detectado em amostras de agua superficial, quando analisado em trés cidades
do Parand, tampouco, quando analisado em amostras de trinta rios europeus
(NUNES, ANJOS & QUINAIS, 2018; FICK et al., 2017).
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A bupropiona foi detectada nas cinco campanhas de coleta, na faixa de
concentracédo de 60 — 1880 ng L', apesar de possuir uma porcentagem de excregéo
da molécula inalterada de apenas 0,5%. Como descrito por Hérsing et al. (2011), a
bupropiona possui uma constante de sorcdo (Kd) de 85 L kg™, significativamente
menor que o valor encontrado para clonazepam. Ainda, o coeficiente de particdo entre
agua e solo (Koc) para a bupropiona é de 700 L kg™, ou seja, um valor menor que o
encontrado para clonazepam, indicando que a bupropiona possui maior mobilidade
entre a fase soélida e liquida. Ademais, a bupropiona possui maior solubilidade em
agua quando comparada ao clonazepam, dados apresentados na Tabela 1.

De acordo com dados da literatura, a bupropiona tem sido detectada em
concentragdes de 6 a 227 ng L' em &guas superficiais do Canada e Estado Unidos
(FERRER & THURMAN, 2012; METCALFE et al., 2010; SCHULTZ et al., 2010;
SCHULTZ & FURLONG, 2008), sendo de modo geral, essas concentracbes menores
do que as determinadas neste trabalho.

A fluoxetina foi detectada em trés das cinco campanhas realizadas, em
concentragdes de 60 — 90 ng L. Na literatura foram reportadas concentragdes de
fluoxetina na faixa de 54 a 141 ng L' em amostras de agua superficial no Canada
(METCALFE et al., 2010).

No Ponto 8 (Ribeirdo Anhumas, Figura 7) foram determinadas as maiores
concentragdes dos analitos em estudo. Cabe destacar, que o Ribeirdo Anhumas pode
ser considerado impactado por receber os esgotos tratados da ETE Anhumas e ETE
Bardo Geraldo, bem como o aporte do Ribeirdo das Pedras. Neste ponto, foram
determinadas também, de modo geral, as maiores condutividades, o que indica maior
impacto por substancias idnicas, provavelmente decorrente do aporte dos esgotos
tratados das estacdes de tratamento de esgoto (CAMPANHA et al., 2015).

E importante destacar que as campanhas de coleta realizadas em 30/08 e
em 30/10 nao houve precipitacdo nas 24 h que antecederam a coleta, segundo dados
do CIIAGRO (Centro Integrado de Informagdes Agrometeoroldgicas). Ja a campanha
realizada em 04/02 foi realizada ap6s a precipitacao de 1,5 mm nas ultimas 24 h antes
da coleta. A maior incidéncia de precipitacdes tipicamente observada do final do verao
subtropical e o resultante aumento de vazdes e da diluicado dos corpos hidricos pode
justificar as menores concentragbes encontradas na terceira campanha quando

comparada com a primeira.
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4.7. Monitoramento de farmacos psicoativos em estacoes de tratamento de

esgoto

Foram selecionadas cinco estacdes de tratamento de efluentes da regiao
de Campinas operadas pela SANASA. Essas estacoes operam por processos
diferentes (descritos na Tabela 2) e representam aproximadamente 90% do

tratamento empregado na cidade de Campinas, SP, para o tratamento de esgoto.

4.7.1. Estacao de Tratamento de Esgoto A

Para avaliar a ocorréncia de psicoativos na ETE A, foram realizadas seis
campanhas de coleta nas datas de 07/02/2019; 21/02/2019; 07/03/2019; 21/03/2019;
03/04/2019 e 09/05/2019. Para cada campanha realizada foram coletadas amostras
do afluente, durante o processo de tratamento e do efluente (esgoto tratado). A
determinacao dos psicoativos nas amostras dos efluentes foi realizada com a
utilizagdo do método SPE-UHPLC-MS/MS validado para essa finalidade.

A ETE A utiliza, para o tratamento de efluentes, o processo reator UASB seguido de
flotadores. Os dados de ocorréncia dos IFA psicoativos para a ETE A estédo

apresentados na Tabela 13.
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Tabela 13. Dados de ocorréncia de psicoativos na ETE A, apresentacao da mediana, concentracdo maxima, concentragdo minima e frequéncia
de deteccao.

Concentracao de cada analito na ETE A

Coleta Bupropiona Trazodona Fluoxetina Carbamazepina Escitalopram Amitriptilina Sertralina
2 2 2 2 2 2 2

m S 5 s} ) 5 m ) 5 m ) 5 m ) 5 s} S B s} ) 5

L L L L L Lo L
C1 111 152 142 <LOQ <LOQ <LOQ 134 64 93 290 305 292 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
C2 137 187 185 56 80 113 103 60 <LOQ 240 313 300 462 192 311 ND ND ND ND ND ND
C3 50 82 67 129 460 352 57 467 81 302 285 272 221 369 493 ND ND ND ND ND ND
c4 56 58 55 ND ND ND 104 ND ND 320 300 310 197 102 345 141 ND ND 417 ND ND
c5 112 117 118 207 126 84 99 ND ND 385 359 351 466 96 260 ND ND ND ND ND ND
C6 115 127 113 ND ND ND 83 <LOQ ND 406 437 492 117 70 101 ND ND ND ND ND ND
Mediana yi15 120 1155 925 103 985 101 62 8 311 309 305 221 102 311 141 ND ND 417 ND ND
Min* 50 58 55 25 25 25 57 25 25 240 285 272 117 70 101 141 ND ND 417 ND ND
Max.* 137 187 185 207 460 352 134 467 93 406 437 492 466 369 493 141 ND ND 417 ND ND
Fred- 400 100 100 66,6 66,6 666 100 666 50 100 100 100 833 833 833 165 ND ND 166 ND ND

(%)

*Para os valores determinados < LOQ foram atribuidos valores de LOQ/2 (25 ng L-'). Bruto significa a entrada da ETE e Flotadores representa o Gltimo processo

de tratamento bioldgico.
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A andlise das amostras coletadas na ETE A indicou a presenca de
bupropiona, trazodona, fluoxetina, carbamazepina, escitalopram, amitriptilina e
sertralina. Quanto a frequéncia de detecgao destes compostos, somente a bupropiona
e carbamazepina foram encontrados em todas as amostras da etapa de tratamento.
De maneira geral, a bupropiona e a carbamazepina apresentam concentragdes
constantes durante o processo de tratamento, indicando que os processos aplicados
nao sao eficientes na remogao destes compostos. A bupropiona foi encontrada na
faixa de concentracdo de 50 a 187 ng L™, ja carbamazepina foi detectada na faixa de
240a492ng L.

4.7.2. Estacao de Tratamento de Esgoto B

Para avaliar a ocorréncia de psicoativos na ETE B, foram realizadas quatro
campanhas de coleta nas datas de 12/02/2019; 14/03/2019; 10/04/2019; 09/05/2019.
Para cada campanha realizada foram coletadas amostras antes, durante e apds o
processo de tratamento, totalizando quatro amostras em cada campanha.

A ETE B utiliza os processos reator UASB seguido de filtro bioldgico
percolador e por fim decantagéo secundaria. Os dados de ocorréncia dos psicoativos
para a ETE B estao apresentados na Tabela 14.
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Tabela 14. Dados de ocorréncia de psicoativos na ETE B, apresentacao da mediana, concentracdo maxima, concentracdo minima e frequéncia
de deteccao.

Concentragao de cada analito na ETE B

Coleta
Bupropiona Escitalopram Carbamazepina Trazodona

o ' o o a o @

O O O O

E @ g £ £ © g5 £ £ % g3 £ & & g& ¢

ft < =0 = ft < =0 = e < =0 = et < =0 =

o S5 Lo 3 @ S5 Lo § ®©o S5 Lo § o S5 Lo 3

o] [0 o] [0 o] [0 o] (O]

) ) ) a

C1 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 376 200 403 142 465 338 392 370 ND ND ND ND
Cc2 50 <LOQ <LOQ <LOQ 181 117 121 131 275 229 259 276 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ

C3 84 91 87 80 467 428 273 155 261 206 252 244 135 432 368 126

C4 85 128 99 89 143 135 136 73 289 316 402 429 ND ND ND ND
Mediana* 67 58 56 52,5 278,5 167,56 2045 136,5 282 2725 32555 323 80 2285 196,5 75,5
Min.* 25 25 25 25 143 117 121 73 261 206 252 244 25 25 25 25
Max.* 85 128 99 89 467 428 403 155 465 338 402 429 135 432 368 126
Freg. (%) 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 50 50 50 50

*Para os valores determinados < LOQ foram atribuidos valores de LOQ/2 (25 ng L"). Bruto significa a entrada da ETE e Decantacéo representa o Gltimo
processo de tratamento bioldgico.
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Tabela 14 (continuacao). Dados de ocorréncia de psicoativos na ETE B, apresentacao da
mediana, concentragdo maxima, concentragdo minima e frequéncia de detecgao.

Concentracao de cada analito na ETE B

Coleta Fluoxetina

@

o (a8] o 8 %

5 n =) =

= < =0 c

o -} L o S

o] [0)

Q

C1 ND ND ND ND
Cc2 62 <LOQ <LOQ <LOQ

C3 ND ND ND ND

C4 101 171 59 25

Mediana* 81,5 98 42 25

Min.* 62 25 25 25

Max.* 101 171 59 25

Freq. (%) 50 50 50 50

*Para os valores determinados < LOQ foram atribuidos valores de LOQ/2 (25 ng L"). Bruto significa
a entrada da ETE e Decantacéao representa o (ltimo processo de tratamento bioldgico.

A andlise das amostras coletadas na ETE B indicou a presenca de
bupropiona, escitalopram, carbamazepina, trazodona e fluoxetina. Quanto a
frequéncia de deteccao destes compostos, a bupropiona, o escitalopram e a
carbamazepina foram detectados em todas as amostras das etapas de tratamento. Ja
a trazodona e a fluoxetina foram detectados com uma frequéncia de 50%.

A bupropiona foi detectada na faixa de concentracdo de 50 — 128 ng L' e
nenhuma remogao significativa foi observada no tratamento empregado nesta ETE.
Para a carbamazepina (concentragdo na faixa de 206 a 465 ng L") foi observado que
nao ocorreu remocao significativa no processo de tratamento do esgoto.

A fluoxetina foi detectada em concentragdes de 62 a 171 ng L' no esgoto
bruto, e concentragdes menores que o LOQ foram determinados no final do processo
de tratamento do esgoto, indicando remoc¢ao deste composto na estacao.

4.7.3. Estacao de Tratamento de Esgoto C

Para avaliar a ocorréncia de psicoativos na ETE C, foram realizadas cinco
campanhas de coleta nas datas de 05/02/2019; 19/02/2019; 12/03/2019; 16/04/2019
e 07/05/2019. Para cada campanha realizada foram coletadas amostras antes,
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durante e ap6s o processo de tratamento, totalizando quatro pontos de amostragem
em cada campanha.

Os parametros fisico-quimicos da ETE C para o esgoto bruto e tratado
estdo disponiveis no Anexo I, na Tabela S1. Esta caracterizagdo mostrou que o
tratamento utilizado de reator UASB, seguido de uma camara andxica e for fim filtro
biolégico é um tratamento de qualidade para o esgoto urbano; o esgoto tratado atende
aos padrdes para efluentes de sistema de tratamento de esgotos sanitarios (CONAMA
- CONSELHO NACIONAL DO MEIO AMBIENTE, 2011).

Os dados de ocorréncia para a ETE C estao apresentados na Tabela 15.
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Tabela 15. Dados de ocorréncia de psicoativos na ETE C, apresentacdo da mediana, concentragdo maxima, concentragdo minima e frequéncia
de deteccao.

Concentragéo de cada analito na ETE C

Coleta Bupropiona Trazodona Fluoxetina Carbamazepina Escitalopram
@ £s 3 @ £8 S @ £s 3 m 88 .8 m 88 .8
O® e O® e O ® e O® e O® 3
C1 50 50 50 50 <LOQ <LOQ ND ND 140 110 160 100 560 430 480 490 ND ND ND ND
(072 90 90 90 90 <LOQ <LOQ <LOQ ND 147 105 90 95 440 440 490 460 <LOQ ND ND ND
C3 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ ND ND ND ND 114 53 <LOQ <LOQ 514 486 478 486 122 87 100 100
C4 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ ND ND ND ND <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 542 437 443 528 <LOQ ND ND ND
C5 120 67 89 57 ND ND ND ND 108 59 <LOQ <LOQ 893 551 976 675 54 ND ND ND
Mediana 50 50 50 50 25 25 25 ND 114 59 25 25 542 440 480 490 39,5 87 100 100
Min. 25 25 25 25 25 25 25 ND 25 25 25 25 440 430 443 460 25 87 100 100

Max. 120 90 90 90 25 25 25 ND 147 110 160 100 893 551 976 675 122 87 100 100

Freq. 100 100 100 100 40 40 20 ND 100 100 100 100 100 100 100 100 80 20 20 20
*Para os valores determinados < LOQ foram atribuidos valores de LOQ/2 (25 ng L™). Bruto significa a entrada da ETE e Filtro bioldgico representa o Gltimo
processo de tratamento bioldgico.
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Tabela 15 (continuacao). Dados de ocorréncia de psicoativos na ETE C, apresentagéo da
mediana, concentracdo maxima, concentracao minima e frequéncia de deteccéo.

Concentracao de cada analito na ETE C

Coleta Amitriptilina Sertralina
o m o S o 8 fe) m o 8 o 8
O® ro! O® 3
C1 ND ND ND ND ND ND ND ND
Cc2 200 70 80 50 336 ND ND ND
C3 ND ND ND ND ND ND ND ND
C4 ND ND ND ND ND ND ND ND
C5 ND ND ND ND ND ND ND ND
Mediana* 200 70 80 50 336 ND ND ND
Min.* 200 70 80 50 336 ND ND ND
Méax.* 200 70 80 50 336 ND ND ND
Freq. 20 10 20 20 20 ND ND ND

*Para os valores determinados < LOQ foram atribuidos valores de LOQ/2 (25 ng L™"). Bruto
significa a entrada da ETE e Filtro biologico representa o ultimo processo de tratamento

bioldgico.

A andlise das amostras coletadas na ETE C indicou a presenca de
bupropiona, trazodona, fluoxetina, carbamazepina, escitalopram, amitriptilina e
sertralina. Quanto a frequéncia de deteccado destes compostos, a bupropiona, a
fluoxetina e a carbamazepina foram detectadas em todas as amostras das etapas de
tratamento.

A bupropiona foi detectada na faixa de concentragdo de 50 a 120 ng L' e
nao foi observada remocéao significativa no tratamento empregado nesta estacao.

A carbamazepina apresentou concentragbes maiores para as amostras da
ETE C, de até 976 ng L', quando comparado com as concentragdes detectadas nas
ETE A e B, a saber até 492 ng L.

4.7.4. Estacdo de Tratamento de Esgoto D

Para avaliar a ocorréncia de psicoativos na ETE D, foram realizadas quatro
campanhas de coleta nas datas de 06/02/2019; 13/03/2019; 05/04/2019; 08/05/2019.
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Para cada campanha realizada foram coletadas amostras antes, durante e apds o
processo de tratamento, totalizando quatro amostras em cada campanha.

A ETE D utiliza os processos reator UASB seguido de lodo ativado e por
fim uma decantagdo secundaria. Os dados de ocorréncia para a ETE D estao

apresentados na Tabela 16.
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Tabela 16. Dados de ocorréncia de psicoativos na ETE D, apresentagdo da mediana, concentragdo maxima, concentragdo minima e frequéncia
de deteccao.

Concentragao de cada analito na ETE D

Colet T
oeta Bupropiona Fluoxetina Carbamazepina Nortriptilina
o o =} o o o) ) o)
ge] o] ke ] O 1] S 1]
Qo m S & Qo m s & Qo @ s & o m g &
5 2 = = E 2 ® = E @ = = 3 @ = =
m ] m ] m ] m ]
o o o -} o o ] o o o o o
© o} ° o} ° o} © o}
9 Q 9 =) 9 a 9 a
C1 71 80 66 65 173 106 451 145 442 402 449 481 159 ND 786 319
Cc2 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 85 53 79 80 567 543 556 487 ND ND ND ND
C3 145 142 102 111 99 99 133 90 3000 1334 801 3000 ND ND ND ND
C4 73 88 67 77 139 73 108 71 627 701 713 801 ND ND ND ND
Mediana 72 84 66,5 71 119 86 120,5 85 597 622 634,5 644 159 ND 786 319
Min. 25 25 25 25 85 53 79 71 442 402 449 481 159 ND 786 319
Max. 145 142 102 111 173 106 451 145 3000 1334 801 3000 159 ND 786 319
Freq. 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 25 ND 25 25

*Para os valores determinados < LOQ foram atribuidos valores de LOQ/2 (25 ng L™). Bruto significa a entrada da ETE e Decantac&o representa o

ultimo processo de tratamento biolégico.
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Tabela 16 (continuacao). Dados de ocorréncia de psicoativos na ETE D, apresentagéo da
mediana, concentragdo maxima, concentragdo minima e frequéncia de detecgao.

Concentracao de cada analito na ETE D

Coleta

Escitalopram Trazodona

3 2 8 2

e @ £ % o g s %

3 @ S £ > 2 S =

o S o 8 om D o S

e} o) © [0

9 ) 9 o

C1 ND ND ND ND 25 25 25 25
Cc2 194 264 375 489 25 25 25 25
C3 339 421 264 1136 60 140 50 50
C4 156 437 369 390 25 25 25 25
Mediana* 194 421 369 489 25 25 25 25
Min.* 156 264 264 390 25 25 25 25
Max.* 339 437 375 1136 60 140 50 50
Freq. 75 75 75 75 100 100 100 100

*Para os valores determinados < LOQ foram atribuidos valores de LOQ/2 (25 ng L). Bruto
significa a entrada da ETE e Decantacdao representa o Ultimo processo de tratamento

bioldgico.

A andlise das amostras coletadas na ETE D indicou a presenca de
bupropiona, fluoxetina, carbamazepina, nortriptilina, escitalopram e trazodona.
Quanto a frequéncia de deteccao destes compostos, a bupropiona, a fluoxetina, a
carbamazepina e a trazodona foram detectadas em todas as amostras das etapas de
tratamento.

A bupropiona foi detectada em concentragdes de 66 a 145 ng L. Nas
campanhas nao foi observada remocéo significativa durante o tratamento.

A fluoxetina foi detectada na faixa de concentragdo de 53 a 451 ng L' e de
modo geral houve uma remocgao deste composto de 28%.

A carbamazepina foi detectada na faixa de concentracao de 402 a 3000 ng
L', sendo a maior concentracdo detectada em relacdo as ETE A, ETE B e ETE C.

4.7.5. Estacao de Tratamento de Esgoto E

Para avaliar a ocorréncia de psicoativos na ETE E, foram realizadas cinco
campanhas de coleta nas datas de 05/02/2019; 19/02/2019; 12/03/2019; 16/04/2019
e 07/05/2019. Para cada campanha realizada foram coletadas amostras antes,
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durante e ap6s o processo de tratamento, totalizando seis amostras em cada
campanha.

Os parametros fisico-quimicos para o esgoto bruto e tratado da ETE E
estdo apresentados no Anexo |, Tabela S2. Esta caracterizacdo mostrou que o
tratamento utilizando lodo ativado, seguido de tanque anaerdbio, tanque anéxico,
tanque de aeracao e por fim membranas filtrantes € um tratamento de qualidade para
0 esgoto urbano. O esgoto tratado atende aos padrdes para efluentes de sistema de
tratamento de esgotos sanitarios (CONAMA - CONSELHO NACIONAL DO MEIO
AMBIENTE, 2011).

A estacao de tratamento E é uma estacao produtora de agua de reuso, e
que possui 0 tratamento mais moderno, dentre as esta¢des avaliadas, devido ao
processo de membranas filtrantes. Em comparagdo com o processo de lodo ativado
que é amplamente utilizado, o processo MBR mostra vantagens na remocao de
matéria organica (MELIN et al., 2006; SUI et al., 2011) Os dados de ocorréncia para

a ETE E estao apresentados na Tabela 17.
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Tabela 17. Dados de ocorréncia de psicoativos na ETE E, apresentagao da mediana, concentragdo maxima, concentracdo minima e frequéncia
de deteccao.

Concentragao de cada analito na ETE E

Coleta

Bupropiona Fluoxetina Carbamazepina
o ) 3 o @ 3 o ) @
o o5 o Q © 9o c o o5 0 Q © 9 c o o5 ©9Q ©Oo c
£ 8% 3¢ 3% & £ £ 8% L % & £ £ 8F 39 3% 9T ¢
& Sz 5% &§¢ g5 € & Sz 5§ 59 g5 € & Sz 58 59 g% ®
© = c — © © © [) © = c  © © © [) © HFC HF© ©® O
(4] - s o - s 4] s
C1 50 50 50 50 50 50 147 101 103 138 97 103 549 571 557 532 586 611
Cc2 100 100 100 100 100 100 132 100 100 100 100 100 480 430 450 450 450 500

C3 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 106 <LOQ <LOQ <«<LOQ <LOQ <«LOQ 517 508 473 582 570 502
C4 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 82 <LOQ <LOQ <LOQ 70 <LOQ 467 575 678 568 822 585

C5 53 54 54 56 51 59 97 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 73 745 747 813 735 699 762
Mediana 50 50 50 50 50 50 106 25 25 25 70 73 517 571 557 568 586 585
Min. 25 25 25 25 25 25 82 25 25 25 25 25 467 430 450 450 450 500
Max. 100 100 100 100 100 100 147 101 103 138 100 108 745 747 813 735 822 762
Freq. 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

*Para os valores determinados < LOQ foram atribuidos valores de LOQ/2 (25 ng L"). Bruto significa a entrada da ETE e Membranas representa

o0 ultimo processo de tratamento biolégico.
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Tabela 17 (continuacao). Dados de ocorréncia de psicoativos na ETE E, apresentagdo da mediana, concentragdo maxima, concentragao

minima e frequéncia de deteccao.

Concentragao de cada analito na ETE E

Coleta

Amitriptilina Sertralina Escitalopram

o [0 [72] o [0} [72] o ) 2]

§ Sz 58 59 25 € & 22 5% s¢ g5 € & Sz s sg g5 ¢

© — % — © |(_\:$ © g © = % = © S I5] % @© — % — ®© ﬁ © g

C1 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
c2 160 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 236 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ ND ND ND ND ND ND
C3 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 126 104 104 106 104 116
C4 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 68 <LOQ 54 52 <LOQ <LOQ
C5 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 62 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
Mediana 160 25 25 25 25 25 236 25 25 25 25 25 68 25 54 52 25 25
Min. 160 25 25 25 25 25 236 25 25 25 25 25 62 25 25 25 25 25
Max. 160 25 25 25 25 25 236 25 25 25 25 25 126 104 104 106 104 116
Freq. 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 60 60 60 60 60 60

*Para os valores determinados < LOQ foram atribuidos valores de LOQ/2 (25 ng L). Bruto significa a entrada da ETE e Membranas representa

o0 ultimo processo de tratamento biolégico.
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A analise das amostras coletadas na estacdo E indicou a presenca de
bupropiona, fluoxetina, carbamazepina, amitriptilina, sertralina e escitalopram. Quanto
a frequéncia de deteccao destes compostos, a bupropiona, a fluoxetina e a
carbamazepina foram detectadas em todas as amostras das etapas de tratamento.

A bupropiona foi detectada em concentragdes de 50 a 100 ng L' e nao foi
observada nenhuma remocao significativa no tratamento do esgoto das campanhas
realizadas.

A carbamazepina foi detectada na faixa de concentragéo de 430 a 822 ng
L-". De modo geral foi observado um aumento na concentragdo do mesmo ao longo
do processo de tratamento. De acordo com dados da literatura, a carbamazepina
apresenta valores baixos (ou nenhum) para remocdo mesmo em sistemas
empregando a tecnologia de membranas filtrantes (MBR), e ja foi verificado que pode
apresentar valores de concentracdo mais altas no esgoto tratado do que no esgoto
bruto (VIENO, TUHKANEN & KRONBERG, 2007).

O sistema de MBR pode ser muito eficiente na remog¢do de compostos
como ibuprofeno e acetaminofeno, chegando em taxas de 99% de remocao. No
entanto, tem sido relatado para a carbamazepina um aumento da concentragcao no
esgoto tratado em relacdo ao esgoto bruto. Esse fato pode estar relacionado a
conversao dos metabdlitos (glucoronideos da carbamazepina) para a carbamazepina
durante as etapas do tratamento do esgoto (RADJENOVIC, PETROVIC & BARCELO,
2007; TERNES, 1998).

A amitriptilina e a sertralina foram detectadas somente na campanha 2,
realizada em 19/02/2019, em concentragdes de 160 e 236 ng L', respectivamente. As
concentragdes no esgoto tratado foram menores que o LOQ do método.

O escitalopram foi detectado no esgoto bruto de 62 a 126 ng L, nas
campanhas 4 e 5. O tratamento permitiu a remocao deste composto para niveis
menores do que o LOQ do método. No entanto, na campanha 3 foi verificada uma
baixa remocao de escitalopram no tratamento (8%). Similarmente, baixas remoc¢des
(11%) foram reportadas em estudos realizados no Canada (LAJEUNESSE; GAGNON;
SAUVE, 2008).

A detecgédo de escitalopram em esgoto ndo tem sido frequentemente
relatada em estudos reportados na literatura. No entanto, foram reportadas
concentragdes no esgoto bruto de 32 a 326 ng L', e concentragdes do esgoto tratado
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de 223 ng L' com eficiéncias de remocéo de até 41% (LAJEUNESSE et al., 2012;
SALGADO et al., 2011).

Um resumo das concentragdes dos analitos em estudos no esgoto bruto e

tratado de cada ETE avaliada esta apresentado na Figura 17. Os valores menores do

que o LOQ foram considerados, neste grafico, como a metade do valor do LOQ, ou

seja, 25 ng L.
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Figura 17. Resultados das concentragdes dos IFA em box-plot, no esgoto bruto e tratado das

cinco ETE avaliadas.
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Quando consideramos as cinco estacées de tratamento estudadas neste
trabalho, é possivel fazer algumas observacdes acerca das diferencas e semelhancas
entre os analitos detectados e 0s processos empregados em cada uma das estagoes.

A bupropiona foi detectada em todas as estagcbes avaliadas, tanto no
esgoto bruto como no esgoto tratado, independente do processo empregado na ETE.
Quanto a remogao deste composto, observou-se que a ETE B promoveu a remocéao
de até 21%, considerando a mediana das coletas realizadas. Esta esta¢cao opera com
um sistema de reator UASB, seguido de camara andéxica e por fim um filtro biolégico.
Neste sistema sao utilizados dois processos com a auséncia de oxigénio.
Provavelmente a degradacdo da bupropiona é favorecida em um ambiente com
bactérias anaerdbias.

A carbamazepina foi detectada em todas as amostras de esgoto
provenientes das ETE avaliadas, em uma faixa de concentracao para o esgoto bruto
de 206 a 3000 ng L' e para o esgoto tratado de 244 — 3000 ng L-'. De forma geral a
carbamazepina ndo sofre remocgao significativa nos processos empregados nas
estacoes de tratamento. Na ETE B, foi observado um incremento da concentracao de
48% no esgoto tratado quando comparado com o esgoto bruto. Este aumento na
concentracao de carbamazepina pode ser explicado pela clivagem de conjugados que
sédo formados no processo de metabolizagcédo (JELIC et al., 2011; LECLERCQ et al.,
2009).

Apesar de carbamazepina ser um composto persistente a biodegradacao,
taxas de remocado de 20 e 24% foram observadas nas ETE B e ETE C,
respectivamente. Esses resultados sugerem que processos aerobios possam
favorecer a degradacgao de carbamazepina (STAMATELATOU et al., 2003).

A carbamazepina foi estudada em uma estacédo de producédo de agua de
reuso na Austrdlia, que utiliza sistemas de osmose reversa, e foram detectadas
concentragdes de carbamazepina de 900 a 1000 ng L' antes do tratamento e
concentragdes menores do que 1,5 ng L' apoés o tratamento por osmose reversa. A
carbamazepina € um composto com potencial de ser utilizado como marcador para
monitoramento do tratamento de agua (BUSETTI, LINGE & HEITZ, 2009).

Em uma estacao de tratamento de esgoto na Espanha foi observado que
nao ocorre remo¢ao de carbamazepina no processo de lodo ativado. A remocao
somente foi possivel pelo emprego de um tratamento terciario de osmose reversa
(AFONSO-OLIVARES, SOSA-FERRERA & SANTANA-RODRIGUEZ, 2017).
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Dentre os farmacos avaliados neste trabalho, a carbamazepina € o
segundo mais soltvel em agua (152 mg L") com um consumo de 37,1 toneladas/ano
estimado para o ano de 2018. No Reino Unido, no ano de 2000, foram estimados um
consumo de 40,348 toneladas/ano (JONES, VOULVOULIS & LESTER, 2002).

A fluoxetina foi detectada em todas as esta¢des de tratamento de esgoto.
As concentragdes de fluoxetina variaram de 57 a 173 ng L' para o esgoto bruto e 71
a 145 ng L' para o esgoto tratado. Para esse farmaco foram observadas taxas
maiores de remogdo quando comparado com a bupropiona e a carbamazepina.
Considerando a mediana das concentragcdes das campanhas realizadas, para a ETE
A ocorreu remocao de fluoxetina de 33%, para a ETE B 28%, para a ETE C 78%, para
a ETE D 69% e paraa ETE E 19%.

A estacdo D, que apresentou maior taxa de remogao para a fluoxetina,
opera com o sistema de reator UASB seguido de um reator de lodo ativado. O
processo anaerdbio seguido de processo aerébio, além da recirculacao do lodo pode
ter favorecido a degradacgéo da fluoxetina.

Em um estudo realizado na Alemanha, a fluoxetina foi detectada em niveis
abaixo do LOQ (50 ng L") em amostras de esgoto bruto e tratado da ETE (GURKE et
al., 2015). Nos Estados Unidos foram reportados concentragcées de fluoxetina no
esgoto tratado menores do que o LOQ (25,8 ng L") (BOYD et al., 2003). J&4 em uma
estacdo de tratamento de esgoto no Canada, a fluoxetina foi detectada em uma
concentracdo de 122 ng L' no esgoto tratado, enquanto que uma concentragdo de
191 ng L' foi determinada no esgoto bruto, indicando uma baixa taxa de remocao
deste no tratamento e corroborando os resultados obtidos no presente trabalho
(METCALFE et al., 2010).

O escitalopram foi detectado em todas as amostras das ETE coletadas. As
concentragdes variaram de 54 a 467 ng L' para o esgoto bruto e de 73a 1136 ng L™
para o esgoto tratado. Das cinco estagcbes avaliadas somente duas apresentaram
alguma remocao de escitalopram, sendo 63% na ETE E e 51% na ETE B.

A trazodona foi detectada em todas as ETE, com excecao da ETE E. Na
ETE C esse composto foi detectado em concentragdes abaixo do LOQ. A maior
concentragdo de trazodona no esgoto bruto (207 ng L") foi determinado em uma
amostra proveniente da ETE A. Essa ETE A atende um maior numero de habitantes
do que as demais.
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Na literatura existem poucos dados de ocorréncia de trazodona em ETE.
Um estudo realizado em trés estagbes de tratamento de esgoto em Beijing reporta
concentragdes menores do que 0,02 ng mL™' (limite de detecgédo) (SHENG et al.,
2014).

A amitriptilina foi detectada somente nas ETE A, ETE C e ETE E. E
interessante destacar que esse composto foi detectado somente em uma coleta de
cada uma destas estagdes. Para a ETE A foi determinada uma concentracao de 141
ng L' no esgoto bruto, mas nao foi detectada a substancia nas amostras coletadas
ao longo do processo de tratamento. Para a ETE C foi verificada uma remocao de
75% de amitriptilina, enquanto que na ETE E o tratamento permitiu reduzir a
concentracdo de 160 ng L' no esgoto bruto para valores menores do que o LOQ no
esgoto tratado. Nao foi observada transformacdo de amitriptilina para nortriptilina
durante o tratamento dos esgotos.

As concentragdes de amitriptilina identificadas neste trabalho s&o menores
que as concentragdes descritas para uma ETE do Reino Unido na qual séo reportadas
concentragoes de 298 a 421 ng L' para o esgoto tratado (DAVID et al., 2018).

A sertralina foi detectada no esgoto bruto das ETE A e ETE C, em
concentragoes de 417 e 336 ng L', respectivamente. Apds o tratamento, a mesma
nao foi mais detectada, indicando uma alta taxa de remocéao. Ja na ETE E, a sertralina
foi detectada em uma concentragdo de 236 ng L' no esgoto bruto e em concentragao
menor do que o LOQ no esgoto tratado.

A sertralina é pouco sollvel em agua (0,145 mg L) e apresenta um
elevado log Kow (5,1) 0 que faz com que seja a molécula mais apolar em relacéo as
demais em estudo. Embora a sertralina tenha um consumo estimado de 14,5
toneladas/ano no Brasil para 0 ano de 2018, este IFA apresenta uma elevada
metabolizacdo, onde apenas 0,2% da dose administrada é excretada em sua forma
inalterada. Por fim, esta molécula apresenta um elevado valor de Koc (1,7 x 109)
indicando que este farmaco tem pouca mobilidade entre a fase sélida e a fase liquida
do meio. Neste sentido, estes parametros indicam que a concentracdo de sertralina
em 4gua seja muito baixa e menor do que outros psicoativos mais polares e podem
justificar a ndo deteccdo da mesma nas amostras analisadas.

O clonazepam n&o foi detectado em nenhuma das amostras coletadas das
ETE. Este IFA é metabolizado de forma intensa e apenas 0,5% € excretado na sua
forma original. Em adicdo, apresenta uma constante de sorcdo (Kqd) de 570 L kg™' no
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lodo e um valor de Koc (coeficiente particdo entre agua e solo) de 12000 L kg™,
indicando que este composto tem pouca mobilidade entre a fase sélida e a fase
liquida, podendo estar aderido ao lodo (HORSING et al., 2011).

De modo geral, os dados obtidos neste trabalho apontam para uma baixa
remogao dos compostos alvo em todas as ETE, mesmo que estas operem por
diferentes processos. Além disso, a persisténcia destes compostos € nao remocao
significativa na ETE corrobora com a ocorréncia destes em aguas superficiais, como
foi verificado para as amostras de agua superficial coletadas no Rio Atibaia e Ribeirao
Anhumas.

A mobilidade e persisténcia dos compostos sdo governados pelas
propriedades fisico-quimicas da substancia e do meio em que se encontram.
Moléculas de carater lipofilico (elevado valor de pKow) tendem a interagir com a parte
apolar do lodo, podendo desta forma ficar sorvidos neste (AQUINO, BRANDT &
CHERNICHARO, 2015, FROEHNER et al., 2011). De modo geral, substancias com
valores de pKow < 2,5 sdo consideradas hidrofilicas e tem baixo potencial em sorver
no lodo; substancias com 2,5 <pKow< 4, 0 possuem potencial de sor¢do medio e, as
de pKow = 4,0 sdo altamente hidrofébicas e, portanto, possuem um alto potencial de
sorver no lodo.

Os IFA trazodona, carbamazepina, bupropiona e escitalopram que
possuem valores de pKow de 2,12 a 3,85 foram detectados na maioria das amostras
analisadas, ao passo que a sertralina (pKow de 5,01), amitriptilina (pKow de 9,92) e
nortriptilina (pKow de 4,51) ndo foram detectados nas mesmas amostras. Esses
resultados corroboram o explicitado acima, indicando que as substancias mais
lipofilicas devem estar sorvidos no lodo das ETE.

Outro parametro importante a ser considerado é o pKa das moléculas e o
pH do meio. As amostras de agua superficial apresentaram um pH em torno de 7.
Neste pH, grupos funcionais carboxilicos do lodo tendem a ficar na sua forma
desprontonada, levando a um aumento de carga negativa na superficie (CHOI et al.,
2018). Nesta situacdo, moléculas carregadas positivamente serdo sorvidas por
atracao eletrostatica, como seria o caso especifico para o alprazolam que tem um pKa
de 5,01.

Por fim, podemos destacar que embora as estacdes utilizem processos
similares no tratamento do esgoto, algumas caracteristicas, como tamanho dos

reatores, tempo de retengao hidraulico, manutencao periédica, bem como os modos
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de operacéo sao diferentes, o que torna complexo fazer uma comparacao direta sobre
a eficiéncia de remocao dos IFA psicoativos nas diferentes ETE.

4.8. Previsao da concentracao dos psicoativos no esgoto bruto

O valor da PEC para a entrada do IFA pelo esgoto doméstico pode ser estimado
levando em consideragdo dados de consumo de medicamentos (estimado pela
venda), o perfil farmacocinético, em particular a taxa de excregédo, e o volume de
efluente gerado per capita. Esta correlagdo assume uma distribuicdo linear ao longo
do ano e em toda a populacao local, permitindo prever a concentracao do farmaco na
entrada da estagéo de tratamento de esgoto (esgoto bruto).

Este tipo de abordagem permite prever o impacto que esses compostos podem
causar ao ambiente, uma vez que o esgoto bruto ou tratado, de modo geral, € lancado
em um corpo hidrico.

Nas Tabelas 18, 19, 20, 21 e 22 sdo apresentados os dados de PEC para cada
ETE, calculados pela Equacéo 1 (item 1.7) e levando em consideragao as vazdes e 0
namero de habitantes atendidos para cada ETE.

Os valores de PECete foram comparados com os valores de MECesgoto bruto
das ETE. Segundo a literatura, se a razdo de PEC/MEC estiver entre 0,2 e 4,0, o
modelo empregado para calcular a PEC pode ser considerado aceitavel; caso o valor
seja superior a 4,0 significa que o modelo aplicado esta superestimado (COETSIER
et al., 2009).



Tabela 18. Dados de PEC e MEC para ETE A
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ETEA
Descarga Volume Volume de MEC no
IFA C&S?:rzgo estir_nadc;gJ no efluente efluente esgoto | Populagao egcie;g;iagﬁ o PECete | esgoto |PEC/MEGC
hab) amlglente por tratgdo tra_ltado atendida ambiente (kg) (ng/L) bruto
habitante (kg) (L/dia) (L/dia/hab) (ng/L)?3
Fluoxetina 4,593E-05 5,05E-06 54700000 269 203000 1,026 51 101 0,5
Carbamazepina| 1,775E-04 5,33E-06 54700000 269 203000 1,081 54 311 0,2
Bupropiona 1,177E-04 5,89E-07 54700000 269 203000 0,119 6 112 0,1
Amitriptilina 5,928E-04 1,19E-05 54700000 269 203000 2,407 121 141 0,8
Sertralina 6,938E-04 1,39E-06 54700000 269 203000 0,282 14 417 0,03
Escitalopram | 2,919E-05 2,33E-06 54700000 269 203000 0,474 24 221 0,1
Alprazolam 3,828E-06 7,66E-07 54700000 269 203000 0,155 8 nd 1*
Clonazepam | 7,656E-06 3,83E-08 54700000 269 203000 0,008 0,4 nd 0,05*
Trazodona 7,560E-05 7,56E-07 54700000 269 203000 0,153 8 93 0,1*
Nortriptilina 1,914E-05 3,83E-07 54700000 269 203000 0,078 4 nd 0,5*

* calculado com base no valor do LOD/2 (8 ng L-1). a Utilizado valor da mediana (n = 6).
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Tabela 19. Dados de PEC e MEC para ETE B

ETEB
Descarga Volume Volume de MEC no
IFA C(iS?:rT)O estimadc? no efluente | efluente esgoto | Populagéo eg[iemszgragﬁ o PECere | esgoto |PEC/MEC
hab) amplente por tratgdo tra_ltado atendida ambiente (kg) (ng/L) bruto
habitante (kg) (L/dia) (L/dia/hab) (ng/L)?
Fluoxetina 4,593E-05 5,05E-06 8500000 193 44000 0,222 72 82 0,9
Carbamazepina| 1,775E-04 5,33E-06 8500000 193 44000 0,234 76 282 0,3
Bupropiona 1,177E-04 5,89E-07 8500000 193 44000 0,026 8 67 0,1
Amitriptilina 5,928E-04 1,19E-05 8500000 193 44000 0,522 168 nd 21,0*
Sertralina 6,938E-04 1,39E-06 8500000 193 44000 0,061 20 nd 2,5*
Escitalopram | 2,919E-05 2,33E-06 8500000 193 44000 0,103 33 279 0,1
Alprazolam 3,828E-06 7,66E-07 8500000 193 44000 0,034 11 nd 1,4*
Clonazepam | 7,656E-06 3,83E-08 8500000 193 44000 0,002 1 nd 0,1*
Trazodona 7,560E-05 7,56E-07 8500000 193 44000 0,033 11 80 0,1
Nortriptilina 1,914E-05 3,83E-07 8500000 193 44000 0,017 5 nd 0,7*

* calculado com base no valor do LOD/2 (8 ng L™"). & Utilizado valor da mediana (n = 4)



Tabela 20. Dados de PEC e MEC para ETE C

ETEC
Descarga
estimadono | Volume Vg;rurgﬁtge Descarga MEC no
IEA Consumo ambiente efluente esqoto Populacdo | estimadano | PECere esgoto PEC/MEC
(kg/ano hab) por tratado 9 atendida ambiente (ng/L) bruto
habitante | (L/dia) | ,iratado (kg) (ng/L)?
(ka) (L/dia/hab)
Fluoxetina 4,593E-05 5,05E-06 7800000 142 55000 0,278 98 114 0,9
Carbamazepina| 1,775E-04 5,33E-06 7800000 142 55000 0,293 103 542 0,2
Bupropiona 1,177E-04 5,89E-07 7800000 142 55000 0,032 11 50 0,2
Amitriptilina 5,928E-04 1,19E-05 7800000 142 55000 0,652 229 200 1,1
Sertralina 6,938E-04 1,39E-06 7800000 142 55000 0,076 27 336 0,1
Escitalopram | 2,919E-05 2,33E-06 7800000 142 55000 0,128 45 40 1,1
Alprazolam 3,828E-06 7,66E-07 7800000 142 55000 0,042 15 nd 1,8”
Clonazepam 7,656E-06 3,83E-08 7800000 142 55000 0,002 1 nd 0,1*
Trazodona 7,560E-05 7,56E-07 7800000 142 55000 0,042 15 25 0,6
Nortriptilina 1,914E-05 3,83E-07 7800000 142 55000 0,021 7 nd 0,9*

* calculado com base no valor do LOD/2 (8 ng L-'). 2 Utilizado valor da mediana (n = 5)




Tabela 21. Dados de PEC e MEC para ETE D
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ETED
Descarga
es'rime_ldog no| Volume Vg;rurgﬁtge ) D_escarga MEC no
IEA Consumo ambiente efluente esgoto PopuIagao estlmgda no| PECee esgoto PEC/MEC
(kg/ano hab) por trata_do tratado atendida ambiente (ng/L) bruto
halal(tg)nte (L/dia) (L/dia/hab) (kg) (ng/L)2
Fluoxetina 4,593E-05 5,05E-06 | 42400000 147 288000 1,455 94 119 0,8
Carbamazepina| 1,775E-04 5,33E-06 | 42400000 147 288000 1,534 99 597 0,2
Bupropiona 1,177E-04 5,89E-07 | 42400000 147 288000 0,169 11 72 0,2
Amitriptilina 5,928E-04 1,19E-05 | 42400000 147 288000 3,415 221 nd 27,6"
Sertralina 6,938E-04 1,39E-06 | 42400000 147 288000 0,400 26 nd 3,2*
Escitalopram 2,919E-05 2,33E-06 | 42400000 147 288000 0,672 43 194 0,2
Alprazolam 3,828E-06 7,66E-07 | 42400000 147 288000 0,220 14 nd 1,75*
Clonazepam 7,656E-06 3,83E-08 | 42400000 147 288000 0,011 1 nd 0,1*
Trazodona 7,560E-05 7,56E-07 | 42400000 147 288000 0,218 14 25 0,6
Nortriptilina 1,914E-05 3,83E-07 | 42400000 147 288000 0,110 7 159 0,0

* calculado com base no valor do LOD/2 (8 ng L). @ Utilizado valor da mediana (n = 4)



Tabela 22. Dados de PEC e MEC para ETE E
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ETEE
Descarga Volume ngllltn;re]tge 2:;;23: MEC no
Consumo estimada no efluente Populacéo PECerte esgoto PEC/MEC
IFA : esgoto . no
(kg/ano hab) ambiente por tratado atendida . (ng/L) bruto
habitante (kg) (L/dia) tratado ambiente (ng/L)?
(L/dia/hab) (kg)
Fluoxetina 4,593E-05 5,05E-06 24700000 136 182000 0,920 102 106 1,0
Carbamazepina | 1,775E-04 5,33E-06 24700000 136 182000 0,969 108 517 0,2
Bupropiona 1,177E-04 5,89E-07 24700000 136 182000 0,107 12 50 0,2
Amitriptilina 5,928E-04 1,19E-05 24700000 136 182000 2,158 239 160 1,5
Sertralina 6,938E-04 1,39E-06 24700000 136 182000 0,253 28 236 0,1
Escitalopram 2,919E-05 2,33E-06 24700000 136 182000 0,425 47 68 0,7
Alprazolam 3,828E-06 7,66E-07 24700000 136 182000 0,139 15 nd 1,9*
Clonazepam 7,656E-06 3,83E-08 24700000 136 182000 0,007 1 nd 0,1*
Trazodona 7,560E-05 7,56E-07 24700000 136 182000 0,138 15 nd 1,9
Nortriptilina 1,914E-05 3,83E-07 24700000 136 182000 0,070 8 nd 1,0*

* calculado com base no valor do LOD/2 (8 ng L-"). a Utilizado valor da mediana (n = 5)
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As razbes estimadas de PEC/MEC ficaram na faixa de 0,03 a 27,6. A
percentagem de farmacos que apresentaram valores de PEC/MEC dentro da faixa
aceitavel, ou seja, de 0,2 a 4,0, foram 50% para a ETE A, 50% para a ETE B, 80%
paraa ETE C, 70% para a ETE D e 80% para a ETE E, o que demonstra que o modelo
empregado € promissor, considerando que apenas cinco campanhas foram realizados
para calcular as medianas.

Os valores das razées PEC/MEC para a fluoxetina, a carbamazepina e o
alprazolam ficaram dentro da faixa aceitavel para todas as ETE. Por outro lado, alguns
farmacos apresentaram uma razado PEC/MEC < 1, o que indica que o modelo
empregado levou a uma subestimacdo da concentracdo destes no esgoto bruto.
Valores de PEC/MEC maiores do que 1 podem ser justificados pela lipofilicidade dos
farmacos o que pode levar a sor¢cao destes na parte sélida do esgoto bruto.

A amitriptilina apresentou o maior valor da razdo PEC/MEC nas ETE B
(21,0) e na ETE D (27,6), o que indica uma superestimacao do consumo. De fato,
nestas duas ETE, amitriptilina ndo foi detectada e o valor de MEC foi considerado com
8 ng L' (metade do LOD), o que pode ter levado a essa discrepancia.

De modo geral, pode-se considerar que o modelo usado é um bom
indicador para prever a concentracao de farmacos psicoativos no esgoto bruto e que
os fatores considerados nos célculos foram adequados.



106

5— Conclusoes



107

5. Conclusoes

A priorizacao dos farmacos a serem monitorados no esgoto foi
desafiador pela auséncia de dados oficiais de consumo de farmacos, incluindo
antipsicoticos no Brasil. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria deveria
disponibilizar esses dados e é importante que sejam tomadas providéncias neste
sentido. Os dados de consumo empregados neste trabalho foram obtidos junto
a IQVIA, que reportam o0 montante de medicamentos das gondolas
farmacéuticas e fornecem apenas uma estimativa do consumo. A metodologia
empregada para a priorizacao dos farmacos neste trabalho, empregando dados
de consumo, metabolizacdo, dados de ocorréncia em outros paises reportados
na literatura cientifica e realizando um ranqueamento, mostrou ser eficiente, uma
vez que dos dez compostos priorizados, oito foram detectados no esgoto e seis
na agua superficial do Rio Atibaia e Ribeirao Anhumas.

Os dois compostos que nao foram detectados no esgoto bruto
(clonazepam a alprazolam) sdo compostos lipofilicos, pouco soluveis em agua e
com elevada taxa de metabolizagdo. Sendo assim, esses parametros também
devem ser considerados na etapa de priorizacdo de farmacos de interesse
ambiental.

Com relacdo ao método analitico, a SPE-UHPLC-MS/MS se mostrou
eficaz na detecgcao dos compostos alvo em concentragdes de até 50 ng L' (limite
de quantificacdo) dos psicoativos estudados. O método de SPE on-line
apresenta grande vantagem quando comparado com o tradicional procedimento
de SPE off-line, uma vez que é automatizado, diminui o tempo de preparo de
amostra, tempo de analise e melhora a precisdo dos resultados. Ainda, é de
menor custo pois permite longo uso da coluna de SPE (superior a 2000 injecoes)
e menor consumo de solventes. No entanto, a otimizacdo de todo o
procedimento é fundamental, incluindo a fase sorvente, volume e composicéo do
solvente de carregamento e elui¢cdo, e volume de injecdo. Neste trabalho foi
definido como condig¢do 6tima o solvente de carregamento agua:metanol 80:20
v/v, usando uma vazéo de 1,0 mL min' por um tempo de 0,5 min. Quanto a fase
sorvente do SPE, tanto a fase OASIS como a fase C8 podem ser empregadas
na concentragdo dos analitos, o que se deve ao carater apolar destes com o que
faz terem elevada afinidade por sorventes de fase reversa. O volume de injecao
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€ um dos parametros que determina o limite de quantificacdo do método, e 200
uL foi o volume escolhido por ser o maior volume que pode ser injetado pela
configuracdo do equipamento que foi utilizado neste trabalho.

A separagao cromatografica dos analitos em uma coluna CSH, que
contém em sua fase estacionaria uma superficie hibrida de cargas, foi vantajosa
em relacdo a uma coluna de fase reversa C18. A presenca de cargas na fase
sorvente levou a picos cromatograficos com simetria adequada para todos 0s
analitos. O método foi validado e um LOQ de 50 ng L foi alcancado para todos
os analitos, sendo esse considerado adequado para os objetivos propostos
nesta pesquisa.

O método foi empregado na analise de aguas superficiais do Rio
Atibaia e Ribeirdo Anhumas e cinco ETE operando por diferentes processos.
Nestas amostragens, oito dos dez IFA psicoativos priorizados foram
determinados, o que indica o elevado consumo destes farmacos pela populacao
e a necessidade do monitoramento destes. De modo geral, os compostos
identificados no afluente e efluente das ETE eram os mesmos e com pouca
variagdo na concentragao, o que indica que os processos empregados ndo sao
eficazes na remocéao dos mesmos durante o tratamento e que uma vez langado
no corpo receptor poderdo impactar o mesmo.

Os compostos sao recalcitrantes e apenas parcialmente removidos na
ETE, o que explica a sua deteccdo nas amostras de agua superficial do Rio
Atibaia e Ribeirao Anhumas que recebem os efluentes de diversas ETE. As
menores concentragdes determinadas em aguas superficialis do que nas ETE
se justifica pela diluicdo do efluente descartado no corpo receptor. Importante é
destacar que esses compostos nos recursos hidricos podem vir a se tornar um
problema nas estacdes de tratamento de agua que captam a agua destes corpos
hidricos.

O modelo proposto para o célculo de PEC se mostrou aceitavel pela
razdo PEC/MEC estar dentro da faixa de 0,2 a 4,0 para a maioria dos compostos
nas cinco ETE avaliadas. Esses valores sdo importantes para uma avaliagcdo do

risco ambiental.
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7. ANEXOS

7.1.  Anexo l. Questionario — Uso de medicamentos antidepressivos

O questionario a seguir tem o objetivo de fazer uma investigacao a respeito
do uso de medicamentos antidepressivos e/ou ansioliticos, bem como avaliar quais
destes medicamentos sdo os mais consumidos. Os resultados obtidos desta pesquisa

serdo utilizados no desenvolvimento de uma dissertacdo de mestrado.

- Sexo:

- [dade:

- Cidade e estado:

- Utiliza atualmente algum medicamento antidepressivo ou ansiolitico:

- Se sim, qual:

- Se ja utilizou, qual:
- Com que frequéncia faz uso do medicamento:

Uma vez por dia

Uma vez por semana
Duas vezes por semana
Trés vezes por semana
Outro:

OO O0OO0O0

- Por quanto tempo utiliza o medicamento:

6 meses
1 ano

2 anos
3 anos
Outro:

OO O0OO0O0

- O medicamento foi utilizado com qual finalidade:

Depressao

Transtorno obsessivo compulsivo
Ansiedade

Transtorno bipolar do humor
Outro:

OO O0OO0OO0
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7.2. Anexo |. Parametros fisico-quimicos das amostras de efluente

coletadas.

Tabela S1. Parametros fisico-quimicos das amostras coletadas na entrada e saida da
ETE C (n=3).

Parametro Unidade Entrada ETE Saida ETE

Mediana Min Max Mediana Min Max

pH - 7,3 72 7,3 7,4 73 74

DQO mg O2 L™ 383 307 557 32 28 4

DBOs mg O2 L™ 770 558 774 72 66 81
N-NH;* mg NH; L 49 44 64 0,4 0,22 0,6
N-NOs mg NOs L™ 0,685 0,65 0,72 4,4 3,1 5,12
FT mg P L' 4,7 47 47 4,7 47 47
Turbidez NTU 15,5 15,2 18,3
SST mg L™ 348 320 420 30 8 32

DQO: demanda quimica de oxigénio; DBO: demando bioquimica de oxigénio; N-NHz*:
nitrogénio amoniacal; N-NOs™ :concentracdo de nitratos; FT: fésforo total; SST: sélidos
suspensos totais.

Tabela S2. Parametros fisico-quimicos das amostras coletadas na entrada e saida da
ETEE (n=4).

Parametro Unidade Entrada ETE Saida ETE
Mediana Min Max Mediana Min Max
pH - 7,1 6,8 7,2 7,1 6,9 7,4
DQO mg O L™ 585,5 523 924 33 31 58
DBOs mg O L™ 310 294 378 <1 <1 <1
N-NTK mg N L 55,5 53 58 0,6 0,5 1,3
N-NH;* mg NHs L 49 48 50 0,08 0,05 0,13
N-NOs mg NOs L™ 0,66 0,66 0,66 12,3 11,5 204
FT mg P L' 8,1 5,3 10,9 2,45 2,4 2,5
Condutividade uS cm-' - - - 637,5 601 662
Alcalinidade mg CaCOs L 280 280 280 51 51 51
Turbidez NTU - - - 0,135 0,11 0,24
SST mg L 306 252 380 3 3 3

DQO: demanda quimica de oxigénio; DBO: demando bioquimica de oxigénio; N-NKT:
nitrogénio total pelo método de Kjeldahl; N-NHs*: nitrogénio amoniacal; N-NOs
:concentracao de nitratos; FT: fosforo total; SST: sélidos suspensos totais.



