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COSTA JUNIOR, Ismael Laurindo. Ocorréncia de antidepressivos residuais e
cafeina em sedimentos e lodos de esgoto: Desenvolvimento de metodologia
analitica e estudos de fotodegradacdo e sorcdo. 2017. 307f. Tese (Doutorado
em Quimica — Area: Quimica Analitica) — Universidade Estadual do Centro-Oeste,
Guarapuava, 2017.

RESUMO

A identificacdo de poluentes emergentes em matrizes ambientais tem se tornado
cada vez mais frequente. Dentre esses poluentes, a presenca de farmacos tem
grande relevancia, pois essa categoria de contaminantes inclui um grande numero
de substancias ativas amplamente consumidas no mundo todo. Os medicamentos
neuroativos, como o0s antidepressivos, apresentaram significativo aumento na
prescricdo e consumo nas Ultimas décadas. Esses medicamentos apresentam acgao
direta sobre o sistema nervoso humano e sdo apontados como de grande
preocupacao ambiental, pois estudos tém verificado sua presenca em estacoes de
tratamento de efluentes, em &guas superficiais, sedimentos e em tecidos de
organismos aquaticos. A grande variedade de substancias consideradas
microcontaminantes dificulta as acdes de monitoramento individuais, com isso 0
emprego de marcadores de poluicdo antropica vem sendo introduzido como
indicadores diretos para algumas classes de poluentes como os farmacos. A
utilizacdo da cafeina como marcador quimico para medicamentos residuais justifica-
se pelas suas propriedades fisico-quimicas e a semelhanca quanto as rotas de
introducdo e transporte nos compartimentos aquaticos. Inicialmente foi proposta a
otimizacdo de um método para extracdo simultdnea de antidepressivos de uso
frequente (citalopram, venlafaxina, fluoxetina, sertralina e amitriptilina) e cafeina
baseado no uso de solventes auxiliado por micro-ondas e CLAE-PDA. Na otimizacao
foram aplicados os delineamentos experimentais simplex-centroide para composi¢cao
da fase extratora, e um planejamento composto central rotacional (DCCR) 23 para
adequar o protocolo de extracdo quanto ao pH de trabalho, menor emprego de
solvente e tempo de processamento. A analise de variancia (ANOVA) e o estudo da
falta de ajuste foram usados para avaliar a significancia dos ajustes ao nivel de 95%
de confianga. A funcdo desirability foi a ferramenta de otimizagdo empregada na
obtencdo das condic¢des ideais e apresentou valores proximos a 1,0, o que indicou
uma resposta significativa para ambos os delineamentos. A composi¢ao obtida para
a fase liquida na extracdo simultdnea nas duas matrizes foi uma mistura binaria de
metanol e acetonitrila na proporcado de 45:55 e 53:47 (v/v) para lodo e sedimento
respectivamente. As condi¢des otimizadas foram pH 3, volume de 4 mL do solvente
extrator e 3 ciclos de extracdes para o lodo de esgoto. Para o sedimento os valores
foram pH 11, volume de 3 mL da mistura de solventes e 4 ciclos de extracdes. Na
sequéncia, foi proposto um meétodo rapido para determinacdo simultdnea dos
analitos, baseado em extracdo por solvente auxiliada por micro-ondas otimizadas
com deteccdo por CLAE-PDA. O método analitico foi validado e considerado
satisfatorio para quantificagbes em lodos de esgoto e sedimentos. O método foi
aplicado em amostras de lodo de esgoto e sedimentos da regido do Reservatorio de



Itaipu-PR. Os resultados confirmam a presenca dos analitos no lodo de esgoto e
indicam os residuos de estacdes de tratamento como uma rota de insercdo de
micropoluentes no meio ambiente local, uma vez que os antidepressivos também
foram encontrados nos sedimentos de rio. Na etapa seguinte, estudou-se a
degradacéo dos analitos por fotolise direta. Foram realizados ensaios de degradacéo
empregando um reator de bancada com capacidade para 100 mL equipado com fonte
artificial de radiacdo composta por uma lampada de vapor de mercurio de alta presséo
(254 nm) e insolacdo natural. Os produtos de degradacao foram avaliados de forma
qualitativa nos ensaios empregando agua e fonte artificial de radiacdo. Os dados
experimentais foram ajustados a modelos cinéticos a fim de obter as taxas de
reacdo e o tempo de meia-vida nas condicbes estudadas. Foi observada maior
degradacdo em matrizes complexas como esgoto e aguas superficiais, indicando
gue a persisténcia depende também de espécies dissolvidas capazes de fazerem
parte dos mecanismos de degradacdo. A cinética que aparentemente descreve a
fototransformacédo dos compostos nas condicdes estudadas foi a de pseudo-primeira
ordem. O estudo qualitativo dos subprodutos formados no processo artificial em
solucdo aquosa possibilitou confirmar a degradacdo dos analitos. Os resultados
obtidos empregando luz solar sugerem a persisténcia dos microcontaminantes
investigados quando expostos apenas a esta fonte de radiacdo no ambiente. Por
fim, considerando a interacdo dos microcontaminantes investigados com o
compartimento sélido como um fator importante quando se considera seu destino
nos ecossistemas foi estudada a sor¢éo e dessor¢cao em sedimentos de agua doce e
lodos de estacdo de tratamento de esgoto. Os experimentos foram conduzidos pelo
método em bateladas e as determinacdes foram realizadas por espectrofotometria
no ultravioleta e por CLAE-PDA. Os dados experimentais foram ajustados a modelos
cinéticos de pseudo-primeira e pseudo-segunda ordem. A sorcdo e a dessorcao
foram estudadas por meio do ajuste as isotermas linear e de Freundlich. A particdo
foi avaliada pelos coeficientes kq, koc € pelo célculo do percentual de dessorcdo. O
estudo cinético indicou comportamento de pseudo-primeira ordem. A interpretacao
da sorcéo pela isoterma de Freundlich mostrou-se satisfatoria para todos os analitos
e matrizes. A avaliacdo das constantes do modelo e dos coeficientes kq e ko foi
coerente com outros estudos e indicou concordancia entre a hidrofobicidade dos
farmacos e a sua afinidade pelas matrizes sélidas. Os elevados percentuais obtidos
para a dessorcdo sugerem mobilidade dos analitos, sendo esta mais intensa no lodo
do que no sedimento, visto que existem particularidades de composicdo em cada
matriz e, portanto, mecanismos diferenciados em termos de energia e afinidade com
as substancias estudadas. O panorama obtido nessa pesquisa permite consider que
os antidepressivos e a cafeina residuais apresentaram comportamento persistente a
processos naturais como a fotolise e apresentam tendéncias ao acumulo no
compartimento solido, com mobilidade em potencial, dependente das condicfes
ambientais, como o pH e composicdo matricial. Devido a estas caracteristicas
podem ser encontrados nos lodos de estagbes de tratamento de esgotos e
sedimento, e apresentam possibilidade serem transferidos para 0s ecossistemas
aguaticos.

Palavras Chave: Poluentes emergentes; Marcadores antrépicos; Farmacos
residuais; Desenvolvimento de método, Monitoramento, Fotodegradagéo, Sorgéo.



COSTA JUNIOR, Ismael Laurindo. Occurrence of residual antidepressants and
caffeine in sediment and sewage sludge: Development of analytical methodology
and studies of photodegradation and sorption. 2017. 307f. Thesis (Ph.D. in
chemistry -with an emphasis on analytical chemistry) — Universidade Estadual do
Centro-Oeste, Guarapuava, 2017.

ABSTRACT

The identification of emerging pollutants in environmental matrices has become
increasingly frequent. Among these pollutants, the presence of drugs has great
relevance, since this category of contaminants includes a large number of active
substances widely consumed worldwide. Neuroactive drugs, such as
antidepressants, have shown a significant increase in prescription and consumption
in the last decades. These drugs present direct action on the nervous system and are
considered as of great environmental concern, since studies have verified their
presence in effluent treatment plants, in superficial waters, sediments and in tissues
of aquatic organisms. The wide variety of microcontaminants substances makes
individual monitoring actions difficult, with the use of anthropic pollution markers
being introduced as direct indicators for some classes of pollutants such as drugs.
The use of caffeine as a chemical marker for residual medicines is justified by its
physicochemical properties and the similarity of the routes of introduction and
transport in the compartments. Initially, it was proposed the optimization of a method
for the simultaneous extraction of frequent-use antidepressants (citalopram,
venlafaxine, fluoxetine, sertraline and amitriptyline) and caffeine based on the use of
solvents aided by microwave and HPLC-PDA. In the optimization, the simplex-
centroid experimental designs for extractive phase composition were applied, and a
central rotational compound (CCRD) 23 was used to adjust the extraction protocol for
the working pH, lower solvent use and processing time. The analysis of variance
(ANOVA) and the study of the lack of fit were used to evaluate the significance of the
adjustments at the 95% confidence level. The desirability function was the
optimization tool used to obtain the ideal conditions and presented values close to
1.0, which indicated a significant response for both designs. The composition
obtained for the liquid phase in the simultaneous extraction in the two matrices was a
binary mixture of methanol and acetonitrile in the proportion of 45:55 and 53:47 (v / v)
for sludge and sediment respectively. The optimized conditions were pH 3, volume of
4 mL of the solvent extractor and 3 cycles of extractions for the sewage sludge. For
the sediment the values were pH 11, volume of 3 mL of the solvent mixture and 4
cycles of extractions. A fast method for the simultaneous determination of analytes
based on optimized microwave-assisted solvent extraction with HPLC-PDA detection
was proposed. The analytical method was validated and considered satisfactory for
guantifications in sewage sludge and sediments. The method was applied to samples
of sewage sludge and sediments from the Itaipu reservoir region. The results confirm
the presence of the analytes in the sewage sludge and indicate the treatment plant
residues as a route of insertion of micropollutants into the local environment, since
the antidepressants were also found in the river sediments. In the next step, the
degradation of the analytes was studied by direct photolysis. Degradation tests were
performed using a 100 mL capacity bench reactor equipped with an artificial radiation
source composed of a high pressure mercury vapor lamp (254 nm) and natural



insolation. The degradation products were evaluated qualitatively in the tests using
water and artificial radiation source. The experimental data were adjusted to kinetic
models in order to obtain the reaction rates and the half-life in the studied conditions.
Further degradation was observed in complex matrices such as sewage and surface
waters, indicating that the persistence also depends on dissolved species capable of
being part of the degradation mechanisms. The kinetics that apparently describes the
phototransformation of the compounds under the studied conditions was that of
pseudo-first order. The qualitative study of the by-products formed in the artificial
process in aqueous solution made it possible to confirm the transformation of the
analytes. The results obtained using sunlight suggests the persistence of
microcontaminants investigated when exposed to this source of radiation in the
environment.  Finally, considering the interaction of the investigated
microcontaminants with the solid compartment as an important factor when
considering their fate in the ecosystems, sorption and desorption were studied in
freshwater sediments and sewage treatment plant sludges. The experiments were
conducted by the batch method and the determinations were performed by ultraviolet
spectrophotometry and by HPLC-PDA. The experimental data were fitted to kinetic
models of pseudo-first and pseudo-second order. Sorption and desorption were
studied by adjusting the linear and Freundlich isotherms. The partition was evaluated
by the coefficients kg, koc @and by the calculation of the desorption percentage. The
kinetic study indicated pseudo-first-order behavior. The interpretation of sorption by
the Freundlich isotherm proved to be satisfactory for all analytes and matrices. The
evaluation of the model constants and the kq and koc coefficients was consistent with
other studies and indicated agreement between the hydrophobicity of the drugs and
their affinity for the solid matrices. The high percentages obtained for the desorption
suggest mobility of the analytes, being this one more intense in the sludge than in the
sediment, since there are particularities of composition in each matrix and, therefore,
mechanisms differentiated in terms of energy and affinity with the studied
substances. The panorama obtained in this research allows us to consider that the
residual antidepressants and caffeine presented persistent behavior to natural
processes such as photolysis and present tendencies to the solid compartment
accumulation, with potential mobility, depending on environmental conditions, such
as pH and matrix composition. Due to these characteristics can be detected in
sewage sludge and sediment treatment sludge, and present possibility of exposure to
biota in aquatic ecosystems.

Keywords: Emerging pollutants; Anthropic markers; Residual drugs; Development of
method, Monitoring, Photodegradation, Sorption



Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

LISTA DE FIGURAS

1.1 - Possiveis rotas de dispersao de farmacos no ambiente....................... 12

1.2 - Estrutura quimica dos principais representantes de cada classe de

antidepressivos classificados segundo sua agao no sistema nervoso

1.3 - Faixa de aplicacdo da CLAE e GC para determinacdo de poluentes

organicos emergentes baseados em suas propriedades fisico-

(o [0 g1 (o= T U UP RO UPPRRRPR 26
2.1 - Estrutura dos 16 HPAS Prioritarios .........cccceeeeeeeiiieeeiiiiiiiic e, 52
2.2 - Estrutura e propriedades fisico-quimicas da cafeina. ......................... 54

4.1 - a) Coleta de sedimento; b) Preservacdo das amostras e c) Coleta de
[oTe [0 Jo (ST =ETo o] (o ISP 75

4.2 - a) Acondicionamento das amostras para secagem, b) Desagregacao

c) Peneiramento em malha, d) Amostra pronta para armazenamento

4.3 - Localizacao geogréafica dos pontos de coleta............cooovvvieeiiieieninnnnn, 78

4.4 - Espectro de absor¢cdo na regido do infravermelho para as matrizes

sedimento € 10d0 de €SQOL0 .........uuururuiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiiaeee 81

5.1 - Delineamento experimental simplex-centroide de 3 componentes para
otimizacdo da composi¢cdo do solvente para extracdo de cafeina e

ANTIAEPIESSIVOS. ..coviiiiiiiiiiiiiiiiiiee ettt 92

5.2 - Percentual de recuperacdo da Cafeina (CAF) e dos antidepressivos
Amitriptilina  (AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU), Sertralina
(SER) e Venlafaxina (VEN) empregando planejamento simplex-



centroide para otimizacdo da composicdo da fase extratora para a

Matriz [0d0 de €SPOT0. ......cceviiiiiiiiiiiiieie e 98

Figura 5.3 - Percentual de recuperacdo da Cafeina (CAF) e dos antidepressivos
Amitriptilina  (AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU), Sertralina
(SER) e Venlafaxina (VEN) empregando planejamento simplex-
centroide para otimizacdo da composicdo da fase extratora para a

MALHZ SEAIMENIO. . e e 98

Figura 5.4 - Percentual de recuperacdo da Cafeina (CAF) e dos antidepressivos
Amitriptilina (AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU), Sertralina
(SER) e Venlafaxina (VEN) empregando delineamento composto

central 23 para otimizacdo da extracdo em lodo de esgoto................ 99

Figura 5.5

Percentual de recuperacdo da Cafeina (CAF) e dos antidepressivos
Amitriptilina (AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU), Sertralina
(SER) e Venlafaxina (VEM) empregando delineamento composto

central 23 para otimizacdo da extracdo em sedimento..................... 102

Figura 5.6 - Distribuicdo dos residuos em torno da reta normal do modelo cubico
especial para o efeito da mistura de solventes sobre as recuperagdes
de Cafeina (CAF), Amitriptilina (AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina

(FLU), Sertralina (SER) e Venlafaxina (VEN) em lodo de esgoto....107

Figura 5.7

Distribuicdo dos residuos em torno da reta normal do modelo cubico
especial para o efeito da mistura de solventes sobre as recuperacées
de Cafeina (CAF), Amitriptilina (AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina
(FLU), Sertralina (SER) e Venlafaxina (VEN) em sedimento. .......... 107

Figura 5.8 - Gréaficos de Pareto para os efeitos da mistura de solventes sobre as
recuperacdes de Cafeina (CAF), Amitriptilina (AMI), Citalopram (CIT),
Fluoxetina (FLU), Sertralina (SER) e Venlafaxina (VEN) em lodo de

LTS 0 o] (o TN PP 108

Figura 5.9 - Gréaficos de Pareto para os efeitos da mistura de solventes sobre as
recuperagdes de Cafeina (CAF), Amitriptilina (AMI), Citalopram (CIT),
Fluoxetina (FLU), Sertralina (SER) e Venlafaxina (VEN) em

LY=o 110012101 (o TR 109



Figura 5.10 - Graficos de contorno para os efeitos da mistura de solventes sobre as
recuperacdes de Cafeina (CAF) Amitriptilina (AMI), Citalopram (CIT),
Fluoxetina (FLU), Sertralina (SER) e Venlafaxina (VEN) preditas pelo

modelo cubico especial em lodo de esgoto ...........ccceeevvieevveeeiinnnnnnn. 110

Figura 5.11 - Graficos de contornos para os efeitos da mistura de solventes sobre as
recuperacdes de Cafeina (CAF) Amitriptilina (AMI), Citalopram (CIT),
Fluoxetina (FLU), Sertralina (SER) e Venlafaxina (VEN) preditas pelo

modelo cubico especial em sedimento. ..........ccccevviiiiiii e, 111

Figura 5.12 - Proporcao otimizada dos solventes para extragdo simultanea de
Cafeina (CAF), Amitriptilina (AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU),
Sertralina (SER) e Venlafaxina (VEN) predita pela funcéo desirability
para l0do de €SQOL0. .......ccvvviiiiiiee e 112

Figura 5.13 - (a) Superficie de respostas (b) Grafico de Contornos para composicao
da fase extratora preditas pelo modelo cubico especial para extracao
simultdnea em lodo de esgoto com base na fungéo desirability. .....113

Figura 5.14 - Propor¢cdo otimizada dos solventes para extracdo simultanea de
Cafeina (CAF), Amitriptilina (AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU),
Sertralina (SER) e Venlafaxina (VEM) preditas pela funcéo desirability

PAra SEAIMENTOS. ... .cceeeieeeeeieei e e e e e e e e e e e 114

Figura 5.15 - (a) Superficie de respostas (b) Gréafico de Contornos para composi¢ao
da fase extratora preditas pelo modelo cubico especial para extracao

simultdnea em sedimento com base na funcao desirability. ............ 115

Figura 5.16 - Distribuicdo dos residuos em torno da reta normal de acordo como
modelo quadratico do DCCR 23 sobre as recuperacdes de Cafeina
(CAF), Amitriptilina (AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU),
Sertralina (SER) e Venlafaxina (VEN) em lodo de esgoto. .............. 118

Figura 5.17 - Distribuicdo dos residuos em torno da reta normal de acordo como
modelo quadratico do DCCR 23 sobre as recuperacbes de Cafeina
(CAF), Amitriptilina (AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU),
Sertralina (SER) e Venlafaxina (VEN) em sedimento. ..................... 119



Figura 5.18- Graficos de Pareto para os efeitos das varidveis pH, ndmero de
extracbes e volume sobre as recuperacdes de Cafeina (CAF),
Amitriptilina  (AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU), Sertralina
(SER) e Venlafaxina (VEN) em lodo de esgoto.........ccceeeevvvvevvvnnnnnn. 120

Figura 5.19 - Superficies de resposta para os efeitos das varidveis pH, nimero de
extracdes e volume de acordo como modelo quadratico do DCCR 23
sobre as recuperacdes de Cafeina (CAF), Amitriptilina (AMI),
Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU), Sertralina (SER) e Venlafaxina
(VEN) em [0d0 d€ €SQOL0. ......cceeviiiiiiiiiiiiiiieeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 122

Figura 5.20 - Graficos de Pareto para os efeitos das variaveis pH, nimero de
extracbes e volume sobre as recuperacfes de Cafeina (CAF),
Amitriptilina  (AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU), Sertralina
(SER) e Venlafaxina (VEN) em sedimento. ........ccccccvvvvviiiiiiniinennnn. 124

Figura 5.21 - Superficies de resposta para os efeitos das variaveis pH, nimero de
extracdes e volume de acordo como modelo quadratico do DCCR 23
sobre as recuperacdes de Cafeina (CAF), Amitriptilina (AMI),
Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU), Sertralina (SER) e Venlafaxina
(VEN) em SEdIMENTO. .....cooiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 126

Figura 5.22 - Superficies de respostas para otimizacdo das variaveis pH, nimero de
extracbes e volume de solvente com base nas recuperacdes
simultaneas de Cafeina (CAF), Amitriptilina (AMI), Citalopram (CIT),
Fluoxetina (FLU), Sertralina (SER) e Venlafaxina (VEN) com base na

funcéo desirability para l0do de eSgoto. ........cceveeeeiiiiiiiiiii e, 128

Figura 5.23 - Superficies de respostas para otimizacdo das variaveis pH, nimero de
extragcbes e volume de solvente com base nas recuperagbes
simultaneas de Cafeina (CAF), Amitriptilina (AMI), Citalopram (CIT),
Fluoxetina (FLU), Sertralina (SER) e Venlafaxina (VEN) com base na

funcao desirability para sedimentos............cccevvieeeieiieeiiiiinee e 128

Figura 5.24 - Otimizacdo das variaveis pH, nimero de extracbes e volume de
solvente para recuperagcdes simultdneas de Cafeina (CAF),
Amitriptilina  (AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU), Sertralina



(SER) e Venlafaxina (VEN) preditas pela funcdo desirability para lodo
(0 [T Yo [0 ] (o P 129

Figura 5.25 - Otimizacdo das variaveis pH, numero de extracdes e volume de
solvente para recuperacdes simultdneas de Cafeina (CAF),
Amitriptilina  (AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU), Sertralina
(SER) e Venlafaxina (VEN) preditas pela funcédo desirability para

Y=o 11001210100 ST R P TT TP 130

Figura 6.1 - Curvas de calibragdo na presenca das matrizes lodo de esgoto,
sedimento e em solvente. a) Cafeina, b) Citalopram, c) Venlafaxina, d)

Fluoxetina, e) Sertralina e f) Amitriptilina. ...........ccccciiiiiiiiieerieennn, 145

Figura 6.2 - Cromatogramas extraidos a 230 nm: a) extrato de amostra de lodo b)
extrato de amostra de sedimento sem o0s analitos, e c¢) solu¢ao padrao
com a mistura dos seis analitos: Cafeina (CAF), Amitriptilina (AMI),
Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU), Sertralina (SER) e Venlafaxina
(VEN), na concentracdo de 500 ng mL™. ..o 146

Figura 6.3 - Porcentagens de recuperacdo de Cafeina (CAF), Amitriptilina (AMI),
Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU), Sertralina (SER) e Venlafaxina
(VEN) em trés niveis de fortificagdo. (SER) e Venlafaxina (VEN)....152

Figura 6.4 - Cromatograma completo extraido em 230 nm para a amostra L3....... 153

Figura 6.5 - Recortes do cromatograma da amostra L3 detectado no comprimento de
onda maximo de cada analito a) 274 nm para cafeina, b) 241 nm para
citalopram, c) 231 nm para fluoxetina, d)227 nm para a venlafaxina, €)
225 nm para a sertralina e f) 245 nm para a amitriptilina] para a
amostra L3. Em evidéncia o espectro de absorcdo UV do pico

cromatografico em destaque. ..........coevvviiviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee 154

Figura 6.6 - Concentracdes de antidepressivos e cafeina em lodo de esgoto e
sedimentos. Amitriptilina (AMI), Cafeina (CAF), Citalopram (CIT),
Fluoxetina (FLU), Sertralina (SER) e Venlafaxina (VEN). ................ 156

Figura 7.1 - Sistema utilizado para fotolise artificial .............cccoeeevviiiiiiiiiiiieeeeeeen, 169



Figura 7.2 - Sistema utilizado para fotolise natural................cccceeiiiiiiiiiniiee 170

Figura 7.3 - Espectros de absor¢cdao UV em solucdo aguosa com concentracao de 5
mg L™ a) Amitriptilina, b) Cafeina, c) Citalopram, d) Fluoxetina, e)

Sertralina e f) Venlafaxina...........ccccovvviiiii e, 172

Figura 7.4 - Absorbancias dos analitos em solugéo aguosa no comprimento de onda
méximo e diferentes concentracfes. a) Venlafaxina, b) Citalopram, c)

Fluoxetina, d)Sertralina, ) Amitriptilina e f)Cafeina. ......................... 175

Figura 7.5 - Percentual de degradacdo da Cafeina (CAF) e dos antidepressivos
Amitriptilina (AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU), Sertralina
(SER) e Venlafaxina (VEM) empregando delineamento 22 para

otimizaGao da fOtOliSE. .........ceiiiieeiiiieece e 176

Figura 7.6 - (a) Superficie de respostas (b) Grafico de Contornos para otimizacéo
das variaveis pH e concentracdo na degradacdo de Cafeina (CAF),
Amitriptilina (AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU), Sertralina
(SER) e Venlafaxina (VEN) em solucdo aquosa com base na funcao
deSirability. ........oovviiiiiiiiii 178

Figura 7.7 - Condicdo otimizada de pH e concentracdo para Cafeina (CAF),
Amitriptilina (AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU), Sertralina
(SER) e Venlafaxina (VEM) preditas pela funcéo desirability........... 179

Figura 7.8 - Remocao de Cafeina (CAF), Amitriptilina (AMI), Citalopram (CIT),
Fluoxetina (FLU), Sertralina (SER) e Venlafaxina (VEN) em solucéo
aquosa 5 mg L™ e pH 4 empregando fotélise artificial. a) agua, b)
esgoto fortificado e ¢) Lodo UMmido. .......coeveeeeeeieiiiiiiiiiiee e, 180

Figura 7.9 - Remocdo de Cafeina (CAF), Amitriptilina (AMI), Citalopram (CIT),
Fluoxetina (FLU), Sertralina (SER) e Venlafaxina (VEN) em solugao
aquosa 5 mg L™ e pH 4 empregando fotélise solar. a) 4gua, b) esgoto
fortificado e €) Lodo UmIdO. ...........uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie 182

Figura 7.10 - Espectros UV em solucéo aquosa 5 mg L™ e pH 4 obtidos na fotélise
artificial nos tempos de monitoramento a) Venlafaxina (VEN), b)
Citalopram (CIT), c¢) Fluoxetina (FLU), d) Sertralina (SER), e€)
Amitriptilina (AMI) e f) Cafeina (CAF)........cucieiiiieeeeeeecen e 184



Figura 7.11 - Cromatogramas obtidos no estudo de degradacdo da venlafaxina
(VEN) em solucdo aquosa inicial de 5 mg L™ e pH 4 obtidos para a
fotdlise artificial nos tempos de monitoramento a) pico do analito no
comprimento maximo 227nm. b) picos adicionais dos produtos de

degradacao €m 270 NIM. ......oiieieeieeeeeii e e 185

Figura 7.12 - Principais produtos de degradacéo descritos por Santoke et al. (2012)

para venlafaxina (VEN) por fotélise em solugcédo aquosa.................. 186

Figura 7.13 - Cromatogramas obtidos no estudo de degradacao do citalopram em
solucdo aquosa inicial de 5 mg L™ e pH 4 obtidos para a fotdlise
artificial nos tempos de monitoramento e comprimento de 241 nm. 187

Figura 7.14 - Principais produtos de degradacao obtidos por Kwon e Armbrust (2005)

para Citalopram (CIT) por fotdlise em solucdo aquosa.................... 187

Figura 7.15 - Cromatogramas obtidos no estudo de degradac¢éo da Fluoxetina (FLU)
em solucdo aquosa inicial de 5 mg L™ e pH 4 obtidos para a fotélise
artificial nos tempos de monitoramento. a) pico do analito no
comprimento maximo 231 nm. b) picos adicionais dos produtos de

degradacao €m 245 NIM. ......oiiieiiieeeeeee e 188

Figura 7.16 - Principais produtos de degradacéo obtidos por Lam, et al. (2005) para

Fluoxetina (FLU) por fotélise em solugdo aquosa. .............cceeeeennn.. 189

Figura 7.17 - Cromatogramas obtidos no estudo de degradacédo da sertralina (SER)
em solucdo aquosa inicial de 5 mg L™ e pH 4 obtidos para a fotélise

artificial nos tempos de monitoramento em 225 nM...........cccccvvvnnnn. 190

Figura 7.18 - Principais produtos de degradacao obtidos por Sliwka-Kaszynska e

Jakimska (2014) para Sertralina (SER) por fotélise em solucéo aquosa

Figura 7.19 - Cromatogramas obtidos no estudo de degradacéo da amitriptilina (AMI)
em solucdo aquosa inicial de 5 mg L™ e pH 4 obtidos para a fotélise

artificial nos tempos de monitoramento em 245 nm................cceeee. 191

Figura 7.20 - Principais produtos de degradacao obtidos por Li et al. (2013) para

Amitriptilina (AMI) por fotélise em solugdo aquosa ............cceeeeeeeeenee 192



Figura 7.21 - Cromatogramas obtidos no estudo de degradacdo da Cafeina (CAF)

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

71.22 -

7.23 -

7.24 -

7.25 -

7.26 -

7.27 -

7.28 -

em solucdo aquosa inicial de 5 mg L™ e pH 4 obtidos para a fotélise

artificial nos tempos de monitoramento em 274 NM............c....ovvvenn. 193

Principais produtos de degradacédo obtidos por Telo e Vieira (1997)
para Cafeina (CAF) por fotdlise em solugdo aquosa ................c...... 193

Ajuste dos dados experimentais aos modelos cinéticos de Pseudo-
ordem zero e Pseudo-primeira ordem para a cafeina (CAF). a)
Irradiacao artificial em agua. b) irradiacdo solar em agua. c) Irradiacéo

artificial em esgoto. d) irradiagao solar em esgoto. .........ccccceveeeeeeeen. 196

Ajuste dos dados experimentais aos modelos cinéticos de Pseudo-
ordem zero e Pseudo-primeira ordem para a venlafaxina (VEN). a)
Irradiacao artificial em agua. b) irradiacdo solar em agua. c) Irradiacao

artificial em esgoto. d) irradiacéo solar em esgoto. ............ccccevvvennn. 197

Ajuste dos dados experimentais aos modelos cinéticos de Pseudo-
ordem zero e Pseudo-primeira ordem para o citalopram (CIT). a)
Irradiacao artificial em agua. b) irradiacéo solar em agua. c) Irradiacéo

artificial em esgoto. d) irradiacéo solar em esgoto. .............cccevvvnnnnn. 198

Ajuste dos dados experimentais aos modelos cinéticos de Pseudo-
ordem zero e Pseudo-primeira ordem para a fluoxetina (FLU). a)
Irradiacao artificial em agua. b) irradiacdo solar em agua. c) Irradiacéo

artificial em esgoto. d) irradiacéo solar em esgoto. .............c.ccevvunnn. 199

Ajuste dos dados experimentais aos modelos cinéticos de Pseudo-
ordem zero e Pseudo-primeira ordem para a sertralina (SER). a)
Irradiacédo artificial em agua. b) irradiagdo solar em agua. c) Irradiacdo

artificial em esgoto. d) irradiagcéo solar em esgoto. ............ccceevvunnnnn. 200

Ajuste dos dados experimentais aos modelos cinéticos de Pseudo-
ordem zero e Pseudo-primeira ordem para a amitriptilina (AMI). a)
Irradiacédo artificial em &gua. b) irradiacédo solar em agua. c) Irradiagéo

artificial em esgoto. b) irradiacéo solar em esgoto. ............ccceevvvnnnnn. 201



Figura 8.1 - Representagao da interagdo de micropoluentes nas fragdes sorvidas em

coloides, nos flocos e incorporada na biomassa.............ccccevevvvvnnnnn. 213

Figura 8.2 - Representacao da interacdo de micropoluentes com as fracbes minerais

€ 0rganicas N0 SEAIMENTO. .......ccooviiiiiiiiie e e 214

Figura 8.3 - Ponto de carga zero para as amostras de sedimento e lodo usadas nos

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

8.4

8.5

8.6

8.7

8.8

8.9

ensaios de SOrGAO/dESSOIGE0. .......ccvvviiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeee e 220

Dados experimentais e ajuste dos modelos de pseudo-primeira e
pseudo-segunda ordem para cinética de sorcdo da cafeina a
temperatura de 25°C e concentracdo inicial de 10 mg L™ a)
Sedimento € b) Lodo de €SgOt0 .......ccvvvviviiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeee 223

Dados experimentais e ajuste dos modelos de pseudo-primeira e
pseudo-segunda ordem para cinética de sorcdo da venlafaxina a
temperatura de 25°C e concentracdo inicial de 10 mg L™ a)
Sedimento e b) Lodo de €SgOt0 .......cevvvviviiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeee 223

Dados experimentais e ajuste dos modelos de pseudo-primeira e
pseudo-segunda ordem para cinética de sorcdo do citalopram a
temperatura de 25°C e concentracdo inicial de 10 mg L™ a)
Sedimento e b) Lodo de €SgOt0 .......cevvvvvviiiiiiiiiiiiiieiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee 224

Dados experimentais e ajuste dos modelos de pseudo-primeira e
pseudo-segunda ordem para cinética de sorcdo da fluoxetina a
temperatura de 25°C e concentracdo inicial de 10 mg L™ a)

Sedimento e b) Lodo de €SgOt0 ......ccevvvvvviiiiiiiiiiiiiieiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee 224

Dados experimentais e ajuste dos modelos de pseudo-primeira e
pseudo-segunda ordem para cinética de sorcdo da sertralina a
temperatura de 25°C e concentracdo inicial de 10 mg L™ a)

Sedimento e b) Lodo de €SQOt0 .......ccvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee 225

Dados experimentais e ajuste dos modelos de pseudo-primeira e
pseudo-segunda ordem para cinética de sor¢do da amitriptilina a
temperatura de 25°C e concentracdo inicial de 10 mg L™ a)

Sedimento € b) Lod0 de €SQOL0 .........uvveiiiieeeeiieeeiiieie e e e e 225



Figura 8.10 - Constantes de Freundlich (kg) para sorcdo dos farmacos Cafeina
(CAF), Amitriptilina (AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU),
Sertralina (SER) e Venlafaxina (VEN) em lodo de esgoto e

LY=o 11001210100 1T RTTTPRR 229

Figura 8.11 - Percentuais de dessor¢cdo dos farmacos Cafeina (CAF), Amitriptilina
(AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU), Sertralina (SER) e

Venlafaxina (VEN) em lodo de esgoto e sedimentos. ...................... 235

Figura A.1 - Cromatogramas completos da solucdo padrdo com a mistura dos seis
analitos, extrato de amostra de lodo (b) e extrato de amostra de
sedimento sem os analito (c): Cafeina (CAF), Amitriptilina (AMI),
Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU), Sertralina (SER) e Venlafaxina
(VEN), na concentracdo de 500 ng mL™, extraidos em 226 nm. .....248

Figura A.2 - Cromatogramas completos da solucdo padrdo com a mistura dos seis
analitos, extrato de amostra de lodo (b) e extrato de amostra de
sedimento sem os analito (c): Cafeina (CAF), Amitriptilina (AMI),
Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU), Sertralina (SER) e Venlafaxina
(VEN), na concentracdo de 500 ng mL™, extraidos em 230 nm. .....249

Figura A.3 - Cromatogramas completos da solucdo padrdo com a mistura dos seis
analitos, extrato de amostra de lodo (b) e extrato de amostra de
sedimento sem os analito (c): Cafeina (CAF), Amitriptilina (AMI),
Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU), Sertralina (SER) e Venlafaxina
(VEN), na concentracdo de 500 ng mL™, extraidos em 241 nm. .....250

Figura A.4 - Cromatogramas completos da solu¢cdo padrdo com a mistura dos seis
analitos, extrato de amostra de lodo (b) e extrato de amostra de
sedimento sem os analito (c): Cafeina (CAF), Amitriptilina (AMI),
Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU), Sertralina (SER) e Venlafaxina

(VEN), na concentracéo de 500 ng mL™, extraidos em 274 nm. .....251

Figura B.1 - Cromatograma completo extraido em 230 nm para a amostra L1....253



Figura B.2 - Recortes do cromatograma de 13 min na regido de cada analito e no

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

comprimento maximo para a amostra L1. a) 274 nm para cafeina, b)
241 nm para citalopram, c) 231 nm para fluoxetina, d)227 nm para a
venlafaxina, e€) 225 nm para a sertralina e f) 245 nm para a

AMIEHPLIING. ..eeiiiiiiiiiiee e 253

B.3 - Cromatograma completo extraido em 230 nm para a amostra L2....254

B.4 - Recortes do cromatograma de 13 min na regido de cada analito e no

comprimento maximo para a amostra L2. a) 274 nm para cafeina, b)
241 nm para citalopram, c) 231 nm para fluoxetina, d)227 nm para a
venlafaxina, e) 225 nm para a sertralina e f) 245 nm para a
AMILFPLIING. ..eeeeiie e 254

B.5 - Cromatograma completo extraido em 230 nm para a amostra L3......255

B.6 - Recortes do cromatograma de 13 min na regido de cada analito e no

comprimento maximo para a amostra L3. a) 274 nm para cafeina, b)
241 nm para citalopram, c¢) 231 nm para fluoxetina, d)227 nm para a
venlafaxina, e€) 225 nm para a sertralina e f) 245 nm para a

AMIEHPLIING. ..eeiiiiiiiiieie e 255

B.7 - Cromatograma completo extraido em 230 nm para a amostra L4......256

B.8 - Recortes do cromatograma de 13 min na regido de cada analito e no

comprimento maximo para a amostra L4. a) 274 nm para cafeina, b)
241 nm para citalopram, c¢) 231 nm para fluoxetina, d)227 nm para a
venlafaxina, e) 225 nm para a sertralina e f) 245 nm para a
AMIEHPLIING. ..eeiiiiiiiiiiieeee e 256

B.9 - Cromatograma completo extraido em 230 nm para a amostra S1 .....257

B.10 - Recortes do cromatograma de 13 min na regiao de cada analito e no

comprimento maximo para a amostra S1. a) 274 nm para cafeina, b)
241 nm para citalopram, c) 231 nm para fluoxetina, d)227 nm para a
venlafaxina, e) 225 nm para a sertralina e f) 245 nm para a

AMILIPLING. ... 257

B.11 - Cromatograma completo extraido em 230 nm para a amostra S2 ...258



Figura B.12 - Recortes do cromatograma de 13 min na regido de cada analito e no
comprimento maximo para a amostra S2. a) 274 nm para cafeina, b)
241 nm para citalopram, c) 231 nm para fluoxetina, d)227 nm para a
venlafaxina, e€) 225 nm para a sertralina e f) 245 nm para a

AMIEHPLIING. ..eeiiiiiiiiiiee e 258
Figura B.13 - Cromatograma completo extraido em 230 nm para a amostra S3...259

Figura B.14 - Recortes do cromatograma de 13 min na regido de cada analito e no
comprimento maximo para a amostra S3. a) 274 nm para cafeina, b)
241 nm para citalopram, c) 231 nm para fluoxetina, d)227 nm para a
venlafaxina, e) 225 nm para a sertralina e f) 245 nm para a

AMILFPLIING. ..eeeeiie e 259
Figura B.15 - Cromatograma completo extraido em 230 nm para a amostra S4 ...260

Figura B.16 - Recortes do cromatograma de 13 min na regido de cada analito e no
comprimento maximo para a amostra S4. a) 274 nm para cafeina, b)
241 nm para citalopram, ¢) 231 nm para fluoxetina, d)227 nm para a
venlafaxina, e€) 225 nm para a sertralina e f) 245 nm para a

AMIEHPLIING. ..eeiiiiiiiiieie e 260

Figura C.1 - Dados experimentais e ajuste aos modelos linear e de Freundlich de
sorcao da cafeina a temperatura de 25°C. a) Sedimento e b) Lodo de

LTS 0 o] (o O 262

Figura C.2 - Dados experimentais e ajuste aos modelos linear e de Freundlich de
sor¢cdo da Venlafaxina a temperatura de 25°C. a) Sedimento e b)

(oo (ol e (=3 =10 [0] (o JAm PPN 262

Figura C.3 - Dados experimentais e ajuste aos modelos linear e de Freundlich de
sorcao do citalopram a temperatura de 25°C. a) Sedimento e b) Lodo
(0 L3 =ETo (o) [0 TR PP PP 262

Figura C.4 - Dados experimentais e ajuste aos modelos linear e de Freundlich de
sorcdo da fluoxetina & temperatura de 25°C. a) Sedimento e b) Lodo

(0 L= =S (0] (0 P 263



Figura C.5 - Dados experimentais e ajuste aos modelos linear e de Freundlich de
sorgdo da sertralina a temperatura de 25°C. a) Sedimento e b) Lodo

(0 L= =TS (0] (0 PO 263

Figura C.6 - Dados experimentais e ajuste aos modelos linear e de Freundlich de
sor¢ao da amitriptilina & temperatura de 25°C. a) Sedimento e b) Lodo

(0 [T Yo [0 ] (TP 263

Figura D.1 - Coeficientes de distribuicdo (kq) em sedimento a) Cafeina (CAF), b)
Venlafaxina (VEN), c) Citalopram (CIT), d) Fluoxetina (FLU),
e)Sertralina (SER) e f) Amitriptilina (AMI) & 25°C........ccccveveeeeennnns 265

Figura D.2 - Coeficientes de distribuicdo (kq) em lodo de esgoto a) Cafeina (CAF), b)
Venlafaxina (VEN), c¢) Citalopram (CIT), d) Fluoxetina (FLU),
e)Sertralina (SER) e f) Amitriptilina (AMI) & 25°C.......cccccieeveeeennnnns 266

Figura E.1 - Dados experimentais e ajuste ao modelo de Freundlich para dessorcéo

da cafeina a temperatura de 25°C. a) Sedimento e b) Lodo de esgoto.

Figura E.2 - Dados experimentais e ajuste ao modelo de Freundlich para dessorcéo
da Venlafaxina a temperatura de 25°C. a) Sedimento e b) Lodo de

LTS 0 o ] (o O 268

Figura E.3 - Dados experimentais e ajuste ao modelo de Freundlich para dessorcéo
do citalopram a temperatura de 25°C. a) Sedimento e b) Lodo de

LTS 0 o] (o TN PP 268

Figura E.4 - Dados experimentais e ajuste ao modelo de Freundlich para dessorgéo
da fluoxetina a temperatura de 25°C. a) Sedimento e b) Lodo de

LTS 0 o] (o TN PP 269

Figura E.5 - Dados experimentais e ajuste ao modelo de Freundlich para dessorcéo
da sertralina a temperatura de 25°C. a) Sedimento e b) Lodo de

[S1ST0 [ 0] (o T PPN 269



Figura E.6 - Dados experimentais e ajuste ao modelo de Freundlich para dessorgéo
da amitriptilina & temperatura de 25°C. a) Sedimento e b) Lodo de

(TS0 o] (o RO 269



LISTA DE TABELAS

Tabela 1.1 - Principais poluentes emergentes estudados em matrizes ambientais. .10
Tabela 1.2 - Classes de antidepressivos e suas caracteristicas. ........ccccccvvvvvvvveeeenn. 15

Tabela 1.3 - Analise cromatogréfica de antidepressivos em matrizes ambientais ....27

Tabela 2.1 - Principais esterois e suas possiveis fontes..........cccceevveiieviiiiiiiiiineeee, 49
Tabela 2.2 - Andlise cromatogréafica de Cafeina em matrizes ambientais................. 60
Tabela 3.1 - Caracteristicas dos analitos investigados ............ccccceevveeeeeeeveiiiiien e, 71

Tabela 3.2 - Gradiente de eluicdo da fase mdvel para andlise de antidepressivos e
cafeina por CLAE-PDA ... nnnnaennnnnnes 73

Tabela 4.1 - Localizagcdo dos pontoS amOSEraiS. .......cceeeeeeiiiieeiiiiiiiie e 77

Tabela 4.2 - Caracteristicas fisico-quimicas das amostras de sedimento e lodo

USQUAS NOS BNSAUDS. . et en ettt ettt e e e eaeeaes 80

Tabela 5.1 - Matriz do delineamento composto central 23 para estudo das variaveis
pH, nimero de extracBes e volume sobre e recuperacdes de Cafeina
(CAF), Amitriptiina (AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU),
Sertralina (SER) e Venlafaxina (VEN). ...........coiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiees 93

Tabela 5.2- Andlise de variancia para o ajuste dos dados ao modelo linear para a

(o1 aVZ= Mo [ o3z 1] o] = Tox- To ISP RURPPPITPR 96

Tabela 5.3 - Matriz do delineamento simplex-centroide e recuperagdes de Cafeina
(CAF), Amitriptilina (AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU),
Sertralina (SER) e Venlafaxina (VEN) no lodo de esgoto. ................... 97



Tabela 5.4 - Matriz do delineamento simplex-centroide e recuperagfes de Cafeina
(CAF), Amitriptilina (AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU),
Sertralina (SER) e Venlafaxina (VEN) no sedimento. ...............ccceeeen. 98

Tabela.5.5 - Matriz do delineamento composto central 23 para estudo das variaveis
pH, nimero de extracBes e volume sobre e recuperacfes de Cafeina
(CAF), Amitriptilina (AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU),
Sertralina (SER) e Venlafaxina (VEN) no lodo de esgoto .................. 100

Tabela 5.6 - Matriz do delineamento composto central 23 para estudo das variaveis
pH, nimero de extracdes e volume sobre e recuperacdes de Cafeina
(CAF), Amitriptiina (AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU),
Sertralina (SER) e Venlafaxina (VEN) no sedimento ......................... 101

Tabela 5.7 - Analise de variancia (ANOVA) para comparacdo dos modelos linear,
quadratico e cubico especial no o estudo do efeito da mistura de
solventes sobre as recuperacdes de Cafeina (CAF), Amitriptilina (AMI),
Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU), Sertralina (SER) e Venlafaxina
(VEN) em [0d0 de €SQOL0. .....ccoeiiiiiiiiiieie e 102

Tabela 5.8 - Andlise de variancia (ANOVA) para comparacao dos modelos linear,
quadratico e cubico especial no o estudo do efeito da mistura de
solventes sobre as recuperacdes de Cafeina (CAF), Amitriptilina (AMI),
Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU), Sertralina (SER) e Venlafaxina
(VEN) em SEAIMENTO. ....uuuiieieieceieeece e 103

Tabela 5.9 - Andlise de variancia do ajuste dos dados experimentais e equacdes
preditas pelo modelo Cubico especial para o estudo do efeito da
proporcdo do solvente extrator sobre as recuperagbes de Cafeina
(CAF), Amitriptiina (AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU),
Sertralina (SER) e Venlafaxina (VEN) no lodo de esgoto. ................. 104

Tabela 5.10 - Analise de variancia do ajuste dos dados experimentais e equacoes
preditas pelo modelo Cubico especial para o estudo do efeito da
proporcdo do solvente extrator sobre as recuperagbes de Cafeina
(CAF), Amitriptiina (AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU),
Sertralina (SER) e Venlafaxina (VEN) no sedimento. ............cc.cc....... 105



Tabela 5.11 - Andlise de variancia (ANOVA) do ajuste dos dados experimentais e
equacOes preditas pelo modelo quadratico e suas interagdes para o
estudo do efeito das variaveis pH, nimero de extracdes e volume sobre
as recuperacdes de Cafeina (CAF), Amitriptilina (AMI), Citalopram
(CIT), Fluoxetina (FLU), Sertralina (SER) e Venlafaxina (VEN) no lodo
08 ESPOL0. ...t 116

Tabela 5.12 - Analise de variancia (ANOVA) do ajuste dos dados experimentais e
equacdes preditas pelo modelo quadratico e suas interacbes para o
estudo do efeito das variaveis pH, nimero de extragdes e volume sobre
as recuperacbes de Cafeina (CAF), Amitriptilina (AMI), Citalopram
(CIT), Fluoxetina (FLU), Sertralina (SER) e Venlafaxina (VEN) no

RS0 1101 0] (o 116
Tabela 6.1 - Dosagens de adicao padrao para quantificacado dos analitos ............. 142
Tabela 6.2 - Parametros de calibracédo do estudo de efeito matriz ......................... 144
Tabela 6.3 - Estruturas e caracteristicas dos analitos investigados......................... 147

Tabela 6.4 - Parametros de calibracdo e andlise da linearidade para cafeina e
antidepressivos em lodo de esgoto e sedimento. ..........cccceeeeeeevveeenes 148

Tabela 6.5 - Limites de deteccdo, quantificagdo e estimativa da preciséo
intermediaria e da repetitividade para determinacdo de cafeina e

antidepressivos em lodo de esgoto e sedimentos............cccceeeeeeeeeene 149

Tabela 6.6 - Valores de recuperacao para de cafeina e antidepressivos 0s ensaios
de exatiddo empregando sedimentos e lodos de esgotos fortificados

BIM LTS NMIVEIS. e 151

Tabela 6.7 - Concentragfes dos antidepressivos e cafeina nas amostras de lodo e

ST 0 [0 (o T PP 155

Tabela 7.1 - Matriz do delineamento composto central 22 para estudo das variaveis

pH e concentracdo sobre a fotdlise direta de Cafeina (CAF),



Amitriptilina (AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU), Sertralina (SER)
e Venlafaxina (VEN). ....coooo oo 168

Tabela 7.2 - Equacdes dos ajustes lineares de absorbancia (A) em funcdo da
concentracdo de Cafeina (CAF), Amitriptilina (AMI), Citalopram (CIT),
Fluoxetina (FLU), Sertralina (SER) e Venlafaxina (VEN) em diferentes
valores de PH. ..o 174

Tabela 7.3 - Matriz do delineamento 22 com pontos centrais para estudo das
variaveis pH, e concentracdo sobre a porcentagem de degradacédo da
Cafeina (CAF), Amitriptilina (AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU),
Sertralina (SER) e Venlafaxina (VEN). ...........ccccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee 176

Tabela 7.4 - Andlise de variancia do ajuste dos dados experimentais e equacodes
preditas pelo modelo linear para o estudo do efeito da concentracéo e
pH sobre a fotdlise de Cafeina (CAF), Amitriptilina (AMI), Citalopram
(CIT), Fluoxetina (FLU), Sertralina (SER) e Venlafaxina (VEN) em

Y0 ] [V To= To I To U 0 17- ISR 177

Tabela 7.5 - Dados cinéticos para a fotélise das solucbes dos farmacos Cafeina
(CAF), Amitriptiina (AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU),
Sertralina (SER) e Venlafaxina (VEN) com concentragédo inicial de 5 mg

Tabela 8.1 - Dados cinéticos para a sor¢ao dos farmacos Cafeina (CAF), Amitriptilina
(AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU), Sertralina (SER) e
Venlafaxina (VEN) com concentracdo inicial de 10 mg L™ em lodo de

€SQOt0 € SEAIMENTOS. ... ciiiiiiie e 222

Tabela 8.2 - Parametros de sorcdo dos farmacos Cafeina (CAF), Amitriptilina (AMI),
Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU), Sertralina (SER) e Venlafaxina
(VEN) em lodo de esgoto e SedimeNntos. .........uuuvuuemeiiimiiiiiiiiiiiiiiiiinenns 227

Tabela 8.3 - Coeficientes de distribuicdo, log kg € log ko para os farmacos Cafeina
(CAF), Amitriptiina (AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU),

Sertralina (SER) e Venlafaxina (VEN) em lodo de esgoto e sedimentos.



Tabela 8.4 - Parametros de dessorcdo dos farmacos Cafeina (CAF), Amitriptilina
(AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU), Sertralina (SER) e

Venlafaxina (VEN) em lodo de esgoto e sedimentos. ..........c.c.cevvveen. 234



ADTs
AMI
ANOVA
AOAC
CAF

CIT
CLAE-MS

CLAE-PDA

CLAE-UV

CLAE-FL

CcVv

DA
DCCR
DNA
Eq.
ETE
FLU
FT-IR
GC-MS

GL
HPASs
HT

LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E ACRONIMOS

Antidepressivos triciclicos

Amitriptilina

Analise de variancia

Association of analytical communities

Cafeina

Citalopram

Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao espectrémetro de
massa (do inglés, High Performance Liquid Chromatography coupled
to mass spectrometry)

Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao detector de arranjo
de fotodiodos (do inglés, High Performance Liquid Chromatography
coupled to photodiode array)

Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao detector
ultravioleta (do inglés, High Performance Liquid Chromatography
coupled to ultraviolet detector)

Cromatografia liqguida de alta eficiéncia acoplada ao detector de
Fluorescéncia (do inglés, High Performance Liquid Chromatography
coupled to fluorescence detector)

Coeficiente de Variagao

Dopamina

Delineamento Composto Central Rotacional

Acido desoxirribonucleico

Equacéao

Estacao de tratamento de esgoto

Fluoxetina

Fourier transform infrared spectroscopy

Cromatografia gasosa acoplada ao espectrébmetro de massa (do inglés,
gas chromatography coupled to mass spectrometry)

Graus de Liberdade

Hidrocarbonetos poliaromaticos

Serotonina



IMAO Inibidores de monoaminoxidase

INPE Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais

IRSA Inibidores de recaptura de serotonina antagdnicos

ISRD Inibidores seletivos de recaptura de dopamina

ISRN Inibidores seletivos de recaptura de noradrenalina

ISRS Inibidores seletivos de recaptura de serotonina

ISRSN Inibidores seletivos de recaptura de noradrenalina e serotonina
LD Limite de deteccédo

LLE Extracao liquido-liquido (do inglés, Liquid-Liquid extraction)
LQ Limite de Quantificacédo

MQ Média Quadratica

NE Noradrenalina

OECD Organization for Economic Co-operation and Development
PCZ Ponto de carga zero

PE Ponto de ebulicdo

pH Potencial hidrogenidnico

POPs Poluentes organicos persistentes

QUEChERS Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe.

R2 Coeficiente de determinacéao

RALF Reator anaerobio de leito fluidificado

RSD Desvio padrao relativo

SER Sertralina

SPE Extracdo em fase sélida Microextracdo (do inglés, Solid-phase

extraction)

SPME Microextracdo em fase sdlida (do inglés, Solid-phase Microextraction)
SQ Soma Quadratica
UPLC cromatografia liquida de ultra eficiéncia (do inglés, Ultra Performance

Liquid Chromatography)

USEPA United States Environmental Protection Agency
uv Ultravioleta
UV-VIS Ultravioleta-visivel

VEN Venlafaxina



SUMARIO

INTRODUGAQ GERAL ....ocveviieeieieeeeee ettt 1
OBUJETIVOS ...t e e e e 3
OBJETIVO GERAL ... 3
OBJETIVOS ESPECIFICOS ..ottt 3

CAPITULO 1 - OCORRENCIA DE FARMACOS ANTIDEPRESSIVOS NO MEIO

AMBIENTE - REVISAQ .....ooiiiiiiie ettt ettt sttt ettt 5
RESUMO . .. et e e e e et e e e e e e e e an e e e nn s 6
AB ST R A CT e et e e e e e e 7
1.1 INTRODUGAO ..ottt 8
1.2 FARMACOS COMO POLUENTES EMERGENTES .......ooovioviiecieeeceece e, 9
1.2.1 Rotas de dispersao de farmacos N0 ambiente ..............ccoovvvvviiiiieeeeeeeeeeiviinnn, 11
1.2.2 Farmacovigilancia Ambiental..............cccoooiiiiiiiiiii e 12
1.2.3 Os Antidepressivos NO Meio AMDIENTE ...........uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee 13

1.2.3.1 Principais classes de antidepressivos e suas caracteristicas farmacolégicas

.................................................................................................................................. 14
1.2.3.2 Os antidepressivos nas matrizes ambientais ...........ccccoooeeviiiiiiiincvein, 19
1.2.3.3 Perfil @COtOXICOIOGICO.....uuuniiiieiiiieecc e 21

1.3 METODOLOGIAS ANALITICAS PARA ESTUDO DE POLUENTES
EMERGENTES ...ttt ettt e e e e e eennnes 24

1.3.1 Principais técnicas cromatograficas aplicadas a analise de farmacos em

MALNIZES AMDIENTAIS . ..eeinee e e e e 25
1.4 CONSIDERAQOES FIN LS o e e e 29

REFERENCIAS ....cee oo et e et e e e e et e e e et e e e e e et e e e e e et e e e e aernnes 30



CAPITULO 2 - CAFEINA COMO MARCADOR ANTROPICO DE POLUICAO -

REVISAD ...ttt s ettt ettt 42
RESUMO . ..ot e e e e e e naaas 43
AB ST R A CT e et e e 44
2.1 INTRODUGAO ...t 45
2.2 MARCADORES ANTROPICOS DE POLUICAO.........cccciiieeeiieeecees e, 46
2.2. 1 ESEEIOIS ..eeeeieieeeeeeee ettt e e e e e e e as 47
2.2.2 Hidrocarbonetos Poliaromaticos (HPAS) .......ooovvviiiiiiiieeeeeeeeiiie e, 51
2.3 A CAFEINA COMO MARCADOR DE POLUICAO ANTROPOGENICA.............. 53
2.3.1 Persisténcia da cafeina n0s compartimentos ...........coovviiviiiiiiieeeene e 54
2.3.2 Ocorréncia antropogénica de cafeina no meio ambiente ................ccceevvvvvnnnnnn. 56

2.3.3 Metodologias analiticas empregadas nos estudos da cafeina como marcador

A POIUIGAOD. ... 60
2.4 CONSIDERAGOES FINAIS ..ot en e en s 61
CAPITULO 3 - MATERIAIS E METODOS GERAIS
.................................................................................................................................. 70
3.1 REAGENTES, PADROES E SOLUGOES........ccoov oo 71
3.2 INSTRUMENTAGAO ..ottt 72
3.3 CONDICOES CROMATOGRAFICAS ......coevveieteeeeeeeee e 72

CAPITULO 4 - OBTENCAO DAS AMOSTRAS E CARACTERIZACAO DAS
MATRIZES ...ttt e e e et et e e e e e e e e eennnes 74

4.1 COLETAS E PREPARO DAS AMOSTRAS DE LODO DE ESGOTO E
SEDIMENTOS . ..ot 75

4.2 CARACTERIZACOES DAS MATRIZES LODO DE ESGOTO E SEDIMENTOS 79

4.2.1 ANAIISES FiSICO-QUIMICAS.....cciviirriiiiii e e e eeee et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 79



4.2.2 Espectroscopia Infravermelno ... 81

REFERENCIAS ...ttt e e e eennnes 84

CAPITULO 5 - OTIMIZACAO DE UM METODO PARA EXTRACAO DE CAFEINA E
ANTIDEPRESSIVOS RESIDUAIS EM SEDIMENTO E LODO DE ESGOTO

EMPREGANDO DELINEAMENTO EXPERIMENTAL ......covovivevieeereeeeeeesee e, 86
RESUMO ..ottt ee ettt n s s s s s s en s st st 87
ABSTRACT ...t en e e ettt s ettt ettt neneeas 88
5.1 INTRODUGAO ...t 89
5.2 MATERIAIS E METODOS.........cooiieiieeece et eteee e s s sen e en s 91

5.2.1 Otimizacdo da composicdo da fase extratora empregando delineamento

S ] 0] SN T o= 1 (0] [0 [ 91

5.2.2 Otimizacdo da variaveis pH, volume de solvente e numero de extracdes

empregando DCCR ... 92
5.2.3 Andlise estatistica e otimizacdo das condicGes experimentais ........................ 93
5.2.3 ProtoCOI0 d€ EXITACA0. ... ..uuiiiieeeeeieeee et e e e e e e 94
5.3 RESULTADOS E DISCUSSAOD......ccuiiuiiiiieecie et ee ettt 95
5.3.1 Quantificacdo e recuperacao dos analitoS.............cceevveeeeiiiieeiiiiiiiee e, 95

5.3.2 Andlise estatistica dos resultados obtidos a partir do planejamento de mistura

simplex-centroide para otimizagédo da fase extratora em sedimento e lodo de esgoto

5.3.3 Analise estatistica dos resultados obtidos a partir do delineamento composto
central rotacional (DCCR) 23 para otimizag&o das variaveis pH, volume de solvente e

namero de extracdes em sedimento e 10do de eSgOt0..........uuuuuurviimriiimiiiiiiiiiiiiinnns 115
5.4 CONCLUSOES ..ottt 131

REFE REN CIAS ... oot 132



CAPITULO 6 - PESQUISA DE CAFEINA E ANTIDEPRESSIVOS COMUMENTE
PRESCRITOS EM LODO DE ESTACOES DE TRATAMENTO DE ESGOTOS E

SEDIMENTOS DE AGUA DOCE .......coiiiiiiieieiece ettt 136
RESUMO . .. e e e e e e ennaas 137
AB ST R A CT et e et e e et et e e e e a e e e e aa e e eera e aeee 138
6.1 INTRODUGAOD ...ttt 139
6.2 MATERIAIS E METODOS........ooiiieiiecteeeeeieete e ettt ettt 140
(SO R =l (o) (o ToTo] [ Jo (ST b q 1 = Tox= Lo IO 140
6.2.2 EStUdOo dO efeito MALriZ........cooeieeeeeeeeeee e 141
6.2.3 ValIdAGAO0......cc e e 141
(SR N o] [To=Tox= To Jo [0 1N 4 1=] (oo o S 143
6.3 RESULTADOS E DISCUSSAOD. .....cciiuiiieciecieieeeeteee et st ete et 143
6.3.1 Ef€It0 MALIIZ .o 143

6.3.2 Validacgdo do método CLAE-PDA para determinacdo simultdnea dos

antidepressivos e cafeina em sedimentos e lodos de esgoto usando adi¢cdo padrao

6.3.3 Aplicagdo do método em amostras de sedimentos e lodos de esgoto da regido

do Reservatério de Itaipu, Parana, Brasil...........cccccceeeeiiiiii 153
6.4 CONCLUSODES ...ttt ettt ettt e e, 158
REFERENCIAS ...ttt et e e e et e e e e et e e e e 159

CAPITULO 7 - ESTUDO DE DEGRADACAO DE ANTIDEPRESSIVOS RESIDUAIS

E CAFEINA EMPREGANDO FOTOLISE DIRETA ....ooiviiieeeeeeeeesee e 163
RESUMO ..ottt n s s s s s e e 164
ABSTRACT ...t n s s e e ettt ettt 165
7L INTRODUGAO ...ttt e e 166
7.2 MATERIAIS E METODOS........coiieeeeeeeeteeeeete e e sn s s s enen e e 167

.21 INSITUMEBNTAL. ... e e e 168



7.2.2 Otimizacao das condicdes de fOtOliSe .........ooocuuviiiiiiiiiiiiiie e 168

7.2.3 Experimentos de fotodegradagao...........ccooeeeeeeeeee e 169
7.2.4 Cinética de FOtodegradacao .............eiiiiieeiieieiiiiii e ee e 170
7.3 RESULTADOS E DISCUSSAOD. .....cciiuiieeeiecteeeeeee e ee et ete e ete et 172
7.3.1 Avaliacao eSpectrOfOtOMEBLIICA .........ueeviiieeiiiiiiiiiiiiee e 172

7.3.2 Otimizacdo das condi¢Oes de fotodegradagdo empregando delineamento 22

COM PONEOS CENIIAIS ... .ceiieieiiiiie e e e e e e et e e e e e e e et e e e e e e e e e e e et e e e e e e e eeeeennnnnaes 175

7.3.3 Estudo de degradacao por fotdlise direta empregando lampada de vapor de

mercurio de alta PreSSA0 € IUZ SO ........ccouai it 180

7.3.3.1 Estudo dos produtos de degradacédo em solugédo aquosa empregando fotélise
=1 ()11 = | PP 183

7.3.3.2 Cinética de fotodegradacdo em solucdo aquosa e esgoto empregando

radiacao artificial @ IUZ SOIAr .............uuiiiiii 194
7.4 CONCLUSOES ..ottt 202
REFERENCIAS ...ttt ettt ettt ettt ettt et ae et enns 203

CAPITULO 8 - ESTUDO DE SORCAO E DESSORCAO DE ANTIDEPRESSIVOS
RESIDUAIS E CAFEINA EM SEDIMENTOS DE AGUA DOCE E LODO DE

ESTACAO DE TRATAMENTO .....oviiiiiiieeceeee ettt 208
RESUMO . ..ot e e ettt e e e e e e e n e aeennans 209
AB ST R A CT et e et e et e e e e e e aa e e e era e aeee 210
8.1 INTRODUGAOD .......oieeeeeeeeeeeee ettt e e eaenn s 211
8.2 MATERIAIS E METODOS......ccuiiiiieee et ettt aneas 214
8.2.1 Determinacao do ponto de carga zero (PCZ)......ccoovvveiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeiiinnn 215
8.2.2 Ensaios de sorcao e dessorgdo em sedimento e lodo de esgoto................... 215

8.2.2.1 Cinética de sorcédo dos antidepressivos residuais e cafeina em sedimento e

[oTe [ J0 (=T = o o) (o TSR 216



8.2.2.2 Estudo do equilibrio de sor¢cdo dos antidepressivos residuais e cafeina em
sedimento € 10d0 A€ E€SGOLO .......ccovviiiiiiiiiiiiiiie e 217

8.2.2.3 Determinacado dos coeficientes de SOIrCa0.........ccevvveeeeveiveiiiiiiiie e ee e, 218

8.2.2.4 Avaliacdo da dessorcdo dos antidepressivos residuais e cafeina em

sedimento € 10d0 A€ ESGOLO ........cceviiiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 218
8.3 RESULTADOS E DISCUSSAO.......coieeteieeeeeeeeete e 220
8.3.1 Ponto de carga Z€ro (PCZ)......cooveeieiii et 220

8.3.2 Cinética de sorcdo dos antidepressivos residuais e cafeina em sedimento e

|OTO B ESGOTO ...t 221

8.3.3 Estudo do equilibrio de sor¢do dos antidepressivos residuais e cafeina em

sedimento € [0d0 A€ ESQOLO .......ccoiiiiiiiiiii e e 226

8.3.3.1 Coeficientes de distribuicdo dos antidepressivos residuais e cafeina em

sedimento € 10d0 A€ ESGOTO ........cceviiiiiiiiiiiiiie e 230

8.3.4 Estudo de dessorcdo dos antidepressivos residuais e cafeina em sedimento e

[oTo [ Jo (=TT T (o) (o T URRPPPRPRPN 233
8.4 CONCLUSOES ... ettt 237
REFERENCIAS ... e ettt 239
CONCLUSAOD GERAL ... e e 244

APENDICE A - CROMATOGRAMAS USADOS NA AVALIACAO DA
SELETIVIDADE DO METODO ......oiiiiiiiieeieeeeeee ettt 247

APENDICE B - CROMATOGRAMAS OBTIDOS NA APLICACAO DO METODO
NAS AMOSTRAS DE LODO E SEDIMENTO .....coiiiiiiiiiiiiee e 252

APENDICE C - AJUSTE NAO LINEAR DOS DADOS EXPERIMENTAIS AOS
MODELOS DE ISOTERMA DE ADSORCAO.........cccoeieeeeeeeeee e, 261

APENDICE D - CURVAS PARA OBTECAO DO COEFICIENTE DE DISTRIBUICAO
(Kg) EXPERIMENTAL ... 264



APENDICE E- AJUSTE NAO LINEAR DOS DADOS EXPERIMENTAIS A
ISOTERMA DE FREUNDLICH PARA A DESSORCAO DOS ANALITOS ............ 267



INTRODUCAO GERAL

A ocorréncia de poluentes emergentes € uma realidade e necessita de
atencao, pois se trata de um tema de grande relevancia ambiental com impacto
direto sobre os ecossistemas.

O desenvolvimento de bens e servigos resulta na insercdo de inumeros
compostos xenobiontes nos compartimentos ambientais. Especificamente sobre os
farmacos, tendo em vista seus amplos usos em diversas terapias, ha uma crescente
preocupacdo com seus efeitos sobre a biota. Por outro lado, a auséncia de
informacBes sobre o transporte e o comportamento dessas substancias no meio
ambiente, bem como o desenvolvimento de competéncias analiticas para sua
deteccao e quantificacéo, representa uma lacuna a ser preenchida.

No Capitulol é apresentada uma revisdo da literatura atual sobre a
ocorréncia, deteccdo e farmacovigilancia ambiental dos antidepressivos residuais
nos compartimentos agua, lodo, sedimento e esgoto.

O Capitulo 2 contempla a utilizacdo de marcadores antropogénicos de
poluicdo, como a cafeina, para auxilio no estudo de poluentes emergentes tendo em
vista a grande variedade de classes de compostos e a dificuldade no monitoramento
individual.

Os capitulos 3 e 4 referem-se respectivamente aos métodos gerais utilizados
ao longo dos estudos propostos e na descricdo dos procedimentos de coleta e
tratamento das amostras de sedimento e lodo de esgoto, bem como a
caracterizagao fisico-quimica das matrizes investigadas.

Uma etapa decisiva e limitante nos estudos de monitoramento de poluentes
residuais como os antidepressivos e a cafeina é a extracdo. O desenvolvimento de
uma metodologia para estudo desses microcontaminantes, baseada em extracao
por solventes auxiliada por ultrassom e micro-ondas, e sua otimizagao empregando
delineamentos experimentais e ferramentas quimiométricas sdo apresentados no
Capitulo 5.

O Capitulo 6 é composto pelo estudo de validacdo do método de extracao e
de determinacao propostos, bem como sua aplicacdo em amostras reais, utilizando

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com detector de arranjo de fotodiodos



(PDA). Foram realizadas determinagbes em amostras de lodo de esgoto e
sedimentos coletados na regido do Reservatorio de Usina Hidrelétrica de Itaipu
(Parana, Brasil).

Ao serem introduzidos no ambiente, os micropoluentes sdo expostos a
diferentes processos capazes de modifica-los ou acumula-los nos compartimentos.
A incidéncia de radiacdo ultravioleta do sol em lagos e em alguns sistemas de
tratamento se configura como uma fonte em potencial para a ocorréncia desses
processos e, portanto, de grande relevancia. O Capitulo 7 compreende um estudo
de fotodegradacdo da cafeina e dos antidepressivos investigados aplicando fontes
artificiais e naturais de radiacdo UV, tendo em vista a avaliagdo da susceptibilidade
dos analitos a fotdlise como mecanismo natural de eliminacdo e alternativa de
tratamento avancado para esgotos domesticos.

Por fim, no Capitulo 8, foi verificada a interacdo dos micropoluentes
pesquisados com os compartimentos lodo de esgoto e sedimentos, visto que hd uma
tendéncia, baseada na estrutura quimica dos farmacos, que sugere afinidade por
meios mais hidrofébicos. Foram realizados estudos de sorcdo e dessorcdo em
batelada com o intuito de se conhecer a particdo e avaliar a possibilidade de

acumulo nas matrizes investigadas.



OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Esta pesquisa teve como proposta contribuir para o estudo de antidepressivos
residuais, pertencentes a classe dos farmacos psicoativos e da cafeina,
fundamentando-se no desenvolvimento de metodologia analitica para determinagéo
destes compostos nas matrizes lodo de esgoto e sedimentos, bem como a
realizacdo de estudos de degradacdo e sorcdo com o intuito de subsidiar
informacdes sobre possiveis transformacfes e a particdo nos compartimentos

estudados.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Desenvolver e otimizar metodologia de extracdo de cafeina e dos
antidepressivos venlafaxina, citalopram, fluoxetina, sertralina e amitriptilina em
sedimentos e lodos de esgoto;

b) Desenvolver um método simples e rapido para determinacdo dos analitos
propostos por CLAE-PDA,;

c) Validar e aplicar o método de extracdo e de anélise por CLAE-PDA propostos
para determinacdo dos analitos em amostras de lodo e sedimento
provenientes da regiao do Reservatoério de Itaipu;

d) Estudar a susceptibilidade dos analitos aos processos de fotélise natural e
artificial, tendo em vista a degradagéo no ambiente aquatico pela luz solar e a
possibilidade de tratamento baseado na irradiacao artificial do esgoto;

e) Avaliar a particdo dos analitos por meio do estudo de sor¢céo e dessorcédo nas
matrizes lodo de esgoto e sedimentos, visando indicar o compartimento de
maior aporte dos farmacos estudados e suas mobilidades.
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OCORRENCIA DE FARMACOS ANTIDEPRESSIVOS NO MEIO
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RESUMO

A identificacdo de poluentes emergentes em matrizes ambientais tem se tornado
cada vez mais frequente. Dentre esses poluentes, a presenca de farmacos tem
grande relevancia, pois essa categoria de contaminantes inclui um grande namero
de substancias ativas amplamente consumidas no mundo todo. Os medicamentos
neuroativos, como o0s antidepressivos, apresentaram significativo aumento na
prescricdo e consumo nas Ultimas décadas. Esses medicamentos apresentam agéo
direta sobre o sistema nervoso e sdo apontados como de grande preocupacao
ambiental, pois estudos tém verificado sua presenca em esta¢cOes de tratamento de
efluentes, em aguas superficiais, sedimentos e em tecidos de organismos aquaticos.
As pesquisas ambientais envolvendo farmacos estdo ligadas a sua baixa
biodegradabilidade e sua persisténcia ho ambiente, com o risco em potencial de
efeitos ecotoxicologicos. Este capitulo revisa os dados da literatura relacionados a
ocorréncia ambiental de farmacos, com enfoque na distribuicdo dos antidepressivos,
bem como seus efeitos nos organismos ndo alvos a estes compostos. Além disso,
contribui para a literatura cientifica abordando as técnicas analiticas mais difundidas
neste segmento de pesquisa, bem como a necessidade de estudos mais
abrangentes focados na deteccdo, destino, transporte e elucidacdo dos possiveis
efeitos causados por medicamentos residuais no meio ambiente.

Palavras-chave: Determinacdo de Antidepressivos; Poluentes emergentes,
Ecotoxicologia.
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ABSTRACT

Lately, the identification of emerging pollutants in environmental matrices has
become frequent. Among these pollutants, the presence of drugs is highly relevant,
because these categories of contaminants comprised thousands of active
substances highly consumed worldwide. In the last decades, there has been a
significant increase in the prescription and consumption of neuroactive drugs, such
as antidepressants, and due to their direct action on the nervous system, neuroactive
drugs are cited as a major environmental concern. Several studies have reported the
presence of neuroactive drugs in wastewater treatment plants, surface waters,
sediments and tissues of aquatic organisms. Environmental researches involving
drugs are linked to their low biodegradability and persistence in the environment, with
the potential risk of ecotoxicological effects. This paper reviews the literature related
to environmental occurrence of pharmaceuticals, focusing on antidepressants
incidence as well as their effects on non- target organisms. Moreover, it contributes
to the scientific literature addressing the most widespread analytical techniques in
this research field as well as the need for more comprehensive studies focused in
detection, destination, distribution and elucidation of the likely effects caused by
residual drugs in the environment.

Key-words: Determination of Antidepressants; Emerging pollutants; Ecotoxicology.
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1.1 INTRODUCAO

Em decorréncia do crescimento populacional e da elevada demanda por
servicos e produtos, existe a intensificagdo nos processos de desenvolvimento de
novos compostos. Com isso, diversas substancias, até entdo despercebidas ou
consideradas inofensivas passam a figurar como de grande importancia no cenario
das preocupacfes ambientais.

Partindo dessa preocupacgéo, a denominacdo de poluentes emergentes vem
sendo colocada na atualidade como uma maneira de analisar estes compostos, no
sentido de chamar a atencao quanto aos riscos a saude dos ecossistemas. Quando
ha possibilidade de interacdo destes compostos com o sistema enddcrino dos seres
vivos emprega-se o termo perturbadores endocrinos.

Tais fatos tém despertado o interesse da comunidade cientifica, que vem
buscando detectar e monitorar a presenca destes novos poluentes em diversas
matrizes, com atencéo especial as aguas residuarias e de abastecimento (MARTIN
et al., 2012; RODIL et al., 2012).

Especificamente quanto aos farmacos, anualmente, uma grade quantidade é
produzida e consumida em todo o mundo (RUNNQVIST et al., 2010). Em meio a
esta realidade existe a crescente preocupacao quanto ao descarte inadequado dos
residuos gerados pela industria farmacéutica e também da presenca de metabdlitos
ou estruturas intactas destes medicamentos provenientes do consumo humano no
meio ambiente (TOURAUD et al., 2011; VAZQUEZ-ROIG et al., 2012).

Nesse sentido, os primeiros estudos sobre a presenca de farmacos no
ambiente datam da década de 70, mediante a andlise de &aguas residuarias de
Estacdes de Tratamento de Esgotos (ETEs), nos Estados Unidos (CRESTANA e
SILVA, 2011). Desde entéo, diversos estudos pontuais tém sido realizados com o
intuito de iniciar os trabalhos de detec¢éo e monitoramento da presenca de residuos
de farmacos em corpos hidricos, em varias partes do mundo (KUMMERER, 2001;
CARBALLA et al., 2004; BROWN et al., 2006; GULKOWSKA et al., 2007; XU et al.,
2007).

Em meio as diversas categorias de farmacos, os antidepressivos estéao entre

0S gque tém apresentado maior aumento do consumo nos ultimos anos (HANSEN et
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al., 2007). Assim como os demais poluentes emergentes de origem farmacologica,
sua influéncia ecotoxicoldégica € praticamente desconhecida, necessitando de
investigacao e elucidacdo quanto aos seus comportamentos e efeitos.

Sendo assim, a proposta deste capitulo de revisdo é contribuir na discusséo
sobre a presenca de farmacos antidepressivos no meio ambiente focando estudos ja
realizados ou em andamento. Nesta revisdo, serdo abordados trabalhos que
englobam aspectos de monitoramento, deteccdo, tratamento e potencial
ecotoxicoldgico, tendo em vista as diferentes matrizes ambientais nas quais estes

poluentes podem estar presentes.

1.2 FARMACOS COMO POLUENTES EMERGENTES

Poluentes emergentes referem-se a qualquer composto quimico presente
numa variedade de produtos comerciais que podem ser encontrados em matrizes
ambientais e biologicas. Ndo sdo usualmente monitorados ou ainda ndo possuem
regulamentacdo legal quanto ao descarte e presenca no ambiente, contudo
apresentam risco potencial a saltde humana e ao meio ambiente (KUSTER et al.,
2008a; b).

Dentre os contaminantes emergentes existem alguns grupos especificos que
merecem atencao por apresentarem potencial de interagdo com 0s organismos e
que mesmo em baixissimas concentracdes podem provocar efeitos nos seres vivos.
Figuram nestes segmentos os farmacos, defensivos agricolas, horménios e produtos
de higiene pessoal. Os principais grupos de substancias, apontadas em pesquisas
recentes como agentes em potenciais de contaminacdo dos ecossistemas, Sao
listados na Tabela 1.1.

Tomando os residuos medicamentosos como foco de interesse no estudo
dos contaminantes emergentes, podemos conceber os farmacos como uma grande
familia de compostos com finalidades terapéuticas que apresentam grande
variedade em consumo e prescricdo. Os principais grupos incluem antipiréticos,
analgésicos, reguladores lipidicos, antibidticos, antidepressivos, agentes

quimioterapicos, drogas contraceptivas e outros mais. Entre essas classes, as mais
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impactantes sdo antibioticos (76,6%), hormdnios (73,6%) e antidepressivos (69,4%),

sendo que os respectivos valores correspondem aos percentuais de farmacos de
cada classe com inerente risco ambiental (BOUND, KITSOU e VOULVOULIS, 2006).

Tabela 1.1 - Principais poluentes emergentes estudados em matrizes ambientais.

Grupo Matriz ambiental Referéncia
Pesticidas Agua superficial; SACHER et al., (2001); KOPLIN et al.,
Agua de abastecimento; (2002); BRUCE, PLEUS e SNYDER,
Agua subterranea; (2010); FILIZOLA et al., (2002);
Solos; CAVALCANTE et al., (2012);
LAZARTIGUES et al., (2011); YANG et
al., (2013); NOMEN et al., (2012).
Farmacos Agua de abastecimento; FRAM e BELITZ, (2011); BENOTTI e
Estacdes de tratamento de SNYDER, (2009); PHILLIPS et al,
esgoto; (2010); RUNNQVIST et al., (2010);
Agua superficial; VALCARCEL et al., (2011); LAPWORTH
Sedimentos. et al.,, (2012); JURADO et al., (2012);
JELIC et al.,, (2011); MICHAEL et al.,
(2013); VERLICCHI, AL AUKIDY e
ZAMBELLO, (2012); MARTIN et al.,
(2012); FANG et al., (2012); BEHERA et
al., (2011); DEVIER et al., (2013);
STUMPF et al., (1999); BROZINSKI et
al., (2013); THOMAS e HILTON, (2004);
WANG et al., (2011); DA SILVA et al.,
(2011)
Produtos de Agua superficial; BRAUSCH e RAND, (2011); GOUIN et

higiene pessoal

esgoto;
Agua de abastecimento.

al., (2012); HEDGESPETH et al., (2012);
YU, WU e CHANG, (2013); KUMAR e
XAGORARAKI, (2010);

Hormonios

Agua superficial;
Estacdes de tratamento de
esgoto.

WOLZ et al, (2011); BEHERA et al.,
(2011); DEVIER et al., (2013); GROVER
et al, (2011); HUERTA-FONTELA,
GALCERAN e VENTURA, (2011),
VULLIET, CREN-OLIVE e GRENIER-
LOUSTALOT, (2011); KLEYWEGT et al.,
(2011); ZHENG et al.,, (2012); DE
GRAAFF et al.,, (2011); AUFARTOVA et
al,, (2011).

Atendo-nos aos contaminantes que

tem relacdo direta a este segmento,

além dos horménios e os antibidticos, cujas pesquisas vém despontando de modo

mais abrangente dentro da literatura de contaminantes emergentes, existem outras

substancias que necessitam de atencdo, como os antidepressivos (KUMMERER,
2001; BILA e DEZOTTI, 2003). Com isso, devido a caréncia de estudos e pesquisas,

0s possiveis danos sédo baseados em previsdes ou comparacdo a outras classes.

10
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1.2.1 Rotas de dispersao de farmacos no ambiente

A introducédo dos residuos farmacologicos no meio ambiente é centrada em
dois processos distintos, sendo um deles o descarte direto da industria farmacéutica
e 0 outro inerente ao metabolismo dos individuos pds-ingestédo durante o tratamento
medicamentoso.

No caso da contribuicdo gerada pelo consumo humano e agropecuario, 0s
compostos farmacoldgicos sao parcialmente metabolizados e excretados na urina e
fezes. Subsequentemente s&o lancados diretamente no ambiente ou entram nas
estacdes de tratamento de esgoto onde sdo processados, juntamente com outros
constituintes organicos e inorganicos das aguas residuarias (TOURAUD et al.,
2011).

Pesquisas preliminares tem mostrado que alguns desses farmacos ndo séo
completamente removidos, uma vez que sdo desenvolvidos para ser persistentes,
mantendo suas propriedades quimicas o bastante para servir a um propdésito
terapéutico (BILA e DEZOTTI, 2003; VERLICCHI, AL AUKIDY e ZAMBELLO, 2012).

Assim, tais compostos, ndo sao completamente eliminados durante o
processo convencional de tratamento dos esgotos, pois as esta¢cbes geralmente sao
equipadas com unidades focadas na remocao de contaminantes convencionais em
niveis de concentracdo da ordem de mg L. Farmacos por sua vez, requerem
tecnologias capazes de alcancar teores de pg L™* a ng L™ e como resultado, s&o
encontrados em aguas superficiais e subterraneas, bem como nos sedimentos (LE-
MINH et al., 2010; ZIYLAN e INCE, 2011).

Os sitios de ocorréncia ambiental de farmacos podem ser divididos em cinco
grupos principais (COMORETTO e CHIRON, 2005; BOUND, KITSOU e
VOULVOULIS, 2006):

a) aguas de lencois freaticos: por infiltracdo de linhas de esgoto ou efluentes;

b) dguas de rios: por despejo de esgoto domeéstico ou industrial ou rural
guando transportado do solo pelas chuvas;

c) aguas oceanicas: por despejo de esgoto doméstico ou dos préprios rios;

d) sedimentos: pela deposicao de espécies ativas insoluveis;

e) solo: pelo despejo urbano inadequado ou do uso rural.

11
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Estudos apontam que 30% de todos os farmacos desenvolvidos sé&o
lipofilicos (hidrossolubilidade < 10%) e sedimentam em ambientes aquaticos ou sao
transferidos para fase bidtica (SORENSEN et al., 1998).

Na Figura 1.1 é apresentada uma das possiveis rotas para a dispersao de

farmacos no ambiente.

| Aplicacio | | Produgin
Wedicina Medicina Aguiculiura Indistria
Velerinaria Humana

| Excrecdo I J
! b r
[ Esterco | l Esgoto l_ Sedimento |
i b
| Solo | | ETE L Alerro Estaciao de
l" Samtario ratamemnto
de efluentes
industriais
™y -y
AR iy
| Agua de Subsolo l""[ Aguas Superficiais I""

| Estagio de Tratamento de Agua ]—' Agua Potavel

Figura 1.1 - Possiveis rotas de dispersado de farmacos no ambiente
FONTE: HEBERER (2002); BILA e DEZOTTI (2003)

Cabe ressaltar que as possiveis vias de contaminacdo ambiental
relacionando farmacos e seus metabdlitos, compreendem tanto a zona urbana
quanto a rural. No meio urbano estdo diretamente ligadas a medicamentos de uso
humano. Por sua vez, na zona rural, estdo associados predominantemente, a
medicamentos de uso veterinario, os quais podem ser utilizados para fins diversos
na cadeia produtiva (GIL e MATHIAS, 2005).

1.2.2 Farmacovigilancia Ambiental

A ocorréncia de farmacos residuais no meio ambiente pode apresentar

efeitos adversos em organismos aquaticos e terrestres. Pouco se sabe sobre o
12
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destino e o comportamento dessas substancias no ambiente, assim como ndo esta
claro quais organismos sdo mais afetados e em que grau, ja que alguns desses
efeitos podem ser observados em concentracdes na ordem de ng L™ (JORGENSEN
e HALLING-SORENSEN, 2000).

Tendo em vista as possiveis rotas de exposicdo ambiental, a concepcéo de
gue sédo planejados para que tenham boa estabilidade ou meia vida prolongada e
somando outras propriedades fisico-quimicas, estas substancias possuem elevada
tendéncia a bioacumulacdo. As possibilidades de supostos efeitos transitam entre os
genotdxicos, mutagénicos, alteracdes no desenvolvimento e na aquisicdo de
resisténcia por organismos patogénicos contra os tratamentos comumente aplicados
(BERGER, PETERSEN e BUNINGPFAUE, 1986; MANDAL e SUZUKI, 2002; GIL e
MATHIAS, 2005).

Atualmente, dois tépicos sobre o efeito desses farmacos no meio ambiente
séo os mais discutidos. O desenvolvimento de resisténcia bacteriana aos antibioticos
e avaliacbes de perturbacdes no sistema endocrino por substancias como
estrogénios (BERGER, PETERSEN e BUNINGPFAUE, 1986; MANDAL e SUZUKI,
2002; GIL e MATHIAS, 2005).

1.2.3 Os Antidepressivos No Meio Ambiente

Na década de 50 foram descobertos o0s primeiros farmacos
antidepressivos, tornando possivel o tratamento de pacientes com depressao
(LOPEZ-MUNOZ e ALAMO, 2009). Com o crescente quadro de estresse na
sociedade moderna, estes medicamentos passam a ocupar posi¢cdo de destaque
entre as classes de maior sucesso de comercializacdo, com 0 numero de novas
receitas sendo superado anualmente (DEVANE, 1999). Pesquisas estimam que o
aumento no consumo ultrapasse 60% na Uultima década, principalmente no
continente europeu (SILVA et al.,, 2012). O Brasil ndo difere deste quadro, sendo
considerado na atualidade um dos maiores mercados mundiais no consumo
antidepressivos.

Em geral estes medicamentos apresentam meia-vida longa, permitindo a

sua utilizacdo em dose Unica diaria, com efeito sedativo (uso preferencial noturno)

13
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e efeitos que aumentem o estado de alerta (uso preferencial pela manha). As
doses iniciais devem ser menores, podendo ser aumentadas até a obtencdo dos
efeitos desejados, ou até que o aparecimento de efeitos adversos exija sua
reducdo (GRAEFF e GUIMARAES, 2001).

As implicagbes ambientais do uso cada vez mais elevado desta categoria
de farmacos e os requisitos de doses mais significativas para respostas nos
paciente comecam a ser percebidos em estudos envolvendo poluentes
emergentes. Com isso, drogas antidepressivas estdo entre 0s contaminantes
detectados com maior frequéncia em trabalhos pioneiros no Canada, Estados
Unidos, e em outros paises ao redor do mundo (CALISTO e ESTEVES, 2009;
SCHULTZ et al., 2010; LAJEUNESSE et al., 2011).

Para evitar a presenca destes poluentes no meio ambiente, e por extensao a
exposi¢cdo dos organismos mesmo em baixas concentragdes, faz-se necesséario o
desenvolvimento de métodos de reducdo e remediacdo destes compostos mediante
a adequacdo das estacbes de tratamento, bem como o desenvolvimento de

metodologias analiticas adequadas ao seu monitoramento e deteccao.

1.2.3.1 Principais classes de antidepressivos e suas caracteristicas farmacolégicas

Os critérios para a classificacdo de antidepressivos e seu agrupamento em
categorias, sdo definidos de acordo sua farmacocinética, estrutura quimica e linhas
de acao sobre o sistema nervoso.

Até a década de 80 havia duas classes de antidepressivos, os triciclicos
(ADTs) e os inibidores de monoaminoxidase (IMAOs). Com o crescimento dos
sintomas clinicos da depressédo e 0s avangos no campo cientifico, novas classes
foram obtidas, a partir da pesquisa de moléculas desprovidas dos efeitos adversos
dos classicos ADTs e IMAOs, sendo denominados antidepressivos da nova
geracdo, ou antidepressivos nao tricicicos (MORENO, MORENO e SOARES,
1999).

Apesar dos avancos obtidos ao logo dos anos a acdo completa e adequada
do funcionamento dos antidepressivos ndo é totalmente conhecida. A cerca disso,
pesquisadores destas substancias se baseiam em hipOteses para entender seu

14
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mecanismo de acdo (STAHL, 1998).

Na Tabela 1.2 sdo apresentadas as principais categorias de farmacos de

uso comercial, aplicados no tratamento dos diversos casos de depressdo. Para

exemplificar a relacdo entre estrutura quimica dos antidepressivos e sua acdo no

sistema nervoso central alguns desses compostos estdo representadas na Figura

1.2.

Tabela 1.2 - Classes de antidepressivos e suas caracteristicas.

Classe

Representantes

Informacg®es relevantes

Inibidores da monoaminoxidase (IMAO)

Nao seletivos e

Irreversiveis
Iproniazida
Isocarboxazida
Tranilcipromina
Fenelzina

Seletivos e

Irreversiveis
Clorgilina
(MAO-A)

Seletivos e

Reversiveis
Brofaromina
Moclobemida
Toloxatona
Befloxatona

e Utilizacdo em casos especificos ja que possuem
restricbes alimentares;

eIndicados para sintomas antidepressivos que néo
respondam aos tratamentos convencionais;

¢ Inibem a atividade da enzima monoaminoxidase (MAQO)
0 que resulta em aumento na concentracdo desses
neurotransmissores nos locais de armazenamento no
sistema nervoso central e no sistema nervoso simpatico;

¢ S30 bem absorvidos pelo trato gastrintestinal, sofrem
biotransformacdo hepética rapida por oxidagdo e
possivelmente tém metabdlitos ativos.

Inibidores nédo seletivos de
recaptura de monoaminas (ADTS)

Inibicdo mista de

recaptura de 5-

HT/NE
Imipramina
Desipramina
Clomipramina
Amitriptilina
Nortriptilina
Doxepina
Maprotilina

¢ Blogueiam a recaptura de monoaminas, principalmente
norepinefrina e serotonina;

e Indicados apenas em casos extremos de depresséo,
guando os demais grupos néo surtem efeitos;

e A atividade pés-sinaptica varia de acordo com o sistema
neurotransmissor envolvido e geralmente é responsavel
pelos efeitos colaterais;

¢O mecanismo de acdo exato nao esta totalmente
elucidado. Sabe-se que promovem agudamente aumento
na eficiéncia da transmissdo monoaminérgica;

e Sd0 absorvidos completamente pelo trato
gastrintestinal, metabolizados em grande parte (55% a
80%) pelo efeito de primeira passagem.

15
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Inibidores seletivos de recaptura de

serotonina (ISRS)

Fluoxetina
Paroxetina
Sertralina
Citalopram
Fluvoxamina

¢ S30 resultados de pesquisas racionais para encontrar
medicamentos tao eficazes quanto os ADTSs;

e Apresentam poucos problemas de tolerabilidade e
seguranca;

e Primeiras indicacbes nos estagios iniciais do
tratamento;

e Inibem de forma potente e seletiva a recaptacdo de
serotonina, resultando em  potencializacdo da
neurotransmissao serotonérgica;

e Possuem perfis farmacocinéticos variados, que incluem
meia vida, farmacocinética linear versus nao linear, efeito
da idade na sua depuragdo e no seu potencial de inibir
isoenzimas metabolizadoras de medicamentos no
citocromo.

Inibidores seletivos de

recaptura de 5-HT/NE

(ISRSN)

Venlafaxina
Duloxetina

¢ S30 inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina e
noradrenalina e apresentam fraca atividade como
inibidores da recaptagéo de dopamina;

eAlteram a sensibilidade de receptores beta-
adrenérgicos apés dose Unica, diferente de outros
antidepressivos que levam a dessensibilizacdo desses
receptores apos doses repetidas;

¢ SA0 rapidamente absorvidos, sua biodisponibilidade é
de 45%, e a ingestdo com alimentos retarda, porém néo
compromete sua absorgao.

Inibidores de

recaptura de 5-HT e
antagonistas ALFA-2

(IRSA)

Nefazodona
Trazodona

¢ O mecanismo de acdo se da por meio da inibicdo da
captacao neuronal de serotonina e noradrenalina,;

eS80 absorvidos rapidamente e a ingestdo com
alimentos retarda a absorgéo e reduz a biodisponibilidade
em cerca de 20%;

¢ Suas biodisponibilidades absolutas sdo baixas (20% da
dose oral) e variaveis, em funcdo do elevado
metabolismo.

Inibidores seletivos de

recaptura de NE (ISRN)

Reboxetina
Viloxazina

¢ Apresentam atividades seletivas sobre a recaptacéo de
noradrenalina, com atividade antagonista alfa-2;

e NAo possuem efeitos significativos sobre receptores
colinérgicos, histaminicos, alfa-1-adrenérgicos, ou na
inibicdo da monoaminoxidase;

eSeus efeitos antidepressivos foram  descritos
inicialmente na década de 1980;

¢ S30 absorvidos pelo trato gastrintestinal e apresentam
alta ligacéo a glicoproteina alfa-1 plasmatica;

16



Capitulo 1

n < * O mecanismo de acéo se da através de suas atividades
€A noradrenérgica e dopaminérgica;
S o
©c o . - x , ] )
SR Amineptina Aumentam _a'llbere_lgao_de noradrenallrja corpérea e é
z 57 Bupropion um fraco inibidor in vitro da captacdo neuronal de
SRN) X . i ina:
L 82 Minaprina noriadrenz?lllna e de dopam'lna, | | ,
S @ ¢ S30 rapidamente absorvidos pelo trato intestinal, porém
2 o 0 metabolismo pré-sisttmico elevado diminui a
= biodisponibilidade.
e Aumentam a atividade noradrenérgica e serotonérgica
central;
¢ Suas afinidades pelos receptores histaminicos explicam
_ , o efeito sedativo;
Mianserina

Mirtazapina e Apresentam  fracas atividades por receptores
muscarinicos e dopaminérgicos;

adrenorreceptores

¢ S30 bem absorvidos pelo trato gastrintestinal, porém
devido ao metabolismo de primeira passagem sua
biodisponibilidade é de 50%.

Antagonistas de alfa-2

5-HT: serotonina; NE: noradrenalina; DA: dopamina

Fonte: Adaptado de BEZCHLIBNYK-BUTLER e JEFFRIES (1999); MORENO, MORENO e SOARES,
(1999).

Com a intensificacdo dos estudos psicofarmacolégicos de antidepressivos, o
foco encontra-se voltado para producéo de substancias com perfis farmacocinéticos
mais adequados aos pacientes quanto a tolerancia no organismo e nas interacdes
com outras drogas. A preocupacdo ambiental durante o desenvolvimento e a
fabricacdo destes compostos, quando existente ou levada em consideracéo, é uma
dimensdo de pouca relevancia, uma vez que o foco principal é a interacdo com o

organismo e seus efeitos clinicos.
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ALFA-2 (IRSA)

L 7 iy

IS

Inibidores da monoaminoxidase (IMAO) ﬂl Inibidores de recaptura de 5-HT e antagonistas

Isocarboxazida C;;H;3NO; Clorglllna Nefadozona Trazodona
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Cl
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Figura 1.2 - Estrutura quimica dos principais representantes de cada classe de
antidepressivos classificados segundo sua ag&o no sistema nervoso
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1.2.3.2 Os antidepressivos nas matrizes ambientais

A preocupacdo quanto a presenca dos farmacos nas matrizes ambientais
vem se colocando como um dos temas de grande relevancia junto aos demais
poluentes emergentes. Devido a especificidade e o numero de medicamentos
disponiveis, a efetivacdo de estudos sobre os efeitos ecotoxicologicos desses
compostos acaba sofrendo certas limitagdes, pela propria abrangéncia e amplitude
de compostos. Com isso certas classes farmacoldgicas sdo mais visadas em relacao
as outras, como o caso dos anti-inflamatorios e hormonios.

Especificamente em relacdo aos antidepressivos, varios trabalhos vém
sendo desenvolvidos no sentido de determinar a presenca e aferir as concentracfes
dos neuroativos de maior consumo, bem como seus possiveis efeitos sobre a biota.

Por exemplo, no norte da Europa tem sido detectadas concentracdes de
fluoxetina, composto antidepressivo inibidor seletivo de recaptura de serotonina
(ISRS), na faixa de 150 a 225 ng L™, em aguas residuéarias domésticas (FILIZOLA et
al., 2002). Em um estudo de caso na Bélgica envolvendo multideterminacédo de 43
farmacos de diferentes classes, foi reportada concentracdo de 205 ng L™ do
antidepressivo venlafaxina, presente em efluentes de esta¢cbes de tratamento de
esgotos (VERGEYNST et al., 2015).

O antidepressivo citalopram e seus metabolitos tiveram suas concentracdes
determinadas em diversas amostras de &guas residuarias de estacfes de
tratamentos de esgotos, apresentando concentragdes que variaram de 63 a 304 ng
L™ (VASSKOG et al., 2008), 190 ng L™ (BUCHBERGER, 2007) e 11 a 322 ng L™
(LAJEUNESSE, GAGNON e SAUVE, 2008; VASSKOG et al., 2008; METCALFE et
al., 2010) no efluente inicial. Ao longo do rio, que recebeu o descarte destes
sistemas de tratamento foram verificadas concentragdes de 40 a 90 ng L™
(SCHULTZT e FURLONG, 2008; METCALFE et al., 2010).

Na Espanha, diversos farmacos presentes em agua, solo e sedimento
passaram por avaliagdo de risco e determinacdo de suas ocorréncias em uma regiao
alagada em Valéncia. Os resultados apresentaram ocorréncia de antidepressivos em
34% das amostras investigadas (VAZQUEZ-ROIG et al., 2012). Em Madri, um
estudo em diversos pontos ao longo de sete rios da regido revelaram concentracoes

médias de amitriptilina, citalopram, clomipramina, fluoxetina, paroxetina e
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venlafaxina e seus metabdlitos nas faixasde 1 ng L™, 54 ngL ™, 2ngL™ 1 ngL e
395 ng L™, respectivamente (VALCARCEL et al., 2011).

Em um estudo similar, envolvendo sedimentos e aguas de rios, da regido
metropolitana da mesma cidade foram apontados teores médios de 43 ng L™, 14 ng
L™ e 57 ng L™ de citalopram, fluoxetina e venlafaxina, respectivamente (GONZALEZ
ALONSO et al., 2010). Ainda baseado em dados de fontes espanholas, se estima
gue a quantidade total de fluoxetina e citalopram consumida naquele pais no ano de
2003 seja maior que 4 ton, delas apenas 1,6 ton com prescricdo meédica. Varios
autores determinaram concentragdes ambientais de fluoxetina que véo de 80 a 120
ng L™* para a regido da Galiza e 135 a 200 ng L™ para a area mais densamente
povoada da Catalunha (CARBALLA, OMIL e LEMA, 2008). A venlafaxina foi
detectada em 2,01 ng L™ em amostras de esgoto tratado da Catalunha, Espanha
(LAMAS et al., 2004). Concentracdes médias de 48,5 ng L™* para carbamazepina
também foram obtidas em amostras ambientais no nordeste espanhol (GROS,
PETROVIC e BARCELO, 2007).

Medicamentos do grupo dos antibiéticos (tetraciclinas, fluoroquinolonas),
bactericidas (triclosan, triclocarban), betabloqueadores (atenolol, propranolol,
metoprolol), antidepressivos (fluoxetina, citalopram, venlafaxina, sertralina),
antifngicos (miconazol), analgésicos (paracetamol, ibuprofeno) e anticonvulsivantes
(carbamazepina) foram monitorados a diferentes profundidades em solo agricola
que recebeu biossélidos obtidos de lodos de tratamento de esgotos.
Especificamente para a classe de antidepressivos analisados foram reportados
teores de entre 109 e 114 ng L™ no biossolido e 5 e 74 ng L™ nas amostras de solos
(GOTTSCHALL et al., 2012).

Varios estudos confirmaram a presenca de antidepressivos em aguas
residuarias depois de passarem pelo processo convencional em estacfes de
tratamento de esgotos urbanos. Medidas de 2,19 ng L™ para venlafaxina e 1,9 ng
L™ para duloxetina foram quantificados em St. Paul, Minnesota (SCHULTZT e
FURLONG, 2008; METCALFE et al., 2010).

Duloxetina, bupropiona, citalopram e novamente a venlafaxina também
foram encontradas em concentracdes de 2, 50, 40 a 90 e 900 ng L7}
respectivamente, em amostras de aguas fluviais distantes 1,7 km a jusante da
estacdo de tratamento em Pecan Creek, no Texas (SCHULTZT e FURLONG, 2008).
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Na mesma regido, estudos realizados em peixes revelaram concentracdes de
fluoxetina, sertralina, norfluoxetina, e norsertralina superior a 0,1 ng g* em todas as
amostras de musculo, figado e tecidos cerebrais examinados (BROOKS et al.,
2005). Os valores relatados para citalopram no Rio St. Lawrence em Montreal, no
Canadé, variaram entre 3,4 e 15,5 ng L™ (LAJEUNESSE, GAGNON e SAUVE,
2008).

Também tém sido reportados resultados indicando a presenca de drogas
antidepressivas em aguas de abastecimento destinadas ao consumo humano em
fontes superficiais de captacao e redes de fornecimento com teores de 0,5 a 0,8 ng
L™ e 0,77 ng L™ para fluoxetina e norfluoxetina, respectivamente (SNYDER, 2008;
BENOTTI e SNYDER, 2009). Em pocos e &aguas subterrAneas na India foram
detectadas concentracdes de citalopram e metabélitos na ordem de 76 a 1400 ng L™*
(FICK et al., 2009).

Os dados apresentados incluem uma visdo geral dos trabalhos cientificos
publicados focando diferentes fontes de contaminacdo, destino e de ocorréncia
como interferentes. Além disso, sdo fortes indicadores da dispersdo destes
poluentes emergentes nos diversos sistemas hidricos, como também representam o
conhecimento atual sobre os antidepressivos como contaminantes ambientais. O
grupo de drogas antidepressivas mais visadas nas pesquisas apresentadas sao os
Inibidores seletivos de recaptura de serotonina (ISRS) por serem 0s mais
comumente prescritos e utilizados nos tratamento contra depresséo, colocando-se

dessa forma como os de maior ocorréncia.

1.2.3.3 Perfil ecotoxicolégico

Como antidepressivos estdo presentes em niveis relativamente baixos no
ambiente, o risco de efeitos toxicos agudos é improvavel, mas os efeitos crénicos
nao podem ser descartados (PERY et al., 2008), portanto justificando a necessidade
de se analisar estes efeitos e o carater subletal desses medicamentos sobre a vida
aquatica (FLAHERTY e DODSON, 2005; CONNERS et al., 2009).

Os potenciais impactos ecotoxicoldgicos dessas drogas se ddo em uma

primeira instancia em organismos aquaticos, onde tais efeitos ndo sdo bem
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compreendidos, em principio pela limitagdo dos dados disponiveis. Além disso, a
falta de informacdes sobre o destino, os efeitos em longo prazo e seus metabdlitos
dificulta a avaliagdo precisa dos riscos (STANLEY et al., 2007; PATERSON e
METCALFE, 2008).

No Mississipi (EUA) pesquisadores tém estudado a capacidade de farmacos
antidepressivos presentes em &guas fluviais interferirem no desenvolvimento de
girinos na etapa de metamorfose em ras, além da percepcdo de pequenos peixes
frente a fuga dos predadores. Os resultados preliminares tém sugerido alteracdes
comportamentais durante a fase larval do ciclo de vida, o que pode levar a respostas
mais lentas em um ambiente hostil e competitivo (KNOPPER, 2013).

Em Shanghai (China) embries de peixe da espécie Danio rerio, foram
usados em ensaios de toxicidade aguda com exposicdo a amitriptilina por via
aquatica em concentracées subletais de 1, 10, 100 ng L™; 1, 10, 100 pgL* e 1 mg L’
!, Os resultados mostraram que o farmaco reduziu significativamente o tempo de
incubacédo e o comprimento do corpo dos embrides apds a exposi¢cdo de uma forma
dependente da concentracdo, além da modulacdo coordenada de parametros
fisioldgicos e bioquimicos como estresse oxidativo e niveis hormonais (YANG et al.,
2014).

Estudos realizados com mexilh6es de agua doce, sob exposi¢do prolongada
a concentragbes de 2,5 a 22,3 pug L de fluoxetina, indicaram alteracdes
consideraveis de comportamento e mobilidade espacial, o que pode interferir no
papel destes organismos quanto a manutencdo da estabilidade e estrutura dos
sedimentos e na dinamica de nutrientes (HAZELTON et al., 2014).

Mudancas no comportamento de anfipodes marinhos por exposicdo a
fluoxetina (10 ng L™ a 10 pg L™) e outros farmacos foram verificadas em Portsmouth
(Reino Unido). O estudo destacou o potencial ecotoxicolégico dos antidepressivos
em mudar o comportamento fototdxico e geotadxico das espécies marinhas
investigadas (GULER e FORD, 2010).

O efeito de quatro antidepressivos (fluoxetina, fluvoxamina, venlafaxina,
citalopram) presentes em aguas doces e oceanicas foi estudado em caracois de
agua doce nos EUA. As substancias testadas induziram o descolamento do pé
(estrutura locomotora) da massa visceral (corpo) em todas as espécies de caracois

de maneira dependente as doses aplicadas. Os resultados sugerem evidéncias de
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possiveis mecanismos fisiolégicos provocados por estes farmacos e dessa forma,
danos ecoldgicos ao grupo de organismos estudado (FONG e MOLNAR, 2013).

Um estudo recente realizado em um estuario na Flérida contaminado pelo
lancamento de efluentes detectou em amostras de plasma de tubardes da espécie
Carcharhinus leucas a presenca de diversos farmacos de uso humano, dentre os
quais citalopram, fluoxetina, fluvoxamina, paroxetina, sertralina, venlafaxina,
sugerindo a acumulacdo destas substancias nestes animais (GELSLEICHTER e
SZABO, 2013).

A influéncia dos antidepressivos fluoxetina, venlafaxina e carbamazepina
sobre o material DNA de peixes foi reportada em pesquisa envolvendo a patologia
genética do autismo. Os resultados sugerem que o contato com estes farmacos em
aguas pode levar a manifestacdo da doenca em individuos com pré-disposicéo
genética (THOMAS e KLAPER, 2012).

A exposicdo de gastropodes de agua doce (Valvata piscinalise e
Potamopyrgus antipodarum) & presenca de fluoxetina em niveis de mg L™ foi
avaliada, ocorrendo diminuicdo dos parametros de reproducéo (tais como o nimero
de recém-nascidos e o numero de embrides na bolsa incubadora), tamanho dos
organismos, aumento no tempo de maturacdo dos organismos jovens e alteracdes
nos niveis de testosterona (GUST, BURONFOSSE, et al., 2010; GUST, GARRIC, et
al., 2010; GUST, VULLIET, et al., 2010; GUST et al., 2011). Foi constatado também
gue a exposicdo ambiental a fluoxetina tem o potencial de afetar os mecanismos de
osmorregulagdo intestinal e excrecdo de nitrogénio branquial em peixes
(MORANDO, MEDEIROS e MCDONALD, 2009).

Antidepressivos como a fluoxetina, norfluoxetina e sertralina foram
analisados juntamente com outros medicamentos em tecidos de peixes expostos as
aguas de reuso contaminadas por farmacos, revelando a presenca destes
compostos nos organismos dos espécimes (VALENTI et al., 2012; WANG e
GARDINALI, 2012). Em geral, os estudos dessa natureza tém confirmado a
capacidade destes farmacos de se bioacumularem em organismos aquaticos (CHU
e METCALFE, 2007).

Os principais resultados apontam para a capacidade dos antidepressivos
imitarem os efeitos dos neurotransmissores, sendo estes responsaveis por

regularem a maioria dos sistemas biolégicos. Tais efeitos estdo sendo inicialmente
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avaliados em peixes, moluscos, protozoarios. Contudo, essas moléculas também
podem causar efeitos mais severos sobre estes e outros organismos aquaticos
(CHU e METCALFE, 2007; MOMPELAT, LE BOT e THOMAS, 2009; DEMEESTERE
et al., 2010; SANTOS et al., 2010).

Outro fato interessante apontado pelos pesquisadores tem relagdo com o
carater anfétero destas drogas e sua ionizagdo no ambiente, o que parece contribuir
para a alteracdo da atividade bioldégica dos organismos aquaticos e, mesmo em
niveis tracos, podem causar efeitos sobre o sistema reprodutor, anormalidades no
desenvolvimento embrionario, como também retardo no desenvolvimento fisioldgico
e sexual (MOMPELAT, LE BOT e THOMAS, 2009; DEMEESTERE et al., 2010;
SANTOS et al., 2010; SILVA et al., 2012).

Comparado com a exposi¢ao aquatica, o efeito sobre o organismo humano é
muito mais incerto, principalmente pela escassez de estudos considerando as doses
em nivel traco e a complexidade na relagdo dose-resposta (DAUGHTON e RUHOY,
2011).

1.3 METODOLOGIAS ANALITICAS PARA ESTUDO DE POLUENTES
EMERGENTES

Tendo em vista a presenga cada vez mais significativa dos poluentes
emergentes e sua persisténcia ao entrarem em contato com o0s diversos
compartimentos ambientais bem como, os possiveis efeitos a médio e longo prazo,
um fator indispensavel para a sugestdo de acbBes para remediacdo desses
ambientes diz respeito a intensificacdo dos trabalhos e pesquisas para se detectar,
monitorar e avaliar tais substancias no meio ambiente.

Assim, existe urgéncia por resultados e avancos cientificos nos
procedimentos de monitoramento ambiental, em especial no desenvolvimento de
competéncias analiticas, equipamentos e métodos com a sensibilidade necessaria a
investigacdo nos diferentes focos de contaminacdo (BUCHBERGER, 2007,
CARBALLA, OMIL e LEMA, 2008; AUFARTOVA et al., 2011; DEVIER et al., 2013).
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Somado a isto, o desenvolvimento de técnicas analiticas torna possivel a
determinacdo dessas substadncias em matrizes ambientais e/ou biol6gicas em
concentracfes cada vez mais reduzidas. Com isso, a otimizacdo e a proposicéo de
novas técnicas sao imprescindiveis antes de quaisquer outras acdes. Um
diagnostico preciso e confiavel deve ser a base para procedimentos posteriores
(KUSTER et al., 2008b; LOCATELLI, SODRE e JARDIM, 2011).

1.3.1 Principais técnicas cromatogréficas aplicadas a andlise de farmacos em

matrizes ambientais

As baixas concentracdes ambientais de farmacos associadas a matrizes
complexas exigem investimentos sobre o trabalho analitico, para o estudo eficiente
desses compostos (JORGENSEN e HALLING-SORENSEN, 2000; HAO, CLEMENT
e YANG, 2007).

Atualmente a base das metodologias analiticas para determinar a presenca
de compostos farmacéuticos e seus respectivos metabolitos em amostras
ambientais tem sido desenvolvida para as aguas superficiais, efluentes, sedimentos
e lodos de estacdes de tratamento dando énfase a processos de extragcdo com
maior adaptacdo as propriedades dos analitos e robustez operacional
(LAJEUNESSE, GAGNON e SAUVE, 2008; SCHULTZT e FURLONG, 2008;
RADJENOVIC et al., 2009; METCALFE et al., 2010).

Devido a escassez de dados e inicio de estudos mais aprofundados né&o
existe um método universalmente aceito como sendo mais adequado para a
deteccéo e quantificagdo dos principais grupos de poluentes emergentes.

Véarias abordagens analiticas tém sido utilizadas, fundamentadas em
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-MS), cromatografia
gasosa com espectrdmetro de massa em série (CG-MS?), cromatografia gasosa com
espectrometria de massas de alta resolucdo, cromatografia liquida com deteccao
ultravioleta (CLAE-UV), cromatografia liquida com detector por arranjo de diodos
(CLAE-PDA) e cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (CLAE-
MS). (SACHER et al., 2001; KOPLIN et al.,, 2002; LAJEUNESSE, GAGNON e
SAUVE, 2008; ITO et al., 2011; LAJEUNESSE et al.,, 2011; VALCARCEL et al.,
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2011; ALIZADEH, NAJAFI e POURSANI, 2012; MARTINEZ BUENO et al., 2012;
DEVIER et al., 2013).

Em linhas gerais, a analise de farmacos compreende basicamente as etapas
de extracdo e pré-concentracdo do analito, eliminacdo de interferentes, separacao,
deteccao e quantificacdo (HENNION, 1999).

A selecédo de qual técnica cromatografica melhor se adapta é feita com base
nas propriedades do poluente de interesse, observando volatiidade e

semivolatilidade, polaridade, hidro e lipossolubilidade, conforme a Figura 1.3.

Hidrofilico

1

Polaridade

Lipofiico -] Volatiidade —

Volateis Nao-voldteis
Figura 1.3 - Faixa de aplicacdo da CLAE e GC para determinacéo de poluentes
organicos emergentes baseados em suas propriedades fisico-quimicas.

FONTE: GIGER (2009)

As separagOes por cromatografia gasosa podem utilizar detectores universais
ou outros de maior sensibilidade e seletividade. A detec¢do utilizando espectrémetro
de massas e ionizac¢do por impacto de elétrons tornou-se a mais empregada, devido
aos excelentes limites de deteccéo e as possibilidades de utilizacdo de softwares de
tratamento de dados com bibliotecas contendo milhares de espectros de massas
para confirmacao das estruturas dos compostos analisados (BUCHBERGER, 2007,
GIGER, 2009)

As técnicas baseadas na cromatografia liquida de alta resolucdo sdo mais
adequadas para uma variedade de compostos organicos que apresentam polaridade
mais alta e volatilidade mais baixa ou ainda elevada instabilidade térmica
(WOZNIAKIEWICZ et al., 2008; WANG et al., 2011; BROECKER, HERRE e
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PRAGST, 2012). As técnicas cromatograficas de separagdo possuem um vasto

campo de aplicagbes dentro da quimica analitica e da ciéncia ambiental, sendo

utilizadas como uma ferramenta eficiente e precisa para os mais variados estudos

envolvendo os poluentes emergentes.

Especificamente para drogas antidepressivas em organismos e ambientes

aquaticos, alguns métodos fundamentados nas separacdes cromatograficas e

diferentes acoplamentos tém sido reportados com satisfatoriedade (BROOKS et al.,
2005; CHU e METCALFE, 2007; METCALFE et al., 2010; SCHULTZ et al., 2010).

A Tabela 1.3 apresenta um breve levantamento da aplicacdo de técnicas

cromatograficas na deteccao e quantificacdo de medicamentos antidepressivos em

matrizes ambientais.

Tabela 1.3 - Analise cromatogréafica de antidepressivos em matrizes ambientais

Compostos Matriz Técnica Limites Referéncias
(ng.gt oung.L™
Venlafaxina,
paroxetina, Tecidos de
citalopram, peixes e CLAE- LD: 0.01 LAJEUNESSE et
fluoxetina, aguas MS/MS n al. (2011)
sertralina e residudrias.
amitriptilina
Venlafaxina, Agua,
citalopram e sedimento e CLAE - LQ: 0,25a 2,50 SCHULTZ et al.
fluoxetina, tecido cerebral MS/MS LD: 0,02 a 0,07 (2010)
em peixes.
. Esgotos e CLAE -MS , BUCHBERGER
Norfluoxetina bioss6lidos  CG-MS LD: 0.1 (2007)
GRACIA-LOR,
Venlafaxina e Aguas fluviais UHPLC- LD: 0,038 SANCHO e
paroxetina e esgotos MS/MS LD: 0,004 HERNANDEZ
(2011)
Citalopram th)j;;itggmento CLAE — - HORSING et al.
MS/MS (2012)
tratada
Agua de
Fluoxetina e aquério e CLAE -MS LD: 0,0025 I\P/IAI%TFEI,QASLSS(ZGOO
Norfluoxetina teqidos de LD: 0,1 8)
peixes
Venlafaxina, Aguas fluviais,
Citalopram e esgoto in UHPLC- LD: 0.001 DEMEESTERE
Fluoxetina natura e pos- MS/MS T et al., (2010)
tratamento
Amitriptilina, Aguas fluviais VALCARCEL et
Citalopram, ) al., 2011;
Fluoxetina e gbd;stecimento CLAE -MS LD: 0,001 VALCARCEL et
Venlafaxina al., (2013)
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. Aguas de rios BOYD et al.
Fluoxetina e lagos CG-MS - (2003)
Venlafaxina e Aqua e Esqoto CLAE - LD: 2,2 BAGNALL et al.
Fluoxetina 9 9 QTOF LD: 0,8 (2012)
S(_artrallna, ) N GROS,
Citalopram, Aguas fluviais,

Venlafaxina esgotos UHPLC- RODRIGUEZ-

X ' L LD: 0,001 a 0,013 MOZAZe
Fluoxetina e reservatoriose MS/MS
Norfluoxetina agua marinha BARCELO

' (2012)
Fluoxetina, 1'=\|/| u;(;:g Ig ’ BROOKS et al
sertralina e g GC-MS LD: 0,01 '

) cérebro de (2005)
metabolitos .

peixes

. Agua de CLAE - ) BENOTTI e

Norfluoxetina abastecimento  MS/MS LD:0,5 SNYDER (2009)
Fluvoxamina, Estaciio de
Citalopram, SPE- CLAE ) VASSKOG et
Fluoxetina, tratamento de “MS LD: 0,12 a 0,16 al.(2008)

esgotos.
Citalopram,
Venlafaxina, LD: 1000 FLORES et al.
Fluoxetina e Solos e esgoto  CLAE - PDA . 555 (2011)
Sertralina
Fluoxetina,
Sertralina, LD: 2500 DUVERNEUIL et
Citalopram e Plasma CLAE-PDA | 5. 5000 al. (2003)
Venlafaxina

Agua CLAE - LD: 2340 '(Azlb\ﬁ)HAM MAMI,
Fluoxetina superficial PDA LQ: 8000

) RIBEIRO et al.

Esgoto CLAE - FL LD: 5000 (2012)

Tecido
Venlafaxina cerebral de CLAE - FL - BISES] et al.

! (2014)

peixes
Fluoxetina,
Citalopram e Plasma CLAE-FL  LO:2000a5000 HORTOetal.

, (2012)
Paroxetina

Dados recentes, envolvendo analises de farmacos antidepressivos no meio
ambiente, apresentam o uso predominante das cromatografias liquidas e gasosas,
principalmente para analise de amostras ambientais aquosas. S&o encontrados
também varios estudos destes farmacos em matrizes provenientes de solos,
sedimentos, lodos bioldgicos de ETES, bem como tecidos de organismos aquaticos.
Os detectores que empregam espectrometria de massas sdo 0S mais usados,
devido a possibilidade de detectar baixos niveis de concentracdo o que é essencial

para a determinacdo de poluentes emergentes em amostras ambientais.
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Apresentam ainda a vantagem de operacdo como detector seletivo possibilitando a
identificacdo inequivoca e, portanto, a confirmacdo estrutural dos poluentes,
principalmente quando usados em configuracbes em série (MS/MS). Entretanto, o
acesso e disponibilidade a esses tipos de detectores podem configurar-se como uma
limitac&o para estudo desses analitos.

Os detectores baseados em arranjos de diodos (PDA) permitem o uso de
varios diodos para adquirir e armazenar dados de uma faixa espectral. Isto, atrelado
ao uso de hardwares e softwares potentes, permitem a geracdo de espectros
tridimensionais e a determinacdo automatica da pureza de picos cromatograficos,
com isso a baixa seletividade dos detectores universais pode ser contornada
(LANCAS, 2013).

Assim, o emprego desses detectores mais comuns, como PDA e
Fluorescéncia, quando combinados a procedimentos robustos de extracao, clean up
adequado e o emprego de colunas mais seletivas e com alto poder de resolucao,
permite a realizacdo de determinacdes satisfatorias mesmo em baixas

concentracoes.

1.4 CONSIDERACOES FINAIS

Os possiveis impactos ambientais que podem ser causados pela acdo dos
antidepressivos ainda sao pouco conhecidos e discutidos na literatura, mas trazem
preocupacdes e discussOes que deverdo ser esclarecidas a partir dos avangos no
campo das pesquisas, envolvendo testes de ecotoxicidade tanto in vitro e in vivo
para que sejam conhecidos os reais efeitos sobre a biota. Em relacdo aos farmacos
de outras categorias, estudos dessa natureza também s&o pouco explorados. Além
disso, a complexidade matricial e o transporte no ambiente tornam incertas as
projecdes de efeitos e, juntamente com a insuficiéncia de informacgdes, dificultam a
implementagédo de mecanismos de controle dos 6rgaos reguladores.

Somado a isto, o desenvolvimento das técnicas analiticas € uma necessidade
emergente para que a pesquisa se torne mais conclusiva, possibilitando a

quantificacdo dessas substédncias em matrizes ambientais e bioldgicas em
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concentragbes cada vez mais reduzidas, apoiando os estudos sobre os efeitos
ecotoxicolégicos.

A proposicdo de novas técnicas e a otimizacdo de outras técnicas como as
cromatograficas, sera um passo importante na determinacdo dos farmacos e demais
poluentes emergentes.

Conclui-se que a problematica em torno dos poluentes emergentes, em
especial os farmacos antidepressivos, assim como ocorre com 0s poluentes
convencionais e prioritarios, ainda necessita de maior intensificacdo nos estudos,
focados em elucidar seu comportamento e agdo ecotoxicoldgica, para propor
métodos especificos de remocdo, uma vez que se tém indicios da persisténcia
dessas substancias no ambiente aquatico e sua passagem pelos sistemas de
tratamento de esgotos, tornando-se, portanto disponiveis pelo consumo das aguas

de abastecimento urbano.
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CAPITULO 2

CAFEINA COMO MARCADOR ANTROPICO DE POLUICAO -
REVISAO
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RESUMO

A ocorréncia de poluentes emergentes € uma preocupacao crescente no cenario
ambiental, tendo em vista 0s riscos em potenciais sobre os ecossistemas. A grande
variedade de substancias enquadradas nesta categoria de microcontaminantes
dificulta as a¢des de monitoramento individuais, com isso 0 emprego de marcadores
de poluicdo antropica vem sendo introduzido como indicadores diretos para algumas
classes de poluentes como os farmacos. A utilizacdo de uma substancia como
marcador quimico é dependente de suas propriedades fisico-quimicas e a
semelhanca quanto as rotas de introdugdo e transporte nos compartimentos.
Esterois, hidrocarbonetos poliaromaticos e a cafeina figuram entre os principais
marcadores em estudo na atualidade. O monitoramento de micropoluentes
relacionados a farmacos residuais tem incluido cafeina como indicador, pois além de
fontes comuns, esta substancia apresenta baixa degradabilidade e tempo de meia-
vida adequado. A literatura atual tem reportado determinacfes de cafeina de
maneira prioritaria para aguas superficiais, no entanto, também sdo verificados
estudos em lodos de esgoto e sedimentos. O repertorio analitico empregado é
baseado em técnicas de extracdo em fase soélida ou liquido-liquido combinado as
cromatografias liqguida ou gasosa com diferentes métodos de deteccdo. Em linhas
gerais, 0 emprego da cafeina como marcador antropico de poluigdo tem se mostrado
efetivo, porém ainda existe a necessidade de estudos mais aprofundados em
ambientes tropicais para detalhamento de seu transporte e particdo nos
compartimentos ambientais e sobre a relacdo entre sua concentragdo e sua
degradacgéo no meio ambiente.

Palavras Chave: Poluentes emergentes; Marcadores antrépicos de poluicao;
Farmacos; Monitoramento.
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ABSTRACT

The occurrence of emerging pollutants is a growing concern in the environmental
scenario, given the potential risks on ecosystems. The wide variety of substances
classified in this category microcontaminants difficult individual monitoring actions,
thus the use of anthropogenic pollution markers has been introduced as direct
indicators for some pollutants classes as drugs. The use of a substance as a
chemical marker is dependent on its physicochemical properties and the like as the
routes of introduction and transport magazines. Sterols, polyaromatic hydrocarbons
and caffeine are among the main markers studied today. Monitoring of
micropollutants related to residual drugs has included caffeine as an indicator, as
well as common sources, this substance has a low degradability and time suitable
half-life. The current literature has reported caffeine determinations on a priority basis
for surface water, however, they are also checked studies in sewage sludge and
sediments. The repertoire is employed analytical techniques based on solid phase
extraction or liquid-liquid or gas combined with liquid chromatography with various
detection methods. In general, the caffeine job as pollution anthropic marker has
been effective, but there is still a need for further studies in tropical environments for
details of transport and partition in environmental compartments and on the
relationship between concentration and degradation in environment.

Keywords: Emerging Pollutants; anthropic markers of pollution; drugs; Monitoring.
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2.1 INTRODUCAO

Durante muito tempo os estudos voltados ao impacto do desenvolvimento da
sociedade sobre os ecossistemas tém considerado como marcador de poluicdo
nesses ambientes 0s parametros convencionais como a matéria organica, nutrientes
e microrganismos. Assim, com a implementacdo de politicas ambientais, instituindo
a obrigatoriedade no tratamento de residuos bem como o estabelecimento de teores
maximos destas substancias juntamente a outras caracteristicas fisico-quimicas,
acreditou-se que estas variaveis, quando monitoradas, eram capazes de traduzir a
condicao antropizada do meio ambiente, em especial do meio aquatico (SAITO et
al., 1984; VIDAL, DOMINI e CANALS, 2013).

Contudo, a crescente demanda por novos produtos e a expansao de areas
como a quimica e a farmacologia, resultaram nos ultimos séculos em uma ampliacédo
significativa no rol de compostos exdgenos (ndo naturais) produzidos e consumidos
em larga escala no mundo (RUNNQVIST et al., 2010). Estas substancias passaram
a fazer parte do meio onde sao dispersas, seja pela atividade de descarte dos
residuos industriais, pela sobra eliminada nas excretas ap6s administracdo nas
terapias medicinais, ou ainda pelo uso desenfreado nos mais variados segmentos.
Este comportamento € possivel devido a complexidade estrutural desses
compostos, 0 que propicia uma ocorréncia recalcitrante nos ecossistemas
(TAKAHASHI, KARRI e TANABE, 2014).

Tendo em vista este novo panorama, 0s parametros legalmente instituidos
passam a nao ter relevancia exclusiva nas acdes de monitoramento e controle
ambiental. Estes novos poluentes apresentam potencial mais efetivo nesta tarefa,
sendo uteis na afericdo da extensdo da poluicdo ou por servirem de indicador
ambiental para a ocorréncia desta (GAVRILESCU et al., 2015).

Nesta vertente, algumas substancias de uso exclusivamente humano vem
sendo apontadas como marcadores antropogénicos de poluicdo. Sdo compostos
gue nao pertencem ao ambiente natural e sua insercdo s6 € possivel mediante a
ocorréncia de alguma rota de poluicdo proveniente de atividades humanas
(BUERGE et al., 2003).
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Um marcador antropico de poluicio ndo necessita apresentar efeito
ecotoxicolégico, basta estar presente no compartimento em estudo, pois sua
ocorréncia esta associada a diversos outros compostos atualmente descritos na
literatura como poluentes emergentes. Estes por sua vez, apresentam risco incerto e
pouco esclarecido sobre a biota.

Neste sentido, neste capitulo sdo apresentados os principais marcadores
antropicos de poluicdo que sdo relatados na literatura atual, suas formas de
utilizacao e potencialidades nas a¢fes de monitoramento ambiental para poluentes

emergentes, com énfase na cafeina.

2.2 MARCADORES ANTROPICOS DE POLUICAO

Marcadores podem ser definidos como substancias cujas estruturas estao
ligadas a origens predefinidas. Devido a sua natureza podem gerar informacfes
especificas dificeis de serem obtidas por outras aproximacdes. Compostos
organicos relacionados estruturalmente a fontes bioldgicas especificas, utilizados
como marcadores, podem ser denominados biomarcadores (EGANHOUSE, 1997).

Os marcadores podem ser divididos em duas categorias de acordo com o
método de avaliagdo (CARREIRA et al.,, 2001). Substancias intencionalmente
dispersadas através de rotas de entrada de poluentes como o esgoto doméstico, por
exemplo, sdo denominados marcadores ativos. Neste grupo estdo compostos
radioativos e corantes. Os marcadores passivos sdo substancias de ocorréncia
natural na fonte de poluicado, tais como as bactérias do grupo coliforme, a ambnia e a
matéria organica biodegradavel (STEBBING, 1992; CARREIRA et al., 2001).

Os marcadores moleculares antropogénicos s&8o compostos organicos
introduzidos no ambiente através de atividades humanas relativamente recentes,
portanto estdo mais relacionados a contaminagcdo ambiental (GLASSMEYER et al.,
2005; NAKADA et al., 2008). Estes marcadores sao divididos em dois grupos onde o
primeiro é formado pelas substancias sintéticas ndo naturais produzidas pelos seres
humanos em suas atividades (herbicidas, hidrocarbonetos poliaromaticos, etc.), e o
outro, por compostos cuja rota de dispersdo passa pelo organismo humano,
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associados com os sistemas de aguas e esgoto (esterdis fecais, farmacos, etc.)
(GLASSMEYER et al., 2005).

A selecéo de um marcador molecular com a finalidade de obter informacdes
sobre fonte, transporte ou concentracdo de outros contaminantes, deve considerar a
similaridade e/ou a diferenca entre as propriedades fisico-quimicas dos mesmos. A
propriedade mais importante que controla a concentracédo de poluente num ambiente
aguatico é a solubilidade, dai a relevancia de se conhecer o coeficiente de particdo
(indice de hidrofobicidade), pois este orienta a matriz na qual o poluente se
encontrara aportado (coluna de agua ou sedimento) (EGANHOUSE, 1997).

Especificamente no ramo da poluicio ambiental sdo considerados
marcadores moleculares antropogénicos determinados compostos introduzidos no
meio ambiente pela acdo humana e que possuem algumas caracteristicas: alta
especificidade em relacdo a fonte, boa resisténcia a destruicdo pela atividade
bacteriana e ampla distribuicdo na agua e/ou no sedimento (EGANHOUSE, 1997;
CARREIRA et al., 2001).

Além disso, 0 consumo regular e constante € mais um pré-requisito para um
bom marcador, 0 que implica que os habitos de consumo ndo mudam ou o
composto ndo € extinto dentro dos préximos anos, etc. Finalmente, as quantidades
presentes nas aguas residuarias e nos ecossistemas deve ser suficiente para
permitir a quantificacdo analitica apos a diluicdo / dispersdo no ambiente (BUERGE
et al., 2003; SAUVE et al., 2012).

Os primeiros grupos investigados como tracadores de poluicdo decorrente
de atividades humanas foram os ester6is e o0s hidrocarbonetos. Entretanto,
pesquisas recentes vém destacando a aminopropanona e a cafeina como
marcadores muito promissores e efetivos (SINGH e GARDINALI, 2006; ROCKNE et
al., 2014; LYONS et al., 2015).

2.2.1 Esteroéis

Os esterois sdo um grupo pioneiro e prioritario de substancias cujo uso como

marcador para poluicdo antropica esta relacionado com o langcamento de esgotos,
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devido a sua complexidade quimica e relacdo com esta matriz (ISOBE et al., 2002;
CAMPOS et al., 2012).

O estudo dos esterdis de natureza fecal tém se consolidado como uma
forma alternativa de avaliacdo da poluicdo ambiental atrelada ao esgotamento
sanitario. Esterois e seus derivados, apesar de apresentarem uma grande variedade
estrutural, possuem um esqueleto comum formado por 17 a 30 &tomos de carbono e
com 4 anéis condensados. A classificacdo é baseada nos grupos funcionais ligados
a esta estrutura (RESENDE et al., 2014). Os principais esteréis e suas fontes de
contribuicdo séo apresentados na Tabela 2.1.

Este grupo de esterdis permite examinar o historico de contribuicbes por
esgoto em um corpo hidrico, bem como a sua distribuicdo e transporte no ambiente.
Por isso sdo considerados uma forma de fingerprint para esta rota de insercéo de
micropoluentes devido a distribuicdo dos mesmos em fezes humanas e devido a sua
persisténcia nos compartimentos.

Por serem pouco sollveis em agua, os esterdis fecais tendem a se associar
ao material particulado e a se acumular nos soélidos presentes nos esgotos e
posteriormente nos granulos de sedimentos através da adsorcdo, onde a
degradacdo é muito lenta sob condi¢des andxicas.

Alguns dos esterdis detectados nos sedimentos podem ter sua origem em
fontes naturais, como o dinosterol, colesterol, campesterol, B-sitosterol, colestanol,
estigmasterol. Além daqueles de ocorréncia natural, o coprostanol e o
epicoprostanol, sdo considerados esterdis fecais (PRATT et al., 2008).

Dentre os esterdis encontrados nos compartimentos, o coprostanol e seu
epimero, o epicoprostanol, sdo os principais empregados em estudos voltados a o
monitoramento e dispersdo da poluicdo por langamento de esgotos, pois ndo sao
naturais nos sedimentos (MARTINS, VENKATESAN e MONTONE, 2003; REEVES e
PATTON, 2005; MARTINS, FILLMANN e MONTONE, 2007; NORDIN e ALI, 2013).
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Tabela 2.1 - Principais esterdis e suas possiveis fontes

Esterol Descricao

Coprostanol

Biomarcador fecal;

iy

Quantidade relativa indica contaminacao

fecal recente.

HO

Presente em lodo de esgoto;
Quantidade relativa de coprostanol sugere

contaminacéo fecal antiga.

Esterol mais onipresente; abundante no fito

e no zooplancton.

iy

Reducao quimica do colesterol.

CHy Origem terrestre, tipicamente de plantas

superiores.

oty Usualmente usado como esterol terrestre;

plantas superiores.
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[-sitosterol

Usualmente usado como esterol terrestre;

plantas superiores.
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Derivado de dinoflagelados.

Fonte: Adaptado de LEEMING et al., (1998)

O coprostanol é o esterol fecal predominante em excretas humanas, com
isso, apresenta abundante ocorréncia, tornando-se um biomarcador para avaliar e
monitorar essa rota de poluicdo em ambientes aquaticos (STEFENS et al., 2007,
BATAGLION et al., 2016). Apesar de ser considerado um marcador conservativo,
uma vez que vai sendo acumulado em matrizes como sedimento, seu emprego
ainda ndo é amplamente difundido por ndo ser diretamente associado ao risco a
salde (LEEMING et al., 1998; ISOBE et al., 2002).

Uma vez que o coprostanol tem sua origem ndo apenas no organismo
humano, sua avaliacdo ocorre por meio de indices derivados da relacdo entre sua
concentracdo e a de outros esterbis (CARREIRA et al., 2001). A principal relacdo
usada no estudo da presenca de esgoto em ambientes aquaticos envolve o
coprostanol e o epicoprostanol, pois os valores distinguem as fontes de esterdis
(MARTINS, VENKATESAN e MONTONE, 2003).

Além disso, a relacdo entre a quantidade de coprostanol e os esterdis totais
serve para a diferenciagcédo de fontes naturais, quando apresenta valores elevados, e
fontes antropicas, quando observados baixos valores (VENKATESAN e KAPLAN,
1990).

Apesar do emprego dos esterbis como biomarcadores ser uma pratica
implementada ha varias décadas, seu uso continua fortemente associado apenas a

poluicho por esgoto doméstico, no que diz respeito a substituicdo ou
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complementacdo de parametros convencionais como a matéria organica e a
microrganismos.

Pela sua relevancia no monitoramento desta fonte de contaminacdo dos
ecossistemas aquaticos, novas abordagens podem ser exploradas, uma vez que
esta também é a rota para insercao de inUmeros contaminantes emergentes. Dessa
forma a mensuragéo dos esteroéis fecais também pode indicar de modo relativo a

dispersédo de micropoluentes como os farmacos (MURPHY et al., 2016).

2.2.2 Hidrocarbonetos Poliarométicos (HPAS)

Os Hidrocarbonetos poliaroméaticos (HPAS) estédo inclusos em uma categoria
de compostos denominados poluentes organicos persistentes (POPs). Por
apresentarem tendéncias mutagénicas e carcinogénicas tém impacto no meio
ambiente e por isso sdo utilizados no monitoramento em compartimentos e
organismos (MCCREADY et al., 2000; MURPHY et al., 2016).

A estrutura basica dos HPAs possui entre 2 e 6 anéis aromaticos
condensados. A toxicidade aumenta com o numero de anéis (PEREIRA NETTO et
al., 2002). Por conta disto, érgdos ambientais tém sugerido o monitoramento de
dezesseis HPAs prioritarios (Figura 2.1) (WANG, LIU e YANG, 2014).

A origem de grande parte dos HPAs esta diretamente relacionada com
atividades antropogénicas e também serve como critério de classificacdo. A fonte
pirogénica compreende os HPAs produzidos em processos de combustéo
incompleta da matéria organica, especialmente combustiveis fésseis e seus
derivados. Os petrogénicos associados a fontes petroliferas como derramamentos,
jazidas e atividades de extracdo; os diagénicos, produzidos por meio de
transformacdes ocorridas no compartimento onde estdo retidos, devido a
precursores biogénicos (PATHIRATNE et al., 2007; KALWA et al., 2014; WANG et
al., 2016). As fontes naturais s&o infinitamente insignificantes frente as fontes
antropicas (SOCLO, GARRIGUES e EWALD, 2000).
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Naftaleno Acenafitileno Acenafiteno Fluoreno Rl
Fenantreno Fluorantreno Pireno Benzo[ajantraceno
Criseno Benzo[k]fluorantreno Benzolb]fluorantreno

Benzo[a]pireno Indeno[1,2,3-c,d]pireno
Benzo[g,h,j]pirileno Dibenzol[a,h]antraceno

Figura 2.1 - Estrutura dos 16 HPAs prioritarios
Fonte: Adaptado de ABDEL-SHAFY e MANSOUR (2016).

Os HPAs podem estar nas formas gasosa, particulada e dissolvida, sendo
encontrados na agua, solo, sedimento, material particulado atmosférico, organismos
aguaticos e alimentos (PATHIRATNE et al., 2007; DONG et al., 2016). Devido a sua
capacidade de dispersédo e distribuicdo através dos variados compartimentos, sao
caracterizados como ambientalmente estaveis, resistentes a degradacdao,
acumulaveis na biota, hidrofébicos e toxicos. Sendo estas algumas qualidades
desejaveis em um tracador de poluicdo (BASHEER, OBBARD e LEE, 2003; WANG
et al., 2016).

As principais formas de introdugdo dos HPAs no ambiente aquéatico ocorrem
atravées de efluentes domésticos e industriais, descarregados via aguas de

escoamento superficial (runoff), aporte atmosférico (precipitacdo de gases
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originados da queima de combustiveis), derrames de petrleo ou derivados e
sintese por organismos (WANG, LIU e YANG, 2014; ABDEL-SHAFY e MANSOUR,
2016).

A diferenciacdo dos HPAs quanto as fontes pirogénicas e petrogénicas
envolve a quantificacdo relativa da massa molecular destes compostos. Aqueles
procedentes de fontes petrogénicas sao identificados pela presenca de massas
moleculares predominantemente menores. Ja, os de fontes pirogénicas apresentam
alta proporcdo de compostos alquilados e, portanto de maior massa (SOCLO,
GARRIGUES e EWALD, 2000; KALWA et al., 2014).

As principais relagbes usadas nos estudos envolvendo HPAs séo
fenantreno/antraceno e fluoranteno/pireno utilizadas para distinguir as fontes de
contaminagdo da matéria organica de origem pirogénica. A razdo do
metilfenantreno/fenantreno também pode ser utilizada para avaliar a origem da
contaminacdo nos sedimentos (TAM et al.,, 2001; ABDEL-SHAFY e MANSOUR,
2016).

O estudo dos HPAs tem grande importancia na consolidacdo dos
marcadores antropogénicos nas a¢des de monitoramento, apesar de originados em
processos distintos a maioria dos micropoluentes emergentes, como 0s produtos
farmacéuticos. Contudo, algumas rotas de transporte sdo comuns, permitindo a

prospeccao da extensdo da poluicdo também por esta categoria de contaminantes.

2.3 A CAFEINA COMO MARCADOR DE POLUICAO ANTROPOGENICA

A 1,3,7-trimetilxantina & conhecida como cafeina, trata-se de um alcaloide
cuja estrutura € formada por um esqueleto de purina heterociclica (Figura 2.2).

O conjunto de propriedades fisico-quimicas apresentadas pela cafeina permite
considerar que ela possui significativa afinidade pelo meio aquoso (log Kow e
solubilidade), sendo, portanto facilmente transportada em ecossistemas aquaticos e em
aguas residuérias (BUERGE et al., 2006). Além disso, em termos de distribuicdo nos
compartimentos, a cafeina pode preferir a fase aquosa a fase sedimentar (BRADLEY et
al., 2007).
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A ocorréncia natural de cafeina estd associada apenas a espécies vegetais
superiores, estando presente em mais de sessenta plantas (BARONE e ROBERTS,
1996; CAMARGO, 1999). Porém, a principal fonte de obtencéo ocorre por meio da
sintese industrial tendo em vista o0 uso atrelado a composi¢céo de farmacos (BUERGE et
al., 2003).

o)
CH
G / 3 CgH N,O
3
AN N .
N ‘ > Peso molecular: 194,19 g mol
)\ N/ Solubilidade em agua: 21,7 g L™ a 20°C
o) N

log Kow=0,01 PE: 178°C
CHs pKa:10,4

Figura 2.2 - Estrutura e propriedades fisico-quimicas da cafeina.
Fonte: Adaptado de Adaptado de GARDINALI e ZHAO (2002) e PEELER, OPSAHL e CHANTON (2006).

Por ser amplamente utilizada na medicina e prioritariamente nas dietas e
hébitos alimentares da populacdo a sua abundancia no ambiente é significativa,
reforcando suas potencialidades como marcador de poluicdo (PEELER, OPSAHL e
CHANTON, 2006). Apesar de algumas pesquisas indicarem sua remoc¢ao durante
as operacgOes de tratamento empregadas nas estacdes, outros estudos apontam
gue na realidade ocorre prioritariamente a transferéncia para a fase solida (SUI et
al., 2010; WILLIAMS e MCLAIN, 2012). Com isso, novas rotas de insercdo nos
ecossistemas sdo possiveis pela disposicdo dos solidos gerados e destinados a

adubacao.

2.3.1 Persisténcia da cafeina nos compartimentos

Para a utilizacdo de uma determinada substédncia como marcador de
poluicdo, além da abundancia e ocorréncia, faz-se necessaria a investigacao de seu
comportamento no meio ambiente, tendo em vista avaliar sua persisténcia em meio

aos principais processos, fisicos, quimicos e bioldgicos que ocorrem nos
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compartimentos. Na literatura atual, poucos estudos focados nesta avaliagdo sao
reportados para a cafeina.

A estimativa do tempo de meia vida para este composto no meio ambiente
pode variar de 3 a 30 dias dependendo do clima e dos processos como insolacéo,
oxigenacdao, pH, etc. (BENOTTI e BROWNAWELL, 2009; KURISSERY et al., 2012;
EDWARDS, KULIKOV e GARNER-O’NEALE, 2015).

A avaliacdo da biodegradabilidade da cafeina em sistemas convencionais de
tratamento de esgotos realizada em Irvine (EUA), empregando bactérias do género
Pseudomonas obteve taxa de degradagdo 2,9 ug mL™* d* (OGUNSEITAN, 1996).
Os resultados sugerem baixa susceptibilidade a acdo microbioldgica e indicam a
passagem da cafeina pelo sistema sem efetivo tratamento (HEBERER, 2002;
BUERGE et al., 2003; WEIGEL et al., 2004; SAUVE et al., 2012).

Um estudo da persisténcia da cafeina em lagos na Suica, frente aos
processos de sorcao/sedimentacdo e volatilizacdo revelou que estes mecanismos
sdo de baixa relevancia, indicando preferéncia pela coluna de 4gua (BUERGE et al.,
2003; CHEN, LI e ZHU, 2012; ZHANG et al., 2013). No mesmo estudo, a
degradacdo bioquimica e fotoquimica foi avaliada por meio de experimentos com
agua doce fortificada com cafeina. Foram observadas taxas de degradacédo de 1,0 a
54,0 ug mL™* d* (BUERGE et al., 2003).

A avaliacdo da decomposicdo da cafeina em aguas marinhas da Floérida
(EUA), sob diferentes temperaturas e insolacdo, monitoradas por cinquenta e quatro
dias revelou remocdes de 64,0, 50,5 e 11,0% para amostras a temperatura
ambiente sob insolacdo, amostras sem insolacdo e protegidas da luz a frio,
respectivamente (PEELER, OPSAHL e CHANTON, 2006).

A biodegradagdo da cafeina em sedimento e agua procedente de rios
americanos (Foumile Creek, Boulder Creek e Platte River) verificada em condicdes
aerObias e anoxicas revelou que as taxas de biotransformacéo sdo mais sensiveis
as condigbes redox. Desta forma, a concentracdo de oxigénio no meio tem
relevancia direta a persisténcia da cafeina no ambiente (BRADLEY et al., 2007).

Em linhas gerais, a degradacao da cafeina em ambientes naturais depende
de diversos fatores, como a atividade microbiologica, a temperatura, o grau de
trofia, vazdo e a profundidade do corpo hidrico (BUERGE et al., 2003; MUSOLFF et
al., 2009; EDWARDS, KULIKOV e GARNER-O’NEALE, 2015). Com isso, a
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avaliac@o precisa do seu comportamento ndo é tarefa simples. Contudo, a meia-
vida encontrada para a cafeina nos compartimentos comumente estudados permite
sua aplicacdo como indicador de poluicdo recente (em torno de 30 dias). Pode-se
considerar que seu comportamento apresenta estabilidade, o que permite sua

mensuracao no ambiente apds algum tempo.

2.3.2 Ocorréncia antropogénica de cafeina no meio ambiente

A literatura atual tem reportado diversos trabalhos empregando a cafeina
como marcador de poluicdo antrépica nos ecossistemas (OGUNSEITAN, 1996;
SEILER et al.,, 1999; GARDINALI e ZHAO, 2002; BUERGE et al.,, 2003; 2006;
PEELER, OPSAHL e CHANTON, 2006; FROEHNER et al., 2009; KURISSERY et
al., 2012; EDWARDS, KULIKOV e GARNER-O’NEALE, 2015; LINDEN et al., 2015;
DONG et al., 2016).

Os primeiros estudos envolvendo a determinacdo desse composto em
compartimentos ambientais remontam a década de 70 para estudos qualitativos
(SIEVERS et al.,, 1977; SHELDON e HITES, 1978). As primeiras quantificacdes
ocorreram no final da década de 80 para esgotos e, posteriormente, para aguas
superficiais e subterraneas ja na década de 90 (BUSZKA et al., 1994; PAXEUS e
FRIEDRICHSCHRODER, 1996; SEILER et al., 1999).

Um dos primeiros usos efetivos da cafeina como biomarcador ocorreu em
Reno, Nevada (EUA) onde esta substancia foi usada no monitoramento de aguas
subterraneas e esgoto de forma comparativa ao parametro convencional nitrato. No
ponto amostral onde foram determinadas as maiores concentracfes de cafeina e
nitrato foram obtidos os valores de 0,23 pg L™ e 30 mg L™, respectivamente (SEILER
et al., 1999).

O monitoramento de cafeina em aguas subterraneas realizado na Macedo6nia
(Grécia) revelou que sua ocorréncia e concentragdo decresce com 0 aumento da
profundidade, com isso, sugere-se que a principal rota de entrada para este
compartimento possui relagdo com os processos de infiltracdo do esgoto domeéstico
procedente em grande parte dos tanques sépticos ou fossas sem a configuracéo
adequada de tratamento. O mesmo estudo apontou ainda que em pontos amostrais
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de areas desabitadas foi detectada a presenca do analito, indicando sua mobilidade
(PAPADOPOULOU-MOURKIDOU et al., 2001).

A cafeina foi empregada como marcador em uma pesquisa envolvendo seis
antibidticos monitorados em estacdes de tratamento e aguas superficiais em Nova
York (EUA). Os teores de cafeina obtidos para as matrizes investigadas variaram de
0,2a9,9 yg L™ (BATT, BRUCE e AGA, 2006). Um estudo semelhante realizado em
Zurich (Suica) obteve teores 7 a 73 pg L™ no esgoto bruto, 0,3 a 0,9 ug L™ apés o
tratamento e 0,25 pg L™ em &guas de rio (POIGER et al., 2003). Estes resultados
confirmam a presenca do marcador de poluigdo tanto no esgoto quanto no ambiente.

A avaliacdo do potencial como biomarcador de poluicdo da cafeina foi
comparada ao parametro microbiolégico convencional atualmente aceito e
consolidado, baseado em coliformes fecais, durante a estacdo chuvosa no Deal
Lake, New Jersey (EUA). Foram observadas correlagbes diretas e positivas
correspondentes a 1,0; 0,97 e 0,97 entre o marcador quimico e os grupos coliformes
fecais, estreptococos fecais e enterococos. Isto indica que suas ocorréncias séo de
fontes comuns e que a cafeina € adequada para estudos de monitoramento
(SANKARARAMAKRISHNAN e GUO, 2005).

Um estudo realizado em Lake Simcoe (Canada) fez uso da cafeina como
biomarcador em amostras de &gua e sedimento monitoradas em campanhas
mensais no ano de 2010. Foram reportadas concentracfes na faixa de 0,005 a 0,07
ug L™t em agua e 0,007 pg g em sedimento, sendo este semelhante em todas as
amostras, sugerindo persisténcia e baixa suscetibilidade a biodegradacdo nesta
matriz (KURISSERY et al., 2012).

A cafeina, juntamente com outros micropoluentes, foi monitorada na bacia
hidrografica do Zumbro River, Minessota (EUA) em amostras de agua e sedimento,
para a prospeccdo ambiental na regido, considerando o uso do solo, a atividade
agropecuaria, esgotamento sanitario e populacdo. Para a cafeina a frequéncia de
deteccdo foi de 100% nas amostras de sedimento e 98% nas amostras de agua.
Nas determinagdes, as concentracbes médias foram de 0,0004 ug g™ e 0,04 ug L™
em sedimento e 4gua, respectivamente (FAIRBAIRN et al., 2015).

Em KwaZulu-Natal (Africa do Sul) foi realizada uma pesquisa empregando
lodo de estagbes de tratamento e sedimentos de rios em um estudo de

monitoramento de diversos farmacos onde estava inclusa a cafeina. Para os
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biossolidos gerados no tratamento foram reportadas concentracdes de cafeina na
faixa de 0,0007 a 0,014 pg g* e nos sedimentos 0,0002 a 0,0013 pg g*
(MATONGO, SOLOMON et al., 2015).

A ocorréncia de cafeina, apesar de ser uma droga biologicamente ativa, tem
sido amplamente documentada em aguas costeiras. Os niveis de concentracdo
reportados demandam de melhores estudos a fim de avaliar os efeitos sobre a biota
(GONZALEZ-REY e BEBIANNO, 2012). Neste sentido, um estudo empregando
moluscos da espécie Mytilus galloprovincialis, procedentes do Mar Adriatico (Italia)
avaliou os efeitos sub-letais induzidos por uma exposi¢céo de 7 dias a concentragdes
ambientalmente relevantes de cafeina (5, 50 e 500 ng L™). Foi obtido um baixo perfil
de toxicidade indicando que a aplicacdo da cafeina como biomarcador integrado
pode fornecer uma visdo abrangente do grau de stress induzido por contaminantes
emergentes em invertebrados marinhos (CAPOLUPO et al., 2016).

No Brasil, as pesquisas com cafeina também vém sendo realizadas com
emprego deste marcador quimico no monitoramento de qualidades de &guas
superficiais (FERREIRA, 2005; FROEHNER et al., 2009; LINDEN et al., 2015)
(MONTAGNER e JARDIM, 2011).

A avaliacdo da poluicdo urbana na bacia hidrografica do Leopoldina (RJ)
através da cafeina como tracador para agua superficial em cinco pontos amostrais,
incluindo a Baia de Guanabara, obteve concentracdes de 134 a 367 pg L™
(FERREIRA, 2005). Segundo o autor, os elevados valores sdo fortes indicios da
ineficiéncia do tratamento de esgotos, além de fontes diretas de aguas residuéarias e
do alto padrdao de consumo da substancia na dieta alimentar.

Na bacia hidrogréafica do Rio dos Sinos (RS) foram determinados ao longo de
cinco estagbes amostrais e seis campanhas no ano de 2012 valores na faixa de
0,00015 a 0,02 pg L' para cafeina (LINDEN et al., 2015). Estas medidas s&o
coerentes com estudos semelhantes realizados em outros paises, sugerindo maior
remocao da cafeina pelos sistemas de tratamento existentes na regido. Contudo, a
deteccdo reforca a potencialidade da cafeina enquanto marcadora de poluicéo
antropogénica.

A cafeina e os esterois fecais foram avaliados como biomarcadores em agua
superficial e em sedimentos, respectivamente, em um estudo realizado na bacia do

Rio Barigui, Curitiba (PR) compreendendo sete pontos de coleta e trés campanhas.
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A concentracdo de cafeina variou de niveis menores que o limite de detec¢do para
amostras procedentes de regies menos antropizadas a 539 pg L™* em locais com
efetiva poluicdo por esgotos, conforme sugerido por outros parametros fisico-
quimicos avaliados na pesquisa (FROEHNER et al., 2009).

Outro estudo semelhante foi realizado na mesma regiao, no Alto Rio Iguagu,
com o objetivo de serem monitorados cafeina, bisfenol-a e xileno de almiscar em
agua, procedentes de esgotos domésticos e industriais. Nesta pesquisa foram
reportadas concentracdes de 1,7 a 123,4 ug L™ para a cafeina (FROEHNER et al.,
2010).

A cafeina foi avaliada como indicador de contaminantes emergentes e de
atividade estrogénica em aguas naturais amostradas em diferentes rios no estado de
Sdo Paulo. A andlise multivariada dos dados permitiu concluir que existe uma
correlagdo significativa entre a concentragdo de cafeina e a atividade estrogénica
(MONTAGNER et al., 2014).

O estudo da eutrofizacdo e a determinacdo de micropoluentes no Lago
Paranod em Brasilia (DF) apresentou a cafeina como principal contaminante
emergente nas aguas superficiais, onde as concentracbes variaram entre 67,9 e
211,9 ng L™ (COSTA et al., 2016). A fonte de insercdo dessa substancia na agua foi
associada a elevada concentracdo determinada nas duas estacdes de tratamento
que tributam seus esgotos no lago.

Em sedimentos marinhos foi determinada a concentracdo média de 0,003 ug
g’ de cafeina em amostras procedentes da Baia de Todos os Santos (BA), onde
também foram quantificadas a eritromicina e o atenolol (BERETTA, PERELO e DE
OLIVEIRA, 2010).

Estes resultados confirmam a relevancia do estudo da cafeina como
marcador antropico de poluicdo. Seu uso tem maior aplicacdo em estudos na fase
aguosa, porém a cafeina também vém sendo empregada em amostras de
sedimentos devido a sua relacdo direta com a ocorréncia de micropoluentes com
afinidade por este compartimento, como reportado para farmacos e outros

Compostos.
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2.3.3 Metodologias analiticas empregadas nos estudos da cafeina como marcador

de poluigao.

A Tabela 2.2 apresenta um breve levantamento da aplicacdo de técnicas

cromatograficas na detec¢do e quantificacdo de cafeina em matrizes ambientais.

Tabela 2.2 - Analise cromatogréafica de Cafeina em matrizes ambientais

Matriz Técnica Extracéo LD Referéncia
. . GARDINALI e
- - *
Agua marinha LC-APCI-MS LLE 4 ZHAO (2002)
STAMATIS e
Esgoto GC-MS SPE 3* KONSTANTINOU(2
, 013)
Agua HPLC - 5000* | SEILER et al.(1999)
subterranea GC LLE 40*
PAPADOPOULQOU-
e - *
Agua doce P SPE >0 | MOURKIDOU etal.
(2001)
Agua doce COSTA et al.,
Esgoto LC-MS-IT-TOF SPE - (2016)
) SANKARARAMAK
Agua doce GC-MS LLE - RISHNAN e GUO
(2005)
Agua doce 1-2* KURISSERY et al.
Sedimento GC-IT-MS/IMS LLE 0,2** (2012)
Sedimento 0,12** | FAIRBAIRN et al.
Agua doce LC-MS/MS SPE 0,58* (2015)
Agua doce 312* MATONGO et al.,
Sedimento LC-MS SPE 624** (2015)
Esgoto 104*
Agua 4,8* CAPOLUPO et al.
Tecido muscular LC-MS/MS SPE 1,3% (2016)
. FROEHNER et al.
Agua doce LC-DAD SPME 50* (2009)
Lodo de esgoto 1,5% MARTIN et al.
Sedimento LC-DAD-FL LLE 66,1** (2010)

*(ng L), ** (ng g7

A aplicacdo da cafeina como marcador de poluicdo em matrizes ambientais

tem sido realizada simultaneamente com outros micropoluentes, como os farmacos,

cujas ocorréncias sdo da ordem de ng L™ até pug L™ (ZIYLAN e INCE, 2011). As

principais abordagens analiticas sdo baseadas em técnicas de cromatografia liquida

de alta eficiéncia (CLAE) ou de cromatografia gasosa (CG), acoplados a detectores
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de arranjo de diodos (DAD) ou por espectrometria de massa (MS) (CHEN et al.,
2002; SHRAIM et al., 2012; DE SOUSA et al., 2015).

As técnicas de pré-concentracdo e separacao por meio de fase solida (SPE)
também séo procedimentos comumente aplicados, pois contribuem para a deteccéo
em niveis de tracos dos analitos nas amostras (DE SOUSA et al., 2015; EDWARDS,
KULIKOV e GARNER-O’NEALE, 2015). Entretanto, métodos tradicionais como a
extracdo liquido-liquido (LLE) sdo também aplicados na extracdo de cafeina em
adgua (GARDINALI e ZHAO, 2002).

2.4 CONSIDERACOES FINAIS

O emprego de biomarcadores de poluicdo antropogénica como os esterois,
HPAs e cafeina vém ganhando espaco na area de monitoramento ambiental por
permitirem uma prospeccado mais fidedigna nas rotas de entrada de contaminantes
emergentes e da magnitude da interferéncia nos compartimentos ambientais.

Com base nas informacdes reportadas na literatura atual foi possivel
conhecer o emprego da cafeina como marcador de poluicdo por esgotos
domésticos e com significativa possibilidade de correlacdo com os micropoluentes
gue apresentam risco em potencial sobre os ecossistemas, como os farmacos. A
maioria das pesquisas observou o aumento nas concentracdes de cafeina nas
areas estudadas nas proximidades de regides urbanizadas ou de estacdes de
tratamento de esgotos.

Com isso, a cafeina, quando empregada como marcador de polui¢cdo, € uma
nova ferramenta de monitoramento, principalmente em situacdes onde a aplicacao
dos demais parametros de avaliacdo convencionais nao puder ser elucidativa. Outro
aspecto importante tem relagdo com a meia-vida da cafeina em ambientes naturais,
pois permite sua mensuracdo, apO0s algum tempo a contaminacdo inicial. Este
importante comportamento deve-se a sua estabilidade frente aos processos, fisicos,
guimicos e bioquimicos que ocorrem nos compartimentos.

O emprego da extracdo em fase soélida ou extragdo liquido-liquido

hY

combinadas tanto a cromatografia liquida quanto a gasosa por diferentes
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sistemas de detec¢cdo mostrou-se eficiente na determinacdo de cafeina em aguas
superficiais impactadas por esgoto. Para a matriz sedimento, apesar de a cafeina
possuir maior afinidade pela coluna de agua, também séo reportadas avaliacoes em
conjunto a outros farmacos.

Cabe ressaltar ainda a necessidade de estudos mais aprofundados sobre
a degradacdo da cafeina em ambientes tropicais, suas possiveis fontes naturais,
seu transporte e particdo nos compartimentos ambientais e sobre a relacdo entre

sua concentracao e sua degradacdo do ambiente.
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3.1 REAGENTES, PADROES E SOLUCOES

A cafeina (CAF) e os antidepressivos citalopram (CIT), venlafaxina (VEN),
fluoxetina (FLU), sertralina (SER) e amitriptilina (AMI) foram adquiridos na forma de
padrbes comerciais para farmacias de manipulacdo com pureza de 99,98%. Foram
preparadas solucdes estoques individuais dos analitos em metanol na concentracao
de 1000 pg mL™ e conservadas a 4°C. A solucéo de trabalho foi preparada a partir
das solucBes estoques, contendo todos os antidepressivos e a cafeina na
concentracdo de 100 pg mL™ para as fortificacbes e 0,5 ug mL™ para as calibracées
por adicdo de padrédo. As principais propriedades dos analitos investigados séo

apresentadas na Tabela 3.1.

Tabela 3.1- Caracteristicas dos analitos investigados

Solubilidade em Massa Molar

Farmaco agua f;lnii")C (mg (g mol™?) PKa  Log Kow
Caciz‘geli'rli\l\foﬂ;lz) 11,0 1942 10,4 0,01
Amit(rci:pz'f)i:LrEN(f\Ml) 0,0097 313,9 9,8 4,92
Ehmey  omw e oo om
Fl(ucoltthizggf\lFé)U) 0,0017 309,3 10,1 4,05
Ty come o me s e
Verzlgfli'(i;z (()\Q)EN) 0,023 277,4 94 328

Fonte: Adaptado de ANVISA (2010)

Os solventes empregados na extracao e eluicdo foram acetonitrila (TEDIA),
metanol (TEDIA), com grau de pureza CLAE e a agua ultrapura obtida pelo sistema
Human UP 900. Os demais reagentes foram dietilamina (Synth), o acido cloridrico
(Alphatec), hidroxido de sddio (Synth), cloreto de calcio (Synth), dihidrogenofosfato
de potassio (Vetec), bifosfato de potassio (Vetec) e dihidrogenofosfato de sdédio

(Vetec) todos com grau de pureza analitico.
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3.2 INSTRUMENTACAO

Neste estudo foram utilizados os seguintes equipamentos:
e Cromatdgrafo Liquido Waters" 600 Pump;
e Espectrofotometro UV-vis Perkin Elmer Lambda 45;
e Espectrometro de Infravermelho PerkinElmer FT-IR Spectrum 100S;
e Micro-ondas Brastemp;
e Rota-evaporador Fisatom;
e Banho ultrassonico Unique;
e Agitador de tubos vortex;
e Incubadora shaker Lactea;
e Sistema de purificacdo de agua sistemas Human UP 900;
e Centrifuga 5.000 rpm Sigma;
e Forno Mufla 1200 °C Forlabo;
e Estufa/ /Circulacdo Ar Quimis;
e Potencidbmetro digital de bancada Pa-200 — Alphalab;
e Balanca Analitica Digital Marte;
e Bomba a Vécuo Rotativa Fabre Primar;

e Liofilizador a vacuo;

3.3 CONDICOES CROMATOGRAFICAS

Utilizou-se um sistema CLAE acoplado a um detector por arranjo de diodos
(DAD) Waters" 2696 com lampada de deutério e faixa de operagéo de 190 a
800nm. O gerenciamento, controle de moédulos do CLAE, aquisicdo e
processamento de dados é realizado por um microcomputador IBM Pentium IV com
o software EMPOWER 2 (Waters™ Corporation).

Os analitos foram separados em coluna Phenomenex Luna C18 (4,6 x 150
mm, 5um), & temperatura de 30°C e injecao de 20 pL e com vazao constante de 0,8

mL min™.
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A eluicéo foi realizada com gradiente de fase movel previamente otimizada

considerando resolucdo cromatogréafica e tempo de andlise, conforme a tabela 3.2.

Tabela 3.2 - Gradiente de eluicdo da fase mdével para andlise de antidepressivos e
cafeina por CLAE-PDA

Acetonitrila  Dietilamina 2,0 mmol L*  Tempo Fluxo
(% viv) (pH=11) (% Vviv) (min) (mL min™)
70 30 0-8 0,8
80 20 8-9 0,8
100 0 9-10 0,8
70 30 10-15 0,8

Os cromatogramas foram obtidos com o detector PDA operando no modo
varredura na faixa de 210 a 400 nm. Para processamento dos dados, o0s
cromatogramas foram extraidos no comprimento de onda 6timo para cada
antidepressivo (CIT: 240nm; VEN: 227nm; FLU: 231nm; SER: 225 nm; AMI: 245nm
e CAF:. 274 nm). Como resposta analitica foi registrada a area do pico

cromatografico correspondente a cada analito.
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CAPITULO 4

OBTENCAO DAS AMOSTRAS E CARACTERIZACAO DAS
MATRIZES
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4.1 COLETAS E PREPARO DAS AMOSTRAS DE LODO DE ESGOTO E
SEDIMENTOS.

A metodologia de coleta foi baseada na NBR n°® 16434/15 (ABNT, 2015). O
instrumento usado na coleta das amostras foi uma draga tipo Petersen, com o intuito
de retirar-se um bloco das camadas superficiais do sedimento de fundo. A
guantidade de material recolhido foi em torno de 1 kg.

O acondicionamento foi feito em recipientes plasticos revestidos com papel
aluminio e identificados adequadamente. Na Figura 4.1 sdo representadas algumas

etapas da coleta.

b)

Figura 4.1 —a) Coleta de sedimento; b) Preservacdo das amostras e c¢) Coleta de lodo
de Esgoto

Apos a coleta o material foi acondicionado em recipientes de papel aluminio
e preservado sob refrigeracdo até a liofilizagdo para eliminacdo do excesso de
umidade. Depois de seco o material foi desagregado, peneirado em malha de 32
mesh (0,5 mm) e estocado em frascos de vidro a temperatura ambiente e ao abrigo

da Luz. A Figura 4.2 ilustra alguns dos processamentos realizados.
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Figura 4.2 —a) Acondicionamento das amostras para secagem, b) Desagregacéao c)
Peneiramento em malha, d) Amostra pronta para armazenamento

Para o desenvolvimento do protocolo de extracdo, ensaios de sorcao e
validacdo foram usadas aliquotas do sedimento de fundo (SO) colhidas em uma
nascente isenta de fontes de poluicdo antropica (S25°3’39,8”;W53°52'15,9”) e lodo
(LO) proveniente de uma estacdo de tratamento de  esgotos
(524°51°'20,3”7;W54°19°23,8”), ambos localizada na regido de estudo.

Na aplicacdo do método foram utilizadas amostras de sedimentos de rios,
onde sao lancados esgotos, e amostras de lodos, provenientes de duas estacdes de
tratamento de esgotos (ETEs). Uma das ETEs é constituida de lagoas de
estabilizacdo que atendem uma populagdo urbana de aproximadamente 12596
habitantes em Santa Helena - PR e a outra ETE opera por reator anaerébio de leito
fluidificado (RALF) atendendo 37403 habitantes em Medianeira — PR. Ambas ETEs
estdo localizadas na regido do Reservatorio de Itaipu-PR.

Para definicdo dos pontos de coleta foi inicialmente feita a divisdo de areas
por meio de uma campanha in loco, onde foram identificados os locais adequados,
considerando a foz de tributarios receptores de esgotos urbanos e as zonas do leito
do corpo hidrico com maior deposicdo de sedimento. Os locais amostrais em
estacbes de tratamentos de esgotos foram definidos mediante a identificacao
daqueles presentes em tributario de maior porte no reservatorio. Foram
estabelecidos pontos de coleta na entrada do sistema de tratamento e na regidao de
lancamento. A Tabela 4.1 apresenta as coordenadas geograficas dos pontos
amostrais e algumas das especificidades destes locais. Na Figura 4.3 € apresentado

0 mapeamento destes pontos.
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Tabela 4.1 - Localizacdo dos pontos amostrais.

Ponto Foto Coordenadas | Altitude | h Descrigao
m | (m)
Foz do Rio Arroio
Fundo em Entre
S 24°30’55,2” Rios do Oeste - PR
S1 W 54°131.3 241 3
Foz do Rio Ocoi
em S&o Miguel do
S 25°13'51,3” Iguagu - PR
s2 W 54°1325,7" 226 1
Regido distante 1
km do ponto de
S 24°50'52” lancamento da
S3 W 54°1925" 212 1 | ETE Santa Helena-
PR
Corpo receptor da
ETE Medianeira —
S 25°17°'10” PR, ponto distante
>4 W 54°06'7,4” 306 0,5 do local de
lancamento
Lagoa Anaerébia 1
na entrada do
S 24°51°20,3” tratamento
H W 54°19'23,8” 243 1 biologico, ETE
Santa Helena-PR
Lagoa Facultativa 2
no final dos
S 24°51°17” tratamento
L2 W 54°19'22,8” 250 1 biologico, ETE
Santa Helena-PR
Manta de lodo do
RALF da ETE,
°17’ ” Medianeira-PR
S 25°17°11,2
L3 W 54°6'5" 306 0,5
Leito de secagem
do lodo excedente
°17’ » do RALF, ETE
S 25°17°11,2 ,
L4 306 0,2 Medianeira-PR

W 54°6’5”
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Figura 4.3 — Localizacdo geogréafica dos pontos de coleta.

O Ponto S1 foi demarcado na regido de confluéncia do Rio Arroio Fundo
com o Reservatério de Itaipu. Na microbacia e entorno desse riacho, dentre os
varios usos multiplos, destacam-se a captacéo de agua para irrigacao, area de lazer
publica e corredores de dessedentacdo. Além disso, nesta microrregido estédo
localizadas cidades como Marechal Candido Rondon-PR e Entre Rios do Oeste-PR
qgue utilizam o manancial como fonte de abastecimento publico e para descarte de
esgotos domeésticos provenientes da rede urbana. Cabe ressaltar ainda que o
afluente principal é receptor de aguas residuérias provenientes de agroindustrias de
processamento de aves.

Os Pontos L1, L2 e S3 localizam-se proximo ao Balneario de Santa Helena-
PR que caracteriza-se por ser um terminal turistico, sendo de interesse a
investigagdo no local pelas intensas atividades de lazer com contato primario. Os
pontos de coleta L1, L2 compreendem a entrada e a saida do sistema de tratamento
de Esgotos da ETE-Santa Helena e o S3 a area de despejo no Reservatério de
Itaipu poés-tratamento. A escolha destes locais corrobora com a perspectiva de
estudar os antidepressivos residuais no lodo in natura, apos as unidades de
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tratamento por lagoas de estabilizagdo e na zona de dispersdao dos mesmos no
reservatorio.

Outra microrregido definida para a amostragem foi a microbacia do Rio Ocoi
nos municipios de Medianeira-PR e Sdo Miguel do Iguacu-PR. Este rio recebe ainda
afluentes onde sao lancados esgotos domésticos de cidades menores como
Matelandia-PR e Ramilandia-PR.

O Ponto L3 foi admitido como o Reator Anaerobio de Leito Fluidificado
(RALF) usado no tratamento do esgoto doméstico da cidade de Medianeira-PR. O
Ponto L4 consistiu no leito de secagem onde é disposto periodicamente o lodo
gerado pela estagdo de tratamento. O efluente tratado é langcado em um rio de
menor porte, Rio Alegria que € um dos tributarios, definido como ponto S4. No Rio
Ocoi propriamente dito foi afixado os Ponto S2 correspondendo a sua regiao de foz

dentro do Reservatorio de Itaipu-PR.

4.2 CARACTERIZACOES DAS MATRIZES LODO DE ESGOTO E SEDIMENTOS

4.2.1 Analises Fisico-quimicas

Antes da liofilizacdo uma parcela do material foi separada para a
caracterizacdo fisico-quimica mediante a determinacdo do pH pelo método
potenciométrico (DONAGEMA et al., 2011), umidade, sélidos totais, cinzas, matéria
organica e carbono total por gravimetria (KIEHL, 1985) e a textura do sedimento pelo
método do densimetro (SANTOS et al., 1995). Os valores foram expressos em
porcentagem com base as analises realizadas em amostras de 30 g de cada matriz
em triplicata. Na Tabela 4.2 s&o apresentados os valores médios obtidos.

As amostras foram submetidas ao tratamento térmico logo apds coleta e,
portanto, saturadas de umidade, o que justifica os percentuais de aproximadamente
48% e 17% da massa perdida na etapa de secagem em estufa a 100-110 °C para o

sedimento e lodo respectivamente.
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Tabela 4.2- Caracteristicas fisico-quimicas das amostras de sedimento e lodo
usadas nos ensaios

Parametro Sedimento Lodo de Esgoto
SO S1 S2 S3  S4 LO L1 L2 L3 L4
pH* 6,8 6,7 57 56 69 66 77 66 65 6,4
Umidade* (%) 48,2 40,1 374 382 370 366 420 416 36,2 389

Solidos Totais (%)* 51,9 599 626 618 630 634 580 584 638 61,1
Fracdo Inorganica (%)** 88,4 878 885 909 919 769 753 689 880 757
Fracdo Organica (%)** 116 122 115 91 81 231 24,7 31,1 220 24,3
Carbono Total (%)*** 6,5 6,9 65 51 46 73 139 175 124 13,7

Argila (%) 635 64,2 425 67,4 582 - - - - -
Silte (%) 142 132 212 145 162 - - - - -
Areia (%) 223 226 363 181 273 - - - - -

* matrizes in natura.
** Determinado na fracéo de solidos totais.
*** Determinado na fracdo de matéria organica pelo fator de Van Bemmelen (KIEHL, 1985).

Devido ao fato de a agua ter acdo solvente, diversas espécies quimicas se
encontram dissolvidas na 4gua intersticial, 0 que faz com que essa solucao funcione
como meio e como rota principal pela qual um contaminante apresente mobilidade
(MOZETO et al., 2014). A retencdo de agua pelo sedimento depende de varios
fatores, tais como sua textura, estrutura, material organico e tipo de argila, sendo
esta a principal responséavel pelos efeitos de contracdo e expansao nos processos
de perda ou absorcao de agua por interacdes com suas moléculas.

A ocorréncia de argila é tipica dos sedimentos, diferentemente dos lodos
precipitados em unidades de tratamento cuja estrutura é flocosa constituida
predominantemente de biomassa (RANGEL e SANCHES FILHO, 2014). Estas
diferencas justificam o maior aporte de umidade nos sedimentos. A massa que se
manteve constante apds a remocdo da umidade foi definida como teor de sélidos
totais, e pode ser considerada como a soma das fragcdes organicas e inorganicas.

A determinacdo dessas duas fracbes, bem como o teor de carbono total
ocorreu pelo tratamento térmico da amostra desidratada em mufla a 550-560°C, com
afericdo do teor de cinzas e da perda por calcinagdo. Os resultados indicaram
elevada presenca de material organico, 8 a 12 % e 23 a 31 %; silica, silte e argila,
87 a 91% e 75 a 88% sobre o teor de sdlidos totais para os sedimentos e lodos
respectivamente. Quando os sedimentos apresentam valores de matéria organica
acima de 10% sao considerados organicos, e abaixo de 10% sdo considerados
sedimentos inorganicos ou minerais (LI et al., 2001; ESTEVES, 2011).
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4.2.2 Espectroscopia Infravermelho

Andlises de infravermelho foram utilizadas, principalmente para detectar
qualitativamente a presenca de matéria organica e demais componentes das
matrizes e estabelecer semelhancas e diferengas entre as mesmas. Utilizou-se para
determinacdo dos espectros a técnica de disco KBr a uma concentragdo aproximada
de 1%. A amostra foi homogeneizada e comprimida a alta pressdo em molde
evacuado de modo a formar uma pastilha. O registro espectral foi feito na regido de
4000 cm™® a 400 cm™, com resolucdo de 4 cm® e 64 varreduras em
espectrofotometro Perkin-Elmer, modelo FT-IR Spectrum 100S acoplado a um
registrador automatico.

A Figura 4.4 ilustra os espectros de absorcdo na regido do infravermelho
para as amostras de lodo bruto e sedimentos apds a secagem. Foram apresentados
os perfis gerais, visto ndo foram observadas particularidades nos espectros comuns
a cada amostra de sedimento e lodo.

100
o ~\ W7
~ 80
£
70
b
= 60
§ 50 a
® 40 | —Sedmento
= ——Lodo
30
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400
Namero de onda (cm-)

Figura 4.4- Espectro de absorc¢&o naregido do infravermelho para as matrizes
sedimento e lodo de esgoto

Na inspecdo dos espectros sdo observadas bandas de absorcéo
identificadas a sequir:
a) Banda alargada entre 3700 e 3000 cm™ que pode ser atribuida ao estiramento
do grupo O-H e/ou N-H em ligagdo de hidrogénio. De modo geral as bandas
observadas podem ser atribuidas a presenca de &cidos, alcoois, fendis e/ou

aminas na amostra, ou também de grupos silanois (Si-OH), devido a presenca
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b)

de agua oclusa em silica ou quartzo (BARBOSA, 2007; SMIDT e MEISSL, 2007;

SILVERSTEIN, 2006; PAVIA et al., 2010).

Vibragdo em 2900 e 2800 cm™ referente ao estiramento de C sp® - H, dos

grupos —CH, e —CH3 presentes nas cadeias alifaticas de moléculas organicas

(2930 cm™) (PAVIA et al., 2010). Sdo observadas bandas mais intensas no lodo

sugerindo maior abundancia dessas estruturas nesta matriz. A presenca dos

grupamentos metila e metileno também é deduzida pelas bandas caracteristicas

de deformacédo angular de C-H alifatico na regido de absorcdo de 1450-1375

cm™ (DICK et al., 2003). Isto é observado no lodo, indicando a presenca de

cadeias alifaticas e sugerindo a presenca de matéria organica na amostra

(CAPANA et al., 2009).

Estiramentos C=0O de carboxilatos por volta de 1650 cm™ (SMIDT e MEISSL,

2007) e C=C de compostos aromaticos, em torno de 1552 cm™ (PAVIA et al.,

2010).

d) Uma banda fraca em torno de 1420 cm™ refere-se ao estiramento C-O e/ou &
deformagao angular na ligacdo 80-H de COOH e estiramento simétrico do
grupo COO™ (CANELLAS et al., 2001). Bandas entre 1544 e 1068 cm™ podem
sugerir polissacarideos integrantes a estruturas humicos (STEVENSON,
1982; HERNANDEZ et al., 1993).

e) Estiramento C-O em 1050 cm™ (PAVIA et al., 2010) e a presenca de quartzo
por volta de 1040 cm™ (SMIDT e MEISSL, 2007).

f) Vibragcao do grupo Si-O e a deformacgao angular de Si-H, que aparece como
uma banda bem definida entre 800 e 1110 cm™ (SILVERSTEIN, 2006).
Podem também nesta regido ocorrer bandas caracteristicas de compostos
aromaticos.

g) Nesta regido sdo comuns bandas associadas aos argilominerais como
dobramentos em torno de 950 a 915 cm™, relativa & ligacdo Al-OH e bandas
as proximidades de 790 a 800, 750 a 780, 640 a 690 cm™ ou no intervalo de
400 a 600 cm™ tipicas de caulinita (BARROS et al., 2012; TIRONI et al.,
2012).

Ambos os espectros de infravermelho apresentam perfis semelhantes de

bandas de absorcao, exceto pelas regides b e c referentes as ligacdes de carbonos
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alifiticos e a carboxilatos, respectivamente mais intensas no lodo do que no
sedimento.

A matéria organica aportada nos sedimentos tem origem tanto em fontes
naturais como detritos organicos, vegetacdo marginal e fitoplancton presente nas
adguas do rio, além de fontes antropogénicas como os efluentes domésticos e
industriais. Elevadas concentracbes de matéria organica no sedimento podem
indicar contribuicdo antropica (ROBAINA et al., 2002). No caso do sedimento
estudado, por ser um local protegido dos principais efeitos antrépicos a contribuicdo &
considerada de fonte natural e com isso a classificagéo é organica.

O material organico sedimentado no lodo de esgoto é proveniente dos
processos de estabilizacdo da matéria organica, composto basicamente por
biomoléculas e material celular gerado na atividade biolégica nos tanques de
tratamento. Com isso, a fragdo organica € superior aguela verificada em sedimentos de
aguas doces. Os espectros de infravermelho sugerem a presenca de material organico
nas duas matrizes, sendo maior a ocorréncia no lodo de esgoto.

As estruturas na matéria organica natural e antrépica sao possuidoras de
alta concentracdo de cargas eletroliticas. Em contraste com as superficies de éxidos
minerais que possuem apenas um tipo de grupo funcional. Compostos organicos
possuem elevada complexidade, podendo apresentar uma rica e variada quantidade
de grupos funcionais de superficie, particularmente o0s grupos -carboxilicos
(WARREN e HAACK, 2001).

Nos solos e sedimentos a presenca de tais grupos é caracteristica das
substancias humicas presentes na matéria organica em decomposi¢do e que podem
ser classificadas, operacionalmente, em funcdo da solubilidade em meio aquoso
como acidos falvicos, acidos humicos ou huminas. A presenca destes compostos é
indicada pela banda relativa ao anion carboxilato (regido de 1400 cm™) e as bandas
na regido de 1544 e 1068 cm™, relativas a polissacarideos (STEVENSON, 1982;
HERNANDEZ et al., 1993).

Os acidos fulvicos apresentam guantidade de grupos hidrofilicos suficientes
para permanecerem soluveis em qualquer valor de pH e os acidos humicos, mais
hidrofobicos, apresentam agregacao e precipitacdo em meio acido (PICCOLO, 2002;
BALDOTTO et al., 2013). Como consequéncia, o pH dos sedimentos em que estes

compostos estdo presentes tem caracteristicas acidas, conforme observado na
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amostra utilizada (pH=6,8). De modo similar, no lodo de esgoto (pH=6,6), devido a
atividade metabdlica, ocorre a formacdo de acidos orgéanicos variados no meio que

sao incorporados aos granulos de biomassa.
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CAPITULO 5
OTIMIZA(;AO DE UM METODO PARA EXTRA(;AO DE CAFEINA E
ANTIDEPRESSIVOS RESIDUAIS EM SEDIMENTO E LODO DE
ESGOTO EMPREGANDO DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
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RESUMO

Os antidepressivos estdo entre os farmacos mais utilizados pela populagédo. A
cafeina tem amplo uso associado a diversos principios ativos em medicamentos,
além de servir como importante marcador antrépico. Este capitulo propbe a
otimizacdo de um meétodo para extracdo simultdnea de antidepressivos de uso
frequente (citalopram, venlafaxina, fluoxetina, sertralina e amitriptilina) e cafeina
baseado no uso de solventes auxiliado por micro-ondas e CLAE-PDA. Na otimizacao
foram aplicados os delineamentos experimentais simplex-centroide para composi¢cao
da fase extratora, e um planejamento composto central rotacional (DCCR) 23 para
adequar o protocolo de extracdo quanto ao pH de trabalho, menor emprego de
solvente e tempo de processamento. Nos ensaios, triplicatas amostrais de
sedimento e lodo de esgoto foram fortificadas solugdo padrdo mista dos analitos e
posteriormente submetidas aos procedimentos de extracdo. Os percentuais de
recuperacdo foram aplicados como respostas nos delineamentos e ajustadas aos
modelos empiricos. A analise de variancia (ANOVA) e o estudo da falta de ajuste
foram usados para avaliar a significancia dos ajustes ao nivel de 95% de confianca.
A funcéo desirability foi a ferramenta de otimizacdo empregada na obtencdo das
condicdes ideais e apresentou valores préximos a 1,0, o que indicou uma resposta
significativa para ambos os delineamentos. A composicao obtida para a fase liquida
na extracdo simultdnea nas duas matrizes foi uma mistura binaria de metanol e
acetonitrila na proporcdo de 4555 e 53:47 (v/v) para lodo e sedimento
respectivamente. As condi¢des otimizadas foram pH 3, volume de 4 mL do solvente
extrator e 3 ciclos de extracdes para o lodo de esgoto. Para o sedimento os valores
foram pH 11, volume de 3 mL da mistura de solventes e 4 ciclos de extra¢des. Os
percentuais de recuperacao previstos, no nivel de fortificacdo empregado nas duas
matrizes, foram superiores a 91% de para todos os analitos. Por se tratarem de
matrizes contendo material organico, os lodos e sedimentos possuem a capacidade
de interagir com os analitos de maneira estavel, dificultando a extracao e justificando
a necessidade de um protocolo de capaz de tornar os analitos disponiveis. Concluiu-
se que o emprego de ferramentas quimiométricas contribui positivamente para a
superacao dessa dificuldade.

Palavras Chaves: Poluentes emergentes, lodo, sedimentos, monitoramento
ambiental, planejamento experimental.
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ABSTRACT

Antidepressants are among the drugs most frequently used by the public. Caffeine
has extensive use associated with various active ingredients in medicines, as well as
serving as an important anthropic marker. This work proposes the optimization of a
method for the simultaneous extraction of common antidepressants (citalopram,
venlafaxine, fluoxetine, sertraline and amitriptyline) and caffeine based on the use of
solvents assisted by microwave and HPLC-PDA. Optimization were applied
experimental simplex centroid for composition of the extraction phase designs, and a
central composite rotational design (CCRD) 23 to adjust the extraction protocol for pH
work, less use of solvent and processing time. In tests, sample triplicates sediment
and sewage sludge were fortified mixed standard solution of the analytes and then
subjected to extraction procedures. The recovery percentages were applied as
responses in designs and adjusted to empirical models. The analysis of variance
(ANOVA) and the study of lack of fit was used to assess the significance of settings
at 95% confidence. The desirability function was the optimization tool used to obtain
the ideal conditions and showed values close to 1.0, which indicated a significant
response to both designs. The composition obtained to simultaneous extraction in
liquid phase in the two arrays is a binary mixture of methanol and acetonitrile in the
ratio of 45:55 to 53:47 (v / v) to silt and sediment respectively. The optimized
conditions were pH 3, volume of 4 mL of solvent extractor and 3 cycles of extraction
for sewage sludge. To the sediment values were pH 11, volume 3 ml of the mixed
solvent extractions and 4 cycles. The recovery percentages provided in the
fortification level employed in the two arrays have greater than 91% for all of the
analytes. Because these arrays containing organic material, sludge and sediment
have the ability to interact with the analytes in a stable manner, making the extraction
and justifying the need for a protocol to be able to make the analytes available. It was
concluded that the use of chemometric tools contributes positively to overcome this
difficulty.

Key Words: Emerging pollutants, sludge, sediment, environmental monitoring,
experimental design.
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5.1 INTRODUCAO

Os sedimentos e lodos sdo matrizes formadas basicamente por detritos,
particulas organicas e inorganicas, e sdo relativamente heterogéneos em termos de
suas caracteristicas quimicas, fisicas e bioldgicas. S&o considerados
compartimentos de acumulo de espécies poluentes transferidos da coluna de agua
por mecanismos de adsorcao (principalmente troca idnica), interacdes do tipo redox,
dependentes do oxigénio e atividade de bactérias, fungos, plancton e invertebrados
BAIRD, 2002; DEY-SARKAR et al., 2007; BITTENCOURT et al., 2016).

A determinacdo de contaminantes emergentes nos compartimento sélidos
como sedimentos e lodos de estacdes de tratamento de esgoto tém se tornado uma
etapa indispensavel para o monitoramento e o entendimento da dinamica de
dispersdo dessas substancias nos ecossistemas aquaticos. Os niveis de
concentracdes na faixa de ng L™ e ug L™ em que esses compostos se apresentam e
a complexidade matricial exigem investimentos sobre o trabalho analitico.

As principais abordagens sdo baseadas em cromatografia liquida e gasosa
com diferentes tipos de detectores (MARTINEZ BUENO et al., 2012; DEVIER et al.,
2013). A extracao dos analitos consiste em uma etapa decisiva na prospeccéo de
poluentes no ambiente, visto que a complexidade matricial geralmente tornam os
processos laboriosos e de dificil reproducéo. Além disso, influencia diretamente na
sensibilidade do instrumental.

Varias tipologias, como por exemplo, extracdo liquido-liquido, extracdo em
fase solida, extracdo com fluido supercritico e extracdo com membranas, sdo
reportadas em estudos com farmacos (BOSSIO et al., 2008; MUTAVDZIC et al.,
2012; DUAN et al., 2013; RADOVIC et al., 2015).

Para os sedimentos e lodos de esgoto sdo comumente empregados
solventes organicos capazes de desfazer a interacdo do analito com os
componentes da matriz sélida de elevada complexidade (argila, matéria organica,
silica, etc.) (RADOVIC et al., 2015). Essa interagdo é governada principalmente pela
polaridade. Com isso, séo estabelecidas relagdes de diferentes intensidades entre
as matérias mineral e organica contidas nos granulos, justificando o uso de

solventes orgéanicos ou misturas com polaridade adequada.
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Além disso, aparatos como banho ultrassénico, Soxhlet e forno micro-ondas
também sdo usados para assegurar um melhor desempenho, sendo aplicados em
diversos protocolos (HAWTHORNE et al., 2000; BANJOO e NELSON, 2005; RICE e
MITRA, 2007; AZZOUZ e BALLESTEROS, 2012; DARWANO et al., 2014).

O banho de ultrassénico é rapido e pode ter uma boa eficiéncia de
recuperacdo (LUQUE-GARCIA e LUQUE-DE-CASTRO, 2003). As transformacdes
observadas durante a sonicacdo ndo sao provenientes de interacdes diretas entre o
campo ultrassodnico e os analitos, mas sim, a consequéncia da grande quantidade de
energia gerada pelo fendbmeno de cavitacdo (SUSLICK et al, 1999). Isto resulta na
implosdo de microbolhas na interface soélido-liquido capazes de dessorver o0s
analitos.

A aplicacdo de micro-ondas tem sido usada como uma alternativa na
preparacdo de amostras para a determinacéo de poluentes orgéanicos de diferentes
polaridades em solidos, possibilitando reducéo no tempo de analise, no consumo de
solventes e a possibilidade de tratamento simultdneo em vérias amostras (PINO et
al, 2000; SUN et al, 2002). A solubilidade de um analito pode ser afetada pelas suas
caracteristicas de solvatacdo e temperatura de extracdo. Com a aplicacdo das
micro-ondas ocorre aumento abrupto da temperatura do solvente, 0 que aumenta a
eficiéncia e reduz o tempo de extracdo. Desse modo, a solubilidade do analito pode
ser maximizada (DEAN et al, 2000).

O sucesso no isolamento dos analitos depende de uma combinacéo
otimizada das variaveis envolvidas. Uma delas é a fase extratora cuja composicao
emprega solventes com polaridades adequadas a natureza fisico-quimica do analito.
O uso de planejamentos experimentais aliados a anélises multivariadas sédo algumas
das ferramentas quimiométricas empregadas na definicdo das propor¢bes mais
rentaveis na extracdo (YOSHIARA et al., 2012; SANTOS et al., 2014).

A utilizagdo de misturas com trés componentes através do delineamento
simplex-centroide permite a variagdo nas propor¢cdes entre o0s trés solventes
escolhidos, propiciando a uma combinacdo que favoregca a extragao (BARROS
NETO et al., 2003). Seu propésito geral consiste em empregar a metodologia de
superficie de resposta como estimativa das propriedades de um sistema
multicomponente, considerando um numero limitado de observacftes (FERREIRA et
al.2007).
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Além da composicdo da fase extratora faz-se necesséaria a definicdo de
outras variaveis como o pH, volume de solvente e nimero de extra¢cdes sequenciais.
O emprego de ferramentas estatisticas, como o planejamento experimental fatorial
alia a possibilidade de explorar todo o espaco experimental com a realizacdo do
menor numero possivel de ensaios. Quando se trabalha com duas ou trés variaveis
independentes em dois niveis, é recomendado aplicar um Delineamento Composto
Central Rotacional (DCCR) (RODRIGUES e IEMMA, 2005).

Neste estudo, optou-se pela extracéo liquido-liquido com o diferencial de ser
assistida por ultrassom e micro-ondas. Com intuito de maximizar os parametros
definidos como relevantes para extragdo, realizando o minimo de ensaios possiveis,
foi empregado o Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR), além do

delineamento simplex-centroide para obtencdo de uma fase extratora favoravel.

5.2 MATERIAIS E METODOS

A definicdo dos procedimentos para isolamento dos analitos foi baseada na
utilizacdo de uma mistura de solventes para compor a fase extratora e pelo uso de
tratamentos auxiliares envolvendo aguecimento e agitacdo. Foram realizadas duas
otimizacdes, sendo a primeira para a definicdo da proporcdo na mistura de solventes
extratores e a segunda para os fatores pH, volume de solvente e numero de

extracOes sequenciais.

5.2.1 Otimizacdo da composicdo da fase extratora empregando delineamento

simplex-centroide

Para o estudo de influéncia da composicdo do solvente extrator na
recuperacdo dos analitos foi realizado um planejamento de misturas simplex-
centroide (Figura 5.1). Foram testadas (2"-1)+n combinagdes, sendo n o nimero de
componentes ou variaveis cuja soma é 1 ou 100%, para n=3 componentes gerando

7 ensaios obrigatérios acrescidos de 3 ensaios extras com duas repeticdes,
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totalizando 30 ensaios (BARROS NETO et al., 2003; MOREIRA et al., 2014). No
estudo foi investigada a eficiéncia de extracdo dos antidepressivos pelos solventes

metanol, acetonitrila, agua e suas misturas segundo o planejamento delineado.

Agua

@
(113,173 .1/3)
\G_L/

(112420) .1.0)

Acetonitrila Metanol

(100

Figura 5.1 - Delineamento experimental simplex-centroide de 3 componentes para
otimiza¢cdo da composicéo do solvente para extragdo de cafeina e antidepressivos.

5.2.2 Otimizagdo da variaveis pH, volume de solvente e numero de extracdes
empregando DCCR

A segunda otimizacéo foi projetada visando adequar o protocolo de extracéo
quanto ao menor emprego de solventes, cujas propor¢cdes foram definidas
separadamente, e quanto ao tempo de processamento. Foi aplicado um
planejamento experimental do tipo DCCR (Delineamento Composto Central
Rotacional). Este planejamento foi composto pelo planejamento fatorial completo 23
(16 ensaios), com adicdo de 6 pontos axiais (12 ensaios) e 2 pontos centrais (4
ensaios) totalizando 32 ensaios. As condi¢cdes e os niveis estudados pelo DCCR

estdo discriminados na Tabela 5.1, com os valores reais e codificados.
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Tabela 5.1 - Matriz do delineamento composto central 23 para estudo das variaveis
pH, niumero de extragdes e volume sobre e recuperagdes de Cafeina (CAF),
Amitriptilina (AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU), Sertralina (SER) e Venlafaxina

(VEN).
. Fatores (codificacdo)
Ensaios H Numero de Volume de
P extracdes Solvente (mL)

I 4 (-1) 2(-1) 2 (-1)

Il 4 (-1) 2 (-1) 4 (+1)

1] 4 (-1) 4 (+1) 2 (-1)

\Y, 4 (-1) 4 (+1) 4 (+1)

\Y 10 (+1) 2(-1) 2 (-1)

VI 10 (+1) 2 (-1) 4 (+1)
Vil 10 (+1) 4 (+1) 2 (-1)
VI 10 (+1) 4 (+1) 4 (+1)
IX 2 (-1,68) 3 (0) 3 (0)

X 12 (+1,68) 3 (0) 3 (0)

Xl 7 (0) 1(-1,68) 3(0)
Xl 7 (0) 5 (+1,68) 3(0)
Xl 7 (0) 3 (0) 1 (-1,68)
XIV 7 (0) 3(0) 5 (+1,68)
XV 7 (0) 3(0) 3 (0)
XVI 7 (0) 3 (0) 3 (0)

5.2.3 Andlise estatistica e otimizacdo das condicbes experimentais

O programa computacional STATISTICA 10.0 foi utilizado para ajuste dos
dados experimentais aos modelos linear, quadratico e cubico especial, assim como
a obtencao de curvas de niveis e a otimizacdo. A avaliacao estatistica foi baseada
na ANOVA de regresséao e no estudo da falta de ajuste.

A ferramenta utilizada pelo programa para otimizar as variaveis de resposta —
nesse caso, a recuperacao dos analitos — foi a funcao desirability. Esta consiste em
converter primeiro cada resposta y; em uma funcdo individual desirability d; , que
varia de 0,0 a 1,0. Nessa funcédo, quanto mais proximo de 1,0, melhor o ajuste.
Assim, as variaveis independentes sdo escolhidas de modo a maximizar a
desirability global (Equacéo 5.1)., definida como a meédia geométrica de todas as
funcbes individuais dn. (DERRINGER e SUICH, 1980; CALADO e MONTGOMERY,
2003; CANDIOTI et al., 2014).

D = (dy.dy. - .dy)"™ (Eq. 5.1)
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A funcao desirability € classificada como um método multicritério que permite
analisar um grupo de respostas, de forma simultdnea, o que possibilita encontrar o
conjunto de condi¢cdes mais proximo ideal para os requisitos do estudo em questao,
valores de 0,8< di <1,0 indicam uma resposta estatisticamente favoravel (VAN
GYSEGHEM et al., 2004).

5.2.3 Protocolo de extracéo

No protocolo de extracdo, triplicatas de cada matriz, secas e peneiradas,
obtidas conforme descrito no capitulo 4, passaram por microextracdo auxiliada por
micro-ondas e ultrassom. Aproximadamente amostras de 1 g de solidos foram
inseridas em tubos de ensaio e fortificadas com 500 pL da solucdo de trabalho na
concentracdo de 100 pug mL™.

O Tempo de fortificacdo foi definido mediante a um estudo no qual foram
testados 1, 12, 24 e 48h, a avaliacdo se deu por meio de uma ANOVA no nivel de
significancia de 95%, onde observou-se que as recuperacdes ndo apresentaram
diferencas significativas nos tempos testados. Sendo assim, por questdes praticas
utilizou-se o tempo de 1h.

Apébs este tempo, acrescentou-se a quantidade de solvente de acordo com o
delineamento experimental em cada estudo. A homogeneizacdo da mistura ocorreu
por agitacdo em vortex durante 30 s. Na sequéncia, as amostras foram aquecidas
em forno micro-ondas por 20 s na poténcia 10 W.

As amostras foram resfriadas a temperatura ambiente em banho ultrassénico
por 60s e repetiram-se 0s procedimentos de agitacdo e aquecimento por trés vezes.
Para a separacéo das fases foi empregada centrifugacéo por 2 min a 2000 rpm. O
extrato foi recolhido em um baldo de volumétrico de 5 mL e a amostra resubmetida
ou ndo aos mesmos procedimentos conforme o planejamento experimental
empregado. O extrato final foi avolumado em acetonitrila e filtrado em filtro de
seringa 0,22 um (nylon, Chromafil®).

Para a quantificacdo dos analitos nos extratos obtidos foi preparada uma

curva de calibracdo na faixa de 5 a 140 pg mL™ com oito pontos. O sinal de
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correlacdo usado foi area do pico no cromatograma, correspondente a cada analito
no comprimento de onda maximo.

A concentracdo no extrato obtido em cada ensaio foi determinada através da
equacao do ajuste linear (concentracdo versus &area do pico) avaliada por uma

andlise de regressédo e a recuperacao calculada pela equacéo 5.2.
% Recuperacgao = % X 100 Eq. 5.2
1

Onde C; é a concentracdo em pg mL™ prevista com base na fortificacdo e
avolumagem final e C, a concentracdo em pg mL™ determinada através do

instrumental e da curva de calibracao.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1 Quantificacdo e recuperacéo dos analitos

A investigacdo da melhor composicdo de solvente extrator e a otimizacao das
etapas do protocolo de extracdo para recuperacao dos analitos cafeina (CAF),
citalopram (CIT), venlafaxina (VEN), fluoxetina (FLU), sertralina (SER) e amitriptilina
(AMI) a partir dos sedimentos e do lodo de esgoto, foi realizada em ensaios de
adicdo e recuperacdo dos padrdes, com o auxilio dos planejamentos simplex-
centroide e DCCR 23, respectivamente.

Para a quantificacdo por CLAE-PDA das recuperacbes dos farmacos
estudados foi utilizada a calibracdo externa com solugbes mistas dos analitos,
submetidas as mesmas condi¢cdes cromatograficas das amostras. A Tabela 5.2
apresenta a analise de variancia para o ajuste dos dados as curvas de calibragéo.

O método apresentou linearidade para todos os analitos na faixa de trabalho,
com valores de R? de 99,8 a 99,9%, conforme apresentado na Tabela 5.2. A
regressao para cada curva foi avaliada segundo a ANOVA da regressao no nivel de
confianga de 95%, apresentada na Tabela 5.2, indicando que o modelo linear se

ajusta bem aos dados. As regressdes foram consideradas satisfatorias, pois o
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Fealculado fOI maior que 0 Feritico (0,05: 1,6) =5,99 para todos os analitos. O estudo da falta
de ajuste também comprovou que o modelo linear se ajusta satisfatoriamente aos
dados experimentais, pois o0 valor de Feiico (0,05; 2,4) =6,94 foi maior do que 0 Fcalculado

para cada analito (Feritico™>Fcalculado)-

Tabela 5.2 - Anélise de variancia para o ajuste dos dados ao modelo linear para a
curva de calibracéo

Fontes de F Equagéo R2
variac;éo SQ Gt MQ calculado
Regressao 2,9x10® 1 2,9x10° 52164
Residuos 3,4x10"° 6  5,7x10°
CAF Faltade ajuste  14x10®° 2  6,8x10° 1,32 AREA=181080+27093[CAF] 99,9
Erro puro 2,1x10"° 4  5,1x10°
Total 3,0x10"° 7
Regressao 1,8x10° 1 1,8x10° 47111
Residuos 2,3x10° 6  3,9x10’
CIT Faltade ajuste 3,4x10° 2  1,7x10° 0,03 AREA=54781+21234[CIT] 99,9
Erro puro 2,3x10" 4 57x10°
Total 1,8x10° 7
Regressao 1,6x10° 1 1,6x10° 45475
vEn Residuos 2,1x10"° 6 3,5x10°
Falta de ajuste  2,7x10° 2  1,3x10° 0,3 AREA=83846+19866[VEN] 99,8
Erro puro 1,8x10° 4 4,6x10°
Total 1,6x10° 7
Regressao 1,7x10"® 1 1,7x10® 14565,3
Residuos 7,0x10"° 6 1,2x10°
FLU Faltade ajuste 2,8x10° 2  1,4x10° 138 AREA=126047+20443[FLU] 99,9
Erro puro 4,1x10° 4  1,0x10°
Total 1,7x10° 7
Regressao 2,9x10° 1 2,9x10° 131828
Residuos 1,3x10° 6  2,2x10°
SER Faltade ajuste 2,2x10° 2  1,1x10° 0,41 AREA=181050+26667[SER] 99,9
Erro puro 1,1x10"° 4 2,7x10°
Total 2,9x10"° 7
Regressao 2,1x10° 1 2,1x10° 141484
Residuos 8,8x10° 6 1,5x10°
AMI  Faltade ajuste  3,3x10° 2 1,6x10° 1,17 AREA=118356+22688[AMI] 99,9
Erro puro 57x10° 4  1,4x10°
Total 2,1x10"° 7

SQ=Soma quadratica; GL= Graus de liberdade; MQ= Média Quadratica.
Feritico (0,05; 1,6) =5,99; Feritico (0,05; 2,4) =6,94

As recuperacdes dos analitos cafeina (CAF), citalopram (CIT), venlafaxina
(VEN), fluoxetina (FLU) e sertralina (SER), obtidas nos ensaios aplicando os
planejamentos simplex-centroide e o DCCR 23 foram calculadas através da Equagéo
5.2. Os valores médios e o desvio padrdo correspondentes ao experimento para o
efeito da composicéo do solvente extrator nas matrizes estudadas sédo apresentados
nas Tabelas 5.3 e 5.4 e Figura 5.2 e 5.3.
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Tabela 5.3 - Matriz do delineamento simplex-centroide e recuperacdes de Cafeina
(CAF), Amitriptilina (AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU), Sertralina (SER) e
Venlafaxina (VEN) no lodo de esgoto.

Solventes (mL)

Recuperacdes (%)

En_saios Metanol Acetonitrila Agua
(mistura) (A) B) ©) CAF CIT VEN FLU SER AMI
| 90,4 76,5 90,6 91,0 82,5 83,4
(1: 0: 0) 3,0 0,0 0,0 89,5 77,8 88,6 90,2 82,5 83,1
e 87,7 745 87,0 92,4 78,7 82,6
" 89,2 774 73,3 81,0 66,2 78,1
(0: 1: 0) 0,0 3,0 0,0 94,6 80,0 774 76,7 70,4 78,9
T 94,1 78,3 78,8 79,5 67,5 83,4
" 82,8 42,0 855 0,0 0,0 12,1
(0: 0: 1) 0,0 0,0 3,0 84,9 449 834 0,0 0,0 16,5
88,2 43,0 88,3 0,0 0,0 16,1
IV 104,9 97,1 96,5 100,12 106,3 104,2
(: ¥: 0) 1,5 15 0,0 104,4 96,6 97,3 99,3 105,7 102,8
T 104,1 95,9 99,0 98,1 107,1 104,6
Vv 97,5 91,9 100,1 80,9 62,1 79,8
(: 0: ) 1,5 0,0 15 97,3 91,3 98,2 77,2 60,7 78,8
97,4 92,5 100,24 783 61,8 80,2
VI 98,9 96,8 100,12 100,9 99,3 98,5
(0: Ya: 1) 0,0 15 15 99,6 97,7 101,0 100,2 100,7 97,7
98,8 95,8 99,0 98,5 102,8 95,3
VI 97,7 95,8 99,7 99,5 1054 97,9
(Va: Vi Y4) 1,0 1,0 1,0 97,7 95,6 1019 99,0 1044 96,3
T 98,1 95,9 99,0 99,9 1057 955
Vil 97,6 934 984 99,1 97,4 96,4
(%Ye: %) 2,0 0,5 0,5 96,5 93,8 98,7 100,2 96,8 95,6
T 97,9 94,1 978 98,9 97,2 95,7
X 99,3 95,8 945 102,12 106,2 1009
(%e: %: %) 0,5 2,0 0,5 98,8 96,1 951 100,8 1053 99,5
T 99,9 954 948 101,3 106,8 998
X 94,6 82,5 98,2 69,0 68,6 71,1
(Yo: Yo 24) 0,5 0,5 2,0 95,2 83,1 99,0 68,2 67,5 70,9
T 94,9 82,4 984 67,9 69,0 71,3
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90 -
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30 -
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Figura 5.2 - Percentual de recuperacdo da Cafeina (CAF) e dos antidepressivos
Amitriptilina (AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU), Sertralina (SER) e Venlafaxina
(VEN) empregando planejamento simplex-centroide para otimizacdo da composicao

da fase extratora para a matriz lodo de esgoto.

Tabela 5.4 - Matriz do delineamento simplex-centroide e recuperacfes de Cafeina
(CAF), Amitriptilina (AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU), Sertralina (SER) e
Venlafaxina (VEN) no sedimento.

. Solventes (mL) Recuperacdes (%)

('fnrli?in) Metanol ~Acetonitrila Agua  cnr o7 VEN FLU SER  AM
(A) (B) ©

| 974 25 196 366 520 238
(1:0:0) 3,0 0,0 00 983 26 226 332 395 202
1019 24 221 384 457 219
; 99,6 279 289 512 536 335
©:1:0) 0,0 3,0 00 1000 266 286 503 51,9 326
96,1 275 288 498 513 32,4
N 495 09 30 00 00 00
0:0: 1) 0,0 0,0 30 536 04 31 00 00 00
469 07 16 00 00 00
v 1055 47,6 434 716 714 508
ey LS 15 00 101,8 458 42,6 732 62,8 485
1047 47,7 443 726 724 511
Y 912 19 227 426 539 284
ooy LS 0,0 15 91,5 22 237 446 598 30,7
932 17 228 464 60,7 322
Vi 99,3 286 258 523 41,7 2173
0:%:%) 00 15 15 991 281 248 520 413 215
100,7 284 265 526 41,2 215
I 1039 239 280 6L0 580 286

1,0 1,0 1,0 984 223 272 585 560 279
104,8 250 288 62,6 591 289
102,9 18,7 29,8 57,8 623 34,0
2,0 0,5 0,5 100,8 182 284 565 594 331
1015 193 311 590 651 350
1053 358 33,1 651 589 346
0,5 2,0 0,5 104,2 352 31,7 639 56,0 337
103,8 364 344 664 61,7 356
852 119 181 390 379 172
0,5 0,5 2,0 86,2 11,3 16,8 378 350 16,2
871 125 195 40,3 388 181

(Va: V51 Va)

VIII
(%5:%: Ye)

IX
Y6: %5: Ye)

X
Y6: Yo: %)

120 -
o 105

Q |
&— 90 A
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||| VI Vil
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Figura 5.3 - Percentual de recuperacédo da Cafeina (CAF) e dos antidepressivos
Amitriptilina (AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU), Sertralina (SER) e Venlafaxina
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(VEN) empregando planejamento simplex-centroide para otimizacdo da composicao
da fase extratora para a matriz sedimento.

Considerando o emprego dos solventes metanol, acetonitrila e agua na
extracdo em lodo de esgoto podem ser verificadas recuperacdes superiores a 60%
para todos os analitos e ensaios, exceto para o ensaio Il (0:0:1 (v/v/v)) onde foi
utilizado apenas agua. O ensaio IV (¥2:%2:0 (v/v/v)) onde foi testada uma mistura
binaria de metanol e acetonitrila apresentou as maiores recuperacoes.

O desempenho na extracdo dos antidepressivos na matriz sedimento com o
mesmo delineamento usado no lodo de esgoto foi expressivamente inferior, pois
foram observadas recuperacdes inferiores a 75% em todos os ensaios. Contudo, 0s
valores para a cafeina foram préoximos em ambos os experimentos. A condicéo IV
(¥2:%2:0 (vIviv)) que representa a mistura binaria de metanol e acetonitrila também
apresentou as melhores recuperagdes para o sedimento, sugerindo que o solvente
organico interage de modo mais efetivo com os analitos nas duas matrizes.

Os valores médios e os desvios padrdo correspondentes ao experimento
empregando o DCCR 23 para avaliacdo dos efeitos do pH, volume de solvente e
namero de extracbes sobre as recuperacdes nas matrizes estudadas sao
apresentados nas Tabelas 5.5 e 5.6 e Figuras 5.4 e 5.5.

-k

20

100
9\:80
8
< 60
©
@ 40
o
3
S 20
(14
0 - . : : . : . . : : . . 4
] I ] v Vv Vi Vil VI IX X X1 X1 Xl XIV XV XV
Ensaios
B CAF [ = fety EVEN. EFLU ESER OAMI

Figura 5.4 - Percentual de recuperacdo da Cafeina (CAF) e dos antidepressivos
Amitriptilina (AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU), Sertralina (SER) e Venlafaxina
(VEN) empregando delineamento composto central 23 para otimizacdo da extracdo em

lodo de esgoto.

Para o lodo de esgoto foram verificadas recuperacdes superiores a 60% para
todos os analitos e ensaios, exceto para a fluoxetina nos ensaios V e X. Com base
na inspec¢ao do grafico a condicdo IX, onde se utilizaram 3 mL de fase extratora com

pH 2 e 3 ciclos de extracdes, apresentou 0s maiores percentuais, em torno de 100%.
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Tabela.5.5 - Matriz do delineamento composto central 23 para estudo das variaveis pH,
nuamero de extracdes e volume sobre e recuperacdes de Cafeina (CAF), Amitriptilina
(AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU), Sertralina (SER) e Venlafaxina (VEN) no lodo

de esgoto
(colfj?;ﬁ:r:;éo) Recuperagdes (%)

pH Extracées SO'(‘r’Tf[‘)te CAF CIT VEN FLU SER AMI
IPYEN 2 (1) 200 36 21 se4 o34 718 ood
ey 20y aey  E W G0 15 b0 1090
o AC) 46D 26D 105 1075 1200 1035 1128 1035
V41 4 (+1) 46D i3 Toa7 1075 958 losa 1001
voowoey 26y 2en 3y g B8 B0 TY e
VI 10 (+1) 2(-1) 4 (+1) gg:i ;g:i 2865,5 2;; ;ig ;giz
VIL 10 (+1) 4 (+1) 2(-1) 23’21,9 333 3312 ;gjg 8421:;1 g?g
VI 10(+1)  4(+1) 4 (+1) 32% §§j§ 182:? ;g:g gég ggiz
X 204D 30 30 1405 1081 1198 1087 1111 1046
X 12 (+1,7)  3(0) 3(0) ggg ;gg gg‘ll j?é 67333 ;Si
Xl 7(0) 1(-17) 300 222 %3 22;;‘ 3811 g; ;g:g
Xl 7(0) 5(+1,7) 300 g;:g 182:8 iggﬁ gg:i 188:2 Slag%g
Xl 7(0) 3(0) 1(-17) 3513:2 ggj? 3%13 g;:: 8213 ggé
V7O 3O 561D g7 1093 1086 956 930 oo
W 7O 30 30 os osi o  ois ioas e
R 50) 30 1022 980 1004 964  100,7 953

108,7 1045 1076 1044 993 98,7

As recuperacdes obtidas para os ensaios de otimizacdo da extragcdo em
sedimento foram inferiores as obtidas para o lodo nas mesmas condi¢des. A maioria
dos ensaios apresentou recuperacdes superiores a 50%, porém em seis deles foram
observados valores inferiores. Os dados obtidos indicam uma maior dificuldade na

extracdo em sedimento quando comparada a extracdo dos lodos devido a
complexidade inerente a este tipo de matriz.
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Tabela 5.6 - Matriz do delineamento composto central 23 para estudo das variaveis pH,
nuamero de extracdes e volume sobre e recuperacdes de Cafeina (CAF), Amitriptilina
(AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU), Sertralina (SER) e Venlafaxina (VEN) no

sedimento
Fatores o o
(codificaco) Recuperacdes (%)

pH Ex”sagoe So(lr\r/]eLr)lte CAF  CIT VEN FLU SER AMI

785 624 596 844 799 675

! 4 (1) 2(-1) 2(-1) 821 641 593 861 773 662

792 751 722 903 786 767

I 4 (1) 2(-1) 4(+1) 813 753 727 922 809 783

860 838 808 950 842 858

i 4 (D) 4(+1) 2(-1) 793 767 739 885 772 785

727 86.7 849 846 721 822

v 4(1) 4(+1) 4(+1) 707 854 871 847 682 80.0

940 449 428 472 595 506

v 10 (+1) 2(-1) 2(-1) 92,4 48,1 44,3 53,8 65,2 55,8

925 701 713 811 786 798

Vi 10 (+1) 2(-1) 4(+1) 912 685 737 824 687 783

983 805 796 822 830 829

Vil 10 (+1) 4(+1) 2(-1) %2 859 857 865 864 854

881 880 907 888 779 910

Vil 10 (+1) 4(+1) 4(+1) 803 889 920 888 771 906

539 825 757 912 833 845

X 2(L7) 300 3(0) 531 855 777 950 841 850

983 920 956 1001 898 989

X 12(+1.7) 300 300 987 904 941 999 880 97.0

729 410 400 435 359 430

Xl 70 1(-1.7) 300 715 390 410 415 343 416

848 943 1001 87.8 654 892

Xl 70 5(+1.7) 300 871 909 1025 836 606 857

918 344 290 546 474 339

X 70 300 LCLT) 44 203 248 479 458 280

886 503 446 670 553 493

XV 70 300 5017 938 533 494 733 589 520

996 497 451 742 620 524

XV 70 300 3(0) 1008 516 473 769 653 539

974 485 445 735 625 511

XVI 70 300 3(0) 992 491 468 704 522  46.8
100 -
90 -
3 80 -
£ 70 -
w60 -
§ 50 -
S 40 -
3 30 -
& 20
10

| 1 mn v Vv Vi Vil Vil IX X X1 X X1 XV XV XVl
Ensaios
mCAF mCIT mVEN. mFLU mSER oAMI
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Figura 5.5 - Percentual de recuperacao da Cafeina (CAF) e dos antidepressivos
Amitriptilina (AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU), Sertralina (SER) e Venlafaxina
(VEM) empregando delineamento composto central 22 para otimizag&o da extragdo em
sedimento.

5.3.2 Andlise estatistica dos resultados obtidos a partir do planejamento de mistura

simplex-centroide para otimizagao da fase extratora em sedimento e lodo de esgoto

A avaliacdo do efeito do solvente na extracdo dos antidepressivos e da
cafeina da matriz sedimento para a interpretacdo dos resultados obtidos ocorreu
pelo ajuste dos dados a modelos de mistura lineares, quadraticos e cubicos
especiais, considerando o planejamento simplex-centroide. A definicdo do modelo
mais adequado ocorreu pela ANOVA de regressao e pelo teste de falta de ajuste ao
nivel de confianca de 95%. As Tabelas 5.7 e 5.8 apresentam as andlises de
variancia para a modelagem do efeito solvente nas matrizes lodo de esgoto e

sedimento respectivamente.

Tabela 5.7 - Analise de variancia (ANOVA) para comparagdo dos modelos linear,
guadratico e cubico especial no o estudo do efeito da mistura de solventes sobre as
recuperacdes de Cafeina (CAF), Amitriptilina (AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU),
Sertralina (SER) e Venlafaxina (VEN) em lodo de esgoto.

Modelo GL regresséo GL residuos p'Va|0|' F calculado R?
Linear 2 27 0,05 3,43 20,25
CAF Quadratico 3 24 0,00 36,22 85,57
Cubico Especial 1 23 0,00 47,91 95,32
Linear 2 27 0,01 5,99 30,74
CIT Quadratico 3 24 0,00 216,00 97,52
Cubico Especial 1 23 0,00 215,77 99,86
Linear 2 27 0,15 2,01 12,93
VEN Quadratico 3 24 0,00 141,55 95,34
Cubico Especial 1 23 0,01 14,04 97,18
Linear 2 27 0,00 18,65 54,90
FLU Quadratico 3 24 0,00 973,75 99,58
Cubico Especial 1 23 0,00 46,64 99,85
Linear 2 27 0,00 13,22 45,73
SER Quadratico 3 24 0,00 2948,24 99,83
Cubico Especial 1 23 0,01 7,15 99,86
Linear 2 27 0,00 17,72 56,75
AMI Quadratico 3 24 0,00 310,23 98,91
Cubico Especial 1 23 0,00 84,88 99,76

SQ=Soma quadratica; GL= Graus de liberdade; MQ= Média Quadratica.
Feritico (0,05; 2,27) =3,35; Feritico (0,05; 3,24) =3,01 € Feritico (0,05; 1,23) =4,28
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O modelo linear foi rejeitado, pois apesar da regressao ter sido significativa
com base no Fcaculado € P-Valor, apresentou valores de coeficientes de determinacao
(R?) inferiores a 68% para todos os analitos e matrizes.

A andlise de variancia também indicou regressdo significativa para os
modelos quadratico e cubico (p-Valor<0,05 e Fgritico< F calculado), POrém o modelo

cubico especial apresentou melhores coeficientes de determinacédo (R?).

Tabela 5.8 - Analise de variancia (ANOVA) para comparac¢éo dos modelos linear,
guadratico e cubico especial no o estudo do efeito da mistura de solventes sobre as
recuperacdes de Cafeina (CAF), Amitriptilina (AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU),
Sertralina (SER) e Venlafaxina (VEN) em sedimento.

Modelo GL regresséo GL residuos p'Va|0r F calculado R?
Linear 2 27 0,00 29,8 68,80
CAF Quadratico 3 24 0,22 1,6 98,67
Cubico Especial 1 23 0,00 179,7 98,76
Linear 2 27 0,00 22,1 62,03
CIT Quadratico 3 24 0,00 157,0 98,16
Cubico Especial 1 23 0,00 285,2 99,86
Linear 2 27 0,00 29,99 68,96
VEN Quadratico 3 24 0,00 46,43 95,44
Cubico Especial 1 23 0,00 41,52 98,37
Linear 2 27 0,00 17,92 57,04
FLU Quadratico 3 24 0,00 400,75 99,16
Cubico Especial 1 23 0,00 28,95 99,63
Linear 2 27 0,00 22,53 62,53
SER Quadratico 3 24 0,00 97,48 97,16
Cubico Especial 1 23 0,00 9,45 97,99
Linear 2 27 0,00 26,13 65,94
AMI Quadratico 3 24 0,00 39,52 94,27
Cubico Especial 1 23 0,00 232,12 99,48

SQ=Soma quadrética; GL= Graus de liberdade; MQ= Média Quadratica.
Feritico (0,05; 2,27) =3,35; Feritico (0,05; 3,24) =3,01 € Feritico (0,05; 1,23) =4,28

Desse modo, a avaliacdo do efeito solvente sobre as recuperacdes nas
matrizes considerou o0 modelo cubico especial. Nas Tabelas 5.9 e 5.10 sdo
apresentados os estudos de falta de ajuste e as equacdes para cada analito

desprezados os termos néo significativos.
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Tabela 5.9 - Andlise de variancia do ajuste dos dados experimentais e equacbes
preditas pelo modelo Cubico especial para o estudo do efeito da propor¢éo do
solvente extrator sobre as recuperagdes de Cafeina (CAF), Amitriptilina (AMI),

Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU), Sertralina (SER) e Venlafaxina (VEN) no lodo de

esgoto.
Fontes de SQ GL MO F Valor Modelo
Variago cale. P
Modelo 813,93 6 135,66 79,08 0,00 (%)R =89,2(+0,7) xA +
Residuos 39,96 23 1,74 92,6(x0,7) * B +
Falta de 85,4(40,7) * C +
CAF ajuste 0,47 3 0,16 0,08 0,97 54,0(43,7) * AB +
Emopuro 3948 20 1,97 4050137+ B0~
Total 853,89 29 169,0(+£24,4) * ABC
Modelo 7466,00 6 1244,33 1604,99 0,00 (%)R =76,3(£0,5) A +
Residuos 17,83 23 0,78 78,5(£0,5) * B +
Falta de 43,3(+0,5) * C +
CIT ajuste 0,33 3 0,11 0,13 0,94 76,4(+2,5) * AB +
128,6(+2,5) * AC +
Erro puro 17,50 20 0,88 143,3(+2,5) * BC —
Total 7483,83 29 239,6(+16,3) * ABC
Modelo 1674,66 6 279,11 132,31 0,00 (%)R = 88,7(£0,8) A +
Residuos 48,52 23 2,11 ;ggg—:ggg * g i
) oV, *
v F:jlltgtze 042 3 0l4 0,06 0,98 59,8(+4,1) * AB +
48,9(+4,1) * AC +
Erro puro 48,10 20 2,40 75,7(+4,1) * BC —
Total 1723,17 29 104,3(426,9) * ABC
Modelo 2583339 6 430557 338843 000  (9)R = 913(+0,6) A+
Residuos 29,23 23 1,27 78,9(+0,6) * B +
Falta de 56,2(43,2) * AB +
FLU ajuste 2,05 3 0,68 0,50 0,68 132,9(43,2) * AC +
Erro puro 2717 20 1,36 240,8(%3,2) * BC -
Total 25862,62 29 142,6(£20,9) » ABC
Modelo 2927807 6  4879,68 3672,65 0,00  (9)R = 812(+0,6) * A+
Residuos 30,56 23 1,33 68,1(+0,6) * B +
Falta de 126,9(+3,2) * AB +
SER ajuste 0,28 3 0,09 0,06 0,98 83,5(43,2)  AC +
Erro puro 30,28 20 1,51 267,6(%3,2) * BC +
Total 29308,63 29 57,1(+21,3) * ABC
Modelo 18214,14 6 3035,69 1650,17 0,00 (%)R =83,1(£0,8) A +
Residuos 4231 23 1,84 80,0(£0,8) * B +
Falta de 14,9(40,8) * C +
AMI . 1,53 3 0,51 0,25 0,86 88,8(+3,8) * AB +
ajuste 122,7(+3,8) * AC +
Erro puro 40,78 20 2,04 198,3(+3,8) * BC —
Total 18256,45 29 231,5(+25,1) * ABC

SQ=Soma quadratica; GL= Graus de liberdade; MQ= Média Quadratica.
Feritico (0,05; 6,23) =2,52 € Feritico (0,05; 3,200 =3,1 )
(%R) recuperagéo; (A) Metanol; (B) Acetonitrila e (C) Agua
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Tabela 5.10 - Analise de variancia do ajuste dos dados experimentais e equacdes
preditas pelo modelo Cubico especial para o estudo do efeito da proporg¢ao do
solvente extrator sobre as recuperacoes de Cafeina (CAF), Amitriptilina (AMI),

Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU), Sertralina (SER) e Venlafaxina (VEN) no sedimento.

Fontes de
Variacdo SQ GL MQ F ca. p-Valor Modelo
Residuos 91,37 23 3,97 98,4(+1,1) * B+ 50,3(+1,1) *
CAF Falta de ajuste 7,64 3 2,55 0,61 0,62 C+19,5(45,6) * AB +
Erro puro 83,73 20 4,19 69,6(£5,6) x AC +101,9(£5,6) *
Total 7340,80 29 BC
Modelo 6571,90 6 1095,32 27,94 0,00 .
Residuos 90,04 23 392 27 3((/-(|)-)0R3? *2i35 S—iloé?:(ﬁ;r 8) *
CIT  Falta de ajuste 9,51 3 3,17 0,77 0,99 AB + 57.6(+1,8) * BC —
Erro puro 80,53 20 4,03 195,9(+11,6) * ABC
Total 6661,04 29
VEN Residuos 47,50 23 2,07 28,7(40,8) * B + 2,6(+0,8) = C +
Falta de ajuste 8,30 3 2,77 1,42 0,98 66,7(+4,0) * AB + 44,1(4+4,0) *
Erro puro 39,5 20 1,95 AC + 40,1(£4,0) = BC —
Total 292050 29 171,4(£26,6) x ABC
Modelo 11137,06 6 1856,18 1025,86 0,00 (%)R = 36,1(+0,8) * A +
Residuos 41,62 23 1,81 50,4(10,8) * B + 117,0(+3,8) *
FLU Falta de ajuste 4,45 3 1,48 0,80 0,98 AB +105,9(+3,8) * AC —
Erro puro 37,17 20 1,86 108,3(+3,8) * BC —
Total 11178,67 29 134,0(+24,9) * ABC
Modelo 10314,30 6 1719,05 186,43 0,00 (%)R = 45,8(+1,7) * A +
Residuos 212,08 23 9,22 52,3(+1,7) * B + 79,6(+8,5) *
SER Falta de ajuste 0,96 3 0,32 0,03 0,98 AB +140,9(£8,5) x AC +
Erro puro 211,11 20 10,56 60,8(+8,5) * BC —
Total 10526,38 29 172,8(+56,2) * ABC
MO,dG|O 4716,82 6 786,14 737,67 0,00 (%)R — 22,0(i0,6) * A+
Residuos 24,51 23 1,07 32,9(+0,6) * B + 90,8(+2,9) *
AMI  Falta de ajuste 1,25 3 0,42 0,36 0,81 AB +77,9(£2,9) * AC +
Erro puro 23,26 20 1,16 20,1(£2,9) * BC —
Total 474133 29 291,2(£19,1) * ABC

SQ=Soma quadratica; GL= Graus de liberdade; MQ= Média Quadratica.

Feritico (0,05; 6,23) =2,52 € Feritico (0,05; 3,200 =3,10 )
(%R) recuperacéo; (A) Metanol; (B) Acetonitrila e (C) Agua

Para a regressédo com modelo cubico especial, comparando 0 Feriico (0,05; 6,23)

=2,52 com 0 Fcacuiado de cada farmaco no lodo de esgoto (CAF: Fcaculado = 79,8; CIT:
Fealculado = 1604,99; VEN: Fcacuado =132,31; FLU: Fcaculado =3388,43; SER: Fcaiculado
=3672,65; AMI: Fcaculado =1650,17) e no sedimento (CAF: Fcaculado = 304,15; CIT:
Fealculado = 2787,29; VEN: Fcarculado =231,86; FLU: Fcaculado =1025,86; SER: Fcaiculado
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=186,43; AMI: Fcacuado =737,67) foi verificado que esta € significativa (Fcritico<F

calculado) Para todos os antidepressivos e para a cafeina.

O estudo da falta de ajuste também comprovou que o modelo cubico especial

se ajusta satisfatoriamente aos dados experimentais, pois o valor de Feitico (0,05; 3,20)

=3,10 foi maior do que 0 Fcaculado Para cada analito (Feritico>Fcaiculado € p-Valor >0,05).

A analise da distribuicdo de residuos em torno da reta que indica normalidade

confirma o ajuste, pois ndo foram observados

5.7). Tanto a regressdo quanto a falta de

significancia de 95%.
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Figura 5.6 - Distribuicdo dos residuos em torno da reta normal do modelo cubico
especial para o efeito da mistura de solventes sobre as recuperagdes de Cafeina
(CAF), Amitriptilina (AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU), Sertralina (SER) e
Venlafaxina (VEN) em lodo de esgoto
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Figura 5.7 - Distribuicao dos residuos em torno da reta normal do modelo cubico
especial para o efeito da mistura de solventes sobre as recuperagcdes de Cafeina
(CAF), Amitriptilina (AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU), Sertralina (SER) e
Venlafaxina (VEN) em sedimento.

A andlise dos efeitos por meio dos graficos de Pareto (Figura 5.8) indica que

os solventes puros metanol (A) e acetonitrila (B) apresentaram coeficientes

significativos para a extracdo de todos analitos no lodo de esgoto. O metanol foi o
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principal efeito para VEN, FLU, SER e AMI, ja a acetonitrila foi mais relevante para
CAF e CIT. Dos solventes puros, a agua foi ndo significativa para todos os analitos

exceto para a cafeina, o que concorda com a sua elevada solubilidade neste

solvente (FERREIRA, 2005; PEELER et al., 2006).
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Figura 5.8 - Graficos de Pareto para os efeitos da mistura de solventes sobre as
recuperacdes de Cafeina (CAF), Amitriptilina (AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU),
Sertralina (SER) e Venlafaxina (VEN) em lodo de esgoto.

As misturas binarias apresentaram efeito sinérgico para todos 0s compostos
estudados. A mistura acetonitrila e agua (BC) foi o principal efeito de interagcéo
observado para os antidepressivos. A combinacdo metanol e acetonitrila (AB) foi
mais significativa que BC apenas para a cafeina. A mistura ternaria metanol,
acetonitrila e agua apresentou efeito positivo apenas para a recuperacdo de
sertralina, uma vez que nos demais analitos apresentou comportamento antagénico.

Na figura 5.9 sdo apresentados os graficos de Pareto para avaliacédo do efeito

do solvente na recuperacgéo dos analitos em sedimento.
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Figura 5.9 - Gréficos de Pareto para os efeitos da mistura de solventes sobre as
recuperacdes de Cafeina (CAF), Amitriptilina (AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU),
Sertralina (SER) e Venlafaxina (VEN) em sedimento.

Dentre os solventes puros, a acetonitrila (B) representou o principal efeito na
extracdo dos antidepressivos (CIT, VEN, FLU, SER e AMI). Para a cafeina o maior
efeito foi gerado pelo metanol (A). A dgua (C) foi significativa apenas na recuperagao
de cafeina e venlafaxina, uma vez que para 0s demais compostos apresentou-se
abaixo do nivel minimo de significancia. Foram observados efeitos sinérgicos em
todas as misturas binarias empregadas na extragdo em sedimento, sendo a de efeito
principal a combinacdo metanol e acetonitrila (AB) para CIT, VEN, FLU e AMI; para
CAF o melhor efeito binario foi acetonitrila e agua (BC) e para SER metanol e agua
(AC).
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Assim como foi verificado no lodo de esgoto, a interacdo ternaria apresentou
efeito significativo para a maioria dos compostos, porém de forma antagonica,
desfavoravel a extracdo. A comparacao entre os efeitos sobre as recuperacdes no
lodo e no sedimento indica diferencas nos solventes mais significativos em cada
matriz, cabendo destacar o metanol e suas combinacdes para o lodo e a acetonitrila
e suas misturas para o sedimento. Os gréficos de contornos, gerados pelo modelo
cubico especial para o Lodo de esgoto (Figura 5.10) reproduzem o comportamento

observado nos graficos de Pareto.

Agua Agua
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Figura 5.10 - Graficos de contorno para os efeitos da mistura de solventes sobre as
recuperacdes de Cafeina (CAF) Amitriptilina (AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU),
Sertralina (SER) e Venlafaxina (VEN) preditas pelo modelo cubico especial em lodo de

esgoto
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A Figura 5.11 apresenta os gréficos de contornos para o modelo cubico
especial nas extracbes em sedimento. Para todos os analitos foram observadas
regides de maior recuperacdo em torno da mistura binaria metanol e acetonitrila (Vz:
Y2) (VIV).

"0, 0.3 05 08 v, < MO 03 05 08 10 am<i

i 0.0 : S
00 03 0,5 08 10  pmen 00 03 05 08 10
Metanol Acetonitrila g <o Metanol Acetonitrila g <o

Figura 5.11 - Gréaficos de contornos para os efeitos da mistura de solventes sobre as
recuperacdes de Cafeina (CAF) Amitriptilina (AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU),
Sertralina (SER) e Venlafaxina (VEN) preditas pelo modelo cubico especial em
sedimento.

Os antidepressivos estudados e a cafeina tém carater predominante basico
devido a presenca de grupos aminos. A presenca de anéis e cadeias
hidrocarbbnicas e atomos de cloro nas estruturas organicas conferem carater
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hidrofébico e, portanto, maior solubilidade em solventes organicos do que em
solugbes aquosas. Por outro lado, a presenca de grupos polares como hidroxilas,
nitrilas, fldor e grupos aminos aumenta a solubilidade desses analitos em solventes
organicos polares como o metanol e a acetonitrila.

A recuperacéo foi mais significativa nos ensaios onde havia a presenca dos
solventes organicos na mistura, em relacdo a agua. A acetonitrila contribuiu
sinergicamente tanto pura quanto nas misturas binarias, sugerindo afinidade entre
este solvente e os analitos, o que possibilitou a dessor¢cado dos antidepressivos e da
cafeina da matriz e sua migracéo para a fase liquida extratora.

As Figuras 5.12 e 5.14 mostram as respostas individuais da funcéo desirability
(relacionados com cada analito) e o perfil global (multiextracdo) que indicaram a
faixa 6tima de trabalho pela superposicdo das curvas de nivel tendo em vista as

recuperacfes maximas de cada componente nas matrizes lodo e sedimento.

Metanol Acetonitrila Agua Desirability
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Figura 5.12 - Proporgao otimizada dos solventes para extracdo simultanea de Cafeina
(CAF), Amitriptilina (AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU), Sertralina (SER) e
Venlafaxina (VEN) predita pela funcdo desirability paralodo de esgoto.
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Usando desirability global (sétima linha das figuras 5.12 e 5.14) como
resposta verificou-se que ha um maximo como ponto critico. As coordenadas dos
pontos sdo as propor¢cdes de componentes que geram a maior resposta para o
sistema estudado. Isto pode ser observado nas Figuras 5.13 e 5.15, onde estéo
representados a superficie de respostas e o grafico de contornos para o efeito das
variaveis sobre a funcdo desirability para as extracbes em lodo e sedimento,

respectivamente.
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Figura 5.13 - (a) Superficie de respostas (b) Grafico de Contornos para composicédo da
fase extratora preditas pelo modelo cubico especial para extragdo simultanea em lodo
de esgoto com base na funcéo desirability.

A otimizacéo para o lodo de esgoto (Figuras 5.12 e 5.13) apresentou fungéo
desirability (di) igual 0,96, o que é considerado muito satisfatério, uma vez que o
valor ideal deve ser 1,0 (CALADO e MONTGOMERY, 2003). Como resposta mais
favoravel para a composicdo da fase liquida na extragdo simultanea na matriz lodo
de esgoto, a mistura binaria metanol e acetonitrila (AB) na proporcéo (53:47) (v/v) foi
indicada pela ferramenta empregada para a extracdo mais eficiente dos farmacos
considerados. Os percentuais de recuperacao previstos foram: 104% para a cafeina
(CAF), 96% para o citalopram (CIT), 98% para venlafaxina (VEN), 99% para a
fluoxetina (FLU), 107% para a sertralina (SER) e 104% para a amitriptilina (AMI). A
condicao otima de extragao prevista pelo modelo foi verificada experimentalmente e
os valores de recuperacao obtidos para todos os farmacos concordaram com 0s
valores estimados: 104% (CAF); 101% (CIT); 102% (VEN); 96% (FLU); 102% (SER)
e 95% (AMI).
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A otimizacdo do solvente extrator para o sedimento empregando a funcao

desirability (di) é representada nas figuras 5.14 e 5.15.

Metanol Acetonitrila Agua Desirability
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Figura 5.14 - Proporgdo otimizada dos solventes para extragao simultanea de Cafeina
(CAF), Amitriptilina (AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU), Sertralina (SER) e
Venlafaxina (VEM) preditas pela funcéo desirability para sedimentos

O valor para a desirability global (di) foi de 0,97, indicando uma resposta
igualmente satisfatoria. De modo semelhante ao lodo, a otimizagdo também obteve
como solugdo otima para o sedimento a mistura binaria metanol e acetonitrila (AB)
na proporcao (45:55) (v/v). Os percentuais de recuperacao preditos foram: 103%
para a cafeina (CAF), 48% para o citalopram (CIT), 42% para venlafaxina (VEN),
73% para a fluoxetina (FLU), 68% para a sertralina (SER) e 50% para a amitriptilina
(AMI). Os valores obtidos no ensaio de validagdo da condi¢cdo 6tima foram de 99%,
50%:; 46%; 74%; 60% e 51%, respectivamente.
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Figura 5.15 - (a) Superficie de respostas (b) Grafico de Contornos para composicao da
fase extratora preditas pelo modelo cubico especial para extracdo simultanea em
sedimento com base na func¢é&o desirability.

As recuperacdes para o lodo de esgoto apresentaram percentuais proximos
ao nivel fortificado indicando que o emprego da proporcdo de solvente mais
adequada fornece valores adequados. Contudo, para o sedimento, foram verificadas
recuperacbes muito baixas apontando a necessidade de otimizacdo de outras

variaveis com a finalidade de tornar o procedimento de extracdo mais eficiente.

5.3.3 Andlise estatistica dos resultados obtidos a partir do delineamento composto
central rotacional (DCCR) 23 para otimizacao das variaveis pH, volume de solvente e

namero de extracdes em sedimento e lodo de esgoto

A avaliacdo do efeito das varidveis pH, volume de solvente e nimero de
extracdes foi realizada com o auxilio do delineamento experimental

DCCR 23 com a finalidade de estabelecer uma condigcédo otima para extracao
simultdnea dos analitos apds definidas as propor¢cbes ideais na mistura de
solventes. Os ensaios realizados permitiram analisar os resultados com base nas
evidéncias experimentais das regides estudadas, para melhor compreensao
processo de extracdo mediante a observacdo dos efeitos de interacdo, dos
coeficientes de regressao e de modelos empiricos.
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Nas Tabelas 5.11 e 5.12 sdo apresentadas as analises de variancias
(ANOVA) dos resultados do DCCR considerando a influéncia dos fatores e a
interacao entre as variaveis num intervalo de confianca de 95%, bem como o modelo
quadratico considerando os coeficientes significativos para as recuperacdes em lodo

de esgoto e sedimento, respectivamente.

Tabela 5.11 - Andlise de variancia (ANOVA) do ajuste dos dados experimentais e
equacbes preditas pelo modelo quadratico e suas interacdes para o estudo do efeito
das variaveis pH, numero de extracdes e volume sobre as recuperacdes de Cafeina
(CAF), Amitriptilina (AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU), Sertralina (SER) e
Venlafaxina (VEN) no lodo de esgoto.

F\Z‘rtlgz Je sQ GL MQ Fonc Modelo
Modelo 2063,7 9 229,3 13,6 (%)R = —23,7(+12,8) +
Residuos 369,5 22 16,8 50 (£1,4) * A+ 40,8(£3,9) * B +
CAF Falta de ajuste 145,6 5 29,1 2,2 31,8(+3,9) * C— 0,4 (£0,07) = A%2 —
Erro puro 223,9 17 13,2 3,7(£0,5) * B — 2,1(£0,5) * C* —
Total 24333 31 6,0(£0,7) « BC
Modelo 3732,3 9 414,7 20,7 (%)R = 7,6(+1,4) A+
Residuos 440,7 22 20,0 27,7(£3,9) * B 4+ 18,0(£3,9) * C —
CIT  Falta de ajuste 115,9 5 23,2 1,2 0,3(£0,07) * A% — 2,3(4+0,5) * B —
Erro puro 324,8 17 19,1 1,0(20,5) * C* — 0,9(£0,02) * AB —
Total 41730 31 0,9(£0,02) * AC
Modelo 2180,5 9 242,3 6,1
VEN Residugs 881,0 22 40,0 (%)R = 31,3(+13,5) + 25,7(+4,1) *
Falta de ajuste 238,9 5 47,8 1,5 B +12,0(£4,01) * C — 1,6(%0,5) *
Erro puro 542,1 17 31,9 B?—12,2(+0,7) * BC
Total 3061,5 31
Modelo 10835,8 9 1204,0 12,2 (%)R = 72,0(+16,7) + 8,4 (+1,9) =
Residuos 2161,9 22 98,3 A+ 9,4(+5,0) * C— 0,8 (£0,1) *
FLU Falta de ajuste 712,6 5 142,5 1,7 A% —2,0(40,6) * B? + 1,5(+0,3) *
Erro puro 1449,3 17 85,3 AB —2,3(%0,3) * AC + 3,0(£0,9) *
Total 12997,7 31 BC
Modelo 5687,6 9 632,0 20,8 (%)R = —73,1(%£15,0) +
Residuos 668,8 22 30,4 11,7 (£1,7) * A+ 46,2(£4,6) * B +
SER Faltade ajuste 1731 5 34,6 1,2 ;‘139(%45) *CCZ - 0258 gj—:gg * gz -
* — * —
Erro puro 495,7 17 29,2 1"0(;0"3) « AB — 1:7(50:3) . AC —
Total 6356,4 31 4,9(+0,8) * BC
Modelo 2675,4 9 297,3 14,5
: %)R = 20,1(4+13,3) + 25,4(1+4,0) *
. Residuos 4526 22 206 (B)+ o (ifw) b psae)
Falta de ajuste 134,2 5 26,84 1,4 A% —2,0(£0,5) * B2 — 1,0 (£0,5) *
Erro puro 318,4 17 18,7 C? —2,8(4+0,7) * BC
Total 3128,0 31

SQ=Soma quadratica; GL= Graus de liberdade; MQ= Média Quadratica.
Feritico (0,05; 9,22) =2,3 € Feritico (0,05; 5,17) =2,8
(%R) recuperacéo; (A) pH; (B) Namero de extracdes e (C) volume.

Tabela 5.12 - Analise de variancia (ANOVA) do ajuste dos dados experimentais e
equacOes preditas pelo modelo quadrético e suas interacdes para o estudo do efeito
das variaveis pH, numero de extracdes e volume sobre as recuperacdes de Cafeina
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(CAF), Amitriptilina (AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU), Sertralina (SER) e
Venlafaxina (VEN) no sedimento.

F\f’;rtlgz ;'oe SQ GL MQ  Fan Modelo
Modelo 4015,5 9 446,2 15,4
Residuos 6357 22 29,0 (%)§5=6(—f§§)(i};0f)1;21(i63 (31;1'? *A+
. ) xTo, k ) IO, * —_
CAF Falta de ajuste 188,9 5 37,8 1,4 0.9 (+0,06) * A2 — 4,9(-0.4) * B —
ErrO purO 446,8 17 26,3 2;3(i013) % C2 _ 2:3(i0:6) * BC
Total 4651,2 31
Modelo 11399,9 9 1266,7 32,7 (%)R = 52,0(+1,1) + 23,6(+0,8) * B +
Residuos 852,7 22 38,8 10,7(£0,8) * C +29,9(+1,1) * A% +
CIT Falta de ajuste 284,2 5 56,8 1,7 9,2(+£0,8) * B — 3,1(+0,8) * C% +
Erro puro 568,5 17 33,4 7,0(£1,1) * AB + 2,6(£1,1) * AC —
Total 122526 31 59(+1,1) * BC
Modelo 14072,6 9 1563,6 295  (%)R = 1257(+10,6) — 29,1(+1,2) * A —
VEN Residuos 1165,7 22 52,99 25,6(+3,2) * B+ 21,1(£3,2) *C +
Falta de ajuste 479,6 5 95,92 2,4 1,7 (£0,06) * A% + 6,7(40,4) * B —
Erro puro 686,1 17 40,4 1,7(£0,4) * C? + 1,1(£0,2) * AB +
Total 15238,3 31 0,7(£0,2) * AC —3,1(£0,6) * BC
Modelo 74828 9 8314 159 (%)R = 71,2(+13,7) — 24,8(+1,5) * A +
Residuos 11480 22 522 23,9(+4,2) * B + 26,4(+4,2) * C +
FLU Falta de ajuste 343,7 5 57,3 1,21 1,0 (£0,08) * A2 — 2,1(+0,5) * B? —
Erro puro 804,3 17 47,3 2,9(£0,5) * C? + 1,7(£0,2) * AB +
Total 8630,8 31 1,5(4+0,2) * AC — 5,0(£0,7) * BC
Modelo 5351,7 9 5946 87 (%)R = 79,4(+17,4) — 23,0 (+£1,9) A +
Residuos 1506,6 22 68,5 19,8(+5,3) * B+ 17,8(+5,3) *C +
SER Falta de ajuste 429,8 5 86,0 1,4 1,2 (£0,1) * A> — 2,3 (+0,6) * B% —
Erro puro 1076,8 17 63,3 1,6(40,6) * C? + 1,4(+0,3) « AB +
Total 6858,3 31 0,6(+0,3) * AC — 3,8(+0,9) * BC
Residuos 11566 22 52,6 9,9(+3,6) * B + 22,1(+3,6) * C +
AMI  Faltade ajuste 3072 5 61,4 12 1,8(+0,07) * A% + 4,0(£0,4) * B —
Erro puro 8494 17 50,0 2,0(+0,4) x C* +1,0(£0,2) » AB +

SQ=Soma quadrética; GL= Graus de liberdade; MQ= Média Quadratica.
Feriico (0,05; 9.22) =2,3 € Feritico (0,05;5,17) =2,8
(%R) recuperacéo; (A) pH; (B) Namero de extracdes e (C) volume.

Ao comparar 0 Feritico (0,05; 9,22) =2,52 COM 0 Feaiculado d€ cada farmaco no lodo de
esgoto (CAF: Fcarculado = 13,64; CIT: Fcaiculado = 20,7; VEN: Feaculado =6,1; FLU: Fcaiculado
=12,2; SER: Fcaiculado =20,8; AMI: Feaculado =14,5) € no sedimento (CAF: Fcaculado =
15,4; CIT: Feaculado = 32,7; VEN: Feaculado =29,5; FLU: Fcarculado =15,9; SER: Feaiculado
=8,7; AMI: Fcacuado =3,2) foi verificado que a regressao € significativa (Feritico<F
calculado € P-Valor <0,05) para todos os antidepressivos e para a cafeina.

O estudo da falta de ajuste também confirmou que os modelos quadréticos e
as interacdes se ajustam satisfatoriamente aos dados experimentais, pois o valor de
Feritico (0,05; 5,17) =2,8 foi maior do que 0 Fcaculado Para todos os compostos estudados

(Feritico>Fcalculado). ISto € reforcado através da analise na distribuicdo dos residuos em
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torno da reta que indica normalidade, uma vez que nédo foram observados pontos
muito distantes (Figuras 5.16 e 5.17). Tanto a regressédo quanto a falta de ajuste

foram avaliados no nivel de significancia de 95%.
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Figura 5.16 - Distribui¢do dos residuos em torno da reta normal de acordo como
modelo quadréatico do DCCR 23 sobre as recuperac¢des de Cafeina (CAF), Amitriptilina
(AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU), Sertralina (SER) e Venlafaxina (VEN) em lodo

de esgoto.
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Valores esperados da curva normal
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Figura 5.17 - Distribuicdo dos residuos em torno da reta normal de acordo como
modelo quadréatico do DCCR 23 sobre as recuperacdes de Cafeina (CAF), Amitriptilina
(AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU), Sertralina (SER) e Venlafaxina (VEN) em
sedimento.

A analise dos efeitos lineares e quadraticos das variaveis estudadas, bem

como as suas interacdes sobre as recuperacdes dos farmacos em estudo pode ser

realizada pelo exame dos graficos de Pareto (Figuras 5.18 e 5.19). A inspecdo da

Figura 3.18 permite verificar a ocorréncia de muitos efeitos negativos para a

recuperacédo de todos os farmacos estudados em lodo de esgoto.
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Figura 5.18 - Gréficos de Pareto para os efeitos das varidveis pH, niumero de
extracdes e volume sobre as recuperacdes de Cafeina (CAF), Amitriptilina (AMI),
Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU), Sertralina (SER) e Venlafaxina (VEN) em lodo de
esgoto

Para a cafeina (CAF) foram significativos os efeitos da interacdo binaria
namero de extracdes e volume de solvente (BC), o nUmero de extracbes quadratico
(B(Q)), o pH quadratico (A(Q)) o volume de solvente quadréatico (C(Q)) e o niumero
de extracdes linear (B(L)). Dentre estes efeitos apenas o ultimo foi sinérgico para a

recuperacado, ou seja, seu aumento conduz a melhores resultados. Os demais, por
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apresentarem sinal negativo, conduzem a uma elevacéo da resposta a medida que
séo reduzidos.

Para o citalopram (CIT) todos os efeitos lineares e quadraticos foram
significativos para a recuperacdao, bem como as interacdes binarias, excetuando a
combinacdo do numero de extracdes e o volume de solvente (BC). Dos termos
inseridos no modelo, apenas 0 numero de extracdes linear (B(L)) e o volume de
solvente linear (C(L)) foram positivos, indicando que o incremento nestas variaveis
possibilita uma elevacdo da recuperacdo. Os demais efeitos apresentaram
comportamento antagonico apontando melhores respostas quando reduzidos.

As recuperacdes de venlafaxina (VEN) sdo melhoradas a medida que os
efeitos do numero de extracdes linear (B(L)) e volume de solvente linear (C(L)) séo
aumentados. Os demais efeitos significativos foram pH linear (A(L)), nUmero de
extracdes quadratico (B(Q)) e as combina¢Bes numero de extracbes e volume de
solvente (BC) e pH com o numero de extracdes (AB). Todos apresentaram
antagonismo reduzindo a resposta a medida que se elevam.

A fluoxetina (FLU) teve como unico efeito ndo significativo o termo quadratico
do volume de solvente (C(Q)). Foram sinérgicos apenas 0 numero de extracdes
linear (B(L)) e a interacdo pH com o numero de extra¢des (AB). Os demais termos
apresentaram-se negativos indicando recuperacdes inadequadas quando elevados.

Semelhante a fluoxetina, a sertralina (SER) apresentou como efeito de
significancia inferior aos 5% o0 volume de solvente linear (C(L)). Dos significativos,
todos sdo desfavoraveis a recuperacdo deste analito quando elevados, exceto o
termo do nimero de extracdes linear (B(L)), 0 Unico positivo observado.

Os efeitos que favorecem a extragdo de amitriptilina (AMI) sédo semelhantes
aos observados para o citalopram, sendo sinérgicos o niumero de extracdes linear
(B(L)) e o volume de solvente linear (C(L)). Os demais termos significativos indicam
reducdo na recuperacdo quando aumentados. Nao foram relevantes os efeitos
volume de solvente quadratico (C(Q)) e pH com o nimero de extracdes (AB).

Em geral observou-se uma tendéncia apontando para o nimero de extracdes
(B) e para o volume de solvente (C) como principais variaveis, pois ao serem

elevadas, ha uma maior recuperacao dos analitos no lodo de esgoto.
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Figura 5.19 - Superficies de resposta para os efeitos das variaveis pH, numero de

extracfes e volume de acordo como modelo quadratico do DCCR 23 sobre as

recuperacOes de Cafeina (CAF), Amitriptilina (AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU),
Sertralina (SER) e Venlafaxina (VEN) em lodo de esgoto.
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O pH (A) prejudica a resposta quando aumentado. As superficies de resposta
apresentadas na Figura 5.19 corroboram com estas assercdes. Para a geracao das
mesmas, as variaveis nao representadas foram fixadas no ponto central (pH=7,
namero de extraces=3 e volume de solvente=3 mL).

Ao se analisar as superficies de respostas (Figura 5.19), observou-se um
comportamento quadratico no pH (A), onde foi verificado a tendéncia de que os
extremos reduzem o rendimento. As variaveis do numero de extracées (B) e volume
de solvente (C), conforme discutido anteriormente, apresentaram o comportamento
proporcional, sendo que quanto maiores, melhores séo as recuperacoes.

Outra observacdo pertinente é a de que as regides com maiores
recuperacdes situaram-se em torno do ponto central para a cafeina e para os
demais analitos localizaram-se abaixo deste em relacdo ao pH e acima para numero
de extracdes e volume de solvente.

A Figura 5.20 apresenta os efeitos das variaveis estudadas sobre a
recuperacdo em sedimento. Para a cafeina (CAF) todos os termos quadraticos e
lineares foram significativos, além da interacdo entre o nimero de extracdes e o
volume de solvente (BC). Apresentou influéncia positiva somente o termo pH linear
(A(L)), sugerindo relagao direta entre este efeito e a resposta. Os demais prejudicam
a recuperacao deste composto em sedimento quando elevados.

O unico efeito ndo efetivo para o citalopram (CIT) foi o pH linear (A(L)). Dentre
os efeitos cuja significancia foi superior ao nivel estabelecido, contribuiram de forma
positiva o pH quadratico (A(Q)), o numero de extracbes tanto linear (B(L)) quanto
quadratico (B(Q)), o volume de solvente linear (C(L)) e as interacBes binarias pH
com numero de extracdes (AB) e pH com volume de solvente (AC). Apresentaram
efeito antagbnico o termo quadratico do volume de solvente (C(Q)) e a combinagéo
entre o numero de extragdes e o volume de solvente (BC).

As recuperagtes de venlafaxina (VEN), fluoxetina (FLU) e amitriptilina (AMI)
apresentaram todos os efeitos significativos, sendo comumente favoraveis a valores
ideais os termos referentes ao pH quadratico (A(Q)), niumero de extracdes linear
(B(L)), volume de solvente linear (C(L)), a interacdo do pH com o numero de
extracdes (AB) e pH com volume de solvente (AC). Os termos numero de extragdes
quadratico (B(Q)) e pH linear (A(L)) foram sinérgicos para venlafaxina (VEN) e
amitriptilina (AMI), pois para a fluoxetina (FLU) apresentaram comportamento
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antagoénico. A combinacdo numero de extracbes com volume de solvente (BC) foi

positiva apenas para cafeina. Pode-se considerar que as variaveis investigadas

possuiram efeito semelhante sobre a recuperacao destes trés compostos.
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Figura 5.20 - Gréficos de Pareto para os efeitos das varidveis pH, numero de

extracdes e volume sobre as recuperacfes de Cafeina (CAF), Amitriptilina (AMI),

Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU), Sertralina (SER) e Venlafaxina (VEN) em

sedimento.

A sertralina (SER) apresentou como termos significativos e positivos o0s

efeitos pH quadrético (A(Q)), numero de extracdes linear (B(L)) e a interacdo do pH

com o numero de extracdes (AB). Foram antagbnicos numero de extracdes
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quadratico (B(Q)), o volume de solvente quadratico (C(Q)) e a interacdo binaria
namero de extragcdes com volume de solvente (BC).

A principal diferenciacédo entre os efeitos observados no lodo em relacédo ao
sedimento é que para este ultimo foi verificado comportamento sinérgico do pH (A)
para todos os analitos tanto em termos quadraticos (Q) ou lineares (L).

As superficies de resposta apresentadas na Figura 5.21 permitem uma
analise visual dos efeitos sobre os percentuais de recuperacdo. As variaveis nao
representadas foram fixadas no ponto central (pH=7, nimero de extracdes=3 e
volume de solvente= 3 mL).

Assim como foi observado na extracdo em lodo de esgoto, para o sedimento
verifica-se um comportamento quadratico no pH (A), porém com reducdo nha
recuperacdo dos antidepressivos para o0s valores extremos. A interacdo das
variaveis niumero de extracdes (B) e volume de solventes (C) também afeta a
resposta, uma vez que sao obtidos bons resultados para poucas extracdes com
maior volume de extrator ou varias extracbes empregando menores volumes.

A avaliacdo geral das informacdes fornecidas pelo DCCR permitiu verificar
que o pH foi a variavel de influéncia especifica em cada matriz, pois para o lodo de
esgoto observam-se as curvas de maior recuperacdo em valores &cidos. No
sedimento, as regides de melhor desempenho tendem a valores alcalinos de pH. As
demais variaveis apresentaram comportamento semelhante ao fornecerem melhores
respostas a medida que sdo aumentadas em ambas as matrizes.

Estes resultados confirmam que a otimizacdo do valor de pH da fase
extratora € crucial para a eficiente extracdo de compostos acidos e basicos. O ajuste
do pH resulta em uma maior razdo de distribuicdo e garante elevados fatores de
enriguecimentos e valores de recuperacédo dos analitos de interesse (PEDERSEN-
BJERGAARD e RASMUSSEN, 2000).

As cargas elétricas que se formam nos grupos funcionais em argilominerais
sdo originadas pela sorcdo ou dessorcdo de prétons (ions HY) ou de ions hidroxilas
(OH") nos grupos funcionais de superficie. Ja na matéria organica, o principal grupo
funcional € o grupo carboxila (-COOH) (SPOSITO, 1989; POLETO et al., 2009).
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Figura 5.21 - Superficies de resposta para os efeitos das variaveis pH, numero de

extracdes e volume de acordo como modelo quadratico do DCCR 23 sobre as

recuperacOes de Cafeina (CAF), Amitriptilina (AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU),
Sertralina (SER) e Venlafaxina (VEN) em sedimento.
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Ajustes no pH, focando alteragdes nos equilibrios envolvendo estas estruturas
podem aumentar a eficiéncia da extragdo, uma vez que tanto o equilibrio de
dissociacdo quanto a solubilidade de compostos basicos como os antidepressivos e
a cafeina séo diretamente afetados pelo pH da matriz onde se encontram.

A preferéncia por valores &cidos para o lodo de esgoto sugere um
mecanismo de protonagdo da matriz ou dos analitos, favorecendo a transferéncia
destes para a fase extratora. A fase extratora composta por acetonitrila e metanol,
ambos solventes organicos polares, que solvatam os analitos atraves de interacdes
dipolo-dipolo e ligacdo de hidrogénio, promove o aumento na extragdo (KUURANNE
et al., 2003; ESRAFILI et al., 2007).

A tendéncia observada para a extracdo em sedimento, de valores alcalinos
de pH para o aumento da extracdo obtida, sugere um mecanismo diferenciado. A
ionizagdo de grupos &cidos na matriz causa expansdo e repulsdo de cargas,
resultando na transferéncia da fase solida para a solucdo uma vez que os acidos
hamicos do sedimento apresentam maior grau de oxigenacdo que a matéria
organica em lodos (DICK et al., 1998; ROSA et al., 2000). Com isso ha uma maior
abundancia de prétons que podem ser neutralizados. Além disso, em pH bésico os
analitos em estudo encontram-se neutros, na forma de base livre, e
consequentemente mais sollveis nos solventes organicos usados na extracao.

A presenca do solvente organico age na supressdao ou a atenuacao das
interacBes hidrofobicas dos analitos com a matriz, facilitando os procedimentos de
extracdo e influenciando positivamente na recuperacdo. Logo, tanto o aumento no
volume quanto o no numero de extracdes sequenciais tende a melhorar a resposta
(PEDERSEN-BJERGAARD e RASMUSSEN, 2004; KUOSMANEN et al., 2003).

A condicdo o6tima de extracdo simultanea foi definida pela analise das
superficies de resposta que relacionam as variaveis em estudo e 0 comportamento
da desirability global perante a variacdo dos fatores, tendo em vista a visualizagao
da regido de maior desirability. As Figuras 5.22 e 5.23 representam a superficie de
resposta para a funcao desirability para as recuperacbes em lodo de esgoto e

sedimento, respectivamente.
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Figura 5.22 - Superficies de respostas para otimizacdo das variaveis pH, numero de
extracdes e volume de solvente com base nas recuperagdes simultaneas de Cafeina
(CAF), Amitriptilina (AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU), Sertralina (SER) e
Venlafaxina (VEN) com base na funcao desirability para lodo de esgoto.

Para o lodo, a resposta da funcdo € maximizada para valores de pH entre 2
e 6, volume de solvente de 2,5 a 5,5 mL e nimero de extracbes correlacionado ao
volume de extrator empregado, sendo a faixa ideal de 2 a 5.
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Figura 5.23 - Superficies de respostas para otimizacdo das variaveis pH, numero de
extracdes e volume de solvente com base nas recuperagcdes simultaneas de Cafeina
(CAF), Amitriptilina (AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU), Sertralina (SER) e
Venlafaxina (VEN) com base na funcao desirability para sedimentos

No sedimento, as regides de maior desirability estdo na faixa de pH que vai
de 10 a 14, o volume de solvente 2,0 a 5,5 mL e de 3 a 5 extragdes sequenciais.

As superficies de respostas apresentadas nas Figuras 5.24 e 5.25 concordam
com os efeitos preditos pelos modelos quadraticos empregados no ajuste dos dados
experimentais.

ApoOs a analise do DCCR, as condi¢cdes experimentais otimizadas para a
obtencédo das melhores respostas de recuperacédo simultanea de cafeina, citalopram,

venlafaxina, fluoxetina, sertralina e amitriptilina foram obtidas utilizando a funcéo
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desirability de Derringer. O uso desta funcdo teve por objetivo encontrar as
condi¢cdes de operagdo que garantissem o cumprimento dos critérios para todas as
respostas envolvidas e, ao mesmo tempo, proporcionassem a melhor possivel na
resposta conjunta (DERRINGER e SUICH, 1980; CANDIOTI et al., 2014).

As Figuras 5.24 e 5.25 representam o perfil desirability para a otimizacdo dos
parametros de extracdo e os valores preditos pela otimizag&o para o lodo de esgoto

e o sedimento, respectivamente.
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Figura 5.24 - Otimizacé&o das variaveis pH, numero de extragdes e volume de solvente
pararecuperagdes simultdneas de Cafeina (CAF), Amitriptilina (AMI), Citalopram (CIT),
Fluoxetina (FLU), Sertralina (SER) e Venlafaxina (VEN) preditas pela funcéo
desirability para lodo de esgoto

O valor de funcao desirability global (di) para a extracdo simultanea em lodo

(Figura 5.24) foi igual a 0,89 o que indica uma resposta satisfatoria, por ser proximo
a 1,0 (VAN GYSEGHEM et al., 2004).

A condicdo indicada como mais favoravel a obtencdo de valores de

recuperacdes elevadas para todos os analitos foi o pH 3,2, volume de 4 mL do

solvente extrator e 3 ciclos de extracfes. Os percentuais de recuperacdo preditos

foram: 97% para a cafeina (CAF), 113% para o citalopram (CIT), 111% para
129




Capitulo 5

venlafaxina (VEN), 110% para a fluoxetina (FLU), 113% para a sertralina (SER) e
106% para a amitriptilina (AMI). Os valores obtidos no ensaio de validagdo da
condicdo 6tima foram de 95%, 101%; 98%; 104%; 97% e 93%, respectivamente, 0
gue estad em excelente correspondéncia com os valores preditos pelo modelo.

Na otimizagdo da recuperagdo em sedimento (Figura 5.24) foram obtidas
condicdes ideais distintas em relagdo ao lodo de esgoto. A fungéo desirability global
(di) para a extragcdo simultanea nesta matriz foi de 0,98 e por estar proxima a 1,0
considera-se a resposta muito satisfatoria (CALADO e MONTGOMERY, 2003;
CANDIOTI et al., 2014).
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Figura 5.25 - Otimizac&o das varidveis pH, numero de extragdes e volume de solvente
para recuperagdes simultdneas de Cafeina (CAF), Amitriptilina (AMI), Citalopram (CIT),
Fluoxetina (FLU), Sertralina (SER) e Venlafaxina (VEN) preditas pela funcéo
desirability para sedimentos

Na Figura 5.25 séo verificadas, na sétima linha, as condigbes otimizadas
indicadas pela funcdo desirability para o sedimento. O pH ideal foi de 11, o numero
de extracdes foi 4 e o volume de solvente 3 mL. As recuperacdes preditas para este
conjunto de parametros foram: 96% para a cafeina (CAF), 99% para o citalopram
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(CIT), 103% para venlafaxina (VEN), 100% para a fluoxetina (FLU), 91% para a
sertralina (SER) e 102% para a amitriptilina (AMI). A validacdo da condi¢cdo 6tima
ocorreu através de um ensaio de confirmacdo em duplicata onde foram recuperados
92%, 96%, 90%, 97%, 85% e 94% de cada analito, respectivamente.

5.4 CONCLUSOES

O planejamento de misturas simplex-centroide mostrou-se adequado no
estudo do efeito da proporcdo entre os solventes metanol, acetonitrila e dgua na
composicao da fase extratora, pois o0 modelo cubico especial foi significativo ao nivel
de confianca de 95% para todos os analitos. O delineamento composto central
rotacional (DCCR) 23 para estudo do pH, volume de solvente e nimero de extragcbes
forneceu, dentro dos niveis estudados, a melhor op¢édo nos valores de recuperacéo
ao nivel de significancia de 95%, uma vez que, o modelo quadratico ajustou-se
satisfatoriamente aos dados tanto para as recuperagcdes em lodo quanto em
sedimento.

Com base nas particularidades de cada matriz, a realizacdo dos ensaios
baseados em delineamentos experimentais permitiu aferir recuperacfes distintas
num mesmo nivel de concentracdo dos analitos no lodo e sedimento, indicando
abordagens diferenciadas nas proporcdes de solventes, pH, nUmero de etapas e
volume adequado para cada um.

Nas otimizacbes realizadas os valores de recuperacdo preditos foram
semelhantes aos obtidos experimentalmente, indicando que o emprego da funcao
desirability foi estatisticamente significativo para a obtencdo de condigbes de
trabalho otimizadas.

Os resultados reforcaram a importancia dos solventes metanol e acetonitrila
no protocolo de extragdo, além da observacdo do pH como variavel de maior
influéncia quando comparadas as recuperacdes em lodo e sedimentos, pois afeta

diretamente os analitos e grupos acidos na matriz.
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CAPITULO 6
PESQUISA DE CAFEINA E ANTIDEPRESSIVOS COMUMENTE
PRESCRITOS EM LODO DE ESTAQOES DE TRATAMENTO DE
ESGOTOS E SEDIMENTOS DE AGUA DOCE
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RESUMO

O uso de antidepressivos estd amplamente disseminado nos tempos atuais. Com
isso, apresentam risco em potencial sobre os ecossistemas pela disposicdo de
esgotos domésticos contendo metabdlitos e estruturas inalteradas, mesmo apés o
processamento em estacdes de tratamento. Este capitulo prop6e um método rapido
para determinacdo simultdnea de antidepressivos de uso frequente (citalopram,
venlafaxina, fluoxetina, sertralina e amitriptilina) e de cafeina como marcador
antrépico, baseado em extracdo por solvente auxiliada por micro-ondas e CLAE-
PDA. O método analitico foi validado e considerado satisfatorio para determinacao
simultanea dos antidepressivos e da cafeina em lodos de esgoto e sedimentos. Nao
foram verificados interferentes nos tempos de retencdo dos padrdes em estudo,
indicando seletividade, porém o estudo de efeito matriz apontou interferéncia da
matriz do lodo e sedimento na sensibilidade e na exatiddo do método analitico,
sendo, portanto empregada a calibracdo por adicdo padrédo. A linearidade foi
adequada para a faixa de 50 a 800 ng mL™ com limites de deteccdo e quantificacéo
de 3,0 a 20,0 ng mL™ e 20,0 a 50 ng mL™ respectivamente. A preciséo foi estimada
pelo coeficiente de variacdo (CV) e apresentou valores inferiores a 8%. A exatidao
foi avaliada por meio de ensaios com fortificagdo de amostras de sedimento e lodo
em trés niveis de concentracfes. A faixa de recuperacdo variou de 60 a 99%. O
método foi aplicado em amostras de lodo de esgoto e sedimentos da regido do
Reservatorio de Itaipu. Os resultados confirmam a presenca dos analitos no lodo de
esgoto e indicam os residuos de estacdes de tratamento como uma rota de insercao
de micropoluentes no meio ambiente local, uma vez que os antidepressivos também
foram encontrados nos sedimentos de rio.

Palavras Chaves: Poluentes emergentes, antidepressivos, lodo, sedimentos,
monitoramento ambiental, Validacdo Analitica.
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ABSTRACT

The use of antidepressants is widespread in modern times. Thus, they present a
potential risk for the ecosystems of domestic sewage containing metabolites and
structures unchanged even after the processing treatment stations. This paper
proposes a fast method for simultaneous determination of frequent use of
antidepressants (citalopram, venlafaxine, fluoxetine, sertraline and amitriptyline) and
caffeine as anthropic marker, based on solvent extraction assisted by microwave and
CLAE-PDA. The analytical method was validated and found satisfactory for the
simultaneous determination of antidepressants and caffeine in sewage sludge and
sediments. There were checked interfering in the retention times of the standards
under study, indicating selectivity, but the matrix effect study showed interference of
sludge and sediment matrix in sensitivity and accuracy of the analytical method and
is therefore used calibration by standard addition. Linearity was adequate for the
range from 50.0 to 800.0 ng mL™ with limits of detection and quantification of from
3.0 t0 20.0 ng mL™ and 20.0 to 50 ng mL™ respectively. The accuracy was estimated
by the coefficient of variation (CV) is presented below 8%. Accuracy was assessed
by testing fortification of sludge and sediment samples at three concentration levels.
The recovery range varied from 60 to 99%. The method was applied in sludge
samples of sewage and sediments of the Itaipu reservoir region. The results confirm
the presence of analytes in sewage sludge and indicate waste treatment plants as a
micropollutants insertion route in the local environment, since antidepressants have
also been found in river sediments.

Key Words: Emerging Pollutants, antidepressants, sludge, sediment, environmental
monitoring, Analytical Validation.
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6.1 INTRODUCAO

A presenca de microcontaminantes do grupo dos antidepressivos e a cafeina
vém sendo investigada em estudos pioneiros realizados em estacdes de tratamento
de esgotos (ETES) e em lodos destinados a biofertilizacdo (KINNEY et al., 2006;
FROEHNER et al., 2010; LAJEUNESSE et al., 2012; MARTIN et al., 2012;
GOLOVKO et al., 2014; GAGO-FERRERO et al., 2015; SUBEDI e KANNAN, 2015).
Os inibidores seletivos de recaptura de serotonina (ISRS) compreendem uma das
classes mais importantes de antidepressivos, por serem 0S mais comumente
prescritos e utilizados no tratamento contra depressdo. Com isso, apresentam maior
aporte nas fontes de entrada dos ecossistemas (esgotos e residuos gerados em
ETES) e possibilidade de efeitos ecotoxicologicos (ZORITA, MARTENSSON e
MATHIASSON, 2007; BERGERSEN, HANSSEN e VASSKOG, 2012; COSTA
JUNIOR, PLETSCH e TORRES, 2014; GIEBULTOWICZ e NALECZ-JAWECKI,
2014; SCHLUSENER et al., 2015).

As tecnologias atualmente aplicadas nas estacdes de tratamento de esgotos
sdo baseadas em processos convencionais, voltados a estabilizacdo da matéria
organica, remocao de nutrientes e desinfeccdo. Com isso, a degradacao efetiva
destes novos contaminantes € incerta (SUBEDI et al., 2013). Alguns estudos tém
sugerido a remocdo de farmacos residuais, incluindo antidepressivos e seus
metabolitos, na massa liquida de entrada e saida em sistemas de tratamento
biolégico (SIM, LEE e OH, 2010; VERLICCHI, AL AUKIDY e ZAMBELLO, 2012).

Contudo, outras pesquisas tém apontado que essa remocao trata-se apenas
da transferéncia dos poluentes para o lodo e sedimentos, ndo ocorrendo degradagéo
ou tratamento efetivo. A biomassa produzida nos reatores bioldégicos é comumente
destinada a producao de biossolidos, cuja aplicacdo no solo pode resultar em uma
nova rota de transporte para os ecossistemas (FLORES, SALCEDO e FERNANDEZ,
2011; NIEMI et al., 2013; PEYSSON e VULLIET, 2013; SUBEDI et al., 2013).

Assim, existe urgéncia por resultados e avancos cientificos nos
procedimentos de monitoramento ambiental, em especial no desenvolvimento de

competéncias analiticas, equipamentos e métodos com a sensibilidade necesséria a
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investigacdo nos diferentes focos de contaminacdo (BUCHBERGER, 2007;
CARBALLA, OMIL e LEMA, 2008; AUFARTOVA et al., 2011).

Os niveis de concentracdes em que esses compostos se apresentam e a
complexidade matricial sdo fatores limitantes no processo investigativo. As principais
abordagens sdo baseadas em cromatografia liquida e gasosa com diferentes tipos
de detectores (MARTINEZ BUENO et al., 2012; DEVIER et al., 2013).

Este capitulo teve por objetivo a validacdo e aplicacdo de uma metodologia
rapida para determinacdo de cinco antidepressivos (amplo uso terapéutico) e da
cafeina (como marcador antrépico) em lodo de estacdes de tratamento de esgoto e
sedimento de corpo receptor, utilizando extracdo com solvente auxiliada por micro-
ondas e cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector UV por arranjo
de diodos. Posteriormente, o método foi aplicado em amostras de lodo e sedimentos
provenientes de sistemas de tratamento e rios localizados na regido do Reservatério
de Itaipu, Brasil, uma importante fonte econdmica e de abastecimento, carente de

estudos envolvendo poluentes emergentes.

6.2 MATERIAIS E METODOS

6.2.1 Protocolo de Extracéo

Triplicatas de cada amostra, secas e peneiradas preparadas conforme
descrito no capitulo 4, passaram por microextragdo auxiliada por micro-ondas e
ultrassom. Como solvente extrator para o lodo foi utilizada uma mistura binaria
metanol e acetonitrila na proporgéo 53:47 (v/v) com pH ajustado para 3,0 e para 0s
sedimentos a proporcao 45:55 (v/iv) em pH 11,0. Aproximadamente 5 g de amostras
foram inseridos em tubos de ensaio juntamente com 20 mL de solvente extrator.
Para o sedimento foram empregados 15 mL.

Estas condicbes foram definidas previamente por meio de ensaios de
recuperacdo empregando delineamento experimental (Capitulo 5). A
homogeneizag¢do da mistura ocorreu por agitacao em vortex por 30 s. Na sequéncia,
as amostras foram aquecidas em forno micro-ondas durante 20 s na poténcia 10 W.
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Depois eram resfriadas a temperatura ambiente em banho ultrassénico durante 60 s
e repetiam-se os procedimentos de agitacdo e aquecimento por trés vezes. Para a
separacao das fases foi empregada centrifugacao por 2 min a 2000 rpm e o extrato
foi recolhido em um baldo de destilacéo.

A amostra de lodo foi resubmetida aos procedimentos por mais duas vezes e
a de sedimento por mais trés vezes (conforme condi¢cdes Otimas descritas no
Capitulo 5), perfazendo um volume final em torno de 60 mL. O volume do extrato foi
reduzido por rota-evaporacao, a solucéao filtrada em filtro de seringa 0,22 um (nylon,

Chromafil®) e o volume ajustado a 5 mL com acetonitrila.

6.2.2 Estudo do efeito matriz

Para avaliar o efeito matriz sob a sensibilidade do método analitico foram
obtidos extratos das amostras de lodo e sedimentos. Foram preparadas trés curvas
de calibracdo na faixa de 50,0 a 800 ng mL™ com cinco pontos em duplicata, usando
na avolumagem de duas delas os extratos de matriz e na terceira o solvente puro
acetonitrila. Para comparar os coeficientes angulares obtidos para as matrizes e o
solvente, foi aplicado um teste t de comparacdao de médias ao nivel de significancia
de 95%.

6.2.3 Validacao

A seletividade foi avaliada pela comparacdo dos tempos de retencdo e
espectros UV de analitos nas solu¢des padrdao e nas amostras. A quantificacdo dos
analitos foi realizada por adicéo de padrao devido a complexidade matricial. Para tal,
se fizeram adi¢cbes de aliquotas diferentes de uma solugdo de trabalho contendo
todos os analitos na concentracéo de 500 ng mL™, conforme a tabela 6.1.

A linearidade foi verificada mediante ao preparo de curvas com cinco pontos
em triplicatas verdadeiras (n=3) na faixa de 50 a 800 ng mL™ utilizado o extrato das

matrizes e solvente. Para a avaliacdo da linearidade foi aplicada a analise de
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regressdo com andlise de variancia (ANOVA) e teste de falta de ajuste ao nivel de
95% de confianga usando software estatistico (Minitab 16.2.2).

Tabela 6.1 - Dosagens de adi¢cdo padréo para quantificacdo dos analitos

Adicdes
Componentes 1 > 3 2 5
Amostra (L) 250 | 250 | 250 | 250 | 250
Padrdo 0,5ugmL*(uL) | O 50 | 100 | 150 | 200
Solvente (uL) 250 | 200 | 150 | 100 | 50

Os limites de deteccédo (LD) e quantificacdo (LQ), que séo respectivamente a
menor concentracdo de um analito detectada e quantificada em uma amostra
considerando precisédo e exatidao, foram determinados através do desvio padréo do
intercepto (S,) das curvas de calibracdo na presenca da matriz e do coeficiente
angular (b). (Eq. 6.1 e Eq. 6.2)

LD = e Eq. 6.1

Eq. 6.2

Para o estudo da exatiddo, amostras de aproximadamente 1 g de lodo e
sedimentos (n=3) foram adicionadas a tubos de ensaios e fortificadas com aliquotas
da solucéo de trabalho em trés niveis de concentracdo para uma concentracao final
esperada de 150,0; 300,0 e 600 ng g, respectivamente. Apds 1lh, as amostras
foram submetidas ao procedimento de extracdo e analisadas por CLAE-PDA. A
exatidao foi calculada com base nas concentracdes previstas e determinadas, sendo

expressa em porcentagem (Eq. 6.3).

Concentraciao medida—Concentracao inicial

%R = x 100 Eq. 6.3

concentracao fortificada

A precisdo do método foi avaliada nos niveis de repetitividade (ou precisao
intradia) e precisdo intermediaria. Para tal, 1 g de amostra seca foi fortificada com a
solucdo de trabalho para que a concentracéo prevista fosse de 600 ng g™*. Depois de

1h foram processadas segundo o protocolo proposto e as concentracdes
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determinadas em duas bateladas (n=3) num mesmo dia para a repetitividade. Para a
precisdo intermediaria, foram realizadas mais duas bateladas, no mesmo nivel de
concentracdo (n=3), porém alternado o dia, durante 3 dias. A avaliacdo ocorreu a
partir do calculo de desvio padréo relativo (RSD) ou CV (Eq. 6.4).

cV =2.100 Eq. 6.4

Rilw

6.2.4 Aplicacdo do método

Na aplicacdo do método foram usadas amostras de sedimentos de rios, onde
sdo lancados esgotos, e amostras de lodos, provenientes de duas estacfes de
tratamento de esgotos (ETES), conforme caracterizacdo apresentada no capitulo 4.
Uma das ETEs é constituida de lagoas de estabilizacdo que atendem uma
populacao urbana de aproximadamente 12596 habitantes em Santa Helena - PR e a
outra ETE opera por reator anaerébio de leito fluidificado (RALF) atendendo 37403
habitantes em Medianeira — PR. Ambas ETEs estdo localizadas na regidao do
Reservatoério de Itaipu. Foram usadas 5,0 g das amostras secas e peneiradas e
submetidas ao protocolo de extracao descrito anteriormente.

6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.3.1 Efeito matriz

Amostras complexas como sedimentos e lodo de esgoto apresentam
influéncia significativa dos componentes da matriz, dificultando as analises
cromatograficas (ZULOAGA et al., 2012; BARBOSA et al., 2014). Na tabela 6.2 s&o

apresentados os parametros de calibracdo obtidos no estudo do efeito matriz.
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Tabela 6.2 - Parametros de calibracdo do estudo de efeito matriz

Dados de calibracéo Relacao* Teste t**
R2 Coeficientes angulares
Lodo | Sedimento | Solvente Lodo Sedimento | Solvente L/S | SIS L/S SIS
CAF | 0,99 0,99 0,99 25919 26046 23615 11 1,1 7.7 9,4
VEN | 0,99 0,99 0,99 22495 22318 16999 1,3 1,3 | 283 | 24,1
CIT 0,99 0,99 0,99 20623 19261 16984 1,2 1,1 | 26,1 | 11,0
FLU 0,95 0,96 0,99 23842 17722 12173 2,0 15 | 42,7 | 34,2
SER | 0,98 0,97 0,99 38318 21939 25116 15| 09 | 264 | 10,1
AMI 0,99 0,99 0,99 24637 23379 15905 1,6 15 | 355 | 21,8

* razao entre o coeficiente angular da curva em lodo e solvente (L/S) e sedimento e solvente (S/S).
** Valores de t caicuado Para comparacao dos coeficientes angulares médios da curva em lodo e solvente (L/S) e
sedimento e solvente (S/S). t (11;0,05=1,81

A simples inspecado da Figura 6.1 revela diferencas entre as areas dos picos
cromatograficos dos analitos quando as solu¢des foram preparadas em extratos de
amostras de lodo, sedimento e em solvente orgéanico.

Também, para os antidepressivos e a cafeina foram obtidos diferentes
coeficientes angulares e lineares nas curvas preparadas. Nessa comparacdo, ha
indicios de que os componentes da matriz contribuem para introduzir erros
sistematicos nos resultados, sendo eles proporcionais e constantes (SILVA e
COLLINS, 2011; BARBOSA et al., 2014).

Os valores da razdo entre os coeficientes angulares (extrato da matriz e
solvente) quando maiores que 1,0 indicam efeito de matriz positivo, ou seja, a
sensibilidade analitica para os compostos estudados sofre aumento na presenca dos
componentes da matriz. Na analise dos antidepressivos e da cafeina por CLAE-PDA
a presenca das matrizes lodo e sedimento provocou aumento da sensibilidade
analitica. A excecdo ocorreu na determinacdo de sertralina em sedimento, pois ao
variar a concentracdo de sertralina na presenca da matriz sedimento houve uma
variacdo menor da area do pico se comparado as mesmas medidas na auséncia do
sedimento.

A confirmacdo da presenca do efeito matriz ocorreu através da aplicagdo do
teste t (Tabela 6.2) para a comparacdo de meédias entre o coeficiente angular das
curvas de calibragdo em matriz e em solvente puro. Os valores para tcaculado N@
comparacao entre a matriz lodo e o solvente para cafeina, citalopram, venlafaxina,
fluoxetina, sertralina e amitriptiina foram 7,7; 28,3; 26,1; 42,7, 26,4, e 35,5

respectivamente.
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Figura 6.1 - Curvas de calibracdo na presenca das matrizes lodo de esgoto, sedimento
e em solvente. a) Cafeina, b) Citalopram, c) Venlafaxina, d) Fluoxetina, e) Sertralina e f)
Amitriptilina.

Para a comparacao entre o efeito da matriz sedimentos sobre o solvente
foram obtidos valores de tcacuiado COrrespondentes a 9,4; 24,1; 11,0; 34,2; 10,1 e 21,8
para os mesmos analitos. Ao nivel de significancia de 95% e os graus de liberdade
iguais a 11 o valor de teiico COrresponde a tu1.0,05=1,81. Todas as comparacdes
foram consideradas estatisticamente diferentes,

pOiS tcrl’tico< tcalculado- Sendo,

portando, aceita a hipétese de que nas duas matrizes investigadas ocorrem efeitos
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sobre o sinal analitico. Dessa forma, na quantificacdo dos antidepressivos e da
cafeina foi empregada calibracdo por adicdo de padrdo em cinco pontos em

duplicata conforme a Tabela 6.1.

6.3.2 Validagdo do método CLAE-PDA para determinacdo simultanea dos

antidepressivos e cafeina em sedimentos e lodos de esgoto usando adicéo padréo

A seletividade do método foi avaliada pela comparacdo dos cromatogramas
obtidos do extrato de sedimentos e lodos e solugdo padrdo em solvente na
concentracdo de 500 ng mL™ (Figura 6.2). N&o foram verificados interferentes nos
tempos de retencdo dos cinco antidepressivos analisados nos comprimentos de
onda selecionados (226, 230, 241 e 274 nm) (Apéndice A).

Paralelamente, foi comparado o perfii de absorcdo UV dos picos
cromatograficos correspondentes aos analitos na solucdo padrdo e nos extratos das
amostras. Os mesmos apresentaram similaridades, tanto no formato quanto no
comprimento de onda maximo das principais bandas de absor¢édo UV.

Os espectros mostram forte absorcao na regido de 220-250 nm, indicando a
presenca de ligacdes duplas conjugadas, enquanto que a absorcao entre 250-290

nm indica a existéncia de anéis benzénicos ou heterociclicos aromaticos.

mAu

18 28 38 48 58 68 78 88 98 108 118 128
Tempo (min)
Figura 6.2 - Cromatogramas extraidos a 230 nm: a) extrato de amostra de lodo b)
extrato de amostra de sedimento sem os analitos, e c) solug&do padrdo com a mistura

dos seis analitos: Cafeina (CAF), Amitriptilina (AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina
(FLU), Sertralina (SER) e Venlafaxina (VEN), na concentracio de 500 ng mL™.
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As estruturas dos analitos apresentadas na Tabela 6.3 concordam com o
comportamento espectrofotométrico observado. Para a quantificacdo em maxima
sensibilidade para cada analito foram definidos os comprimentos de onda em 245,
240, 231, 225, 228 e 274 nm para a AMI, CIT, FLU, SER, VEN e CAF,

respectivamente.

Tabela 6.3 - Estruturas e caracteristicas dos analitos investigados

Farmaco Estrutura t, Amax
(min) (nm)

CH
|

N

(o}

Cafei (1T
afeina LA
(CAF) H(C/N/Y CHy 1,9 274
CsH1oN4O,
Amitriptilina |
(AMI) 11,9 245
Citalopram
(CIT) 54 240
(C20H21FNF20)
Fluoxetina 0
(FLU) o [ o 7,8 231
(C17H18F3NO)
\E’H
Sertralina :
(SER) ; 11,3 211
(Cl7H17C|2N)
N
Venlafaxina H-o /
(VEN) 6,7 228
(C17H27NOZ)
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No estudo da linearidade verificou-se que a resposta do método na faixa de
trabalho utilizada foi adequada para todos os analitos, nas duas matrizes
investigadas, com valores de R? de 99,0 a 99,8% (Tabelas 6.4 e 6.5). A regressio
para cada curva foi avaliada através da analise de variancia (ANOVA) no nivel de
confianga de 95%, indicando que o modelo linear se ajusta bem aos dados, sendo,

portanto estatisticamente significativo.

Tabela 6.4 - Parametros de calibragcdo e analise da linearidade para cafeina e
antidepressivos em lodo de esgoto e sedimento.

Lodo de Esgoto

Validacédo Linearidade

Parametros de Regresséo

Regressao Falta de ajuste
Equacéo R2 F caculado  P-Valor  F cacuado P-Valor
CAF  AREA=2003(+70)+26267(+154)[CAF] 99,9 29050 0,0 0,9 0,5
CIT AREA=1873(+85)+21838(+188)[CIT] 99,9 13562 0,0 4,0 0,1
VEN  AREA=-434(+85)+19851(+187)[VEN] 99,9 11276 0,0 25 0,2
FLU AREA=23660(+112)+26977(x291)[FLU] 99,9 8611 0,0 3,0 0,1
SER AREA=2357(+89)+40832(x218)[SER] 100,0 35055 0,0 1,9 0,2
AMI  AREA=2088 (£79)+25277(x177)[AMI]  100,0 20448 0,0 1,3 0,4
Sedimento
R - Validagé&o Linearidade
Parametros de Regresséo ~ .
Regressao Falta de ajuste
Equacéo R2 F caculado  P-Valor  F caculado pP-Valor
CAF  AREA=1217(+79)+25052(+172)[CAF] 99,9 21105 0,0 3,5 0,1
CIT AREA=4043(+67)+22101(x147)[CIT] 100,0 22523 0,0 0,3 0,8
VEN AREA=1183(+90)+19861(+210)[VEN] 99,9 8207 0,0 1,2 0,4
FLU AREA=7647(+100)+18379(+255)[FLU] 99,8 5198 0,0 1,9 0,2
SER AREA=29593(+83)+26139(+128)[SER] 99,9 16394 0,0 1,6 0,3
AMI  AREA=7239(+101)+24887(+112)[AMI] 99,9 12585 0,0 2,6 0,1

Feriico (1; 10; 0,05) de regresséo = 4,97; Fariico (4; 6; 0,05) de falta de ajuste =4,53.

As regressoes foram consideradas satisfatorias, pois 0 Fcacuado Para todas as

regressodes foi maior que 0 Fgitico, @aSSIm como o p-Valor foi menor que 0,05 para
todos os analitos. Adicionalmente, o modelo linear ndo apresentou indicios de falta
de ajuste para o nivel de confianca de 95%, uma vez que, os valores de Fgiico para a
falta de ajuste foram maiores do que 0s de Fcaculado Para cada analito (Feritico™>Fcaiculado
e p-Valor >0,05) (Tabela 6.4).

A capacidade do método em detectar e determinar os antidepressivos e a
cafeina nas concentracdes de tracos (ppb e ppm) foi estimada pelos limites de

deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ). Para a matriz lodo de esgoto, os valores
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calculados de LD e LQ variaram de 3 a 10 ng mL™ e de 20 a 40 ng mL™,
respectivamente. Para o sedimento foram obtidos limites de detecgéo entre 9 e 20

ng mL™* e limites de quantificacdo de 30 a 50 ng mL™ (Tabela 6.5).

Tabela 6.5 - Limites de deteccdo, quantificacéo e estimativa da precisao intermediaria
e da repetitividade para determinacéo de cafeina e antidepressivos em lodo de esgoto
e sedimentos.

Lodo de Esgoto Sedimentos

Limites Preciséao Limites Precisao

Analitos RP Pl RP PI
CcVv CVv CcVv CcVv

LD LQ LD LQ

gmty) (gmty K B gy ngmLy O ()
(n=3) (n=6) (n=3) (n=6)

CAF 8,0 30,0 0,5 0,7 9,0 30,0 0,4 1,4
CIT 10,0 40,0 1,0 5,8 9,0 30,0 3,3 4.1
VEM 10,0 40,0 6,7 7.4 10,0 50,0 2,2 2,7
FLU 10,0 40,0 1,7 1,8 20,0 50,0 2,4 2,7
SER 3,0 20,0 2,6 4.4 10,0 30,0 1,9 6,2
AMI 10,0 40,0 5,8 6,8 10,0 40,0 4.9 5,8

LD= Limite de Deteccdo; LQ= Limite de Quantificagdo; CV= Coeficiente de variacdo; RP=Repetitividade e
PI=Preciséo Intermediéria.

Para a maioria dos analitos houve reducdo nos valores de LD e LQ no
sedimento, em relacdo ao lodo. Os limites de quantificacdo e deteccdo estdo de
acordo com a faixa linear de trabalho, os valores sdo concordantes com os
apresentados em um estudo empregando a mesma técnica CLAE-PDA em esgotos
e solos, sendo para o citalopram, venlafaxina, fluoxetina e sertralina
correspondentes a 10 e 30 ng mL™* (FLORES, SALCEDO e FERNANDEZ, 2011).

Os antidepressivos fluoxetina, sertralina, citalopram e venlafaxina foram
determinados em amostras de plasma humano juntamente com outros sete
farmacos por CLAE-PDA e os limites de deteccado e quantificacdo foram de 2,5 e 5,0
ng mL™ respectivamente, sendo cerca de cinco vezes mais baixos do que aqueles
obtidos neste estudo (DUVERNEUIL et al., 2003). A principal diferenga observada se
deve ao uso da calibracdo por padrdo interno, possibilitando menor interferéncia
matricial na resposta. Para a cafeina, estudos também em plasma sanguineo
obtiveram LD e LQ correspondentes a 20 e 50 ng mL™ (ALVI e HAMMAMI, 2011),
sendo estes similares aos obtidos nesta pesquisa empregando 0 mesmo sistema de
separacao e deteccéo.

Valores aproximados para limite de quantificacdo (50 ng mL™) também
foram verificados para amitriptilina e fluoxetina na validacdo de um método rapido
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por CLAE-PDA em amostras sanguineas de pacientes depressivos em tratamento
(AYMARD et al., 1997).

O desenvolvimento e validacdo de metodologia CLAE-PDA para estudo de
diversos farmacos, incluindo a fluoxetina, em aguas superficiais em um estuario
portugués apresentou limite de deteccdo corresponde a 234 ng mL™ e limite de
quantificacdo de 800 ng mL™, valores aproximadamente dez vezes mais elevados
em relacdo aos aqui obtidos (MADUREIRA et al., 2010).

A sensibilidade verificada neste trabalho corrobora com os resultados
reportados em diversas pesquisas empregando CLAE-PDA destacadas
anteriormente. Detectores baseados em espectrofotometria UV-vis apresentam
desempenho inferior aos de espectrometria de massas, comumente empregados em
estudos envolvendo poluentes emergentes, contudo sdo mais acessiveis e
disponiveis. Isto, somado a abundancia dos analitos nas &aguas residuarias
possibilita a proposicdo de metodologias baseadas nestes sistemas de deteccao
como uma fonte preliminar e rapida de informacoes.

Os resultados dos testes de precisdo foram expressos como coeficiente de
variagdo (CV) e sao mostrados na Tabela 6.5. Os valores para a repetitividade
variaram de 0,5 a 6,7% para o lodo de esgoto e de 0,4 a 4,9% para os sedimentos.
A precisdo intermediaria foi de 0,7 a 7,4% no lodo e 1,4 a 6,2% no sedimento.
Considerando o nivel de fortificacdo testado, com aproximadamente de 10 % em
concentracdo percentual dos analitos, sdo aceitos coeficientes de variacdo de até
8% (WOOD, 1999). Assim, os resultados sugerem que o método é preciso.

A exatidao foi avaliada por meio de ensaios com fortificacdo de amostras de
sedimento e lodo de lagoas de estabilizacdo em trés niveis de concentracdes e
determinacgdes por adi¢do padréo.

Na Tabela 6.6 e Figura 6.3 sdo apresentados valores de recuperacdo para
cada analito com base na concentracdo fortificada e na concentracdo obtida
empregando o método CLAE—PDA proposto.

Considerando que os niveis de fortificacdo foram da ordem de 10™ % em
concentracdo percentual dos analitos, sdo adequadas as recuperacdes de 80 a
110% (AOAC, 2012). Neste estudo, as recuperacdes variaram na faixa de 60,1 a

99,1% para lodo de esgoto e 80,5 a 98,2% para sedimento.
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As exatiddes obtidas sdo superiores as observadas em um estudo
empregando CLAE-PDA para determinagédo de citalopram, venlafaxina, fluoxetina e
sertralina em solos, cujos valores de recuperacao foram 7,1 a 8,1%; 50,3 a 60,8%;
78,8 a 80,6% e 885 a 97,3%, respectivamente (FLORES, SALCEDO e
FERNANDEZ, 2011).

Tabela 6.6 - Valores de recuperacao para de cafeina e antidepressivos os ensaios de
exatiddo empregando sedimentos e lodos de esgotos fortificados em trés niveis.

Nivel de Lodo Sedimento

Analito fortificacdo media (ng g*) Recup. (%) Média (ng g?) Recup. (%)
(ng g”) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3)
150,0 142,0 92,2 122,0 80,7
CAF 300,0 281,0 94,4 292,0 96,7
600,0 583,0 96,1 547,0 91,0
150,0 144,0 91,8 122,0 83,1
CIT 300,0 295,0 97,1 271,0 89,2
600,0 494,0 82,3 496,0 80,5
150,0 140,0 91,8 152,0 98,2
VEN 300,0 286,0 92,1 294,0 97,1
600,0 516,0 85,3 553,0 90,9
150,0 145,0 a0, 7 152,0 96,9
FLU 300,0 296,0 97.8 258,0 81,9
600,0 583,0 96,2 518,0 86,2
150,0 95,0 60,1 147,0 96,2
SER 300,0 253,0 84,4 278,0 89,8
600,0 596,0 99,1 585,0 95,2
150,0 148,0 98,8 136,0 83,3
AMI 300,0 274,0 90,0 253,0 82,6
600,0 562,0 92,6 528,0 85,3

n= NUmero de replicatas

Para a fluoxetina, estudada juntamente com outros farmacos em aguas
estuarinas foram obtidas recuperacgdes de 48,7 a 59,7% (MADUREIRA et al., 2010).

Uma pesquisa empregando CLAE—PDA para investigagéo de antidepressivos
em plasma e urina reportou recuperacdes de 67 a 70% para amitriptilina e 80 a 84%
para a fluoxetina (AYMARD et al., 1997). Em um estudo no oeste do Texas (EUA),

aplicando CLAE-PDA foi investigada a ocorréncia de farmacos em solos agricolas
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irrigados com lodo e esgoto, foram obtidas para a cafeina exatidées de 102% no
esgoto, 72% no lodo e 91% no solo (KARNJANAPIBOONWONG et al., 2010).

A validacdo de metodologia empregando extracdo auxiliada por ultrassom e
CLAE-MS/MS na determinacdo de 148 farmacos e drogas ilicitas em amostras de
lodo coletadas em estacdes de tratamento de esgoto em Aegean Sea (Grécia)
obteve recuperacdes de 102% para cafeina 30% para amitriptilina, 73% para
citalopram, 19% para Fluoxetina, 36% para sertralina e 89% para venlafaxina
(GAGO-FERRERO et al., 2015).
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Figura 6.37- Porcentagens de recuperacdo de Cafeina (CAF), Amitriptilina (AMI),
Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU), Sertralina (SER) e Venlafaxina (VEN) em trés niveis
de fortificagdo. (SER) e Venlafaxina (VEN).

Outro estudo realizado na Franca, aplicando método de preparo de amostra
QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe) e CLAE-ATV/MS, para
136 farmacos obteve recuperacdes de 82 a 91% para a cafeina, 50 a 78% para a
fluoxetina, 43 a 101% para a sertralina e 74 a 77% para a amitriptilina (PEYSSON e
VULLIET, 2013). Uma pesquisa realizada em Wooster — Ohio (EUA) voltada a
determinacao de cinco antidepressivos e seus produtos de degradacéo por CLAE-
MS/ESI em biossoélidos preparados a partir de lodo de esgoto, destinados a
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adubacao agricola apresentou exatiddes de 75% para a fluoxetina, 89 % para a
venlafaxina e 105% para o citalopram (NIEMI et al., 2013).

Pode-se constatar que as diversas recuperacoes dos analitos estudados,
reportadas na literatura possuem similaridade, sendo recorrente a obtencdo de
baixas recuperagcdes quando aplicadas multidetecgcbes, mesmo quando aplicadas
técnicas mais sensiveis como a espectrometria de massas.

Para a maioria dos analitos estudados foram observadas melhores
recuperacbes no lodo de esgoto. E possivel que esta diferenca, bem como, as
recuperacoes inferiores verificadas na literatura, seja causada pela complexidade da
matriz. A principal implicacéo é a dificuldade nos procedimentos de extragdo visando

a elevacao dos percentuais para os casos de multiextracao.

6.3.3 Aplicagdo do método em amostras de sedimentos e lodos de esgoto da regido

do Reservatorio de Itaipu, Parana, Brasil

Para demonstrar a aplicacdo do método foram analisadas amostras de lodos
de esgoto coletadas em duas estacOes de tratamento e sedimentos de rios
localizados na regido do Reservatorio de Itaipu, Parand, Brasil. Nas Figuras 6.4 e
6.5 sao representados exemplos dos cromatogramas para as amostras empregando
5 g de lodo. No Apéndice B sdo apresentados os cromatogramas para todas as

amostras estudadas.
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Figura 6.4 - Cromatograma completo extraido em 230 nm para a amostra L3
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A confirmacao da presenca do analito foi baseada na equivaléncia do tempo
de retencao, do perfil do espectro UV e do comprimento de onda méximo do pico
cromatografico de cada farmaco nas amostras de calibracdo por adicdo de padréo e

nas amostras reais sem adicédo de analito.
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Figura 6.5 - Recortes do cromatograma da amostra L3 detectado no comprimento de
onda maximo de cada analito a) 274 nm para cafeina, b) 241 nm para citalopram, c)
231 nm para fluoxetina, d) 227 nm para a venlafaxina, €) 225 nm para a sertralina e f)
245 nm para a amitriptilina para a amostra L3. Em evidéncia o espectro de absorc¢éo
UV do pico cromatografico em destaque.
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As concentracdes obtidas para os analitos estudados nas amostras de lodo e
sedimento podem ser observadas na Tabela 6.7 e Figura 6.6.

Tabela 6.7 - Concentragdes dos antidepressivos e cafeina nas amostras de lodo e

esgoto.
Lodo (ng g™)* Sedimento (ng g™)*
(n=2) (n=2)
L1 L2 L3 L4 S1 S2 S3 S4

CAF 24+10 130450 1620+50 320+62 100+10 50+10 30+9 280+23
CIT 40+21 98+52 1180+100 800+160 70£3 50+5 <LQ 15016
VEN 128+32 90+16 340+69 620+25 50+3 80+10 50+6 170+25
FLU 100+24 120+30 560+85 620+20 130+10 <LQ 906 240+20
SER 160+11 300+52 1400+158 460+12 170+15 <LQ <LQ <LQ

AMI  <LQ  92+23 1980153 1260482 <LQ <LQ <LQ 8048
* Média (xDesvio padréo)

Foram determinados teores de 24 a 1620 ng g™ de cafeina; 40 a 1180 ng g™
de citalopram; 90 a 620 ng g de venlafaxina; 100 a 620 ng g™ de fluoxetina; 160 a
1400 ng g™ de sertralina e 90 a 1980 ng g™* de amitriptilina.

Os valores obtidos sdo coerentes com o0s observados em um estudo de
biossélidos (lodo) em lagoas de estabilizacdo no Canada, empregando extragdo em
fase sélida e CLAE-MS/MS, cujos valores reportados foram 1030 ng g* para o
citalopram, 700 ng g™ para amitriptilina, 830 ng g* para a venlafaxina e 90 ng g*
para fluoxetina (LAJEUNESSE et al., 2012).

A presenca de vinte cinco farmacos, incluindo a fluoxetina, foi investigada em
amostras de biossolidos provenientes de estacdes de tratamento de esgotos
domésticos nos EUA. O método empregado foi a extracdo por solventes e CLAE-
ESI/MS. Os valores relatados foram 280 ng g*; 1500 ng g*; 190 ng g’ para
amostras provenientes de diferentes regides (KINNEY et al., 2006).

Amitriptilina, fluoxetina e venlafaxina foram determinadas juntamente com
outros vinte sete farmacos e drogas ilicitas em um estudo envolvendo a adsorgéo
deste analitos em material solido particulado de esta¢cbes de tratamento de esgotos,
por extracdo com solvente pressurizado, extracdo em fase soélida e CLAE-MS. As
concentracdes médias obtidas foram 330 ng g*; 110 ng g* e 9 ng g%,
respectivamente (BAKER e KASPRZYK-HORDERN, 2011).
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O monitoramento da ocorréncia de poluentes emergentes em biossolidos
produzidos a partir de lodo de esgoto no distrito de Columbia, EUA, juntamente com
0 estudo do tempo de meia vida para amitriptilina, sertralina e outros trinta e trés
compostos analisados por CLAE-ESI/MS revelou concentraces de 280 ng g™ e 460
ng g™ para os dois antidepressivos (CHARI e HALDEN, 2012).

2000
1800 -
1600
' 1400
g
L. 0 - CAF
8 ] [ ey
E 1000 I VEN
T 00 ] [ FLU
8 ] I SER
Q 600 T AMI
U -
400 -
200
0
L1 L2 L3 L4 s1 s2 s3 s4
Amostras

Figura 6.6 - Concentracfes de antidepressivos e cafeina em lodo de esgoto e
sedimentos. Amitriptilina (AMI), Cafeina (CAF), Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU),
Sertralina (SER) e Venlafaxina (VEN).

Por inspecdo da Figura 6.6 pode ser verificado que as determinacbes dos
antidepressivos e cafeina em lodo de esgoto foram mais comuns nas amostras L3 e
L4. A amostra L4 é constituida de uma aliquota da manta de lodo produzida no
interior de um reator anaerdbio do tipo RALF onde ocorre o tratamento do esgoto
domeéstico da cidade de Medianeira-PR. Trata-se de um material rico em biomassa e
sélidos organicos onde, possivelmente, ocorre o acumulo de contaminantes
organicos menos soluveis.

A amostra L3 corresponde ao mesmo tipo de lodo, porém coletado
previamente desidratado nos leitos de secagem. Neste local sdo dispostos
periodicamente os excessos de lodos produzidos no reator durante a operacéo de
desague da estacdo de tratamento. Com isso, a producéo gerada ao longo de
meses se concentra ainda mais pela desidratacdo natural resultando em maiores

teores dos analitos em estudo nesta amostra.
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As amostras L1 e L2 foram coletadas em uma estacdo de tratamento de
esgotos que opera por um sistema de lagoas de estabilizagdo do tipo australiano, na
cidade de Santa Helena-PR. O lodo que compde a amostra L1 foi retirado da lagoa
anaerobia inicial que recebe o esgoto bruto e a L2 da ultima unidade do sistema,
sendo esta uma lagoa do tipo facultativa. Foi observada maior concentracdo dos
analitos no final deste sistema. Este comportamento pode ser favorecido pela
deposicdo de grande parte da biomassa suspensa gerada nas lagoas anteriores,
permitindo o acumulo no lodo nesta ultima unidade.

De modo comparativo, foram determinados maiores teores de antidepressivos
e cafeina nos lodos provenientes do leito de secagem e reator anaerobio (RALF) do
gue nas amostras provenientes das lagoas de estabilizacao.

A fotodegradacdo € um dos mecanismos que justifica os dados obtidos, pois
pode contribuir para a degradacdo de farmacos em sistemas de tratamento de
esgotos, principalmente quando empregadas lagoas facultativas. Estas unidades se
caracterizam por possuirem grandes areas superficiais com incidéncia de radiacao
solar e tempos de retencédo hidraulicos em torno de 30 dias (MORENO, 1990).

As moléculas dos microcontaminantes presentes podem ter as ligacdes
excitadas e clivadas diretamente pela radiagdo UV ou podem ser degradadas por
radicais livres provenientes de outras substancias fotolisadas (GURR e REINHARD,
2006). Apesar da acdo destes mecanismos, farmacos residuais e outros compostos
emergentes sdo encontrados nos compartimentos ambientais, sugerindo que os
mesmos néo séo efetivos.

As determinagbes dos analitos em amostras de sedimentos de rios e do
Reservatorio de Itaipu, coletadas em regifes que recebem langamento de esgotos
tratados podem ser verificadas na Figura 6.6.

Foram verificadas concentracées de 30 a 20 ng g™ de cafeina; 50 a 150 ng g*
de citalopram; 50 a 170 ng g™ de venlafaxina; 90 a 240 ng g de fluoxetina; 170 ng
g’ de sertralina e 80 ng g* de amitriptilina.

Trabalhos voltados ao estudo dos antidepressivos investigados na matriz
sedimentos ainda séo escassos, principalmente pela complexidade do meio e do
trabalho investigativo necessario. Contudo, a determinacdo de cafeina junto a outros

poluentes emergentes jA vem ocorrendo. Na regido onde as amostras foram
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coletadas ndo existem registros de estudos ou publicagbes referentes a poluentes
emergentes.

Um estudo realizado com sedimentos coletados em diferentes locais do Lago
Michigan (EUA), investigou trinta produtos farmacéuticos e de higiene pessoal por
CLAE-MS/MS, dentre os quais estavam inclusas a cafeina e a fluoxetina. Foram
obtidas concentracées de 14 a 30 ng g* e 12 a 20 ng g (BLAIR et al., 2013). A
multideterminacéo de oitenta e dois farmacos na Bacia Hidrografica do Rio Iberian
(Espanha), empregando UPLC-MS/MS, obteve valores maximos de 120 ng g* de
sertralina; 14 ng g* para citalopram e 2 ng g’ para venlafaxina (OSORIO et al.,
2016). Nos dois estudos foram observadas medidas semelhantes para a sertralina e
fluoxetina quando comparadas aos valores apresentados nesta pesquisa.

A cafeina e outros nove farmacos foram quantificadas por CLAE-MS/MS em
sedimentos do Rio Umgemi, Durban City (Africa do Sul). As concentracées variaram
de 87 a 435 ng g™, sendo estes valores préximos aos verificados em nossa pesquisa
(MATONGO et al., 2015).

Nas determinacdes realizadas em sedimentos, as maiores concentracdes e
variedades de analitos foram observadas nas amostras S1 e S4. A caracteristica em
comum é que ambas provém da regido de foz de dois grandes afluentes do
Reservatoério de Itaipu, indicando aporte de contaminantes organicos oriundos de
rios menores da regido onde séo lancados esgotos domeésticos clandestinos e pés-
tratados.

A amostra S2 representa o sedimento coletado em uma area dentro do
reservatorio, distante alguns quildbmetros de uma fonte de langcamento continuo de
esgotos tratados. A amostra S3 foi colhida em um manancial de pequeno porte, a
cerca de 0,5 km do local de despejo de uma estacdo de tratamento. Os dados
sugerem dispersdo dos poluentes remanescentes, com tendéncia ao acumulo nos
sedimentos em regibes de transicdo dos ambientes loticos para lénticos, como

verificado nas quantificagdes realizadas nas amostras S1 e S4.

6.4 CONCLUSOES
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Estudos envolvendo antidepressivos no meio ambiente sdo de grande
importancia para que sejam conhecidas suas rotas de dispersdo e possiveis efeitos
sobre a biota, uma vez que se trata de substancias psicoativas de elevado consumo
humano.

A proposi¢cdo de métodos rapidos e menos onerosos € decisiva para que o
monitoramento seja viavel em uma instancia preliminar de investigacdo. Nesse
sentido, a metodologia para antidepressivos residuais, baseada em extracdo por
solventes auxiliada por micro-ondas e CLAE-PDA, apresentada nesta pesquisa é
uma ferramenta adequada pela simplicidade e disponibilidade.

A validagéo realizada permitiu considerar que o método é satisfatorio e que
apresenta concordancia com outras pesquisas semelhantes existentes na literatura.

A aplicacdo em amostras reais de lodo proveniente de duas estacdes de
tratamento de esgotos e nos sedimentos da regido do Reservatoério de Itaipu, Brasil
revelou a presenca dos cinco antidepressivos estudados no compartimento sélido,
sugerindo uma possivel fonte de entrada destes micropoluentes no ecossistema

local.
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Amitriptilina
Sertralina
Citalopram
Venlafaxina

CAPITULO 7

ESTUDO DE DEGRADACAO DE ANTIDEPRESSIVOS RESIDUAIS E
CAFEINA EMPREGANDO FOTOLISE DIRETA
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RESUMO

Atualmente a presenca de produtos farmacéuticos no meio ambiente é um tema
que requer atencdo, tendo em vista 0 risco ecotoxicolégico sobre a biota. Ha
necessidade de compreensao dos processos de introducédo e transporte desses
microcontaminantes, bem como a avaliacdo de suas persisténcias nos diferentes
compartimentos. As tecnologias convencionais utilizadas em estagdes de
tratamento tanto de agua quanto esgoto ndo sdo eficientes para remover estes
residuos e os efeitos dessas substancias ndo sédo bem conhecidos. Sendo assim,
estudou-se a degradacédo da cafeina e seis antidepressivos de amplo uso popular
(venlafaxina, citalopram, fluoxetina, sertralina e amitriptilina) por fotdlise direta. Foram
realizados ensaios de degradacdo empregando um reator de bancada com
capacidade para 100 mL equipado com fonte artificial de radiagcdo composta por uma
lampada de vapor de mercurio de alta pressdo (254 nm) e insolagdo natural. As
solugcbes aquosas foram preparadas em agua destilada e esgoto tratado. As
variaveis pH e concentracao inicial estabelecidas nos ensaios foram previamente
otimizadas empregando delineamento experimental. As determinagdes analiticas
foram realizadas em espectrofotbmetro UV-VIS duplo feixe e CLAE-PDA. Os
produtos de degradagdo foram avaliados de forma qualitativa nos ensaios
empregando agua e fonte artificial de radiacdo. Os dados experimentais foram
ajustados a modelos cinéticos a fim de obter as taxas de reacdo e o tempo de meia-
vida nas condicées estudadas. A otimizacao indicou a concentracdo de 5mg L e o
pH 4 como mais adequados, sendo estes utilizados em todas as etapas posteriores.
Foi observada maior degradacdo em matrizes complexas como esgoto e aguas
superficiais, indicando que a persisténcia depende também de espécies dissolvidas
capazes de fazerem parte dos mecanismos de degradacdo. A cinética que
aparentemente descreve a fototransformacdo dos compostos nas condi¢coes
estudadas foi a de pseudo-primeira ordem. Os resultados apontam aplicacdo da
fotdlise direta como promissora para a degradacdo dos antidepressivos e cafeina
em solucbes aquosas contaminadas. O estudo qualitativo dos subprodutos
formados no processo artificial em solugdo aquosa possibilitou confirmar a
transformacdo dos analitos. Contudo, a literatura atual tem indicado a
predominéncia de mecanismos de substituicdo no composto original em detrimento
a clivagem ou mineralizacdo completa, o que ndo assegura inativacdo dos
microcontaminantes, visto que os compostos formados ainda podem apresentar
efeito ecotoxicoldgico. Os resultados obtidos empregando luz solar sugerem a
persisténcia dos microcontaminantes investigados quando expostos apenas a esta
fonte de radiacdo no ambiente. A incidéncia de radiacdo solar varia com as estacdes
do ano e a condicdo meteoroldgica, criando cenarios especificos em que a
possibilidade de fotdlise natural € variavel ou incerta.

Palavras Chave: Poluentes emergentes; Farmacos; Persisténcia; Tratamento;
Fotodegradacao.
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ABSTRACT

Presently the presence of pharmaceuticals in the environment is an issue that
requires attention, considering the ecotoxicological risk on biota. There is a need to
understand the processes of introduction and transportation of these
microcontaminants, as well as the evaluation of their persistence in the different
compartments. Conventional technologies used in both water and sewage treatment
plants are not efficient to remove these wastes and the effects of such substances
are not well known. Thus, the degradation of caffeine and six widely used
antidepressants (venlafaxine, citalopram, fluoxetine, sertraline and amitriptyline) were
studied by direct photolysis. Degradation tests were performed using a 100 mL
capacity bench reactor equipped with an artificial radiation source composed of a
high pressure mercury vapor lamp (254 nm) and natural insolation. The aqueous
solutions were prepared in distilled water and treated sewage. The variables pH and
initial concentration established in the tests were previously optimized using
experimental design. The analytical determinations were carried out using a UV-VIS
dual-beam spectrophotometer and HPLC-PDA. The degradation products were
evaluated qualitatively in the tests using water and artificial source of radiation. The
experimental data were adjusted to kinetic models in order to obtain the reaction
rates and the half-life in the studied conditions. The optimization indicated the
concentration of 5 mg L-1 and pH 4 as more suitable, being used in all subsequent
stages. Further degradation was observed in complex matrices such as sewage and
surface waters, indicating that the persistence also depends on dissolved species
capable of being part of the degradation mechanisms. The kinetics that apparently
describes the phototransformation of the compounds under the studied conditions
was that of pseudo-first order. The results indicate the application of direct photolysis
as promising for the degradation of antidepressants and caffeine in contaminated
agueous solutions. The qualitative study of the by-products formed in the artificial
process in aqueous solution made it possible to confirm the transformation of the
analytes. However, current literature has indicated the predominance of substitution
mechanisms in the original compound in detriment of complete cleavage or
mineralization, which does not ensure inactivation of microcontaminants, since the
compounds formed may still have an ecotoxicological effect. The results obtained
using sunlight suggest the persistence of microcontaminants investigated when
exposed to this source of radiation in the environment. The incidence of solar
radiation varies with the seasons and the meteorological condition, creating specific
scenarios in which the possibility of natural photolysis is variable or uncertain.

Keywords: Emerging pollutants; Drugs; Persistence; Treatment; Photodegradation.
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7.1 INTRODUCAO

O estudo de poluentes emergentes nos ecossistemas ainda é recente, com
isso, 0 conhecimento dos mecanismos envolvidos na sua introducdo e os possiveis
meios de tratamento ou remediacdo visando a reducdo dos impactos ambientais
necessitam de maior investigacao (COSTA JUNIOR et al., 2014).

A presenca dos poluentes emergentes em termos de concentracdes efetivas
nas diversas matrizes ambientais depende diretamente da eficiéncia dos processos
de tratamentos aplicados as aguas residuarias nas esta¢fes de tratamento, uma vez
que o despejo de esgotos domésticos e industriais nas aguas superficiais é
apontado como uma das principais rotas de dispersdo dos contaminantes
emergentes, em especial os farmacos.

Os métodos de tratamento amplamente empregados nas estacbes de
tratamento de esgotos sdo baseados unicamente em processos convencionais
(operacdes fisicas e bioquimicas), voltados a estabilizacdo da matéria organica,
remocao de nutrientes e desinfec¢cdo. Com isso, a degradacgéo efetiva destes novos
contaminantes € praticamente inexistente (SUBEDI et al., 2013).

Alguns estudos tém sugerido a remocao de farmacos residuais, incluindo
cafeina, antidepressivos e seus metabolitos, no esgoto tratado, mediante a avaliacéo
de par@metros de entrada e saida em sistemas de tratamento biologico (SIM et al.,
2010; VERLICCHI et al., 2012). Contudo, outras pesquisas tém indicado apenas a
transferéncia dos poluentes para o lodo e sedimentos por mecanismos de sorcéo,
nao ocorrendo degradagéo ou tratamento efetivo.

Os principais estudos que discutem a remoc¢édo dos farmacos residuais em
aguas residuarias reportam como tecnologias mais promissoras a 0zonizagao,
sorcao, radiacdo UV e oxidacéo fenton (HORSING et al., 2012; HYLAND et al.,
2012; LAJEUNESSE et al., 2013). Contudo, os custos destes recursos sdo muito
elevados, o que implica na necessidade de desenvolver técnicas igualmente
eficazes, mas de menor impacto financeiro e de maior acessibilidade.

Alguns sistemas de tratamentos convencionais, baseados em lagoas de
estabilizacdo, apresentam como caracteristica uma grande area superficial

susceptivel a incidéncia de radiagdo solar, assim como o método de cura dos
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biossdlidos produzidos durante o tratamento que ocorre em leito de secagem ao sol.
Com isso a radiagdo UV natural pode ser considerada uma possivel fonte de
degradacédo destes farmacos mediante a ocorréncia do processo de fotolise.

Estudos recentes tém demonstrado que micropoluentes farmacéuticos sao
susceptiveis a fotodegradacdo nos compartimentos. Caso ndo sejam removidos por
outros meios quimicos, podem ser expostos a reacdes fotoquimicas em aguas
superficiais iluminadas pelo sol na presenca de matéria organica, oxigénio dissolvido
e outras espécies reativas (ANDREOZZI et al., 2003; BOREEN et al., 2003; LAM et
al., 2004; LAM et al., 2005).

A maior parte das pesquisas sobre os efeitos da radiacdo UV buscam
elucidacdo dos mecanismos fotoquimicos envolvidos na persisténcia e destino dos
farmacos no ambiente natural e em pequenas estacdes solares de pds-tratamento
de esgotos domeésticos.

O processo de fotdlise ou fotodegradacdo pode ocorrer de maneira direta ou
indireta. A forma direta € observada quando os fétons emitidos com a radiacéo
incidente sdo absorvidos pela molécula do farmaco promovendo a clivagem de
ligagbes quimicas. Na forma indireta, algumas moléculas presentes no meio séo
excitadas pela radiacdo incidente e, apdés a quebra das mesmas, um elétron
permanece em cada fragmento com a formacdo de radicais que podem agir na
degradacdo dos microcontaminantes ou no acréscimo de novos grupos funcionais
na estrutura original (ANDREOZZI et al., 2003; ALAPI e DOMBI, 2007; KEEN et al.,
2014).

Neste capitulo foi proposta a avaliacdo da fotdlise artificial e natural aplicada
a degradacédo de cinco antidepressivos de uso comum e da cafeina em meio aquoso
e lodo de estacdo de tratamento, tendo em vista a susceptibilidade dessas
moléculas orgéanicas a interacdo com a radiacdo ultravioleta e a escassez de

informacdes sobre o destino desses compostos nos compartimentos ambientais.

7.2 MATERIAIS E METODOS
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7.2.1 Instrumental

Nos ensaios preliminares e individuais com cada analito foi utilizado um
espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 45 de feixe duplo. Os farmacos foram
monitorados na faixa 400 a 200nm com resolucao de 2 nm. Foram utilizadas cubetas
de quartzo com caminho Optico de 1 cm. Para os estudos de degradacédo utilizou-se

o instrumental descrito no capitulo 3.

7.2.2 Otimizacgao das condic¢6es de fotdlise

Foi realizado um planejamento fatorial completo 22 com pontos centrais,
utilizando-se o software STATISTICA 10.0. Como variaveis independentes (fatores),
foram considerados os parametros pH e concentragdo do analito. Os niveis
aplicados a cada fator e a codificacdo dos mesmos sdo apresentados na Tabela 7.1.
A resposta usada ha analise estatistica foi a porcentagem de remocéao dos analitos e
seu ajuste ao modelo linear mediante a ANOVA de regressao ao nivel de 95% de
confianga. Cada experimento foi realizado em duplicata. Para cada reacdo o reator
foi preenchido com 100 mL da solucéo individual dos analitos e o pH da solucéo foi
ajustado segundo o delineamento experimental previamente definido (Tabela 7.1).

Aliguotas dessas solucdes foram retiradas nos tempos zero e 100 minutos.

Tabela 7.1 - Matriz do delineamento composto central 22 para estudo das variaveis pH
e concentracdo sobre a fotélise direta de Cafeina (CAF), Amitriptilina (AMI),
Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU), Sertralina (SER) e Venlafaxina (VEN).

Fatores (codificacdo)

Ensaio H Concentracéo
P (mg L)
| 4 (-1) 5(-1)
Il 4 (-1) 5(-1)
1] 4 (-1) 25 (+1)
\Y, 4 (-1) 25 (+1)
Y, 10 (+1) 5 (-1)
\ 10 (+1) 5(-1)
VII 10 (+1) 25 (+1)
Wl 10 (+1) 25(+1)
IX 7 (0) 15 (0)
X 7 (0) 15 (0)
Xl 7 (0) 15 (0)
Xl 7 (0) 15 (0)
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A ferramenta estatistica utilizada na otimizacdo foi a funcédo desirability. Esta
consiste em converter primeiro cada resposta y;em uma funcao individual desirability
di, que varia de 0 a 1. Nessa funcdo, quanto mais proximo de 1, melhor o ajuste.
Assim, as variaveis independentes sdo escolhidas de modo a maximizar a
desirability global, definida como a média geométrica de todas as funcdes individuais
di (CALADO e MONTGOMERY, 2003).

7.2.3 Experimentos de fotodegradacao

Para os experimentos de fotélise artificial foi utilizado um reator em escala
laboratorial, operando em sistema batelada, constituido por um béquer com
capacidade de 100 mL e um agitador magnético para homogeneizar a solucdo. O
reator foi posicionado no interior de uma caixa de madeira (80 cm x 40 cm x 60 cm)
revestida por papel aluminio para aumentar a incidéncia da radiacdo UV na solucéo
e equipada com uma fonte de radiacdo UV (lampada de alta pressdo de vapor de
mercurio sem o bulbo - 250 W) com pico de emissdo em 254 nm fixada na parte
superior a cerca de 20 cm de distancia da solucdo (Figura 7.1). A temperatura
interior, devido a radiacdo gerada pela lampada, apés 20min mantinha-se em torno
de 45°C.

Foram preparados 100 mL de solucbes individuais dos analitos na
concentracdo e pH otimizados previamente. Apos inicio de operacéo, foram colhidas

aliquotas da solucdo em oito intervalos durante 60 minutos de monitoramento.

3

g0 Ccm

Legenda:

1 - Agitador Magnético.

2 - Reator.

3 - Fonte de Radiagédo UV.

4 - Revestimento em papel aluminio.

1 <

80 cm

Figura 7.1 - Sistema utilizado para fotolise artificial
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Nos experimentos usando a radiacdo solar foram mantidos o béquer e o
agitador e colocados em um local de ampla insolagdo nos horérios de pico de
emissado dos raios UV (10 as 16h). Os experimentos foram realizados no més de
julho de 2016 onde taxa de incidéncia de UV foi de aproximadamente 100 a 125 mW
m (INPE, 2016). Para aumentar a incidéncia foi adaptado um recipiente em formato
de tronco de cone e revestido de papel aluminio (Figura 7.2).

Legenda:

1 - Reator

2 - Revestimento em papel aluminio.
3 - Agitador Magnético.

Figura 7.2 - Sistema utilizado para fot6lise natural

Tendo em consideracdo a menor incidéncia de radiacdo solar quando
comparada a lampada de vapor de mercurio, nestes ensaios foi mantido um tempo
de 360 minutos com a retirada de aliquotas a cada 30 minutos.

A absorbancia foi medida imediatamente apds a retirada da aliquota na faixa
de 200 a 400nm para verificagdo da remocdo, mediante a diminuicdo da banda
maxima. Foram realizados ensaios com 0s analitos em agua ultrapura e adicionados
a esgoto e lodos de estacdo de tratamento em duplicatas experimentais e as
medicbes em triplicatas analiticas.

Os produtos de degradacédo foram avaliados pela anélise dos espectros UV e
cromatogramas CLAE-PDA de aliquotas em solucdo aquosa empregando fotélise

artificial com monitoramento em quatro tempos durante 2 h.

7.2.4 Cinética de Fotodegradacéo

A degradacdo de compostos farmacéuticos por radiacdo UV tem sido
reportada na literatura. A fotdlise parece ser o principal processo de eliminacédo no
meio ambiente, na qual os compostos em fase aquosa podem ser parcialmente

transformados em diferentes subprodutos por irradiacéo (ISIDORI et al., 2005).
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Nesse sentido, a determinacao da relacdo entre a taxa de fotodegradacao dos
micropoluentes e suas respectivas concentracdes (ordem da reagdo) é uma etapa
importante no estudo da cinética dessas reacfes quimicas. Entende-se por ordem
da reacao a dependéncia da velocidade da reacdo com a concentracdo. Sendo Cp a
concentracdo inicial do reagente, e C a concentracdo do reagente decorrido um

tempo t de reacdo. Se dC/dt obedecer a Equacéao. 7.1, n sera a ordem da reacao.

== —k.Cm Eq. 7.1

Nos casos de n = 0 (reacdo de ordem zero) e n = 1 (reacdo de ordem um, ou
de primeira ordem), a Equacédo. 5.1 conduzira, respectivamente, as Equacgbes 7.2 e
7.3.

InC=1InCy—ky.t ~C=Cye kit Eq.7.3

Em estudos de fotodegradacdo envolvendo micropoluentes organicos,
empregados na avaliacdo da persisténcia e susceptibilidade a radiacéo ultravioleta,
0s modelos representados nas equacfes 7.2 e 7.3 sdo comumente aplicados para
avaliacdo cinética (OPPENLNDER, 2002; OPPENLANDER, 2003; CARLSON et al.,
2015).

Os dados experimentais obtidos nos ensaios de degradacao foram ajustados
a estes modelos tendo em vista a avaliacdo de seu decaimento ao longo do tempo
de experimento, bem como para determinacdo do tempo de meia-vida para cada

analito segundo as Equacgbes 7.4 e 7.5.

ty=_x Eq.7.4
In2
tr= = Eq.7.5
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7.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

7.3.1 Avaliacéo espectrofotométrica

O comportamento dos espectros de absor¢do dos antidepressivos e da
cafeina em diferentes valores de pH e de concentracdes permitiu avaliar a eficiéncia
na fotolise direta e também como o pH pode interferir na degradacdo dos
compostos.

Com excecao da cafeina, cuja banda maxima ocorre entre 270 e 290 nm, 0s
antidepressivos possuem valores maximos na regidao de 220 a 250 nm. Ambas as
faixas compreendem o ultravioleta médio. A Figura 7.3 mostra que a absorcdo de

radiacao UV pelos analitos varia com o pH.

0,98 —H7

—pH 4

i
0,78 N i 2
{ I pH 10
N
0,58 ~
/N CH,

0,38

Absorbancia (A)

Absorbincia (A)

0,18

-0,02 :
210 230 250 270 290 310 a) 210 230 250 270 290 310 b)\
A(nm) |

F
0,98 e pH 7
F F
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078 pH 10

Absorbancia (&)
Absorbancia (A)

"
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~
” \><\\
X 208 228 248 268 288 308
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¥ 092 \
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pH 10 072 / pH 10
H-0, 0
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"
Absorbéancia (A)
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Figura 7.3 - Espectros de absorcédo UV em solugcdo aquosa com concentracdo de 5 mg
L™. a) Amitriptilina, b) Cafeina, c) Citalopram, d) Fluoxetina, e) Sertralina e f) Venlafaxina.
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Foram observados deslocamentos mais acentuados em pH acido para a
amitriptilina, citalopram e cafeina. Possivelmente a protonacdo que ocorre sobre os
atomos de nitrogénio tém influencia direta na disponibilidade eletrénica do grupo
amina e propicia a deslocalizacdo de carga em funcdo do momento de dipolo criado
pela protonacgéo, o que diminui a energia necesséria para transicoes eletrénicas.

Em geral, as transicdes eletrbnicas n—n* estdo associadas a maiores valores
de coeficiente de absorcdo molar que os correspondentes as transicdes eletrbnicas
n—n* e, portanto, maior probabilidade de ocorrer. Essas transicbes podem
acontecer em moléculas contendo atomos com pares de elétrons ndo-ligantes, tais
como nitrogénio e oxigénio, e sao responsaveis pelas bandas de maior comprimento
de onda do espectro de absorcdo dos farmacos (PARSONS, 2005).

A interacdo dos analitos com a radiacdo UV também foi avaliada pelo célculo
do coeficiente de absorcdo molar (Tabela 7.2) segundo a Lei de Beer-Lambert

(Equacdo 7.6) através de curvas variando pH e concentracdo (mol L) (Figura 7.4).
A,=¢g.b.c Eqg. 7.6

Onde: A, corresponde a absorbancia em um comprimento de onda 4, g, a
absortividade molar (L mol™ cm™), b o caminho 6ptico (cm) e ¢ a concentracdo (mol
LY.

Conforme a Figura 7.4, a absorcdo dos analitos foi semelhante em todas as
condicbes de pH estudadas. Desprezando-se os valores dos interceptos, uma vez
que estdo proximos de zero, as equacdes de reta satisfazem a Lei de Beer-Lambert
(Equagdo 7.6). Com isso, as inclinagbes correspondem aos coeficientes de
absorcéo molar (gy).

Considerando os comprimentos maximos especificos de cada composto,
foram verificados maiores coeficientes para o citalopram (CIT) (e23s=13000 L mol™
cm™) e os menores para cafeina (e2759500 L mol* cm™). Os demais analitos
venlafaxina (VEN) (e22610500 L mol™cm™), fluoxetina (FLU) (22710700 L mol*cm
1, sertralina (SER) (22510500 L mol™cm™), e amitriptilina (AMI) (g240=11100 L mol

'em™) apresentaram valores intermediarios e semelhantes entre si.
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Tabela 7.2 - Equacdes dos ajustes lineares de absorbancia (A) em funcéo da

concentracdo de Cafeina (CAF), Amitriptilina (AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU),

Sertralina (SER) e Venlafaxina (VEN) em diferentes valores de pH.

Analito Ay (nm) pH Equacéo R2
4  A=10452VEN]+0,02 99,9
VEN 226 7 A=10772VEN]+0,03 99,9
10 A=10349xVEN]-0,02 99,9
4  A=138444CIT]+0,02 99,9
CIT 238 7 A=13234x[CIT]+0,01 99,9
10 A=12895¢CIT]-0,01 99,9
4  A=11007¥[FLU]+0,02 99,9
FLU 227 7  A=10731x[FLU]+0,03 99,9
10 A=10652qFLU]-0,01 99,9
4  A=10591x[SER]+0,01 99,9
SER 225 7 A=10357xSER]+0,02 99,9
10 A=10762x[SER]-0,01 99,9
4  A=11061x[AMI]+0,02 99,9
AMI 240 7 A=11072AMI]+0,04 99,9
10 A=11278x[AMI]+0,01 99,9
4  A=9664x[CAF]+0,02 99,9
CAF 273 7  A=9628CAF]+0,03 99,9
10 A=9465<CAF]+0,01 99,9

A faixa de absorcdo UV verificada experimentalmente e que contém as

bandas méximas dos farmacos investigados, encontra-se situada na regido UV-C

(A<280nm) do espectro solar.

Esta porcéo de radiacao corresponde apenas a 0,5% da irradiancia total que

atinge a superficie terrestre e sugere uma baixa capacidade de degradac¢éo natural,

visto que as altas absorbancias de fétons nos comprimentos coincidentes com as

bandas maximas tendem a levar a maiores taxas de fotodegradacao. A utilizacao de

uma lampada de vapor de mercurio de alta pressao intensifica as emissdes na faixa
UV-C, pois possui picos em 185, 254 e 264 nm (ZHANG et al., 2012). Dessa forma

as possibilidades de degradacgéao sdo ampliadas.
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Figura 7.4 - Absorbancias dos analitos em solugdo aguosa no comprimento de onda
maximo e diferentes concentragdes. a) Venlafaxina, b) Citalopram, c) Fluoxetina, d)
Sertralina, e) Amitriptilina e f) Cafeina.

7.3.2 Otimizacdo das condicdes de fotodegradacdo empregando delineamento 22

com pontos centrais

A investigacdo da melhor condicdo de fotodegradacdo quanto ao pH e
concentracdo de trabalho para cafeina (CAF), citalopram (CIT), venlafaxina (VEN),
fluoxetina (FLU), amitriptilina (AMI) e sertralina (SER), a partir de solu¢cdes aquosas,
foi realizada em ensaios em duplicata com o auxilio do planejamento 22 com pontos
centrais e no tempo de 100 minutos.

A resposta analitica usada nos ensaios de otimizagdo foi a porcentagem de
reducdo na intensidade da banda para cada composto em seu comprimento maximo

conforme apresentado na Tabela 7.2. Os percentuais de reducdo nos valores de
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absorbancias obtidos nos experimentos empregando o delineamento 22 com pontos
centrais para das degradacbes dos compostos estudados s&o apresentados na

matriz do planejamento (Tabela 7.3) e na Figura 7.5

Tabela 7.3 - Matriz do delineamento 22 com pontos centrais para estudo das variaveis
pH, e concentracdo sobre a porcentagem de degradacao da Cafeina (CAF),
Amitriptilina (AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU), Sertralina (SER) e Venlafaxina

(VEN).
Fatores %~ (0
Ensaios (codificacao) Degradagdo (%)
pH ~ concentracdo  ~\r o1 VEN  FLU  SER  AMI
(mg L)
| D 5 () 01,91 2635 4789 6130 2200 44.92
0185 2611 4599 6124 2195 4457
1875 324 5580 3211 1079 16,01
I 4(1) 25 (+1) 1839 325 5616 3223 1098 1569
6084 713 3526 5041 3658 4701
i 10 (+1) 50D 6115 678 3476 4975 3645 47.78
1030 000 2120 3015 21,03 14.16
v 10 (+1) 25 (+1) 1080 000 2120 3519 2222 14.22
1622 811 3936 3378 1576 29.49
v 7(0) 15 (0) 1608 791 3878 3370 1568 29.49
1420 597 40,64 3180 1540 27.14
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Figura 7.5 - Percentual de degradacao da Cafeina (CAF) e dos antidepressivos
Amitriptilina (AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU), Sertralina (SER) e Venlafaxina
(VEM) empregando delineamento 22 para otimizacéo da fotélise.
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As degradacdes mais efetivas foram observadas para concentragdes de 5 mg

L. Quanto ao pH, os valores ndo apresentaram um comportamento padréo, sendo

verificadas remocdes elevadas nos limites estudados. A cafeina (CAF), o citalopram

(CIT), a fluoxetina (FLU), a sertralina (SER) e a amitriptilina (AMI) foram mais

fotolisadas nos ensaios | e lll. A venlafaxina (VEN), além da condi¢éo Il também

apresentou melhor remocéo no experimento II.

A avaliacdo dos efeitos pH e concentracdo na interpretacdo dos resultados

obtidos considerou o modelo linear. A aceitacdo deste ocorreu pela ANOVA de

regressao e pelo teste de falta de ajuste ao nivel de confianca de 95% (Tabela 7.4).

Tabela 7.4 - Andlise de variancia do ajuste dos dados experimentais e equacdes
preditas pelo modelo linear para o estudo do efeito da concentragédo e pH sobre a
fotélise de Cafeina (CAF), Amitriptilina (AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU),
Sertralina (SER) e Venlafaxina (VEN) em solucdo aquosa

\F/‘;Pizsége sQ GL  MQ Fe.  Modelo R?
Modelo 10676,8 3 35589 62,1
Residuos 458,2 8 57,3 (%)D = 134,6(+1,3) —
CAF Faltade ajuste 4,2 1 4,2 0,06 4,4(+£0,1) *A—6,1(£0,2) + 78
Erro puro 4540 7 64,9 B +0,2(£0,01) = AB
Total 11135,0 11
Modelo 957,9 3 319,3 399,1 (%)D = 46,5(+1,3) —
Residuos 6,1 8 0,8 1,6(+0,1) * A — 3,8(£0,2) *
CIT  Falta de ajuste 2,6 1 2,6 5,3 B+ 0,1(+0,01) * AB 99
Erro puro 35 7 0,5
Total 964,0 11
Modelo 1363,4 3 454,5 909,0 (%)D = 48,8(+1,2) +
Residuos 3,9 8 0,5 1,2(+0,1) * A —1,0(£0,2) *
VEN  Falta de ajuste 0,1 1 01 0,2 B — 0,2(+0,08) * AB 99
Erro puro 3,8 7 0,5
Total 1367,3 11
Modelo 1207,1 3 402,4 9,0 (%)D
Residuos 357,2 8 44,7 =84,9(+2,5) — 1,8(+0,1)
FLU Falta de ajuste 16,9 1 16,9 0,3 * A —2,4(+0,3) *B 77
Erro puro 340,3 7 48,6 +0,1(£0,02) * AB
Total 1564,3 11
Modelo 662,1 3 220,7 12,4
Residuos 1427 8 178 g)f;)(z ()_011§'f(Ai+0'3) -
SER Falta de ajuste 42,2 1 42,2 2,9 Py 82
2,6(+0,03) * B —
Erro puro 100,5 7 14,4 0,03(+0,002) * AB
Total 804,8 11 AT
Modelo 1968,6 3 656,2 345,4
Residuos 14,9 8 1,9 (%)D = 48,4(+1,2) —
AMI  Falta de ajuste 3,9 1 3,9 2,4 1,3(£0,1) *A+0,7(£0,2) * 99
Erro puro 11,0 7 1,6 B —0,04(£0,008) x AB
Total 1983,5 11

SQ=Soma quadratica; GL= Graus de liberdade; MQ= Média Quadratica.

Feritico (0,05; 3,8) =4,1 € Feritico (0,05; 1,7) =5,6.
(%D) Degradacéo; (A) Concentracao e (B) pH.
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Para a analise da adequabilidade do modelo linear 0 F¢aicuiado de cada farmaco
(CAF: Fcaiculado = 62,1; CIT: Feaculado = 399,1; VEN: Feacuiado =909,0; FLU: Fcaiculado
=9,0; SER: Fcaiculado =12,4; AMI: Feaculado =345,4) foi comparado com 0 Fiitico (0,05; 3.8)
=4,1. Todas as regressoes lineais foram consideradas significativas (Fcritico<F calculado)
para todos os antidepressivos e para a cafeina. O estudo da falta de ajuste também
indicou que o modelo linear se ajusta satisfatoriamente aos dados experimentais,
pois o valor de Feitico (0,05, 1,79 =5,6 foi maior do que 0 Fcacuado Para cada analito
(Feritico™Fcalculado) -

A analise dos efeitos e coeficientes dos modelos permitiu considerar que o
aumento da concentracéo (A) e pH (B) individualmente exercem efeitos antagonicos
para a fotdlise da maioria dos analitos. Contudo, quando combinados (AB)
apresentaram sinergismos para alguns compostos.

Usando desirability global, como resposta, verificou-se que ha um maximo
como ponto critico. As coordenadas desse ponto sdo as condicbes de pH e
concentracdo que geram a maior resposta para o sistema estudado, ou seja neste
caso a maior porcentagem de fotodegradacédo. Isto pode ser observado na Figura
7.6, onde estao representados a superficie de respostas e o grafico de contornos
para o efeito das variaveis sobre a funcdo desirability para os analitos em solugéo

aguosa.

d
%.
o,
Z
Z

M-o06

Ml <o05

[J<o3

<01

6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 20 HE<-01

Concentracao

Figura 7.6 - (a) Superficie de respostas (b) Grafico de Contornos para otimizacao das
variaveis pH e concentracao na degradacao de Cafeina (CAF), Amitriptilina (AMI),
Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU), Sertralina (SER) e Venlafaxina (VEN) em solucéo
aguosa com base na funcéo desirability.
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A otimizacao para multidegradacao (Figura 7.6) apresentou funcéo desirability
(di) global igual 0,7, valor este considerado satisfatorio, uma vez que o valor ideal
deve ser 1,0 (CALADO e MONTGOMERY, 2003).

A Figura 7.7 também apresenta graficamente o modelo linear de degradacéo
dos farmacos estudados. Foram observadas regides de maior percentagem de
remocao em torno das condi¢cdes do ensaio I.

Concentragio pH Desirability
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Figura 7.7 - Condicéo otimizada de pH e concentracdo para Cafeina (CAF),
Amitriptilina (AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU), Sertralina (SER) e Venlafaxina
(VEM) preditas pela funcéo desirability.

Como resposta mais favoravel a degradacdo da maioria dos analitos em
solucédo aquosa foi indicada pela ferramenta de otimizagdo a concentracdo de 5 mg
L™ e o pH igual a 4. Os percentuais de remocao previstos foram: 82% para a cafeina
(CAF), 26% para o citalopram (CIT), 47% para venlafaxina (VEN), 58% para a
fluoxetina (FLU), 20% para a sertralina e 44% para a amitriptilina (AMI).

Apesar das concentracfes ambientais reportadas serem muito inferiores a 5
mg L? é comum o uso de altas concentracdes em estudos investigativos
exploratérios e preliminares a fim de serem obtidos direcionamentos para posterior

investigacdo considerando a dinamica na matriz natural.
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7.3.3 Estudo de degradacéo por fotdlise direta empregando lampada de vapor de

mercurio de alta presséo e luz solar

Definidas as condicbes experimentais, foram realizados ensaios de
degradacdo nas matrizes agua, esgoto domeéstico tratado e em lodo de estacédo de
tratamento. Também foram testadas as condi¢des de fotdlise artificial utilizando um
reator de bancada (Figura 7.8) e natural (Figura 7.9) em cada analito
individualmente.

As medidas de degradacdo foram feitas através de espectroscopia UV-Vis
para as solugbes aquosas. Para os tratamentos em lodo de esgoto também foi
empregada a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com

deteccao por arranjo de diodos (PDA).

100 ~

Remogdo (Yo)
Remogao (%)

0 10 20 30 40 50 &0 0 10 20 30 40 50 60
Tempo (min) Tempo (min)
—e—VEN. —8—CIT —#—FLU —-#—SER —#—AM —e—CAF ——VEN. —8—CIT —#—FLU —#—SER —#-AM —e—CAF

100 - c)

80
60
40

0@

0 10 20 30 40 50 60
Tempo (min)

Remogao (%)

——VEN. —8—CIT —#-FLU —#-5ER —#-AMl —»—CAF

Figura 7.8 - Remocdao de Cafeina (CAF), Amitriptilina (AMI), Citalopram (CIT),
Fluoxetina (FLU), Sertralina (SER) e Venlafaxina (VEN) em solucdo aquosa5mg L™ e
pH 4 empregando fotdélise artificial. a) agua, b) esgoto fortificado e ¢) Lodo umido.

Os estudos de degradacdes individuais dos farmacos usando fotdlise artificial
foram conduzidos no tempo de 60 minutos com medi¢coes da absorbancia em oito

instantes. Na Figura 7.8 sao apresentados os perfis de degradacdo em termos de
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porcentagem de remog¢do com o decorrer do tempo de fotélise para os analitos em
solucdo aquosa, esgoto e lodo umido. Cada matriz foi fortificada com os analitos na
concentracdo de 5 mg L™ e o pH foi ajustado em 4.

Foram verificadas maiores remocdes dos analitos na presenca de esgoto. Em
solugdo aquosa houve maior persisténcia do citalopram (CIT) com remocdes da
ordem de 20% e melhor degradacdo da cafeina (CAF) com cerca de 80% de
fotdlise. Ja no esgoto fortificado, foi verificada a menor remocéo para amitriptilina
(AMI) (40%) e a maior para a sertralina (SER) (90%).

Possivelmente a carga de componentes presentes na matriz, devido a sua
complexidade, contribui para que mecanismos diferenciados de remocao
acontecam. A matéria organica dissolvida pode produzir radical hidroxila (HOe),
oxigénio singleto (*O,), superéxido (O.), peroxila (ROOe), e radicais fenoxila
(CANONICA e FREIBURGHAUS, 2001; BUSCHMANN et al., 2005). Com isso, ha
um incremento de espécies reativas capazes de atacar os analitos, resultando em
maior remocao nessa matriz.

Para o lodo Umido, submetido a tratamento de fotolise, foram obtidas
remocdes inferiores a 25% para todos os analitos, indicando que a agua tem relacéo
direta com os mecanismos de fotodecomposicao.

O processo de fotodegradacdo pode ocorrer de maneira direta ou indireta. A
forma direta € observada quando os fétons emitidos com a radiacéo incidente sao
absorvidos pela molécula do farmaco promovendo a clivagem de ligagdes quimicas
entre os atomos. Na forma indireta, algumas moléculas presentes no meio séo
excitadas pela radiacdo incidente e, ap6s a quebra das mesmas, um elétron
permanece em cada fragmento com a formag&o de radicais que podem agir na
degradacé&o dos microcontaminantes (KEEN et al., 2014).

O estudo de degradacdo empregando as mesmas condicdes também ocorreu
através da fotolise solar em substituicdo da lampada. A Figura 7.9 apresenta 0s
percentuais de remocao no tempo para os analitos em solugdo aquosa, esgoto
tratado e lodo.

Os experimentos de degradacdo solar foram monitorados durante 360
minutos no horario de maior incidéncia de radiacdo UV (10:00 as 16:00 h) em local

de ampla insolacdo e sob condicdes meteoroldgicas favoraveis. Em todas as
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matrizes foram observadas remocOes inferiores a 30%, sendo estes valores
substancialmente menores que os obtidos para a fotolise artificial durante 60 min.

A fotolise solar, em amostras de esgoto tratado e fortificado, também foi
favorecida assim como no processo empregando fonte artificial de radiacdo UV,

reforcando a possibilidade dos componentes desta matriz participar do mecanismo.

50 50
a) b)
40 40
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20

Remogao (%)
Remogio (%)

0 & ptt
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Tempo (min) Tempo (min)
—s—VEN. —8—CIT —e—FLU —#—SER —e—AM CAF ——VEN. —e—CIT —e—FLU —e—SER —e—AMI CAF
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Figura 7.9 - Remocdao de Cafeina (CAF), Amitriptilina (AMI), Citalopram (CIT),
Fluoxetina (FLU), Sertralina (SER) e Venlafaxina (VEN) em solucdo aquosa5mg L™ e
pH 4 empregando fotélise solar. a) agua, b) esgoto fortificado e c) Lodo umido.

A cafeina apresentou menor fotodecomposicdo nos experimentos com luz
solar, reforcando sua capacidade de persistir nos compartimentos. Este
comportamento concorda com as pesquisas voltadas ao emprego da cafeina como
marcador de polui¢céo recente (BUERGE et al., 2003).

Os resultados obtidos indicam a susceptibilidade dos analitos & degradacao
empregando radiacdo UV. Com isso, a aplicacdo de técnicas de tratamento
baseadas em formas artificiais dessa radiacdo pode ser promissora na remogao
destes micropoluentes em fase aquosa.

Contudo, os baixos percentuais de remocao observados para a fotolise solar,

sugerem persisténcia da maioria dos farmacos estudados nos ecossistemas. O lodo
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de esgoto, apesar da elevada umidade aderida, foi pouco afetado pela radiagéao

fornecida nos dois ensaios, apresentando baixas remocoes.

7.3.3.1 Estudo dos produtos de degradacdo em solucao aquosa empregando fotolise
artificial.

Processos oxidativos baseados em radiacao ultravioleta podem ser utilizados
como uma barreira eficaz contra micropoluentes (YUAN et al., 2009). A combinacédo
de fotdlise UV e a geracdo de radicais hidroxila (OHe) pode ser aplicada a uma
grande variedade de compostos considerados micropoluentes (WOLS e HOFMAN-
CARIS, 2012).

A confirmacdo da fotdlise dos analitos nas condicbes experimentais
investigadas foi preliminarmente observada nos espectros UV das solucdes ao longo
dos tempos, mediante a reducdo da banda méaxima selecionada para o
monitoramento e a elevagdo na intensidade em outros comprimentos de onda
(Figura 7.10).

A inspecdo da Figura 7.10 mostra a reducao nas bandas de 227, 240, 230,
226, 240 e 273 nm para venlafaxina, citalopram, fluoxetina, sertralina, amitriptilina e
cafeina respectivamente, sugerindo a degradacdo. A regido espectral observada
apresenta aumento de intensidade no tempo para a venlafaxina na regido de 280nm,
o citalopram em 220nm e a fluoxetina, sertralina e amitriptilina em 260 nm, indicando
a formacdo de produtos de degradacdo. Para a cafeina ndo foram identificadas
alteracdes nessa regido, o que nao exclui a formacéo de subprodutos, pois esses
podem corresponder a espécies ndo absorventes na regido do ultravioleta.

Tendo em vista a possibilidade dos produtos gerados absorverem na mesma
regido dos analitos e com isso interferirem nas medidas de absorbancia por
espectrometria UV/Vis convencional, aliquotas foram submetidas a CLAE-PDA para
avaliacdo cromatografica em modo scan 3D. Isto possibilitou a identificacdo dos
analitos e a separacao dos possiveis produtos de degradacao, além da confirmacgéo

da banda maxima de absor¢céo para ambos.
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Figura 7.10 - Espectros UV em soluc&o aquosa 5 mg L™ e pH 4 obtidos na fotélise
artificial nos tempos de monitoramento a) Venlafaxina (VEN), b) Citalopram (CIT), ¢)
Fluoxetina (FLU), d) Sertralina (SER), €) Amitriptilina (AMI) e f) Cafeina (CAF).

A figura 7.11 apresenta 0s cromatogramas referentes ao estudo de
degradacgéo da venlafaxina.

No cromatograma extraido em 227 nm (Figura 7.11a), comprimento maximo
para a venlafaxina, foi possivel observar a reducdo na area e altura do pico,
sugerindo a diminuicdo de sua concentracdo, porém sem evidéncia de outros
compostos formados capazes de absorver neste mesmo comprimento. A varredura
em modo scan 3D mostrou dois picos adicionais, com tempos de retencao entre 2,2
e 2,4 min (Figura 7.11b), com absor¢cdo maxima no comprimento de 270 nm, além
daquele referente a propria venlafaxina em 5,9 min. As areas destes picos sofreram

aumento nos ensaios realizados no tempo confirmando a formac&o de produtos de

degradacéo.
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Figura 7.11- Cromatogramas obtidos no estudo de degradacado da venlafaxina (VEN)
em solucdo aquosa inicial de 5 mg L™ e pH 4 obtidos para a fotélise artificial nos
tempos de monitoramento a) pico do analito no comprimento maximo 227nm. b)

picos adicionais dos produtos de degradacdo em 270 nm.

Estudos com aplicacéo da fotélise direta para venlafaxina em solucédo aguosa
tem reportado a ocorréncia de dois produtos de degradacao prioritarios. A formacao
de radicais hidroxilas (HOe) € apontada como a principal rota da reacao fotoquimica,
pois promove a hidroxilacdo sequencial no anel aromético (Figura 7.12) sem a
guebra da estrutura original (SANTOKE et al., 2012). Estes dois produtos foram
isolados em um estudo em aguas superficiais e ultrapura e seus comprimentos
méaximos de absor¢cdo no ultravioleta foram definidos em 272 e 290 nm
respectivamente (RUA-GOMEZ e PUTTMANN, 2013). Estes dados correspondem

com os observados em nosso estudo de degradacéo.
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Figura 7.12- Principais produtos de degradacéo descritos por Santoke et al. (2012)
para venlafaxina (VEN) por fot6lise em solu¢cédo aquosa

Fonte: Adaptado de SANTOKE et al. (2012)

A hidroxilagdo no anel aumenta a caracteristica hidrofilica da molécula o que
€ coerente com a posicdo dos dois picos extras observados na figura 7.11b em
relacdo ao pico do analito original, reforcando a ocorréncia de produtos de
degradacdo no experimento realizado. A hidroxila € um substituinte auxocromo onde
os elétrons n interagem com os elétrons n do anel, estabilizando o orbital antiligante
©* num estado de mais baixa energia conhecido como deslocamento batocromico. O
efeito dessa substituicdo também é observado no deslocamento da banda maxima
dos subprodutos, em relagcéo ao analito original.

Para o citalopram (Figura 7.13), também foi identificada a remocado mediante
a reducédo da area e altura do pico ao longo do tempo, com Amax=241 nm no tempo
de 4,8 min.

A ocorréncia de produtos de degradacdo foi confirmada em 245 nm pelo
surgimento e elevacédo da area de dois picos adicionais entre os tempos de corrida

referentes a 3,0 a 3,6 min (regido em destaque na figura 7.13).
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Figura 7.13 - Cromatogramas obtidos no estudo de degradacgao do citalopram em
solucdo aquosa inicial de 5 mg L™ e pH 4 obtidos para a fotélise artificial nos tempos
de monitoramento e comprimento de 241 nm.

O estudo da fotdlise para citalopram, mediante a simula¢édo de luz solar, em
diferentes pHs e matrizes aquosas reportou a ocorréncia de dois produtos de
degradacédo principais (Figura 7.14) originados por mecanismos de desmetilacdo e
oxigenacao do nitrogénio alifatico presente na estrutura original do analito (KOSJEK
e HEATH, 2010).
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Figura 7.14 - Principais produtos de degradacédo obtidos por Kwon e Armbrust (2005)
para Citalopram (CIT) por fot6lise em solucdo aquosa

Fonte: Adaptado de KWON e ARMBRUST (2005)

Os autores relatam também que estes produtos de degradacdo séao
semelhantes aos metabolitos excretados pelo organismo humano e por serem mais

polares sdo primeiramente eluidos em sistemas cromatograficos empregando fase

187



Capitulo 7

reversa (KWON e ARMBRUST, 2005). Isto corrobora com as observacgoes feitas na
Figura 7.13 onde os picos adicionais possuem menores tempos de retencgéo.

A fluoxetina possui banda maxima de absorcdo em 231 nm. A inspecao da
figura 7.15a permite confirmar a sua fotodegradacéo, pois foi observada a reducéo
no tamanho do pico cromatografico marcado no tempo de retencdo em 8,7 min.
Neste comprimento de onda n&o foram observados picos adicionais que indicassem
a ocorréncia de produtos de degradacao. Entretanto, a varredura em modo scan 3D
permitiu identificar dois picos extras nos tempos de retencao entre 3,0 e 5,0 mim e

com absorbancia maxima em 245 nm.
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Figura 7.15- Cromatogramas obtidos no estudo de degradacé&o da Fluoxetina (FLU)
em solucdo aquosa inicial de 5mg L™ e pH 4 obtidos para a fotélise artificial nos
tempos de monitoramento. a) pico do analito no comprimento maximo 231 nm. b)

picos adicionais dos produtos de degradagdo em 245 nm.
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Os subprodutos (Figura 7.15b) foram associados aos picos cromatograficos
com tempos entre 3,0 e 5,0 mim. A degradabilidade da fluoxetina empregando
radiacdo UV, estudada em trabalhos pioneiros, tem reportado tanto mecanismos
baseados na excitacdo direta da molécula quanto na interacdo com radicais
hidroxilas (HOe) e oxigénio singleto (*O,) (SOUTER e DINNER, 1976; LAM et al.,
2005; MASLANKA et al., 2013).
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Figura 7.16 - Principais produtos de degradacéo obtidos por Lam, et al. (2005) para
Fluoxetina (FLU) por fotélise em solucéo aquosa.

Fonte: Adaptado de LAM et al. (2005)

Para este composto, o mecanismo mais favoravel prevé a fragmentacédo do
analito em dois compostos de cadeia menor (Figura 7.16, ambos mais hidrofilicos
que o analito original (LAM et al., 2005; PETROVIC e BARCELO, 2007; KOSJEK e
HEATH, 2010). A inspecdo do cromatograma confirma a influencia do tempo de
irradiacdo sobre a concentracdo. As areas dos picos pertencentes aos produtos de
degradacdo fluoxetina aumentam (Figura 7.15b) com um maior periodo de
exposicao a radiacao UV, enquanto que para a fluoxetina diminui (Figura 7.15a).

O espectro de absorcao da sertralina (Figura 7.10d) ndo exibe uma banda
méaxima definida como o0s demais analitos. Seu monitoramento ocorreu no
comprimento de 225 nm. Como observado, na Figura 7.17, seu tempo de retencao
esta em 9,5 min e a degradacgéo foi confirmada pela diminuicdo do tamanho do pico.

Neste comprimento de onda também foram identificados trés picos adicionais
entre 2,0 e 3,0 min com baixa intensidade. A sertralina possui menor coeficiente de
absorcdo molar quando comparada aos outros farmacos estudados, com isso 0s
produtos formados tendem a possuir esta mesma caracteristica, justificando a baixa

intensidade.
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Produtos de
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6. —— 30 min
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Sertralina 120 min
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Tempo (min)

Figura 7.17 - Cromatogramas obtidos no estudo de degradagéo da sertralina (SER) em
solucdo aquosa inicial de 5 mg L™ e pH 4 obtidos para a fotélise artificial nos tempos
de monitoramento em 225 nm.

A fotodecomposicédo da sertralina foi avaliada em um estudo realizado em
Gdansk (Polbnia), onde foram usadas solugbes aquosas preparadas com esgoto
tratado pelo sistema de lodos ativados e submetidas a irradiacdo solar e artificial em
pH 3 e 10. Foram identificados quatro subprodutos (Figura 7.18) que, segundo 0s
autores, sdo produzidos por hidroxilacdo do anel aromatico, descloracado, oxidacao e
desidrogenacdo do composto original (LAM et al., 2005; PETROVIC e BARCELO,
2007; KOSJEK e HEATH, 2010).

Figura 7.18 - Principais produtos de degradacao obtidos por Sliwka-Kaszynska e
Jakimska (2014) para Sertralina (SER) por fotdlise em soluc¢éo aguosa

Fonte: Adaptado de SLIWKA-KASZYNSKA e JAKIMSKA (2014)
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Como observado para venlafaxina e o citalopram, o0 mecanismo reportado
para a sertralina ndo envolve a clivagem ou fragmentacdo do esqueleto
hidrocarbénico, ocorrendo predominantemente a saida ou substituicdo de grupos
quimicos.

A amitriptilina apresentou pico cromatografico mais intenso com Amax=245 nm
no tempo de 10,5 min (Figura 7.19), sendo verificada a diminuicdo da area com o
aumento do tempo de irradiacdo da solucdo. A ocorréncia de fototransformacéo foi
observada neste mesmo comprimento com identificagcdo de um pico extra em 4,5
min. Sua menor intensidade sugere um produto de degradacdo com baixa
absorbancia na regido do espectro investigada. Dos farmacos estudados, a

amitriptilina € o que apresenta maior hidrofobicidade.

—0 min
—— 30 min
—— 60 min

®7 Produtos de — 120 min
| Degradacgao

4 B e Amitriptilina

Absorbancia (mAu)
N
1

Tempo (min)

Figura 7.19 - Cromatogramas obtidos no estudo de degradacédo da amitriptilina (AMI)
em solucdo aquosa inicial de 5 mg L™ e pH 4 obtidos para a fotélise artificial nos
tempos de monitoramento em 245 nm.

A exposicdo de antidepressivos triciclicos como a amitriptilina a irradiagdo
ultravioleta tem sido investigada em meio aquoso e em solos (LI et al., 2013). A
fototransformacdo proposta envolve mecanismos de desmetilacdo e hidroxilacéo
tanto no anel alifatico quanto nos aneéis aromaticos, gerando dois subprodutos
principais (Figura 5.20) (SZEKELY et al., 2011).

Como observado para a venlafaxina, a hidroxilagdo aumenta o carater
hidrofilico do composto original e isto justifica a ocorréncia do pico referente ao

fotoproduto em um tempo menor no cromatograma.
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T e TN
S

Figura 7.20 - Principais produtos de degradacéo obtidos por Li et al. (2013) para
Amitriptilina (AMI) por fotélise em solugdo aquosa

Fonte: Adaptado de LI et al.(2013)

A ocorréncia de cafeina nos compartimentos ambientais, em especial na
coluna de agua, quando comparada com o0s antidepressivos, é elevada visto que
possui ampla utilizacdo, ndo apenas na farmacologia. Este comportamento tem
contribuido para que este composto seja usado como tracador de poluicao,
juntamente por possuir um comportamento persistente.

Nas condicbes experimentais utilizadas neste estudo de fotodegradacédo a
cafeina foi susceptivel a radiacdo ultravioleta, pois houve reducao na intensidade do
pico cromatografico em 1,6 min € Amax=274 nm (Figura 7.21) para tempos mais
elevados de irradiacdo. A varredura em modo Scan 3D ndo identificou nenhum pico
adicional na faixa de 200 a 400 nm.

Contudo, isto ndo exclui a formacdo de subprodutos, pois € possivel que
estes ndo absorvam no ultravioleta ou ainda tenham sido rapidamente eludidos nos
sistema cromatografico.

A avaliacdo da fotodegradacdo da cafeina em meio aquoso preparada em
adgua residuarias procedente de estacdo de tratamento de esgoto reportou a
importancia do radical hidroxilo (OH¢) como a principal via de degradag¢ao. Outros
estudos em agua apontam que, além da hidroxilagdo especifica no carbono C8
(Figura 7.22), outros mecanismos podem ocorrer por desmetilacdes nos nitrogénios
N1, N3 e N7 (TELO e VIEIRA, 1997; BUERGE et al., 2003).
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Figura 7.21 - Cromatogramas obtidos no estudo de degradacgédo da Cafeina (CAF) em
solucdo aquosa inicial de 5 mg L™ e pH 4 obtidos para a fotélise artificial nos tempos
de monitoramento em 274 nm.
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Figura 7.22 - Principais produtos de degradacéo obtidos por Telo e Vieira (1997) para
Cafeina (CAF) por fotélise em solucdo aquosa
Fonte: Adaptado de Telo e Vieira (1997)

O estudo qualitativo dos subprodutos gerados na fotolise dos antidepressivos
e da cafeina foi coerente com as observagfes baseadas na reducdo das areas dos
picos cromatograficos por CLAE-PDA e nas bandas méximas de absorcédo por
espectroscopia UV-vis.

Além disso, os mecanismos encontrados na literatura atual corroboram com
estas observacdes, uma vez que ha predominancia de substituicbes na estrutura
original em detrimento a clivagem e estas conferem aos analitos grupos mais
polares. Isto reforca a posicdo dos picos de degradacdo nas corridas
cromatograficas empregando fase reversa.

Entretanto, a sugestdo destes produtos parcialmente transformados suscita,

possivelmente, a permanéncia do risco ecotoxicolégico, visto que algumas das
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estruturas fototransformadas diferem muito pouco do analito original e podem
continuar a exercer este efeito mesmo apos a exposicado a radiacdo UV artificial

como forma de tratamento ou naturalmente nas aguas superficiais.

7.3.3.2 Cinética de fotodegradacdo em solucdo aquosa e esgoto empregando

radiacao artificial e luz solar

Para um melhor entendimento do processo de fotodegradacdo dos
antidepressivos estudados e da cafeina em meio aquoso, os dados experimentais
foram ajustados aos modelos cinéticos de pseudo-ordem zero e pseudo-primeira
ordem comumente reportados para avaliagdo de micropoluentes (OPPENLANDER,
2003; CARLSON et al., 2015). Apo6s os ajustes foram calculados os valores para a
constante cinética por meio de regressdo nao linear as equacbes 7.2 e 7.3 e 0
tempo de meia-vida pelas equacdes 7.4 e 7.5 (Tabela 7.6).

Foram realizados estudos considerando irradiacdo artificial com lampada de
vapor de mercurio de alta pressao e a luz solar natural, bem como as solu¢cbes em
agua pura e esgoto tratado.

Em todos os cenarios propostos houve melhor ajuste dos dados
experimentais ao modelo de pseudo-primeira ordem, pois os valores de R2 variaram
de 89 a 99%, sendo portando superiores aos do modelo de
pseudo-ordem zero (Tabela 7.5). A indicacdo deste modelo concorda com diversos
estudos preliminares empregando fotodegradacdo de farmacos em meio aquoso
(STURINI et al., 2010; LI et al., 2011; KHALEEL et al., 2016). A reacao de primeira
ordem possui uma taxa de reacdo diretamente proporcional a concentracdo do
reagente, com isso a fotolise €& dependente da concentracdo inicial do
micropoluente.

As constantes cinéticas foram mais elevadas nos ensaios com esgoto e
irradiacdo artificial para todos os analitos (com excecdo da cafeina). Este
comportamento possui relacéo direta com a poténcia radiante da lampada, superior
a solar nas condicdes experimentais e também a presenca de outras substancias
contidas no esgoto, mesmo apds o tratamento, que contribuem para a maior taxa de

reacao.
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Tabela 7.5 - Dados cinéticos para a fotélise das solucdes dos farmacos Cafeina (CAF),
Amitriptilina (AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU), Sertralina (SER) e Venlafaxina
(VEN) com concentracéo inicial de 5mg L™ e pH 4

. Fonte Modelos _

Matriz Irradiacso Pseudo-Ordem Zero Pseudo-Primeira Ordem
¢ Ko (MinY) | tys (Min) | RZ | Ky (Mind) | two (Min) | R?
Agua Artificial 0,0500 45,0 92,0 0,0200 34,7 97,0
CAF So!a}r_ 0,0004 6250,0 69,0 0,0005 1540,0 98,0
Esgoto Artificial 0,0060 383,0 88,0 0,0010 693,0 95,0
Solar 0,0020 1300,0 95,0 0,0004 1786,0 99,0
Agua Artificial 0,070 36,0 95,0 0,0200 35,0 99,0
VEN Sol_a}r' 0,002 1400,0 96,0 0,0003 2310,0 96,0
Esgoto Artificial 0,070 29,0 74,0 0,0600 12,0 98,0
Solar 0,005 580,0 89,0 0,0009 770,0 93,0
Agua Artificial 0,020 123,0 88,0 0,0030 231,0 92,0
CIT So!a}r_ 0,010 245,0 77,0 0,0004 1733,0 95,0
Esgoto Artificial 0,050 50,0 89,0 0,0200 35,0 97,0
Solar 0,005 500,0 74,0 0,0010 693,0 98,0
Agua Artificial 0,040 60,0 84,0 0,0100 69,0 98,0
FLU Sol_a}r' 0,003 850,0 77,0 0,0006 1155,0 89,0
Esgoto Artificial 0,060 78,0 91,0 0,0200 35,0 98,0
Solar 0,005 500,0 90,0 0,0010 693,0 94,0
Agua Artificial 0,020 124,0 91,0 0,0050 139,0 93,0
SER So!gr_ 0,001 2800,0 79,0 0,0003 2310,0 97,0
Esgoto Artificial 0,060 28,0 69,0 0,0200 35,0 99,0
Solar 0,004 575,0 94,0 0,0009 770,0 96,0
Agua Artificial 0,030 83,0 89,0 0,0060 116 93,0
AMI So!qr_ 0,001 2550,0 82,0 0,0002 3466,0 98,0
Esgoto Artificial 0,040 60,0 93,0 0,0100 69,0 98,0
Solar 0,005 530,0 94,0 0,0010 693,0 97,0

ko=Constante cinética do modelo de Pseudo-ordem zero; k;=constante cinética do modelo de
Pseudo-Primeira ordem; t;,, = Tempo de meia vida.

Para a avaliagdo do tempo de meia-vida sédo consideradas quatro classes,

sendo degradacdes rapidas quando os valores se apresentam entre 0 e 60 min,
moderadas de 60 a 300 min, lentas 300 a 1440 min e estaveis acima de 1440 min
(BLUM, 2013). Houve predominancia de fotodegradacdes rapidas e moderadas com
o emprego da fonte artificial de irradiacdo, enquanto para a luz solar foram
verificadas fototransformacdes lentas e estaveis 0 que sugere a permanéncia
desses micropoluentes nos compartimentos ambientais.

A figura 7.23 apresenta o ajuste dos dados experimentais para cafeina aos

modelos cinéticos estudados.
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Figura 7.23 - Ajuste dos dados experimentais aos modelos cinéticos de Pseudo-ordem
zero e Pseudo-primeira ordem para a cafeina (CAF). a) Irradiagao artificial em agua. b)
irradiacao solar em agua. c) Irradiacao artificial em esgoto. d) irradiacéo solar em
esgoto.

Para a cafeina foram observados tempos de meia-vida de 34 min na fotdlise
artificial em agua e 1540 min na solar com a mesma matriz. Ja& em esgoto os valores
foram 693 e 1786 min respectivamente para artificial e solar. Os valores sugerem
maior persisténcia deste composto em esgoto e em condi¢gdes de insolacéo, o que
reitera sua potencialidade como marcador de poluicdo antropogénica.

Efeito semelhante foi observado em um estudo de fotodegradacédo da cafeina
em presenca de acidos fulvicos. Foram irradiadas solugbes aquosas na
concentracdo de 2 mg L™ e pH 7 em simulador de luz solar com lampada de xenénio
de 500 W (Amax=290 nm). As constantes cinéticas obtidas nestas condi¢cfes
variaram de 0,0001 a 0,00015 min™ e o tempo de meia-vida foi de aproximadamente
9000 min (JACOBS et al., 2012). A fotodegradacéo da cafeina também foi avaliada
em um reator de quartzo com lampada imersa de vapor de mercurio com 50 mW cm’
2 (A<350 nm) empregando solucdo do analito & 50 mg L. Também foi verificada
uma cinética de pseudo-primeira ordem com constante cinética de 0,0004 min™ e
tempo de meia-vida de 1925 min™ (MARQUES et al., 2013).
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Figura 7.24 - Ajuste dos dados experimentais aos modelos cinéticos de Pseudo-
ordem zero e Pseudo-primeira ordem para a venlafaxina (VEN). a) Irradiac&o artificial
em agua. b) irradiacdo solar em agua. c) Irradiacao artificial em esgoto. d) irradiacao

solar em esgoto.

Os modelos de pseudo-ordem zero e pseudo-primeira ordem ajustados aos
dados experimentais para a venlafaxina sdo apresentados na Figura 7.24. A cinética
de pseudo-primeira ordem para a venlafaxina observou tempos de meia-vida de 35
min (k;= 0,02 min™) na fotélise artificial e 2310 min (k= 0,0003 min™) na solar em
agua. No esgoto os valores foram 12 min (k;= 0,06 min™) e 770 min (k;= 0,0009 min
1 respectivamente para artificial e solar. Dentre os compostos estudados a
venlafaxina foi a que apresentou maior degradacdo em todos os cenarios testados.

A avaliacdo da fotodegradacdo da venlafaxina em aguas superficiais na
concentracdo de 3 uyg L™ e pH 6,5 por meio de irradiacéo artificial com lampada de
vapor de mercurio de 150 W (A<290 nm) e luz solar natural também apresentou
cinética de pseudo-primeira ordem com valores de k; variando de 0,0004 a 0,0002
min?, respectivamente. A meia-vida observada foi de 1580 min para lampada de
vapor de mercurio e 3456 min para irradiacdo solar (RUA-GOMEZ e PUTTMANN,
2013).

Outro estudo empregando esgoto doméstico sintético enriquecido com 100

mg L de venlafaxina em pH 6,5 aplicou fotodecomposicdo por luz solar simulada.
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No mesmo foi utilizado um reator composto por lampadas de xenonio de 500 W
imersas e fotolise UV artificial no mesmo reator por lampadas de descarga de
mercurio com emissao na regido UV-C do espectro. Os autores reportaram uma
cinética de pseudo-primeira ordem em ambos os experimentos, com k; de 0,0002
min® e 0,014 min™, respectivamente (GIANNAKIS et al., 2016). Considerando a
semelhanca da matriz testada com o esgoto tratado empregado em nossa pesquisa
e as variagdes no aparato instrumental verifica-se similaridade em termos de ordem
de grandeza para os valores de constante cinética em ambos os estudos.

A Figura 7.25 representa o ajuste dos modelos testados aos dados
experimentais de degradacgéo do citalopram.

Ao contrario do que foi observado neste estudo, a avaliagcdo da fotdlise do
citalopram em meio aquoso, realizada em pH 9 e utilizando fonte de radiagcdo com
emissdo maior que 290 nm para simulacao de luz solar obteve tempo de meia-vida
de 65 dias (KWON e ARMBRUST, 2005). A banda maxima de absorcdo deste
composto encontra-se na regido de 240 nm e, portanto, abaixo da faixa de radiacéo

aplicada, o que justificaria a diferenca.
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Figura 7.25 - Ajuste dos dados experimentais aos modelos cinéticos de Pseudo-
ordem zero e Pseudo-primeira ordem para o citalopram (CIT). a) Irradiagéo artificial
em agua. b) irradiacdo solar em agua. c) Irradiacao artificial em esgoto. d) irradiacao

solar em esgoto.
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Os modelos de pseudo-ordem zero e pseudo-primeira ordem ajustados para
os dados experimentais da fluoxetina sédo apresentados na Figura 7.26.
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Figura 7.26 - Ajuste dos dados experimentais aos modelos cinéticos de Pseudo-
ordem zero e Pseudo-primeira ordem para a fluoxetina (FLU). a) Irradiag&o artificial em
adgua. b) irradiacéo solar em agua. c) Irradiacéo artificial em esgoto. d) irradiagdo solar

em esgoto.

Para a fluoxetina foram verificados na fotolise artificial valores de k; da ordem
de 0,01 (t,=69 min) para agua e 0,02 min™(ty»,=69 min) em esgoto. No ensaio com
insolacdo natural para as mesmas matrizes foram obtidos 0,0006 min™ (t,=1155
min) e 0,001 min™ (t;,=693 min), respectivamente.

A cinética de fotodegradacéo da fluoxetina em meio aquoso foi estudada em
um simulador solar (Chicago, EUA) empregando lampada de xendnio com maximo
de emissdo em 290 nm e poténcia de 765 W m™. Nesse estudo obteve-se um tempo
de meia vida 3300 min. A cinética descrita foi a de pseudo-primeira ordem com
constante de 0,0002 min™ (LAM et al., 2005). Apesar das diferencas operacionais,
estes valores sdo da mesma ordem semelhantes aos obtidos em nosso estudo para
a condicdo em agua e insolacao natural.

A fotodecomposicdo da fluoxetina foi estudada em &gua procedente de lago
fortificada com 0,03 mg L™ do analito nos pHs 3, 5 e 9. A solucéo foi acondicionada
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em um reator de quartzo irradiado por uma lampada UV imersas com poténcia de
450 W. O tempo de meia vida observado para o pH 5 foi de 8040 min, o que
corresponde a um k; de 0,00009 min? (LAUER e ROSS, 2005). Possivelmente os
valores inferiores se devem a menor concentracdo inicial do analito e ao tipo de
lampada.

A Figura 7.27 apresenta os dados obtidos no estudo cinético para a sertralina

e 0 ajuste aos modelos testados.
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Figura 7.27- Ajuste dos dados experimentais aos modelos cinéticos de Pseudo-ordem
zero e Pseudo-primeira ordem para a sertralina (SER). a) Irradiacao artificial em agua.
b) irradiagdo solar em 4gua. c) Irradiagéo artificial em esgoto. d) irradiacdo solar em
esgoto.

Os tempos de meia vida calculados para a sertralina em dgua, com exposicao
as fontes de Radiacdo UV artificial e natural foram de 139 min (k;= 0,005 min™) e
2310 min (k;= 0,0003 min™). No esgoto tratado e fortificado, os valores foram
menores, 35 min (k;= 0,02 min™*) e 770 min (k;= 0,0009 min™), respectivamente. A
cinética observada para a sertralina foi semelhante a observada para o citalopram.

Estudos cinéticos de fotodegradacao da sertralina em concentracdo de 1 mg

L™ foram realizados sob radiac&o solar simulada usando lampada de xenénio e sob
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radiacdo solar natural. Foram testadas oito amostras diferentes: esgoto bruto e
tratado, de agua de abastecimento tratada e ndo tratada, agua de rio, metanol, agua
ultrapura em pH 3 e 10. Nesta pesquisa também foi verificada maior degradacdo no
esgoto em relacdo a agua de rio e de abastecimento. Considerando o tempo de
meia vida, para o0 esgoto tratado e agua em pH 3 expostos a fotdlise solar, os
valores reportados foram de 7056 min (k= 0,0009 min™) e 9936 min (k.= 0,00007
min™) (SLIWKA-KASZYNSKA e JAKIMSKA, 2014).

Um reator fotoquimico comercial Model 400S® (Photochemical Reactors Ltd.),
composto por lampada imersa e refrigeracéo, foi utilizado no estudo de degradacao
da sertralina 0,045 mg L™ em solucdo aquosa. Foram verificados tempo de meia
vida de 693 min e constante cinética de 0,001 min™® (BRCAR, 2015). A principal
diferenca observada se deve a baixa concentracdo inicial empregada e a
refrigeracdo do reator, pois ambos séo variaveis que afetam a velocidade reacional.

Os modelos de pseudo-ordem zero e pseudo-primeira ordem ajustados aos

dados experimentais para a amitriptilina sdo apresentados na Figura 7.28.
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Figura 7.28 - Ajuste dos dados experimentais aos modelos cinéticos de Pseudo-
ordem zero e Pseudo-primeira ordem para a amitriptilina (AMI). a) Irradiag&o artificial
em 4gua. b) irradiacdo solar em agua. c) Irradiacao artificial em esgoto. b) irradiacéo
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Para a amitriptilina, a meia vida obtida no processo de fotélise artificial em
agua foi de 116 min (k;= 0,006 min™) e natural de 3466 min (k;= 0,0002 min™). Em
esgoto foram de 69 min (k;= 0,01 min®) e de 693 min (ky= 0,001 min™),
respectivamente. Este analito foi o que apresentou maior persisténcia em agua
guando empregada a luz solar.

O salicilato de metila, 2-fendxietanol e amitriptiina em meio aquoso foram
submetidos a processos oxidativos com radiacdo ultravioleta individual e combinada
com outros agentes quimicos. Para a amitriptilina (0,28 mg L™), no ensaio
empregando fotolise direta em reator de vidro termostatizado e acoplado a lampada
de vapor de mercurio de baixa pressao de 15 W com emissdo monocromatica em
254 nm, foram reportadas constantes cinéticas de pseudo-primeira ordem em agua
ultrapura (k;= 0,086 min™), 4gua de reservatério (k;= 0,046 min™), esgoto bruto (k;=
0,088 min™) e esgoto tratado (k;= 0,068 min™) (BENITEZ et al., 2016).

Embora a literatura atual ndo apresente valores para as constantes cinéticas
e meia vida, em condicdes idénticas as testadas no nosso estudo, foram observadas
algumas semelhancas em termos de ordem de grandeza para a maioria dos analitos
estudados. O efeito de componentes da matriz aquosa sobre 0 aumento da taxa de
reacdo também foi reportado, confirmando que a composi¢do das aguas naturais e
esgotos tem efeito sobre a fotodecomposi¢cao dos micropoluentes investigados.

7.4 CONCLUSOES

O presente trabalho mostra a viabilidade da aplicacéo da fotdlise direta para a
degradacéo dos antidepressivos e cafeina em solu¢cdes aquosas contaminadas, no
dominio das condicdes experimentais estudadas. O planejamento experimental
empregado permitiu avaliar as diferentes condigbes experimentais, em termos da
concentracéo inicial e pH inicial, para degradar estes poluentes por fonte artificial de
radiacao.

Foi observada maior degradacdo em matrizes complexas como esgoto e
aguas superficiais, indicando que a persisténcia depende também de espécies
dissolvidas capazes de fazerem parte dos mecanismos de degradacao.
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O estudo qualitativo dos subprodutos possivelmente formados no processo
artificial em solugdo aquosa possibilitou confirmar a transformacdo dos analitos
mediante ao surgimento de picos adicionais na analise cromatografica por CLAE-
PDA. Em termos gerais, a literatura atual tem indicado a predominancia de
mecanismos de degradacdo dos farmacos estudados através de reacBes de
oxidagao, hidroxilagéo e perda de substituintes ligados ao esqueleto hidrocarbdonico
(desmetilacédo, descloracéo, etc.). Nestas transformacgdes ndo se observa clivagem
ou mineralizacdo completa do esqueleto hidrocarbdnico principal dos farmacos em
estudo, 0 que ndo assegura a inativagdo dos microcontaminantes, visto que 0s
compostos formados ainda podem apresentar efeito ecotoxicol6gico.

Os resultados obtidos empregando luz solar sugerem a persisténcia dos
microcontaminantes investigados quando expostos apenas a esta fonte de radiacéo
no ambiente. A incidéncia de radiacdo solar varia com as estacdes do ano e a
condicao meteoroldgica, criando cenarios especificos em que a possibilidade de
fotdlise natural é variavel ou incerta.

A cinética de degradacédo observada foi condizente com o modelo de pseudo-
primeira ordem e a determinacao dos tempos de meia vida apresentou semelhancas
com alguns estudos pioneiros ja realizados, apesar da dificuldade de comparacao

quanto a variacdo das condi¢cfes experimentais.
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RESUMO

A interacdo dos microcontaminantes com o0 compartimento solido € um fator
importante quando se considera seu destino nos ecossistemas. A extensdo da
sorcdo de um composto organico em um meio depende da estrutura e das
propriedades fisico-quimicas de ambos, e como consequéncia o tipo de interacédo
estabelecida. Nesta pesquisa foi investigada a sor¢céo e dessorcdo da cafeina e dos
antidepressivos venlafaxina, citalopram, fluoxetina, sertralina e amitriptilina em
sedimentos de agua doce e lodos de estacdo de tratamento de esgoto. A
caracterizacao das matrizes foi realizada por gravimetria, pela determinacédo do PCZ
e por espectroscopia infravermelho. Os experimentos de sorcdo e dessorcao foram
conduzidos pelo método em bateladas empregando 1 g de sélido e 5 mL de fase
aguosa em tubos tipo falcon com agitacdo em mesa orbital a 250 rpm e temperatura
de 25°C. As determinacdes foram realizadas por espectrofotometria no ultravioleta e
por CLAE-PDA. Os dados experimentais foram ajustados a modelos cinéticos de
pseudo-primeira e pseudo-segunda ordem com o intuito de determinar o tempo de
equilibrio. A sorcao e a dessorcao foram estudadas por meio do ajuste as isotermas
linear e de Freundlich. A particéo foi avaliada pelos coeficientes kq, koc € pelo céalculo
do percentual de dessorcédo. A composi¢cao das matrizes revelou predominancia de
fracOes organicas, porém de natureza humica para o sedimento e biomoléculas
alifaticas para o lodo. A presenca de silte e argila no sedimento demonstrou ser
importante para o processo de sor¢cdo quando comparado a estrutura flocosa e
coloidal do lodo. A determinacdo do PCZ foi coerente com a natureza fisico-quimica
das matrizes estudadas e reforcou a importancia do pH do meio e do pKa dos
analitos para o processo de sor¢do. O estudo cinético indicou comportamento de
pseudo-primeira ordem. A interpretacdo da sorcdo pela isoterma de Freundlich
mostrou-se satisfatéria para todos os analitos e matrizes. A avaliacdo das
constantes do modelo e dos coeficientes kq e ko fOi coerente com outros estudos e
indicou concordancia entre a hidrofobicidade dos farmacos e a sua afinidade pelas
matrizes sélidas. A dessorcdo também apresentou correlacdo adequada com o
modelo de Freundlich. A histerese observada foi justificada com base no
comportamento do sedimento e do lodo e dos mecanismos envolvidos no processo.
Os elevados percentuais obtidos para a dessorcao sugerem mobilidade dos analitos,
sendo esta mais intensa no lodo do que no sedimento, visto que existem
particularidades de composicdo em cada matriz e, portanto, mecanismos
diferenciados em termos de energia e afinidade com as substancias estudadas.

Palavras Chave: Poluentes emergentes; Farmacos; Persisténcia; Particao;
Mobilidade; Sorcao.
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ABSTRACT

The interaction of microcontaminants with the solid compartment is an important
factor when considering your destination ecosystems. The extent of sorption of an
organic compound in a medium depends on the structure and physicochemical
properties of both and consequently the type of interaction established. This research
investigated the sorption and desorption of caffeine and the antidepressant
venlafaxine, citalopram, fluoxetine, sertraline and amitriptyline in freshwater
sediments and sludge of sewage treatment plant. The characterization of the arrays
was performed gravimetrically by determining the PZC and infrared spectroscopy.
The sorption and desorption experiments were conducted by the method in batch
using 1 g of solid and 5 mL of aqueous phase in falcon tubes with shaking in orbital
table at 250 rpm and 25 °C. The determinations were performed by ultraviolet
spectrophotometry and by HPLC-PDA. The experimental data were fit to the kinetic
model pseudo-first and pseudo-second order for to determine the equilibrium time.
The sorption and desorption were studied by adjusting the linear isotherm and
Freundlich. The partition was evaluated by kq coefficients ko and by calculating the
percentage of desorption. The composition of the matrix revealed predominance of
organic fractions, but the humic nature to sediment and biomolecules aliphatic for the
sludge. The presence of silt and clay sediment demonstrated to be important for
sorption when compared to flaky structure and colloidal sludge. The determination of
the PZC was consistent with the physical and chemical nature of the matrices studied
and reinforced the importance of the pH of the medium and the pKa of the analytes
to the process of sorption. The kinetic study indicated behavior of pseudo-first order.
The interpretation of sorption by Freundlich isotherm was satisfactory for all analytes
and matrices. The evaluation of the model constants and coefficients kg and koc was
consistent with other studies and indicated correlation between hydrophobicity of
drugs and their affinity for solids. Desorption also showed adequate correlation with
the model of Freundlich. The hysteresis observed was justified based on sediment
behavior and the mud and the mechanisms involved. The high percentages obtained
for the desorption suggest mobility of analytes, this being more intense in the sludge
than in the pellet, as there are compositional characteristics in each array, and
therefore different mechanisms in terms of energy and affinity to the substances
studied.

Keywords: Emerging Pollutants; drugs; Persistence; partition; Mobility; Sorption
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8.1 INTRODUCAO

A interacdo dos contaminantes organicos com o material particulado (lodo e
sedimentos) é um fator importante para a avaliagdo de sua distribuicdo e
persisténcia ambiental. Os principais mecanismos reportados envolvem o transporte
entre as fases, biodegradabilidade e biodisponibilidade. Todos estes processos sao
altamente dependentes do aporte dessas substancias no compartimento sélido
(PIGNATELLO e XING, 1996; HUANG et al., 2003; WARREN et al., 2003).

A interacdo de contaminantes organicos por sor¢ao nos sedimentos e lodos
estd relacionada com a sua estrutura molecular, estado de ionizacdo, pH,
solubilidade em agua, grupos funcionais presentes e o coeficiente de particdo (kq)
(DOUCETTE, 2000). Ambientes ricos em material argiloso, por exemplo, tem maior
afinidade por micropoluentes catidbnicos em comparagdo aos que nao possuem
cargas (ndo ionizados). O teor de matéria organica também influencia os
mecanismos de sorcdo propiciando outras interacdes nao diretamente associadas a
carga (GAO e PEDERSEN, 2005). Em geral, quanto mais hidrofébico um composto,
maior sera sua tendéncia em acumular-se na fase solida, e uma substancia mais
hidrofilica, tende a ficar na fase aquosa (TOLLS, 2001; JONES et al., 2005).

A sorcdo compreende o processo de adsorcdo superficial baseado nas
caracteristicas de hidrofobicidade e o processo de absor¢cdo quando ocorre a difuséo
para o interior da matriz solida devido a aspectos de porosidade e incorporacdo a
estrutura. A sorcdo pode ser reversivel ou irreversivel em dependéncia do tipo de
interacdo do analito com a matriz (interacdo intermolecular ou ligacdo quimica)
(PIGNATELLO e XING, 1996; WARREN et al., 2003; SVAHN e BJORKLUND, 2015).

A difusdo de micropoluentes na matriz sdlida do compartimento pode ocorrer
em dias ou até meses. Nesse processo, a forca da sorcdo e a irreversibilidade
podem variar ao longo do tempo (LESAN e BHANDARI, 2003). A irreversibilidade do
processo de sorcao pode ser estimada por estudos de dessorgéao, onde uma solucao
livre do contaminante é adicionada a uma matriz que ja contenha o composto de
interesse. A dessorgédo tem influéncia direta sobre a qualidade ambiental frente a

ocorréncia de poluentes emergentes, pois governa processos de redugédo da
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biodisponibilidade e, por conseguinte, a toxicidade (CORNELISSEN et al., 2005;
SERPIL, 2013).

Uma das principais rotas de introducdo de farmacos residuais nos
ecossistemas € o esgoto doméstico. Isto se deve ao fato de que uma grande parte
das drogas utilizadas na medicina sdo parcialmente excretadas do organismo
inalteradas ou na forma de metabdlitos (KOLPIN et al., 2002; JONES et al., 2010).
Nos sistemas de tratamento convencionais podem ocorrer algumas particoes, pois a
biomassa produzida pela atividade microbiologica e os sdlidos presentes sao
compostos de matéria organica rica em componentes hidrofébicos. Esta
caracteristica pode favorecer a sor¢cdo de alguns contaminantes, diminuindo sua
concentracdo na fase aquosa (JONES et al.,, 2005). O monitoramento, quando
realizado apenas nesta fase, pode levar a uma falsa constatacdo da remocao, além
disso, a disposi¢do do lodo é comumente realizada em solos, servindo a adubacgéo
(MORLEY et al., 2006). Uma vez no solo ha possibilidades de ocorrerem dessorcdes
e serem geradas novas rotas de insercdo no meio ambiente.

Estudos de sorcéo para micropoluentes em lodo de esgoto tém relacionado
o coeficiente de distribuicdo (kg) @ dois mecanismos principais. A absorcao, baseada
em interacdes hidrofébicas de grupos alifaticos e aromaticos de um composto com a
membrana celular lipofilica dos microrganismos e as fracdes lipidicas do lodo. Na
adsorcdo héa interacdes eletrostaticas de grupos quimicos carregados positivamente
com a carga negativa da superficie da biomassa, associada a tendéncia de uma
substancia a ser ionizada ou dissociada em fase aquosa (TERNES et al.,, 2004;
BITTENCOURT et al., 2016).

A interacdo de microcontaminantes em lodos nos sistemas de tratamento é
composta de duas reacdes dominantes, sendo sorcdo da fase liquida para a fase
sélida e a dessorcéo. O equilibrio da sorcéo € alcancado quando as taxas das duas
reacdes sao iguais. Porém, ndo existem dados disponiveis para estimar as taxas de
sorcao e dessorcédo. Mas, uma vez que na maioria dos casos relativos a tratamento
de esgotos a difusdo é mais rapida quando comparada com o tempo de retencéo
hidraulica ou com a remocéao biolégica da maioria dos compostos, o equilibrio pode
ser assumido para o particionamento sélido — liquido (WANG e GRADY, 1995;
TERNES et al., 2004; JOSS et al., 2005).
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Além disso, a elevada quantidade de particulas coloidais pode contribuir
para um mecanismo diferenciado com uma sor¢do mais réapida, porém menos
estavel (Figura 8.1) (BARRET et al., 2011).

Micropoluente
[ J

Fragao incorporada

a matriz
\. Coloide
e

- e |
Fragao Livre b

- . // Fragdo sorvida

no coloide

'Frégéb sorvida
na superficie 4

Figura 8.1 - Representacéo da interagcdo de micropoluentes nas fragdes sorvidas em
coloides, nos flocos e incorporada na biomassa.

Fonte: Adaptado de KEIDING e NIELSEN (1997) e BARRET et al. (2011)

A parcela de residuos com comportamento hidrofilico nas condi¢des de pH e
composicao do esgoto, bem como o residual menos hidrofébico particionado na fase
aquosa sao direcionadas para corpos hidricos ap0s deixarem as estacBes de
tratamento. Depois do despejo e incorporacdo nas aguas superficiais, estes
microcontaminantes estdo disponiveis para interagirem com o sedimento de fundo
ou em suspensdo. Os principais mecanismos envolvidos nessa interacdo
compreendem a troca ibnica, adsorcdo superficial em constituintes minerais, a
formacdo de complexos com ions metalicos e ligacdes de hidrogénio (TOLLS, 2001,
BOXALL et al., 2002).

A Figura 8.2 representa os processos de sor¢édo na matriz sedimento, onde o
microcontaminante pode interagir tanto superficialmente com as fracbes minerais e
organicas recentes, quanto sofrer difusdo para o interior dos poros ou ser ocluso na

matéria vitrea.
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Sorgdo
Difusdo em poros superiicial

Fragao
saluvel

Matéria

Fracao
Orgéanica

Mineral

Sorgdo
— superficial

Difusdo na matéria
organica "borracha"

("rubbery ou soft') Difusdo na matéria

orgénica vitrea /
('glassy ou hard") =

Figura 8.2 - Representacéo da interacdo de micropoluentes com as fragdes minerais e
organicas no sedimento.

Fonte: Adaptado de D'AGOSTINHO e FLUES, 2006.

Neste estudo foram avaliadas as caracteristicas dos processos de sor¢ao e
dessorcdo de cinco antidepressivos de uso comum e da cafeina em meio aquoso
em sedimento de dgua doce e em lodo de estacdo de tratamento, tendo em vista a
escassez de informacdes referentes ao comportamento desses analitos nessas

matrizes.

8.2 MATERIAIS E METODOS

Os reagentes, padrbes e solugbes empregados no estudo de sorcao e
dessorcdo apresentaram caracteristicas e preparo descritas no capitulo 3, assim
como os lodos e sedimentos investigados foram caracterizados no capitulo 4 quanto
a suas propriedades fisico-quimicas de modo quantitativo e qualitativo.

Nos ensaios preliminares e individuais com cada analito foi utilizado um
espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 45 de feixe duplo. Os farmacos foram
monitorados na faixa 400 a 200nm com resolucédo de 2 nm. Foram utilizadas cubetas
de quartzo com caminho oOptico de 1 cm. Para os estudos de sorcao e dessorcao foi
utiizado o meétodo cromatografico CLAE-PDA com aplicacdo das condigbes
descritas no capitulo 3.

214



Capitulo 8

8.2.1 Determinacao do ponto de carga zero (PCZ)

A determinacédo do potencial zeta ou ponto de carga zero (PCZ) ocorreu por
potenciometria. Amostras compostas de 0,5 g de sedimento em tubos tipo falcon
com 50 mL de solucdo de NaCl 0,1 mol L™ tiveram seu pH ajustado previamente a
diferentes valores (2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12) mediante adi¢édo de HCI| ou NaOH
1,0 mol L™. Os frascos vedados com filme plastico foram mantidos sob agitacéo
constante (120 rpm) em agitador orbital a 25°C. O pH foi medido e monitorado a
intervalos de 1 hora até obtencéo de valores constantes.

Por conveniéncia, a agitagdo foi mantida por 24 h para garantir o equilibrio
das solugBes. A variacdo nos valores de pH finais e inicial foram plotados em

funcao dos valores pH inicial. O ponto de carga zero foi indicado graficamente.

8.2.2 Ensaios de sorcao e dessorcdo em sedimento e lodo de esgoto

A abordagem comumente empregada em estudos de sor¢cdo baseia-se na
aplicacdo do método em bateladas. Aliquotas da matriz sélida foram expostas aos
compostos organicos de interesse em solugcéo, sob agitacdo e por um determinado
periodo (geralmente 24 h). Com base na reducéo da concentracdo na fase liquida é
possivel avaliar a afinidade do analito pela fase sélida (USEPA, 1998; OECD, 2000).

Os experimentos foram realizados em batelada utilizando incubadora com
agitacao orbital em ensaios individuais para cada analito. Triplicatas contendo 1 g de
sedimento, acrescidos de 5 mL da solu¢cdo aquosa contendo o compostos estudados
foram inseridos em tubos falcon e agitados a 250 rpm na temperatura de 25°C. A fim
de ajustar as condi¢cdes do meio em termos de forca iGnica e espécies quimicas
comumente presentes, nos estudos em sedimento foram utilizadas fases aquosas
compostas por CaCl, 0,01 mol L™ (OECD, 2000). Para o estudo de sorcdo em lodo
foi empregado um tampéo fosfato com pH 6 a 8 composto por KH,PO4, K;HPO, e
Na;HPO, devido a predominancia dos ions potassio e sodio existentes no esgoto
(BERTHOD et al., 2014).
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A separacdo da matriz sélida da fase aquosa ocorreu por meio de
centrifugacédo a 2000 RMP, seguida da filtragdo em membrana de nylon 0,22 um. As

determinacdes foram realizadas por CLAE-PDA e Espectroscopia UV-Vis.

8.2.2.1 Cinética de sorcdo dos antidepressivos residuais e cafeina em sedimento e

lodo de esgoto

O estudo do tempo de equilibrio ocorreu em ensaios cinéticos considerando a
concentracdo inicial de 10 mg LY. A concentracdo do farmaco em solucdo foi
medida nos tempos de 0, 1, 2,4, 8, 16 e 24 h.

A quantidade dos analitos sorvida no lodo e sedimento (q(t)), expressa em ug

g, em um instante de tempo t, foi calculada pela Equacéo 8.1.

_ V(Co—Cy)
m

q(t) Eq.8.1

Em que V é o volume da solucdo em mL, Cy € a concentracao inicial da
solugdo ug mL™, C(t) é a concentracdo da solucdo em um instante de tempo t em pg
mL™? e m é a massa em grama de lodo ou sedimento secos.

O tempo e a concentracdo dos farmacos no equilibrio (qe) foram determinados
por inspecdo do grafico tempo versus ((t), considerando o instante em que a
remocao apresentou comportamento constante.

Os dados cinéticos de equilibrio foram ajustados aos modelos de pseudo-
primeira ordem proposto por Lagergren (1989) representado pela Equacéao 8.2 e de
pseudo-segunda ordem proposto por Ho e McKay (1999) descrito na Equacgéo 8.3

(HO e MCKAY, 1998a; YUH-SHAN, 2004).

q(t) = g.(1 — e~f1") Eq. 8.2
_ (Qe)zkzt
q(t) = o2 Eq. 8.3

Onde ge e ((t) sdo as capacidades de adsorcao de equilibrio e no tempo,

respectivamente, em pg g t é o tempo em h; k; (h™?) e ko (g pg™ h') séo as
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constantes correspondentes aos modelos de pseudo-primeira e pseudo-segunda
ordem, respectivamente. Os parametros dos modelos foram obtidos a partir de
regressao ndo linear. A avaliacdo dos mesmos ocorreu por meio inspecdo dos

valores de R2.

8.2.2.2 Estudo do equilibrio de sorcdo dos antidepressivos residuais e cafeina em

sedimento e lodo de esgoto

No ensaio de sorcao foram preparadas bateladas em triplicata com dez
concentracdes na faixa de 3 a 21 mg L™. Ap6s o equilibrio de 24 horas foram feitas
as medidas de concentracdo na fase aquosa.

Para descrever o equilibrio de sor¢cdo os dados experimentais foram
ajustados a modelos de isotermas de sor¢do. Estes modelos indicam a forma como
o lodo ou sedimento efetivamente sorve os analitos da solucédo. Eles expressam a
relacdo entre a quantidade que é adsorvida por unidade de massa sélida e a
concentracdo em solucao no equilibrio a uma determinada temperatura constante.

O modelo de sor¢do mais simples é o da isoterma linear (Equacéo 8.4). Ela
indica que a quantidade adsorvida € proporcional a concentragdo na solucdo, nao
havendo um maximo (NAM et al., 2014).

e = ksCe Eq. 8.4

Onde Qe esté relacionada com a capacidade de adsor¢cdo do material em
estudo sendo expressa em pg g*, Ce concentracdo na solucdo em pg L™ e ks 0
coeficiente de particido em mL g™*.

Estudos de sorgéo nos solos e sedimentos utilizam comumente a isoterma de
Freundlich para descrever o processo (OECD, 2000) (Equacéo 8.5). A constante kg
é indicativa da extensdo da adsorcdo e a constante n do grau de heterogeneidade
da superficie entre a solugdo e concentracdo (YU et al., 2008; NAM et al., 2014).

Quando n se iguala a 1, a isoterma de Freundlich assume a forma linear.

1

e = kpCP Eq. 8.5
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Os parametros dos modelos foram obtidos a partir de regressdo néo linear e o

ajuste avaliado por meio dos valores de R2.

8.2.2.3 Determinacéo dos coeficientes de sorgéo

Uma forma de avaliar o comportamento de sorcdo e de mobilidade dos
microcontaminantes em compartimentos como solos e sedimentos é através do
coeficiente de distribuicdo (kg) e do coeficiente de particdo correlacionado a
quantidade de matéria organica (koc) (OECD, 2000; KWON e ARMBRUST, 2008).
Foi realizado um ensaio com cinco bateladas em triplicatas na faixa de 5 a 25 mg L™
para obtencéo do coeficiente de distribuicdo kg, entre a fase sélida e a solucdo. Este

foi calculado pela Equacéao 8.6.

ky = Eq. 8.6

Onde q. é quantidade adsorvida no equilibrio em pg g*, Ce concentracéo na
solucdo em pg L™ e kq 0 coeficiente de distribuicdo em mL g™

A relacdo entre kg e 0 teor de matéria organica no lodo e no sedimento &
expressa em termos de ko e foi obtida pela Equacdo 8.7 (OECD, 2000; KWON e
ARMBRUST, 2008).

100
4" 94co

koo =k Eq. 8.7

Sendo kq 0 coeficiente de distribuicdo em mL g* e %OC a quantidade de

carbono organico presente na matriz solida.

8.2.2.4 Avaliacdo da dessorcdo dos antidepressivos residuais e cafeina em

sedimento e lodo de esgoto
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A dessorcao dos farmacos foi avaliada na sequéncia ao estudo de sorcéo.
Amostras de sedimento ou lodo, depois de centrifugadas, foram adicionadas a 5 mL
de solucdo aguosa sem os analitos e mantidas sob a mesma condicao de agitacéo e

temperatura durante 24h. A quantidade dessorvida foi determinada de acordo com a

Equacéo 8.8.
qq = % Eq 8.8

Em que qq € a quantidade dessorvida em ug g*, V é o volume da solugéo sem
os analitos mL, C4 é a concentracdo na fase aquosa pg mL™ e m é a massa de lodo
ou sedimento seca em g.

A dessorcdo também foi avaliada em termos de isotermas, com ajuste dos
dados experimentais a Equacao 6.5. Foi verificado o grau de histerese (h), calculado
pela Equacdo 8.9. O h é uma forma quantitativa de relacionar as isotermas de
adsorcdo e dessorcéo pela diferenca entre estas duas isotermas experimentais
(CELIS e KOSKINEN, 1999).

Ns

h=—= Eqg. 8.9

ng

Em que ns € a constante da isoterma de Freundlich para a sor¢cdo e nq a
mesma constante obtida para a dessorc¢ao.
O percentual de dessorcdo (%D) considerando o tempo de equilibrio de 24

horas e as diferentes concentracdes testadas foi calculado pela Equacéo 8.10.

%D =Z—dx 100 Eq. 8.10

Em que qq é a quantidade dessorvida em pg g™ e g. a quantidade sorvida em
1

MO
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8.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

8.3.1 Ponto de carga zero (PCZ)

Os processos de sorcdo sao fortemente dependentes do pH. Este afeta a
carga superficial da matriz sorvente, bem como o grau de ionizacdo dos compostos
presentes na fase aquosa. O ponto de carga zero € um parametro que indica o valor
de pH no qual um determinado sélido apresenta carga igual a zero em sua
superficie. Este parametro € importante porque permite prever a carga na superficie
em funcéo do pH (SPARKS, 1995).

Os valores de PCZ obtidos para o sedimento e o lodo utilizados nos ensaios

de sorcao séo apresentados na Figura 8.3.

3,5 -
2,5 - —e—Sedimento
1,5
0,5
-0,5
-1,5
-2,5
-3,5
-4,5
-5,5
-6,5
-7,5

—e—Lodo

ApH

pH inicial

Figura 8.3 - Ponto de carga zero para as amostras de sedimento e lodo usadas nos
ensaios de sorcao/dessorcéao

A inspecdo da Figura 8.3 indica que os valores do pH no ponto de carga zero
sao de aproximadamente 4,6 para o sedimento e 4,0 para o lodo de esgoto. Abaixo
desses valores ha tendéncia das matrizes apresentarem carga superficial positiva
favorecendo a adsorcdo de anions e acima deste valor a superficie esta carregada

negativamente, favorecendo a adsorc¢éao de cations.
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O valor do PCZ obtido para o sedimento € semelhante ao da caulinita (4,0 a
4,6) (SPOSITO, 1989; SPARKS, 1995), um argilomineral abundante neste
compartimento, indicando predominancia da fracéo argila.

Minerais e compostos organicos que compdem o lodo e sedimento podem
apresentar nas suas superficies cargas negativas e positivas, que podem ser
permanentes e/ou dependentes do pH. Estas cargas se formam nos grupos
funcionais de superficie e séo originadas pela sor¢cdo ou dessorcéo de protons (ions
H") ou de ions hidroxil (OH") pelos grupos funcionais de superficie. Na matéria
organica, o principal grupo funcional é o grupo carboxila (-COOH) (SPOSITO, 1989).

Considerando o pH em torno de 7 para as solucées de CaCl, 0,01 mol L*
usadas nos ensaios com sedimentos e de 6 a 8 do tampé&o fosfato empregado nos
estudos do lodo de esgoto, pode-se assumir que a carga das matrizes encontrava-
se acima do PCZ, e, portanto ha predominancia de sitos carregados negativamente,
favoravel a sor¢cao dos micropoluentes em sua forma protonada (catibnica).

Além da caracteristica superficial do solido a ionizacdo dos analitos contribui
para a sorcdo. Todos 0s compostos estudados possuem pka maior que 9,4,
sugerindo que, em meios onde o pH for menor que este valor, ha ocorréncia de
protonacdo formando espécies catibnicas que possivelmente, sdo adsorvidas nas
matrizes estudadas (AL-KHAZRAJY e BOXALL, 2016).

Sabe-se também que mecanismo de sorcdo pode estar relacionado com o
teor de carbono orgénico nos lodos, solos ou sedimento. Assim, 0S compostos
ionizaveis podem apresentar mecanismos mistos de sorcao, tais como troca ibnica,
interacdo com grupos nas superficies de argilominerais, complexacédo e ligacdo de

hidrogénio, além das interagfes hidrofébicas (TOLLS, 2001).

8.3.2 Cinética de sorcao dos antidepressivos residuais e cafeina em sedimento e

lodo de esgoto

A cinética de muitos processos de sor¢cao de micropoluentes em meio aquoso
tem sido investigada nos ultimos anos. Ha predominio de cinéticas baseadas nos
modelos de pseudo-primeira e pseudo-segunda ordem (KWON e ARMBRUST,
2006; YAMAMOTO et al., 2009; HYLAND et al., 2012; LI e ZHANG, 2012). Para
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estes dois modelos assume-se que no equilibrio a particdo entre a fase liquida e a
matriz solida, em qualquer tempo, é a forgca motriz do processo de sor¢do (HO e
MCKAY, 1998Db).

Os experimentos de sorcao realizados em batelada foram conduzidos
individualmente com cada analito. Na Tabela 8.1 sdo apresentados os parametros
referentes aos ajustes dos dados experimentais aos modelos cinéticos investigados.

A avaliacdo dos modelos testados no estudo cinético revelou que a equacao
de pseudo-primeira ordem forneceu os melhores ajustes dos dados experimentais,
para todas as combinagdes dos analitos e matrizes investigadas considerando os
valores de R? (0,96 a 0,99) (Tabela 8.1).

Tabela 8.1- Dados cinéticos para a sor¢édo dos farmacos Cafeina (CAF), Amitriptilina
(AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU), Sertralina (SER) e Venlafaxina (VEN) com
concentracéo inicial de 10 mg L™ em lodo de esgoto e sedimentos.

Modelos

Matri Pseudo-Primeira Ordem Pseudo-Segunda Ordem

atriz > >

e kl R qe k2 R

_ (bgg) (Mg g?) (Mgg’) (gug’h?)

CAE Sedimento 18,48 0,41 0,99 24,55 0,02 0,98
Lodo 15,43 0,46 0,99 17,90 0,03 0,96
VEN Sedimento 54,67 0,26 0,99 66,93 0,004 0,97
Lodo 40,17 0,21 0,99 50,34 0,004 0,98
CIT Sedimento 47,23 0,32 0,99 54,35 0,007 0,99
Lodo 36,77 0,64 0,97 41,41 0,02 0,96
FLU Sedimento 43,57 0,40 0,99 51,44 0,01 0,99
Lodo 48,99 0,50 0,99 53,67 0,002 0,98
SER Sedimento 48,60 0,88 0,99 51,43 0,003 0,98
Lodo 49,27 1,04 0,99 51,24 0,05 0,98
AMI Sedimento 46,73 0,08 0,99 50,85 0,02 0,98
Lodo 47,51 0,78 0,99 50,79 0,02 0,99

(.= capacidade de adsorcao de equilibrio; ki= constante cinética do modelo de pseudo-
Primeira ordem e k,= constante cinética do modelo de pseudo-segunda ordem.

Para este tipo de cinética, 0 mecanismo sugere que a velocidade de adsor¢ao
foi dependente da concentracdo dos analitos adsorvidos nas matrizes e da
concentracdo destes em solugcéo (LI e ZHANG, 2012). Além disso, 0 mecanismo &
baseado na capacidade sortiva do sélido tendo em vista os sitios disponiveis para
interagéo.

Na Figura 8.4 sédo apresentados dados experimentais e ajustes para o estudo

cinético de sorcao da cafeina.
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Figura 8.4 - Dados experimentais e ajuste dos modelos de pseudo-primeira e pseudo-
segunda ordem para cinética de sorcdo da cafeina a temperatura de 25°C e
concentracéo inicial de 10 mg L™. a) Sedimento e b) Lodo de esgoto

Nas duas matrizes, a inspecao dos graficos indica que o equilibrio de sorcao
€ atingido apos 8 horas, sendo as quantidades maximas (ge) previstas pelo modelo
de pseudo-primeira ordem correspondentes a 18,48 e 15,43 ug g** para o sedimento
e o lodo, respectivamente.

Comportamento semelhante foi observado para a venlafaxina (Figura 8.5) em
lodo de esgoto, onde também foi atingido o equilibrio no tempo préximo a 8 horas.
Para o sedimento, os dados experimentais ainda indicam elevacdo no intervalo
estudado, sugerindo um maior tempo necessario para estabelecimento do equilibrio.

60 60+

a) b)

m  Experimental
Pseudo-primeira Ordem
Pseudo-segunda Ordem

20 = Experimental
Pseudo-primeira Ordem
Pseudo-segunda Ordem

0 4 s 12 16 20 2 28 0 4 s 12 16 20 2 28
Tempo (h) Tempo (h)
Figura 8.5 - Dados experimentais e ajuste dos modelos de pseudo-primeira e pseudo-
segunda ordem para cinética de sor¢ao da venlafaxina a temperatura de 25°C e

concentracéo inicial de 10 mg L™. a) Sedimento e b) Lodo de esgoto

As quantidades maximas de venlafaxina sorvidas previstas pelo modelo

cinético de pseudo-primeira ordem foram de 54,67 ug g™ no sedimento e 40,17 ug g
! ho lodo de esgoto.
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Para o citalopram, conforme inspecdo da Figura 8.6, foram observadas
semelhancas nos tempos de equilibrio no lodo e sedimento, sendo este atingido
depois de 4h. A quantidade maxima adsorvida no tempo (qge) predita para o
citalopram foi de 47,23 pg g™* no sedimento e 36,77 ug g™ no lodo de esgoto.

50 - a) | b)

404 L]

®  Experimental 20 = Experimental
Pseudo-primeira Ordem Pseudo-primeira Ordem
Pseudo-segunda Ordem Pseudo-segunda Ordem

o4

=I1 lli 1I2 ‘ |‘E ' 2‘0 ) 2‘4 2IB é a; .‘Is 1‘2 1‘6 2‘0 2‘4 2‘8
Tempo (h) Tempo (h)
Figura 8.6- Dados experimentais e ajuste dos modelos de pseudo-primeira e pseudo-
segunda ordem para cinética de sor¢cao do citalopram a temperatura de 25°C e

concentracéo inicial de 10 mg L™. a) Sedimento e b) Lodo de esgoto

Na Figura 8.7, sdo apresentados os dados experimentais e o ajuste dos
mesmos para a fluoxetina.
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Figura 8.7 - Dados experimentais e ajuste dos modelos de pseudo-primeira e pseudo-
segunda ordem para cinética de sor¢ao da fluoxetina a temperatura de 25°C e
concentracéo inicial de 10 mg L™. a) Sedimento e b) Lodo de esgoto

Nas duas matrizes ocorreu o estabelecimento do equilibrio apos o tempo de 6
horas e a capacidade maxima de sor¢cao no tempo predita pelo modelo de pseudo-
primeira ordem para a fluoxetina foi de 43,57 ug g* no sedimento e 48,99 pg g™ no

lodo de esgoto. Diferentemente do observado para a cafeina, venlafaxina e para o
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citalopram observou-se maior interacdo da fluoxetina com o lodo de esgoto quando
comparado a matriz sedimento.
O ajuste dos dados obtidos no ensaio cinético para a sertralina € apresentado

na Figura 8.8 e para a amitriptilina na Figura 8.9.
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Figura 8.8 - Dados experimentais e ajuste dos modelos de pseudo-primeira e pseudo-
segunda ordem para cinética de sor¢cao da sertralina a temperatura de 25°C e
concentracéo inicial de 10 mg L™. a) Sedimento e b) Lodo de esgoto
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Figura 8.9 - Dados experimentais e ajuste dos modelos de pseudo-primeira e pseudo-
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concentracéo inicial de 10 mg L™. a) Sedimento e b) Lodo de esgoto
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Foram observadas semelhancas no comportamento cinético dos dois analitos
em ambas as matrizes, visto que as quantidades maximas sorvidas previstas
(sertralina: 48,60 ug g™ e 49,27 ug g™* e amitriptilina: 46,73 ug g* e 47,51 pg g™ em
sedimento e lodo, respectivamente) foram as mais proximas dentre os analitos
investigados, sugerindo afinidade da sertralina e da amitriptilina tanto para o
sedimento quanto para o lodo. Os tempos de equilibrios observados foram de

aproximadamente 4 horas, sendo também os menores obtidos.
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Na literatura atual ndo foram encontrados trabalhos de natureza semelhante,
com enfoque cinético, empregando 0s mesmos analitos e matrizes solidas.
Entretanto, alguns estudos com farmacos em sedimentos e lodos em estacdes de
tratamento ja tém sido reportados (TOLLS, 2001; KWON e ARMBRUST, 2006;
YAMAMOTO et al., 2009).

Um estudo de sorcdo, empregando os farmacos psicoativos carbamazepina,
oxazepam e codeina em sedimentos procedentes de dois locais distintos,
apresentou tempos de equilibrios (cerca de 6 horas) durante o estudo cinético
usando metodologia em bateladas semelhantes aos observados em nosso estudo
com antidepressivos (STEIN et al., 2008).

O comportamento cinético de sorcdo observado em nossa pesquisa indica
preferéncia dos analitos mais polares pelo sedimento e dos menos polares pelo lodo
de esgoto.

Para melhor entendimento desta dinamica de interagcdo foram realizados
estudos de isotermas de sorcdo a temperatura ambiente. Apesar dos testes
cinéticos sugerirem estabelecimento do equilibro anterior as 24h, a maioria dos
guias internacionais utilizados na area de sor¢cdo em solos e sedimento recomenda o

emprego deste tempo para fins de normalizacdo (USEPA, 1998; OECD, 2000).

8.3.3 Estudo do equilibrio de sorcdo dos antidepressivos residuais e cafeina em

sedimento e lodo de esgoto

Varias pesquisas tém avaliado a capacidade de adsor¢cdo de micropoluentes
em matrizes artificiais como carvao ativado, usando isotermas de adsorcéo (KIBBEY
et al., 2007; KRAJISNIK et al., 2011). A principal forma de interpretacédo utilizada
considera o emprego dos coeficientes de sorcao ks e kg utilizando os modelos linear
e de Freundlich para compostos tanto hidrofébicos quanto hidrofilicos (NAM et al.,
2014).

A extensdo da sor¢cdo de microcontaminantes em matrizes ambientais
naturais ainda € pouco explorada, consistindo-se em uma lacuna a ser preenchida.

Nesse sentido, 0s mesmos pressupostos de interpretacdo do fendbmeno de sorgéo
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em solidos artificiais, como carvdo ativado e biossorventes foram adotados neste
estudo.

Na Tabela 8.2 sdo apresentados os coeficientes de particdo dos analitos
investigados preditos pelos modelos de isoterma linear e de Freundlich. Os graficos
dos ajustes séo apresentados no Apéndice C.

Considerando os valores de R? (0,91 a 0,99) o comportamento de adsorgao
de todos os analitos tanto na matriz sedimento, quanto no lodo de esgoto foi melhor
descrito pela isoterma de Freundlich. Esta considera o sélido heterogéneo e a
distribuicdo exponencial para caracterizar os varios tipos de sitios de adsor¢cdo, com
diferentes energias adsortivas. Teoricamente é possivel interpretar a isoterma em
termos de adsorcdo em superficies energeticamente heterogéneas (RIDDER et al.,
2010).

Tabela 8.2 - Parametros de sorgdo dos farmacos Cafeina (CAF), Amitriptilina (AMI),
Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU), Sertralina (SER) e Venlafaxina (VEN) em lodo de
esgoto e sedimentos.

Isotermas
. Linear Freundlich
Matriz

ks ) RZ n kF-l 1 R2

(mL g™ (mLg)™)
CAE Sedimento 4,95 0,88 0,67 1,84 0,96
Lodo 3,21 0,88 0,59 0,66 0,96
VEN Sedimento 6,42 0,55 2,35 0,81 0,99
Lodo 7,48 0,87 0,72 3,77 0,92
CIT Sedimento 5,20 0,90 2,28 4,18 0,91
Lodo 2,50 0,91 0,69 0,87 0,97
FLU Sedimento 4,26 0,90 1,35 7,53 0,96
Lodo 3,35 0,40 211 11,37 0,92
SER Sedimento 8,81 0,72 1,87 10,88 0,98
Lodo 3,59 0,75 1,50 7,62 0,93
AMI Sedimento 6,00 0,93 0,75 3,12 0,96
Lodo 9,77 0,89 0,66 4,24 0,97

ks= coeficiente de distribuicdo, n e ke= constantes de Freundlich.

Os parametros empiricos desse modelo (Equagédo 8.5) sdo constantes que
dependem de diversos fatores experimentais tais como temperatura, area superficial
do adsorvente e do sistema particular a ser estudado. Essas constantes se
relacionam com a distribuicdo dos sitios ativos e a capacidade de adsorcado do
adsorvente (KARNJANAPIBOONWONG et al., 2010; MROZIK e STEFANSKA,
2014).
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Quanto maior o valor de 1/n na modelagem da isoterma de Freundlich, mais
forte € a interagdo entre o adsorvente e o adsorbato. Na maioria dos ajustes de
realizados esta relacdo foi um valor menor que 1, caracterizando adsor¢cdo como
favoravel (GHIACI et al., 2004; FEBRIANTO et al., 2009).

Na auséncia de evidéncias consistentes sobre a natureza dos mecanismos de
sorcdo, os coeficientes ke e n fornecidos pela equacdo de Freundlich sé&o
considerados os melhores parametros descritivos (BUCHTER et al.,, 1989). O
comportamento do coeficiente n quando tende a 1 iguala a isoterma de Freundlich
ao modelo linear do coeficiente de distribuicdo. No entanto, as variagdes nos valores
de n (Tabela 8.2) sugerem que os analitos foram sorvidos sob diferentes niveis de
energia (OECD, 2000).

Os menores valores de n (n<l) observados foram para a cafeina e para
amitriptilina tanto em sedimento quanto em lodo de esgoto. A fluoxetina e a
sertralina apresentaram comportamento oposto, onde os valores foram superiores a
1 nas duas matrizes. A venlafaxina e o citalopram apresentaram n>1 para
sedimentos e n<1 para lodos.

Os desvios na linearidade, identificados por valores de n diferentes de 1,
possivelmente, descreveram situacdes em que 0s sitios mais ativos da superficie
sélida no lodo e no sedimento tornaram-se ocupados, dificultando a adsorcéo
adicional, ou a mesma taxa, dos farmacos em solucdo (BUCHTER et al., 1989).

A comparacdo das capacidades de sorcdo dos analitos no lodo e sedimento,
considerando a isoterma de Freundlich, ocorreu pela avaliagdo dos valores de kg
(Figura 8.10).

A inspecédo da Figura 8.10 permite considerar que houve concordancia entre a
hidrofobicidade (log Kow Tabela 3.1, capitulo 3) dos analitos e a sua afinidade tanto
com lodo e com sedimento, visto que os maiores valores de kg sdo reportados para
fluoxetina, sertralina e amitriptilina. A cafeina, a venlafaxina e o citalopram
apresentaram menores valores, sugerindo preferéncia pela fase aquosa. Foi
verificada maior sorcdo no sedimento para a maioria dos analitos, exceto para a

venlafaxina e fluoxetina onde kg foi maior no lodo de esgoto.
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Figura 8.10- Constantes de Freundlich (ki) para sor¢cdo dos farmacos Cafeina (CAF),
Amitriptilina (AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU), Sertralina (SER) e Venlafaxina
(VEN) em lodo de esgoto e sedimentos.

Um estudo de sorcdo envolvendo quatro farmacos em sedimento de rio e
solos agricolas na China apresentou ajuste satisfatério a isoterma de Freundlich
(R2>0,98). Foram obtidos para a cafeina valores de kg variando de 3,13 a 6,60 mL g
! n na faixa de 0,67 a 0,81 e kq da ordem de 3,17 a 5,78 mL g™ . As constantes
foram da mesma ordem de grandeza da observadas na Tabela 8.2, indicando
comportamento semelhante (ZHANG et al., 2013).

A avaliacdo da sorcdo de acetominofeno, propanol, cafeina e acebutolol
realizada com sedimentos de &gua doce no Taiwan obteve para a isoterma de
Freundlich ke de 360 mL g™, nigual a 0,72 e R? de 0,97 para a cafeina. A principal
diferenca se deve ao tempo de equilibrio de duas semanas adotado pelos autores, o
que possivelmente elevou a quantidade de analito sorvido na matriz (LIN et al.,
2010).

Um estudo de sorcdo em lodo de esgoto compreendendo setenta e cinco
farmacos diferentes foi realizado na Dinamarca. Os modelos empregados foram o
linear, o de Freundlich e de Langmuir. Para a amitriptilina, citalopram, fluoxetina e
sertralina os autores reportaram os respectivos valores: kg de 3,1, 0,97, 2,7 e 4,1 mL
g’ nde0,96,1,1,0,83e0,72 e R2de 0,98, 0,76, 0,99, 0,99 (HORSING et al., 2011).
Nesta pesquisa, tendo em vista o amplo rol de analitos, foi concluido que as
variaveis pH do meio, pKa das substancias e a hidrofobicidade estdo diretamente

relacionadas com a capacidade de sorcao.

229



Capitulo 8

Nos EUA, cinco antidepressivos da classe dos inibidores de recaptura de
serotonina foram investigados quanto a solubilidade, particdo octanol-agua e sor¢ao
em dois tipos de sedimentos e trés tipos de solos. Os parametros de Freundlich
obtidos para citalopram, fluoxetina e sertralina foram respectivamente: kg de 2,1 a
24,86 a88e76al130mL g'l; nde 112 a 1,30, 1,2 a 1,64 e 0,93 a 1,14. O
estudo concluiu que a capacidade de sor¢cédo dos antidepressivos varia com o tipo de
solo e sedimento, e que os teores de matéria organica afetam positivamente a
sorcdo dos analitos, onde o mecanismo de troca catidnica € o mais provavel, visto
que os analitos sdo bésicos e estardo na forma catidnica nos pHs encontrados nos
compartimentos naturais (KWON e ARMBRUST, 2008).

A amitriptilina, cafeina, citalopram e sertralina, juntamente com outros
cinquenta farmacos foram estudados em solos enriquecidos com lodo de esgoto
curado e no lodo bruto na Irlanda, mediante ao desenvolvimento de metodologia
analitica e avaliagdo da sorcao no solo e no lodo. Para estes analitos foram obtidos
kede21a6,1,1,2a14,22a24e21a29mLgnde0,9a33,08a11,06a
0,7 e 0,69 a 0,63, respectivamente. Os autores apontam que trinta e trés analitos
(onde estédo inclusos amitriptilina, sertralina e citalopram) dos cinquenta e quatro
investigados exibiram forte afinidade tanto pela matriz do solo quanto pelo lodo.
Contudo, ressaltam que devido a complexidade matricial as correlagdes
estabelecidas podem nao ser suficientes para o pleno entendimento da interagéo
dos micropoluentes com o compartimento investigado (BARRON et al., 2009).

Os valores obtidos para a cafeina e os antidepressivos investigados sdo
evidéncias que apontam para o particionamento desses analitos nas matrizes

investigadas e corroboram com dados obtidos em pesquisas semelhantes.

8.3.3.1 Coeficientes de distribuicdo dos antidepressivos residuais e cafeina em

sedimento e lodo de esgoto

A avaliacdo da sorcdo de microcontaminantes em solos, sedimentos e
biossdlidos como o lodo esta fortemente relacionada como a quantidade de material
organico. Os valores de ko. sdo normalmente determinados com base nos valores de

kq € corrigidos pela fracdo organica do solo (Equacao 8.7) (EPA, 1996). Compostos
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gue possuem log ko entre 3,5 e 4,4 apresentam forte tendéncia para sorcao (EPA,
2012).

Para substancias com um log ko> 3,5 ha uma maior afinidade por solos e
lodos. O ko estd correlacionado com o coeficiente de particdo octanol-agua, Kow.
Poluentes com altos valores de ko, sdo tipicamente pouco solGveis na agua e sao
preferencialmente sorvidos, significando que moléculas com esta caracteristica
apresentam menor probabilidade de serem carreadas ou dissolvidas no escoamento
superficial, embora isto ocorra quando aderidas a sedimentos (JOHNSON et al.,
2005).

Na Tabela 8.3 sdo apresentados os valores de log kg e log ko obtidos no
dominio das condi¢cBes experimentais para os analitos e matrizes sélidas estudadas.

No Apéndice D sao apresentados os gréficos utilizados na determinacao de k.

Tabela 8.3 - Coeficientes de distribui¢éo, log kg e log ko, para os farmacos Cafeina
(CAF), Amitriptilina (AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU), Sertralina (SER) e
Venlafaxina (VEN) em lodo de esgoto e sedimentos.

H kd koc
Matriz (mL g% Log kg (mL g% Log Ko
CAE Sedimento 5,0 0,7 76,9 1,9
Lodo 3,3 0,5 45,2 1,7
VEN Sedimento 9,1 1,0 140,0 2,1
Lodo 7,3 0,9 100,0 2,0
CIT Sedimento 29,4 1,5 452.,3 2,7
Lodo 2,6 0,4 35,6 1,6
FLU Sedimento 5,2 0,7 80,0 1,9
Lodo 4.6 0,7 63,0 1,8
SER Sedimento 9,6 1,0 147,7 2,2
Lodo 3,4 0,5 46,6 1,7
AMI Sedimento 10,3 1,0 158,5 2,2
Lodo 5,9 0,8 80,8 1,9

Kq= coeficiente de distribuicdo e ko= coeficiente de distribuicdo normalizado pela
matéria organica
Todos os valores de Log ko foram inferiores a 3,5 indicando que os analitos
nao apresentam forte tendéncia a sor¢ao. Entretanto, existe um grau de particdo que
regula seu comportamento e esta associado a possibilidade de mobilidade e
distribuicdo entre as fases. A literatura atual ndo dispde de valores referéncias do
Log ko para farmacos nos compartimentos ambientais; portanto a avaliacdo aqui
utilizada foi a destinada para estudo de sorcdo para HPAs e pesticidas em solos e

sedimentos. Estas duas categorias de contaminantes possuem caracteristicas
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hidrofébicas bastante superiores aos farmacos e com isso uma forte sorcao
(JOHNSON et al., 2005).

Dos compostos estudados em sedimento, a ordem de afinidade verificada foi
CIT> AMI> SER> VEN> FLU> CAF, sendo os valores de Log ko 2,7, 2,3, 2,2, 2,1,
1,9, 1,9, respectivamente. Para o lodo de esgoto observou-se VEN> AMI> FLU>
SER> CAF> CIT, com Log ko 2,0, 1,9, 1,8, 1,7, 1,7 1,6. Apesar do lodo possuir
maior conteudo organico (Tabela 4.2, capitulo 4) que o sedimento, este apresentou
maior afinidade com os farmacos estudados. Possivelmente a presenca de
argilominerais contribuiu positivamente aumentando a interagdo desta matriz com os
analitos.

Comportamento semelhante foi obtido para amitriptilina, cafeina, citalopram e
citalopram em solos e no lodo bruto na Irlanda, onde os valores de Log ko foram
3,56 € 3,53, 2,84 e 1,66 e 3,84 e 2,96, respectivamente (BARRON et al., 2009).

A sorcdo da cafeina e outros cinco farmacos foi avaliada em lodos
procedentes de duas estacdes de tratamento no Canada. Foram reportados Log Kg
na faixa de 0,8 a 0,9 mL g* e Log kec de 1,0 a 1,2, sendo estes semelhantes aos
obtidos em nosso estudo (MORISSETTE et al., 2015).

O potencial de sorcdo para amitriptilina e outros trinta e trés farmacos foi
avaliado em dois tipos de biossélidos (priméario e secundario) obtidos em sistemas
de tratamento de esgotos por lodos ativados no EUA. O valor de Log k¢ obtido foi de
3,78 a 4,06, sendo, portanto, superior ao obtido nosso estudo (STEVENS-GARMON
et al., 2011).

Comportamento semelhante foi observado na determinacéo da capacidade de
sorcdo de trinta compostos incluindo horménios e diversas classes de
medicamentos em lodo biolégico de estacdo de tratamento de esgotos que reportou
Log kg da ordem de 2,5 a 3,7 para amitriptiina e 2,9 a 3,3 para a fluoxetina
(BITTENCOURT et al., 2016). O lodo bioldgico fresco colhido diretamente no tanque
de tratamento apresenta elevada quantidade de biomassa e, portanto alto teor de
matéria organica, com isso, a sor¢do é mais favorecida, concordando com maiores
valores obtidos pelos autores em ambas as pesquisas.

Na Inglaterra, o comportamento sortivo da amitriptilina e outros quatro
farmacos foi verificado em sedimentos de agua doce. Os valores de Log kg € Log Koc

calculados foram de 2,2 e 3,45 respectivamente. Segundo os autores, o principal
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mecanismo responsavel pela sor¢do da amitriptilina sdo as interagdes hidrofébicas e
a particdo. Estas, com dependéncia direta do teor de carbono orgéanico (AL-
KHAZRAJY e BOXALL, 2016).

O efeito de diferentes tipos de lodo de esgoto (primario, secundario e
estabilizado) foi reportado em um estudo de particdo para farmacos baseado em
dados disponiveis na literatura atual. Para a cafeina, sertralina e amitriptilina foram
observados os respectivos Log kg 1,14, 3,27 e 3,02 no lodo estabilizado (BERTHOD
et al., 2016). Esta fracao corresponde ao lodo utilizado em nosso estudo e os dados
apresentam semelhanca entre si (Tabela 8.3). Os autores confirmam que o maior
potencial de sor¢cado ocorre no lodo secundario ou biolégico em relacdo ao lodo
primario e ao estabilizado, corroborando com a possibilidade de interacéo
membrana celular lipofilica dos microrganismos e as fragdes lipidicas do lodo
(TERNES et al., 2004; BITTENCOURT et al., 2016).

Diante desses fatos, os dados obtidos experimentalmente em nossa pesquisa
e aqueles disponiveis na literatura indicam a possibilidade desses farmacos estarem
presentes nos lodos produzidos nos sistemas de tratamento de esgoto e/ou serem
acumulando nos sedimentos.

Apesar da menor sorcdo verificada no lodo, o efeito da concentracdo mais
elevada desses farmacos nas aguas residuarias e o tempo de retencdo hidraulico
das unidades de tratamento podem favorecer o acumulo. Nos sedimentos, por sua
vez, ha tendéncia de acumulo da fracdo que permanece no esgoto apés deixar as
estacbes de tratamento e que chega diluida pelas aguas superficiais neste

compartimento.

8.3.4 Estudo de dessorcao dos antidepressivos residuais e cafeina em sedimento e

lodo de esgoto

Estudos de dessorcédo tem por finalidade avaliar a capacidade de mobilidade
de microcontaminantes sorvidos na matriz sélida mediante a sua exposicdo a uma
fase aquosa isenta dos mesmos. Este processo envolve mecanismos reversos a
sor¢do, pois ha a acao de forgas, baseadas na afinidade dos analitos pelo solvente

nao saturado, capazes de romper a interagdo com o lodo e sedimento.
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Tendo em vista as implicagBes ecotoxicologicas, estudos de dessorcdo sao
fundamentais para a compreensdo da dinamica de aporte e transporte dos
micropoluentes emergentes nos compartimentos. O emprego da isoterma de
Freundlich para a dessorcdo expressa a relacdo entre a quantidade de analitos
remanescentes no lodo e sedimento ap0s o0 processo de dessor¢cdo em uma
temperatura constante e tempo definido.

Os dados obtidos para o estudo de dessorcdo sdo apresentados na Tabela
8.4. No Apéndice E sado apresentados os graficos de ajustes aos dados
experimentais da isoterma de Freundlich para a dessorcéo.

A isoterma de dessorcdo representa a relacdo entre a quantidade de analito
ainda presente na matriz, apos o processo de dessorcdo, e a quantidade liberada

para a solucdo sem 0s mesmos, apos o equilibrio a uma temperatura estabelecida.

Tabela 8.4 - ParAmetros de dessorgédo dos farmacos Cafeina (CAF), Amitriptilina (AMI),
Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU), Sertralina (SER) e Venlafaxina (VEN) em lodo de
esgoto e sedimentos.

Isoterma de dessor¢éo

Matriz Krg ) h OD

(mL g-1) Ng R (%)
CAF Sedimento 5,65 0,75 0,95 0,89 | 39,27
Lodo 3,87 1,67 0,97 0,35 | 63,26
VE | Sedimento | 21,13 3,37 0,96 0,70 | 34,42
N Lodo 0,23 0,49 0,98 1,47 | 60,93
CIT Sedimento | 82,62 2,68 0,97 0,85 | 5,58
Lodo 0,63 0,61 0,96 1,13 | 64,49
FLU Sedimento 0,64 0,62 0,97 2,18 | 26,81
Lodo 1,52 0,66 0,91 2,04 | 63,62
SE | Sedimento | 12,89 1,33 0,96 1,41 | 33,68
R Lodo 5,92 2,34 0,92 0,64 | 42,07
AMI Sedimento | 32,58 1,54 0,96 0,49 | 14,61
Lodo 1,94 0,66 0,93 1,10 | 33,66

krd € Ns = constantes de Freundlich para dessor¢do, h= indice de histerese e D=
percentual de dessorcao

Quando a constante de Freundlich para dessorcdo (krg) € maior que seu
respectivo kg de sorcdo indica que o mecanismo de dessorcdo envolve maior
energia que na sorgao . Verificou-se que para os maiores valores kg4, houve menor
capacidade dessortiva, significando que 0s mecanismos atuantes nos processos
sortivos sao distintos para as matrizes e que sua compreensdo nao depende
somente dos coeficientes de adsor¢céo, mas da forma como cada analito interage na
superficie adsorvente, sendo importante também a consideracdo do indice de
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histerese. Nos sedimentos foram verificados valores de kreq> ke (Tabelas 8.2 e 8.4)
para todos os analitos, exceto para a fluoxetina. No lodo de esgoto apenas a
venlafaxina apresentou menor valor para a dessorcao.

O indice de histerese (h) representa uma nao singularidade entre a sorgéo e
dessorcdo, uma vez que estabelece uma relagédo entre o grau de linearidade dos
dois processos. Em linhas gerais, a histerese é atribuida a artificios do método
aplicado, transformacdes quimicas ou biolégicas no analito, ocorréncia de fracdes
irreversiveis e impossibilidade de estabelecimento do equilibrio. Quanto maior este
indice menor ser4d a dessorcdo, visto que 0 processo apresenta tendéncia a
irreversibilidade (SEYBOLD e MERSIE, 1996).

Entretanto, a sorcdo na matéria coloidal também pode levar a histerese, uma
vez que a decantacédo reduz este efeito durante o estudo da dessorcédo pelo método
em bateladas, havendo menos analito na fase aquosa (PIGNATELLO e XING,
1996). Isto pode explicar os valores de h>1 observados para VEN, CIT, FLU e AMI
no lodo e FLU e SER no sedimento, onde mesmo com a histerese apresentada foi
observada significativa dessor¢éo (Tabela 8.4).

Na Figura 8.11 sédo apresentados os percentuais de dessor¢cao calculados
para cada farmaco e matrizes investigadas.
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Figura 8.11 - Percentuais de dessorcao dos farmacos Cafeina (CAF), Amitriptilina
(AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU), Sertralina (SER) e Venlafaxina (VEN) em lodo
de esgoto e sedimentos.
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A dessorcédo foi mais intensa no lodo de esgoto do que nos sedimentos. Na
primeira matriz foram observados percentuais de 64% para o citalopram, 63% para a
fluoxetina e cafeina, 60% para a venlafaxina, 42% para sertralina e 33% para
amitriptilina. Na segunda matriz houve o maior valor de 39% para a cafeina, seguido
da venlafaxina com 34%, sertralina com 33%, fluoxetina 27%, amitriptilina 14% e
citalopram 6%.

Pode se considerar que tanto no lodo quanto no sedimento a dessorcao
concorda com o carater hidrofébico dos analitos (Tabela 4.2, capitulo 4), exceto para
o citalopram, cuja sor¢do mostrou-se intensa na segunda matriz.

A menor dessorgdo no sedimento pode ser explicada pela interagdo com 0s
minerais existentes neste compartimento (caulinita e 6xidos de Fe e Al) que atuam
de forma especifica, com elevada forca de ligacdo, dificultando o processo de
dessorcdo (STIPICEVIC et al., 2009).

A dessorcédo de estrona, 17B-estradiol, estriol, 17a-etinilestradiol, triclosan e
cafeina foi estudada em solos com diferentes teores de silte argila e areia nos EUA.
Para cafeina foram verificados percentuais de dessorcao de 0,69 a 15%, sendo
maior a dessorcdo em solos arenosos, o que indica elevada afinidade por minerais
como silte e argila (KARNJANAPIBOONWONG et al., 2010).

Um estudo de mobilidade da cafeina em sedimentos suspensos e decantados
foi realizado no Canada, mediante a verificacdo da cinética e equilibrio tanto de
sor¢ao quanto dessorcéo. Para o tempo de equilibrio de 24 horas foi verificada uma
dessorcdo de 25 a 30% nas duas fracbes de sedimentos estudadas (HAJJ-
MOHAMAD et al., 2016). Estes valores sdo semelhantes ao percentual obtido em
nossa pesquisa.

Na literatura atual ndo foram encontrados informacdes sobre 0s processos
dessortivos de antidepressivos em lodos de esgoto e sedimentos. A escassa
pesquisa disponivel encontra-se pautada apenas nos estudos de sor¢cdo e na
biodegradacao destes analitos.

A baixa hidrofobicidade dos analitos quando comparada com outras
categorias de substancias, como os HPA e pesticidas (Log kow>4) que tem maior
aporte na fase sdlida, € outra caracteristica que explica a elevada dessorgao

verificada.
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A dessorcao observada no lodo pode ser facilitada pela existéncia de um
sistema coloidal (rico em material lipofilico e matéria organica dissolvida) entre a
particula flocosa e a fase aquosa (BARRET et al., 2010; BARRET et al., 2011)
conforme apresentado na Figura 8.1. Diante destes fatos, 0 mecanismo dominante
esta associado as interacdes hidrofébicas, e estas possuem menor intensidade que
as aguelas baseadas em cargas, que ocorrem em minerais de fra¢des finas como a
argila existente no sedimento. O silte e a argila tém uma éarea superficial mais
elevada, que favorece a sor¢cédo, quando comparados a fracao de areia fina. Quando
a quantidade de matéria organica do sedimento for baixa, a argila e silte sdo os
principias responsaveis pela sorcédo (GAO et al., 1998). Isto corrobora com diferenca
de sorcao e dessorcdo encontradas para o sedimento e lodos utilizados em nosso
estudo, visto que o lodo de esgoto ndo conta com 0S componentes minerais
presentes no sedimento.

Apesar da mobilidade verificada para dessor¢do dos analitos nos dominios
experimentais investigados a sor¢cao nos lodos é certamente uma forma importante
de transporte de microcontaminantes, pois estdo em contato direto com a carga
bruta de substancias que adentram no sistema de tratamento e ali permanecem por
elevados tempos de contato, propiciando o acumulo. A facilidade de dessor¢cédo no
lodo reforca a preocupacédo quanto a disposicdo dos biolodos no solo, configurando-
Se como uma rota propicia para contaminacao desse compartimento. Por outro lado,
a maior sorcdo no sedimento indica que o remanescente da carga de
microcontaminantes, seja pela afinidade pela fase liquida ou dessor¢cédo do lodo, que
chega ao ecossistema aquatico, tende a persistir e acumular-se na fracdo sélida,

com potencial de dessor¢ao e assim expor a biota.

8.4 CONCLUSOES

O estudo da sorcao e dessorcao dos antidepressivos residuais e da cafeina
no lodo e sedimento possibilitou avaliar a interagdo destes microcontaminantes com
estes compartimentos. A composicdo fisico-quimica apresentada pelas duas

matrizes revelou predominancia de fracdes organicas, porém de natureza humica
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para o sedimento e biomoléculas alifaticas para o lodo, conforme destacado na
espectroscopia por infravermelho. Entretanto, o incremento do sedimento com uma
textura rica em silte e argila demonstrou-se importante para o0 processo de sorcéo
guando comparado a estrutura flocosa e coloidal do lodo.

A determinag&o do ponto de carga zero (PCZ) foi coerente com a natureza
fisico-quimica das matrizes estudadas e refor¢cou a importancia do pH do meio e do
pKa dos analitos para o processo de sorcao.

O estudo cinético da sorcao indicou o estabelecimento das condicdes de
equilibrio moderadamente rapidas nos tempos de 4 a 8 horas. A interpretacdo da
sorcdo pela isoterma de Freundlich mostrou-se satisfatoria, apresentando ajuste
adequado para todos os analitos e matrizes. A avaliagcdo das constantes do modelo
e dos coeficientes ky e Kkoc foi coerente com outros estudos e indicou concordancia
entre a hidrofobicidade dos farmacos e a sua afinidade tanto com lodo e com
sedimento.

A verificacdo do potencial de dessorcdo também apresentou correlacéo
adequada com o modelo de Freundlich. A histerese observada foi justificada com
base no comportamento do sedimento e do lodo e dos mecanismos envolvidos no
processo de sorcéo e dessorcdo. Os elevados percentuais obtidos para a dessorgcao
sugerem mobilidade dos analitos, sendo esta mais intensa no lodo do que no
sedimento, visto que existem particularidades de composicdo em cada matriz e,
portanto, mecanismos diferenciados em termos de energia e afinidade com as
substancias estudadas.

Pode-se considerar que no ambito global as informacgdes obtidas reforcam a
preocupacao ecotoxicologica dos residuos farmacolégicos no meio ambiente, pois
foram confirmados processos de retencdo por sor¢cdo tanto no lodo quanto no
sedimento, bem como a particéo preferencial de alguns analitos pela fase aquosa.

Devido a complexidade de procedimentos relacionados com o descarte de
efluentes gerados nas esta¢gfes de tratamento nos corpos hidricos, bem como a
disposicéo do lodo no solo e considerando o domino das condi¢ces experimentais
empregadas neste estudo, confirmam-se estas rotas como possiveis meios de

transporte e acumulo dos micropoluentes investigados.
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CONCLUSAO GERAL

A classe dos farmacos psicoativos, onde estdo inclusos os antidepressivos,
veem sendo alvo de estudos iniciais conforme foi apresentado no Capitulo 1. A
ocorréncia desses medicamentos residuais € reportada em diversos compartimentos
como os sedimentos, lodos de esgoto, aguas superficiais, etc. Assim, existe a
necessidade de elucidacdo dos meios de disperséo e das interacbes tanto com 0s
componentes bidticos quanto os abidticos nos ecossistemas. Para que isto seja
alcancado, faz-se necessario a intensificagdo do trabalho analitico, visando o
desenvolvimento de métodos de extracao efetivos e de rapida aplicacao.

Os estudos tém indicado possibilidade de efeitos crénicos, com riscos
inerentes aos organismos aquéticos. Somado a isto, o presente estudo aponta
dificuldades no monitoramento individual, visto que existe um nimero elevado de
compostos inseridos como exdégenos no meio ambiente. A insercdo de marcadores
antropogénicos, detalhada no Capitulo 2, foi sugerida como uma ferramenta
complementar capaz de auxiliar nos estudos de monitoramento. A cafeina, avaliada
em nossa pesquisa, mostrou-se relevante como marcador quimico para farmacos,
devido ao seu amplo consumo e uso associado a medicamentos e, portanto, capaz
de indicar a ocorréncia de micropoluentes farmacolégicos.

O método de extracao, proposto no Capitulo 5, foi considerado satisfatorio,
pois, demonstrou-se estatisticamente efetivo na separacéo dos analitos nas matrizes
estudadas. As ferramentas quimiométricas empregadas nesta etapa foram de
grande contribuicdo para a otimizagdo do protocolo proposto, resultando em uma
rotina baseada em extracdo liquido-liquido, auxiliada por ultrassom e micro-ondas,
adequada para a investigacdo dos antidepressivos residuais e da cafeina no lodo de
esgoto e sedimentos de agua doce.

A validacdo, apresentada no Capitulo 6, foi adequada, tendo em vista a
aceitabilidade dos parametros de mérito verificados (seletividade, linearidade,
precisdo, exatidao, limites de deteccdo e quantificacdo) com base nos critérios de
avaliagdo adotados e no confronto com dados da literatura atual. A aplicacdo em
amostras reais procedentes da regidao do Reservatoério de Itaipu indicou ocorréncia
dos analitos no ecossistema estudado. As determinagcbes de cafeina e

antidepressivos residuais foram coerentes com o grau de poluicdo dos pontos
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amostrados, sendo verificadas maiores concentracdes nos lodos de estagcdo de
tratamento quando comparados aos sedimentos.

A susceptibilidade da venlafaxina, citalopram, fluoxetina, sertralina,
amitriptilina e da cafeina ao processo de fotélise, avaliada no Capitulo 7, indicou
persisténcia dessas substancias na fase aquosa. Foi verificada uma cinética lenta de
pseudo-primeira ordem mesmo para irradiacdes com fonte artificial. A exposicao do
lodo Umido a radiacdo UV mostrou-se ineficaz para a remocdo desses
micropoluentes, indicando a possibilidade desta matriz transporta-los para outros
compartimentos como o solo, por exemplo. Os estudos em fase aquosa apontaram
um incremento na taxa de degradacdo no esgoto associado a complexidade dessa
matriz. O estudo qualitativo dos produtos de degradacdo associado a dados da
literatura permitiu considerar que ha predominancia de mecanismos de substituicdo
na estrutura dos analitos, em detrimento & mineralizacdo completa.

O estudo de sorcao, apresentado no Capitulo 8, indicou preferéncia dos
analitos pelo sedimento, possivelmente justificado pelas interacbes mais efetivas
como a fracdo mineral presente nesta matriz. No lodo de esgoto ha predominancia
de matéria organica de caracteristica flocosa e coloidal, também capaz de sorver
micropoluentes, porém com menor intensidade (Capitulo 4). Estas observacfes
corroboram com o0s maiores percentuais de recuperagdo verificadas para o
sedimento durante a otimizacdo do método de extracdo (Capitulo 5). Apesar disso,
foram determinados maiores teores dos farmacos estudados nas amostras de lodo
(Capitulo 6), o que leva-nos a considerar o fato do esgoto apresentar concentracdes
mais elevadas desses microcontaminantes e o tempo de contato estabelecido entre
0 mesmo e 0s bhiossélidos nas unidades de tratamento, como propiciadores ao
acumulo. Os elevados percentuais de dessorcdo obtidos indicaram fragilidades no
equilibrio de particdo e sugerem mobilidade dos analitos nos compartimentos, sendo
mais intensa no lodo o que reforga a diferenca de afinidade entre os compostos e as
matrizes estudadas.

Por fim, pode-se considerar que o isolamento dos analitos é possivel com a
aplicacdo de métodos convencionais de extragdo empregando solventes e rotinas
adequadas. A quantificacdo pode ser realizada por meio de técnicas menos
sofisticadas como a cromatografia liquida acoplada a detec¢do no ultravioleta e a
calibragdo por adicdo de padrdo para reducdo do efeito de matriz. Os

antidepressivos e a cafeina residuais apresentaram comportamento persistente a
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processos naturais como a fotolise e apresentam tendéncias ao acumulo no
compartimento solido, com mobilidade em potencial, dependente das condi¢des
ambientais, como o pH e composicdo matricial por exemplo. Devido a estas
caracteristicas podem ser detectados nos lodos de estacdes de tratamento de
esgotos e sedimento, e apresentam possibilidade de exposicdo a biota nos

ecossistemas aquéticos.
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APENDICE A
CROMATOGRAMAS USADOS NA AVALIACAO DA SELETIVIDADE DO
METODO
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Figura A.1 - Cromatogramas completos da solucdo padrdo com a mistura dos seis
analitos, extrato de amostra de lodo (b) e extrato de amostra de sedimento sem 0s
analito (c): Cafeina (CAF), Amitriptilina (AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU),
Sertralina (SER) e Venlafaxina (VEN), na concentracdo de 500 ng mL™, extraidos em
226 nm.
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Figura A.2 - Cromatogramas completos da solu¢cdo padrdo com a mistura dos seis
analitos, extrato de amostra de lodo (b) e extrato de amostra de sedimento sem 0s
analito (c): Cafeina (CAF), Amitriptilina (AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU),
Sertralina (SER) e Venlafaxina (VEN), na concentracdo de 500 ng mL™, extraidos em
230 nm.
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Figura A.3 - Cromatogramas completos da soluc&o padrdo com a mistura dos seis
analitos, extrato de amostra de lodo (b) e extrato de amostra de sedimento sem 0s
analito (c): Cafeina (CAF), Amitriptilina (AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU),
Sertralina (SER) e Venlafaxina (VEN), na concentracdo de 500 ng mL™, extraidos em
241 nm.
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Figura A.4 -Cromatogramas completos da soluc&o padrdo com a mistura dos seis
analitos, extrato de amostra de lodo (b) e extrato de amostra de sedimento sem os
analito (c): Cafeina (CAF), Amitriptilina (AMI), Citalopram (CIT), Fluoxetina (FLU),
Sertralina (SER) e Venlafaxina (VEN), na concentracdo de 500 ng mL™, extraidos em
274 nm.
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APENDICE B
CROMATOGRAMAS OBTIDOS NA APLICACAO DO METODO NAS AMOSTRAS
DE LODO E SEDIMENTO
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Figura B.1 - Cromatograma completo extraido em 230 nm para a amostra L1
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Figura B.2 - Recortes do cromatograma de 13 min na regido de cada analito e no
comprimento maximo para a amostra L1. a) 274 nm para cafeina, b) 241 nm para
citalopram, c) 231 nm para fluoxetina, d)227 nm para a venlafaxina, €) 225 nm para a
sertralina e f) 245 nm para a amitriptilina.
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Figura B.4 - Recortes do cromatograma de 13 min na regido de cada analito e no
comprimento maximo para a amostra L2. a) 274 nm para cafeina, b) 241 nm para
citalopram, c) 231 nm para fluoxetina, d)227 nm para a venlafaxina, €) 225 nm para a
sertralina e f) 245 nm para a amitriptilina.
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Figura B.6 - Recortes do cromatograma de 13 min naregido de cada analito e no
comprimento maximo para a amostra L3. a) 274 nm para cafeina, b) 241 nm para
citalopram, c) 231 nm para fluoxetina, d)227 nm para a venlafaxina, €) 225 nm para a
sertralina e f) 245 nm para a amitriptilina.
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Figura B.7 - Cromatograma completo extraido em 230 nm para a amostra L4
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Figura B.8 - Recortes do cromatograma de 13 min na regido de cada analito e no
comprimento méaximo para a amostra L4. a) 274 nm para cafeina, b) 241 nm para
citalopram, c¢) 231 nm para fluoxetina, d)227 nm para a venlafaxina, €) 225 nm para a

sertralina e f) 245 nm para a amitriptilina.
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Figura B.10 - Recortes do cromatograma de 13 min naregido de cada analito e no
comprimento maximo para a amostra S1. a) 274 nm para cafeina, b) 241 nm para
citalopram, c) 231 nm para fluoxetina, d)227 nm para a venlafaxina, €) 225 nm para a
sertralina e f) 245 nm para a amitriptilina.
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Figura B.11 - Cromatograma completo extraido em 230 nm para a amostra S2
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Figura B.12 - Recortes do cromatograma de 13 min naregido de cada analito e no
comprimento maximo para a amostra S2. a) 274 nm para cafeina, b) 241 nm para
citalopram, c) 231 nm para fluoxetina, d)227 nm para a venlafaxina, €) 225 nm para a

sertralina e f) 245 nm para a amitriptilina.
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Figura B.13 - Cromatograma completo extraido em 230 nm para a amostra S3
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Figura B.14 - Recortes do cromatograma de 13 min naregido de cada analito e no
comprimento maximo para a amostra S3. a) 274 nm para cafeina, b) 241 nm para
citalopram, c) 231 nm para fluoxetina, d)227 nm para a venlafaxina, €) 225 nm para a

sertralina e f) 245 nm para a amitriptilina.
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Figura B.16 - Recortes do cromatograma de 13 min naregido de cada analito e no
comprimento méaximo para a amostra S4. a) 274 nm para cafeina, b) 241 nm para
citalopram, c) 231 nm para fluoxetina, d)227 nm para a venlafaxina, €) 225 nm para a
sertralina e f) 245 nm para a amitriptilina.
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APENDICE C
AJUSTE DOS DADOS EXPERIMENTAIS AOS MODELOS DE ISOTERMA DE
ADSORCAO
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Figura C.1 - Dados experimentais e ajuste aos modelos linear e de Freundlich de
sorcédo da cafeina a temperatura de 25°C. a) Sedimento e b) Lodo de esgoto.
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Figura C.2 - Dados experimentais e ajuste aos modelos linear e de Freundlich de
sorcdo da Venlafaxina a temperatura de 25°C. a) Sedimento e b) Lodo de esgoto.
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Figura C.3 - Dados experimentais e ajuste aos modelos linear e de Freundlich de
sorcdo do citalopram a temperatura de 25°C. a) Sedimento e b) Lodo de esgoto.
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Figura C.4 - Dados experimentais e ajuste aos modelos linear e de Freundlich de
sorcdo da fluoxetina a temperatura de 25°C. a) Sedimento e b) Lodo de esgoto.
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Figura C.5- Dados experimentais e ajuste aos modelos linear e de Freundlich de
sorcdo da sertralina a temperatura de 25°C. a) Sedimento e b) Lodo de esgoto.
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Figura C.6- Dados experimentais e ajuste aos modelos linear e de Freundlich de
sorcdo da amitriptilina a temperatura de 25°C. a) Sedimento e b) Lodo de esgoto.
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APENDICE D
CURVAS PARA OBTECAO DO COEFICIENTE DE DISTRIBUICAO (Kq)
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Figura D.1- Coeficientes de distribuicao (ky) em sedimento a) Cafeina (CAF), b)

Venlafaxina (VEN), c) Citalopram (CIT), d) Fluoxetina (FLU), e)Sertralina (SER) e f)
Amitriptilina (AMI) & 25°C.
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Figura D.2- Coeficientes de distribuicao (ky) em lodo de esgoto a) Cafeina (CAF), b)
Venlafaxina (VEN), c¢) Citalopram (CIT), d) Fluoxetina (FLU), e)Sertralina (SER) e f)
Amitriptilina (AMI) a 25°C.
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Figura E.1- Dados experimentais e ajuste ao modelo de Freundlich para dessorc¢éo da
cafeina a temperatura de 25°C. a) Sedimento e b) Lodo de esgoto.
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Figura E.2- Dados experimentais e ajuste ao modelo de Freundlich para dessorc¢ao da
Venlafaxina a temperatura de 25°C. a) Sedimento e b) Lodo de esgoto.
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Figura E.3- Dados experimentais e ajuste ao modelo de Freundlich para dessor¢éo do
citalopram a temperatura de 25°C. a) Sedimento e b) Lodo de esgoto.
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Figura E.4 - Dados experimentais e ajuste ao modelo de Freundlich para dessor¢é&o da

fluoxetina a temperatura de 25°C. a) Sedimento e b) Lodo de esgoto.
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Figura E.5- Dados experimentais e ajuste ao modelo de Freundlich para dessorc¢ao da

sertralina a temperatura de 25°C. a) Sedimento e b) Lodo de esgoto.
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Figura E.6 - Dados experimentais e ajuste ao modelo de Freundlich para dessorc¢éo da

amitriptilina a temperatura de 25°C. a) Sedimento e b) Lodo de esgoto.
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