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RESUMO

Os meios hidricos séo receptores de esgotos domésticos e, consequentemente,
sdo um importante veiculo de dispersao ambiental dos poluentes quimicos.
Apesar de sua funcgéo vital, os farmacos, quando presentes como contaminantes
no ambiente, podem ser prejudiciais aos animais e seres humanos. Eles se
enquadram em um grupo de substancias conhecidas como micropoluentes
emergentes, sendo encontrados em matrizes ambientais e biol6gicas em
concentracdes muito baixas, da ordem de até ng L1. O objetivo deste trabalho
foi desenvolver um método analitico, baseado em extracéo em fase solida (SPE)
e andlise por HPLC-DAD, em uma unica corrida cromatografica, para a
determinacao de residuos de dez farmacos (cefalexina, cafeina, oxitetraciclina,
tetraciclina, sulfametoxazol, enrofloxacina, cetoprofeno, naproxeno, nimesulida
e diclofenaco de sédio) em amostras de aguas residuais e de esgoto bruto
coletadas, respectivamente, em Salvador - BA e em E.T.E. em Porto Seguro -
BA. Para o teste de desejabilidade das condi¢cdes para extracdo dos analitos,
usando SPE, foi realizado um planejamento Fatorial Fracionario, envolvendo as
variaveis: volume de solvente condicionador do cartucho, pH e volume da
amostra, espécie e volume do solvente de eluicdo e efeito salting out. O método
otimizado apresentou bom desempenho nos parametros limites de deteccéo
(6,48 e 12,4 ng mL™?) e quantificacdo (21,6 e 41,5 ng mL™), linearidade (R? 2
0,9986), em faixas de concentragdo variando entre 10 e 500 ng mL™, precisdo
intradia (0,32% e 13,6%) e inter-dias (0,27 — 10,9%). A exatiddo do método foi
determinada a partir dos ensaios de recuperacéo e variou entre 70,7% e 117,9%
para os farmacos. O método desenvolvido foi aplicado na analise das amostras,
sendo que no pool de amostras de Porto Seguro todos os farmacos foram
encontrados, com concentracdes que variaram de 0,39 a 451,7 ng mL*
(nimesulida e cafeina, respectivamente), enquanto nas amostras de Salvador as
concentracdes variaram entre < LOQ e 42,44 ng mL™.

Palavras-chave: aguas superficiais, adguas residuais, farmacos, SPE, HPLC-
DAD.
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ABSTRACT

Water resources are recipients of domestic sewage and, consequently, are an
important vehicle for the environmental dispersion of chemical pollutants. Despite
their vital function, pharmaceuticals, when present as contaminants in the
environment, can be harmful to animals and humans. They fall into a group of
substances known as emerging micropollutants, being found in environmental
and biological matrices in very low concentrations, on the order of up to ng L.
The objective of this work was to develop an analytical method, based on solid
phase extraction (SPE) and HPLC-DAD analysis, in a single chromatographic
run, for the determination of residues of ten pharmaceuticals (cephalexin,
caffeine, oxytetracycline, tetracycline, sulfamethoxazole, enrofloxacin,
ketoprofen, naproxen, nimesulide and diclofenac) in wastewater and raw sewage
samples collected, respectively, in Salvador - BA and in a Sewage Treatment
Station in Porto Seguro - BA. To test the desirability of the conditions for
extracting the analytes, using SPE, was carried out a Fractional Factorial
planning, involving the variables: volume of cartridge conditioning solvent, pH and
sample volume, species and volume of elution solvent and salting out effect. The
optimized method showed good performance in the selectivity parameters,
detection limits (6.48 and 12.4 ng mL™) and quantification (21.6 and 41.5 ng mL"
1), linearity (R2 2 0.9986), in concentration ranges varying between 10 and 500
ng mL?, intraday (0.32% and 13.6%) and inter-day (0.27 — 10.9%) precision. The
accuracy of the method was determined from recovery tests and varied between
70.7% and 117.9% for drugs. The developed method was applied in the analysis
of the samples, and in the Porto Seguro pool all drugs were found, with
concentrations ranging from 0.39 to 451.7 ng mL* (nimesulide and caffeine,
respectively), while in the Salvador samples the concentrations ranged between
< LOQ and 42.44 ng mL™.

Key words: surface waters, waste waters, drugs, SPE, HPLC-DAD



1.0 INTRODUCAO

Os meios hidricos sdo receptores de esgotos domésticos, industriais e
agropecuarios e, consequentemente, sdo importantes veiculos de dispersao
ambiental dos poluentes quimicos. Por este motivo, questbes envolvendo a
contaminacdo da agua continuam a ser um tema atual (Lima; de Jesus;
Nogueira, 2024; Wilkinson et al., 2022). A cada dia que passa, a populacéo faz
maior uso de medicamentos como antidepressivos, anti-inflamatorios,
antibidticos e anticoncepcionais. Observa-se uma tendéncia no aumento desse
consumo, tornando-se assim de grande relevancia o desenvolvimento de
trabalhos que avaliem a presenca e a concentracdo de residuos desses
farmacos em aguas, além de seus efeitos nas espécies aquaticas e até mesmo
sobre a populacdo que pode consumir estas aguas contaminadas.

Residuos de farmacos sao considerados contaminantes emergentes e
sdo, geralmente, soliveis em agua e muitos deles passam por estacdes de
tratamento concebidas para remover poluentes convencionais. Devido as baixas
concentracbes em que os residuos de farmacos se encontram em aguas
residuais, a presenca destas substancias permanece despercebida por um longo
tempo. Somente na ultima década, os métodos analiticos avancaram o suficiente
para detectar estes compostos em niveis baixos, nas faixas de ug L' e ng L,
normalmente encontrada no meio ambiente (Kiszkiel-Taudul, 2020; Petrovic et
al., 2004). Este grupo de compostos €& essencialmente constituido por
substancias utilizadas no dia a dia, sendo que, para a maioria desses compostos,
apenas recentemente estudos ecotoxicolégicos que permitam prever 0S seus
efeitos na salde humana e animal, e até mesmo ao meio ambiente comecaram
a ser conduzidos (Gunnarsson et al., 2019).

Nos anos 1990, surgiram os primeiros trabalhos que identificaram
vestigios de farmacos em aguas superficiais e subterrdneas. Desde entédo,
estudos na Europa e Estados Unidos encontraram vestigios de cerca de 100
farmacos em aguas superficiais, subterraneas, esgotos, efluentes de estacao de
tratamento e, o mais preocupante, na agua da torneira que chega até as
residéncias. A maioria dos estudos publicados provém da Europa (Miino et al.,

2023) e Estados Unidos (Severson et al.,, 2023), existindo também estudos



realizados na Asia (Shigei et al., 2021) e na América do Sul (Nascimento et al.,
2023; Boger et al., 2020).

As matrizes estudadas sao principalmente afluentes e efluentes de
estacdes de tratamento de aguas residuais e aguas superficiais (Gracia-Marin et
al., 2024), sendo encontrados, em menor nimero, dados sobre a contaminacéo
de aguas subterraneas e aguas para consumo humano (Pereira et al., 2021; Reis
et al., 2019).

Os produtos farmacéuticos séo liberados no meio ambiente por meio de
excrecoOes, via fezes e urina, de forma conjugada ou ndo metabolizada, e pelo
descarte de medicamentos obsoletos em esgotos domésticos e efluentes de
estacdes de tratamento de aguas residuais (ETEs) (Patel et al., 2019). Embora
os efeitos toxicos relacionados com a disposicdo destes compostos hao sejam
totalmente conhecidos, estudos recentes demonstram alguma interferéncia no
metabolismo e comportamento dos organismos aquaticos (Matthee et al., 2023).

Durante a analise de contaminantes emergentes em matrizes ambientais,
a etapa de preparo das amostras é de extrema importancia, uma vez que se
trabalha com anélises em niveis de tragcos em matrizes complexas. Desse modo,
a extracdo em fase solida (SPE, do inglés Solid Phase Extraction) tem sido um
dos procedimentos mais empregados para extracao, pré-concentracao e clean-
up de contaminantes em matrizes ambientais, devido ao menor consumo de
solventes organicos, a alta capacidade de concentracédo dos analitos, aos varios
tipos de adsorventes disponiveis e a grande diversidade de aplicacoes,
comparado as técnicas convencionais de tratamento de amostras (Saduto; Pic6,
2020; Omar et al., 2016).

As técnicas analiticas para quantificacao e identificacdo de medicamentos
estdo bem estabelecidas em 6rgdos governamentais como a ANVISA, no brasil.
apesar disso, metodologias convencionais sao utilizadas apenas para a
gualidade da matéria-prima e do produto comercial (Anvisa, 2003). assim, o
desenvolvimento de métodos rapidos, sensiveis e precisos para monitorar
produtos farmacéuticos a nivel de vestigios, em matrizes ambientais, tem
representado um desafio analitico nos ultimos anos, uma vez que a
determinacado simultdnea de compostos com naturezas quimicas diferentes e de

diferentes classes terapéuticas (Ogunbanwo et al., 2022; Boger et al 2020), além



da necessidade de rastrear produtos farmacéuticos em ambientes aquéticos
altamente poluidos, aumentam a complexidade deste tipo de analise.

A maioria das novas metodologias utilizadas para a determinacdo de
residuos de farmacos em amostras aquosas € baseada em espectrometria de
massa, em tandem com cromatografia liquida (LC-MS/MS) devido a sua alta
sensibilidade e capacidade de confirmar a identidade do composto de interesse.
Entretanto, a aplicacdo desta tecnologia sofisticada e cara ainda ndo esta
disponivel em todos os laboratérios. Dessa forma, técnicas como a
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detectores por arranjo de diodos ou
UV-vis ainda vém sendo amplamente empregadas para este propésito (Ragab
et al., 2023; Becze et al., 2022; Tegegne et al., 2021).

2.0 OBJETIVOS

e Desenvolver um método analitico baseado em extracdo e pré-
concentracao por extracado em fase solida (SPE), seguida da analise por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo por arranjo de
diodos (HPLC-DAD);

e Validar o método analitico proposto;

e Aplicar o método desenvolvido na identificacéo e quantificacdo simultanea
de residuos de dez farmacos de diferentes classes terapéuticas, em
amostras de aguas residuais coletadas em diferentes pontos na Regiéo
Metropolitana de Salvador-BA e em uma amostra composta (pool) de uma
estacdo de tratamento de efluentes (ETE) do municipio de Porto Seguro-
BA.



3.0 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 A 4gua

Em artigo publicado em 2015 na revista Angew. Chem. Int. Ed. em

comemorac&o aos 150 anos da BASF, o autor coloca a “Agua e seu papel tnico
na vida e na sociedade" entre as novas classes de problemas a serem abordados
pela Quimica, levantando a questdo de como sera possivel gerar a agua pura
necessaria a vida humana, assim como as quantidades muito maiores
requeridas pelas plantas, uma vez que as mudancas climéticas vém ocorrendo,
paralelamente a restricdes no suprimento da energia necessaria para o seu
transporte, estocagem e uso. O autor destaca ainda como “E notavel que a
maioria das discussdes sobre bioquimica se concentrem tanto nas moléculas
organicas que compdem a célula, e assim ignorem completamente a agua, que
€ o principal componente dos sistemas vivos” (WHITESIDES, 2015).
Naquele mesmo ano, na agenda 2030, constituida pela Organizacao das Nacdes
Unidas (ONU), foram estabelecidos 17 Objetivos do Desenvolvimento
Sustentavel, dos quais o sexto deles visa a garantia da disponibilidade e gestédo
sustentavel de agua e saneamento para todos (ONU, 2021).

O principal constituinte dos seres vivos € a agua, que é reconhecida como
o solvente universal. Quase todos o0s processos fisiologicos estdo, de alguma
forma, ligados a presenca de agua. (Perez; Riveros, 2018).

Esforcos significativos tém sido realizados para elucidar os mecanismos
subjacentes a interagdo da agua com outras substancias nos processos
fisiologicos, incluindo dobramento e estabilidade de proteinas, bem como
interacdes enzima-substrato. Devido as suas propriedades Unicas, como o calor
especifico alto e a capacidade de dissolver substancias polares, a agua €
essencial para a termorregulacdo, transporte e excrecdo de substancias
enddégenas e exdgenas, e € um meio ideal para facilitar muitas reacodes
bioquimicas (Perez; Riveros, 2018).

A agua é também um importante reagente ou substrato para reacdes
celulares, imprescindiveis para todo tipo de vida conhecida como, por exemplo,

a fotélise da agua, que € o processo inicial da fotossintese e que sustenta toda



a biosfera; assim como constitui-se em requisito indispensavel para atividades
agricolas na producao de alimentos, de forma a sustentar a populacdo mundial
gue esta em constante crescimento. De acordo com as proje¢cfes das Nacdes
Unidas, a populacdo mundial sera de mais de 9,5 bilhdes de pessoas até 2050
(dos Anjos, da Rocha, de Andrade, 2014).

A Terra possui cerca de 1,386 bilhdo de km?® de agua, dos quais 97% é
agua salina. Dos 3% de agua doce do planeta, cerca de 99,7% encontram-se
nas geleiras e solos, 0 que requer energia para sua remoc¢ao. Apenas 0,1 milhao
km? de 4gua doce séo encontrados em lagos e rios, bem como cerca de 13.000
km?® estdo na atmosfera, como pode ser observado na Figura 1 (Rodrigues
Junior; Dziedzic, 2021; dos Anjos, da Rocha, de Andrade, 2014).

A maior parte da agua doce disponivel para uso no mundo (cerca de 70%)
€ utilizada para irrigacao e outros fins no setor de agricultura. A industria utiliza
cerca de 22% da agua e o uso domeéstico cerca de 8%. Em paises
industrializados, este quadro muda um pouco, com mais agua alocada na
indUstria e menos na agricultura. No Brasil, utiliza-se 72% da agua para a
agricultura, 9% para a dessedentacao animal (em setores como a pecuaria), 6%
na industria, e 10% para fins domésticos, segundo relatorio da Agéncia Nacional
de Aguas em 2019 (ANA, 2021).

Varios fatores vém impulsionando a atual situacdo hidrica no Brasil, tais
como a destruicao e contaminagcédo de mananciais devido a devastacao de matas
ciliares, a agricultura, a pecuaria, ao consumo humano, ao mau planeamento
urbano, a falta de manutencéo das infra-estruturas existentes, e a ma gestao dos
recursos hidricos, os quais vem promovendo um do quadro de escassez.
Também € importante ressaltar que, quanto mais agua residual € produzida,
mais energia € necessaria para seu tratamento (Slater, 2019; Ribeiro; Rolim,
2017). Em locais onde a agua é escassa e a producdo de aguas residuais esta
aumentando sem um tratamento adequado, a agua residual é usada para
irrigacdo na agricultura (Al Hamedi et al., 2023; FAO, 2012).



Planeta: 71% de agua

I

97% Oceanos

2% Geleiras

1% Rios, lagos e aguas subterraneas

O Brasil possui a maior reserva de agua doce do Mundo
12% do total de agua doce do Planeta Terra encontra-se no Brasil

Figura 1 - Distribuicdo de agua no planeta Terra
Fonte: http://www.guiageomapas.com/globos.htm

Com o decorrer do tempo, 0s ecossistemas aquaticos incorporam
substancias provenientes de processos naturais, sem a contribuicdo humana,
em concentracbes raramente elevadas que, no entanto, podem afetar o
comportamento quimico da agua e seus usos mais pertinentes. Além disso, as
mudancas climaticas, o aumento da populacdo e a acdo antrépica tém
modificado as caracteristicas dos corpos d’agua. Diferentes substancias que séo
lancadas em corpos d’agua, em decorréncia da ocupacdo e do uso do solo,
resultam em sérios problemas de qualidade de &agua, que demandam
investigacdes e investimentos para sua recuperacao (INEA, 2018).

Inicialmente as preocupacfes estiveram voltadas para a poluicdo das
aguas superficiais de rios e lagos, uma vez que a contaminacdo das aguas
subterraneas por produtos quimicos ndo era reconhecida como um problema
sério até os anos 80, muito embora ja viesse ocorrendo tal contaminacdo ha
cerca de meio século (Baird, 2002). A partir dai, essa ocorréncia vem se
agravando, principalmente pelo aumento do uso de produtos como fertilizantes
(Bijay-Singh; Craswell, 2021), agrotéxicos (Barizon et al., 2022), farmacos
(Gurgenidze; Romanovski, 2023) e o transporte desses produtos por meio da

lixiviacdo até os corpos d’agua.
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3.2 Farmacos

O termo "fa&rmacos" abrange uma classe complexa de compostos
amplamente usados com finalidade medicamentosa, utilizados para diagndstico,
alivio ou tratamento de doencas, empregada para modificar ou explorar sistemas
fisiolégicos ou estados patolégicos, em beneficio da pessoa na qual se
administra (ANVISA, 2007). Milhares de medicamentos com diferentes principios
ativos sao usados diariamente pela populagcdo com finalidades variadas
(Tavares; Sakata, 2012; Cattrall et al., 2019; Debarros et al., 2019; Monteiro et
al., 2019; Rodriguez; Lethaby; Farquhar, 2019). Apesar de sua funcéo vital, os
farmacos, quando ministrados em dose e/ou prescri¢cao incorretas, podem ser
prejudiciais aos animais e seres humanos (Costa et al., 2019; Lucas et al., 2019;
Rolain; Baquero, 2016).

Os residuos destes compostos, ao serem excretados pelos organismos
no meio ambiente, podem ser rapidamente transformados, permanecer na forma
inalterada ou ainda ser conjugados a outras moléculas que poderao ativar ou
inativar o farmaco (Fischer; Majewsky, 2014).

Dentre as principais classes de farmacos de maior consumo mundial
destacam-se os analgésicos, anti-inflamatorios, antibioticos, drogas psicoativas,
desreguladores lipidicos, anti-hipertensivos, horménios esteroides, meios de
contraste de raios-X e estimulantes (por exemplo, cafeina) (Sohail et al., 2023).

Eles se enquadram em um grupo de substancias conhecidas como
micropoluentes emergentes, sendo encontrados em matrizes ambientais e
biolégicas em concentra¢Ges muito baixas, na ordem de pg L e ng L (Weber
et al.,, 2015; Semreen et al.,, 2019), mas potencialmente capazes de causar
efeitos adversos em ecossistemas e/ou sobre a saude humana (Gunnarsson et
al, 2019).

Tendo em vista que os farmacos séo originalmente produzidos para
provocar efeitos biolégicos especificos (Mohs; Greig, 2017) e que ainda ndo ha
regulamentacdo ampla para as concentracfes destas substancias no meio
ambiente (Garza-Campos et al., 2016), esses contaminantes tém despertado

crescente atencao entre pesquisadores, devido a sua ocorréncia, persisténcia e



potencial ecotoxicolégico ao meio ambiente e a salde dos seres humanos
(Chacca; Maldonado; Vilca, 2022; Guo et al., 2023; Dai et al., 2021).

3.2.1 Analgésicos: Anti-inflamatoérios ndo esteroidais (AINES)

A palavra analgésico deriva do grego an- ("sem") e algos ("dor"). As
drogas analgésicas agem de varias maneiras nos sistemas nervosos periférico
e central (Sarkar; Nayak, 2023). Sdo medicamentos usados para aliviar a dor,
isto €, sem perda de consciéncia ou percep¢do sensorial (em oposicdo aos
anestésicos). Um grande numero de medicamentos tem essas propriedades,
incluindo opiaceos (narcoticos), anti-inflamatérios néo esteroidais (AINES) e
paracetamol. Embora os opiaceos requeiram prescricdo, os AINEs (como o
ibuprofeno, indometacina, cetoprofeno, naproxeno, &acido acetilsalicilico e
diclofenaco) e o paracetamol sdo vendidos sem receita, no Brasil (Lundberg;
Howatson, 2018; Sohalil et al., 2023).

A Figura 2 mostra a férmula estrutural de alguns AINES, tais como

cetoprofeno, diclofenaco, naproxeno e a nimesulida.
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Figura 2 - Férmula estrutural do cetoprofeno, diclofenaco, naproxeno e a nimesulida
Fonte: Kozlowska; Rodziewicz; Kaczmarek-Kedziera (2017) — diclofenaco e cetoprofeno, Rocha
et al (2010) — nimesulida; H&; Paek (2021) - naproxeno

Os AINEs sédo parte importante dos medicamentos analgésicos, sendo
usados para aliviar a dor e também para suprimir a inflamacao (Day, Graham,
2013; Fokunang et al., 2018). Eles séo responsaveis por aproximadamente 5 a
10% de todos os medicamentos prescritos a cada ano. Além do seu efeito anti-
inflamatoério, os AINEs tém propriedades antipiréticas e analgésicas
(Wongrakpanich et al.,, 2018). Entre os AINEs destacam-se o ibulprofeno,
diclofenaco, &acido mefenamico, naproxeno, nimesulida, cetoprofeno, &acido
salicilico, acido acetil salicilico, acido meclofenamico, &cido tolfenamico,
indometacina. Vale destacar que o medicamento mais utilizado no Brasil entre

os AINEs é o diclofenaco, correspondendo a 10,7% (da Silva et al., 2019). De
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acordo com o Anuario Estatistico Brasileiro do Mercado Farmacéutico, a
nimesulida e o diclofenaco de sbédio ocupa a 5° e a 20°colocacéo,
respectivamente, no ranking por quantidade de apresenta¢des com os principios
ativos e associacdes de principios ativos com maiores quantidades de
apresentacdes comercializadas no ano de 2019, entre 50 e 100 milhdes para a
nimesulida e 25 e 50 milhdes para o diclofenaco de potassio (ANVISA, 2019).

A maioria dos AINEs € bem absorvida no trato gastrointestinal e tem alta
biodisponibilidade. Algumas drogas como o diclofenaco sofrem metabolismo
hepéatico de primeira passagem que resulta na reducdo da biodisponibilidade. Os
AINEs séo geralmente metabolizados no figado e excretados na urina. Drogas
AINEs comuns tém uma meia-vida variavel; podendo estar entre 0,25 e 0,3
horas, como a aspirina, ou 45 a 50 horas, como o piroxicam (IARC, 1997; Awtry;
Loscalzo, 2000).

Para o diclofenaco, a excrecéo ocorre principalmente na urina (60%), bem
como na bile (35%), sob a forma de glicuronideo e conjugados de sulfato. Menos
de 1% é excretado como diclofenaco inalterado (Williams; Buvanendran, 2011).
O cetoprofeno €& extensivamente ligado as proteinas plasmaticas
(aproximadamente 99%) e possui uma meia-vida de eliminacdo de 2 a 4 horas
em adultos jovens e individuos de meia idade. Menos de 1% da dose
administrada é encontrada de forma inalterada na urina (Pandey; Shettar; Kale,
2023; Dionne, 2017). Quanto a nimesulida, ela é amplamente eliminada por
transformacdo metabdlica e a excrecdo do medicamento inalterado na urina e
nas fezes é muito pequena (Macpherson et al., 2013), enquanto 0 naproxeno
tem acao mais prolongada do que a maioria dos outros AINESs e cerca de 3% da
dose, ou menos, é excretada nas fezes (Angiolillo; Weisman, 2017; Hersh;
Dionne, 2017).

3.2.2 Antibi6ticos

Os antimicrobianos, dentre os quais estdo incluidos os antibidticos, séo
substancias de origem natural ou sintética que agem sobre os microrganismos

inibindo seu crescimento ou causando sua destruicédo, sendo utilizados de modo
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profilatico e/ou terapéutico, constituindo um avango farmacoldgico de suma
Importancia e larga utilizacdo (Lima; de Jesus; Nogueira, 2024; Furtado et al.,
2019).

De acordo com o Anuério Estatistico Brasileiro do Mercado Farmacéutico,
foi registrado um crescimento de 7,9% em 2019, indicando aumento do consumo
para mediar doencas tanto na medicina humana quanto na veterinaria. Além
disso, o ultimo relatério da IQVIA (IMS Quintiles Veritas) estima que a pandemia
da doenca coronavirus (COVID-19) expandira globalmente o mercado
farmacéutico acumulado liquido no periodo de 2020 a 2027 em 500 bilh6es de
dolares (ANVISA, 2019; Grenni et al., 2018; IQVIA, 2023; Lima; de Jesus;
Nogueira, 2024).

Segundo a Organizacao Mundial da Saude (OMS), o consumo total de
antibidticos no Brasil foi de 22,8 DDD (doses diarias definidas) por 1000
habitantes por dia em 2016, a maior dose entre 0s paises americanos neste
relatorio. As penicilinas representaram 53% do consumo total de antibiéticos no
Brasil, seguidas pelos macrolideos/lincosamidas/estreptograminas, com 16%.
Apesar da queda no consumo de antibidticos apos restricbes as vendas sem
prescricdo médica em 2010 no Brasil por uma lei federal, as vendas aumentaram
novamente, porém, a uma taxa notavelmente menor (WHO, 2018; Moura et al.,
2015; Lima; de Jesus; Nogueira, 2024).

Os antibidticos de origem natural e seus derivados semi-sintéticos
compreendem a maioria dos antibioticos em uso clinico e podem ser
classificados em B-lactamicos (penicilinas, cefalosporinas, carbapeninas,
oxapeninas e monobactamas), tetraciclinas, aminoglicosideos, macrolideos,
peptidicos ciclicos (glicopeptideos, lipodepsipeptideos), estreptograminas, entre
outros (Pancu et al., 2021).

A cefalexina € uma cefalosporina cuja meia-vida é de 0,5 a 1,2 horas e é
excretada via renal. Ela possui um bom perfil farmacocinético pelo qual é bem
absorvida, sendo 80% a 90% excretada na forma inalterada na urina, dentro de
6 horas apds a administracao (Ploger et al., 2020).

Oxitetraciclina e tetraciclina sdo caracterizadas por uma ma absorc¢ao,
principalmente ap0s a ingestdo de alimentos. A porcentagem da droga que nao

€ absorvida cresce a medida que a dose € aumentada, sendo que a maior parte
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da absorgéo ocorre no estbmago e no intestino delgado superior. Tetraciclinas,
em relagdo ao tempo de meia-vida no organismo, podem ser divididas em
tetraciclinas de acdo curta, média e longa. A oxitetraciclina e tetraciclina sdo
drogas de acédo curta, com tempo de meia-vida igual a 8 e 9 h, respectivamente
(Pereira-Maia et al., 2010). A enrofloxacina, antibidtico usado na veterinéria, é
metabolizada no figado, sendo seu principal metabdlito ativo a ciprofloxacina,
correspondendo a cerca de 40% da enrofloxacina administrada, sendo
distribuida para agir no figado, nos rins, pulmdes, estbmago, pele e sistema
nervoso central. A meia-vida de eliminacdo da enrofloxacina € de 6 h. Porém, a
molécula possui rapida acdo, permitindo atingir concentracdes ideais no plasma
em 30 minutos apos a aplicacdo e acdo mais eficaz no local da infec¢éo, pois €
carreada por células fagocitarias, permanecendo na circulagcdo por até 72 h
(Montagner et al., 2014; Araneda et al., 2013). As sulfonamidas sé&o classificadas
com base no tempo de eliminagdo em acédo curta (meia-vida plasmatica, ti» <8
h), acdo média (t12 = 8 - 16 h), acdo prolongada (t12 = 17 - 48 h) e acao de ultra
longa duragéo (t2> 48 h). As sulfonamidas usadas como agentes Unicos sao de
acao curta ou média. As principais vias de eliminacéo das sulfonamidas séo via
metabolismo hepatico e excrecao renal. Em pacientes com fungéo renal normal,
o0 tempo de meia-vida varia é cerca de 11 a 17 horas para o sulfametoxazol
(Vaamond; Contreras; Diego, 2003).

Entre os antibidticos, a Figura 3 mostra as formulas estruturais da

cefalexina, enrofloxacina, oxitetraciclina, tetraciclina e sulfametoxazol.
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Figura 3 - Formula estrutural da cefalexina, enrofloxacina, oxitetraciclina, tetraciclina e

sulfametoxazol

Fonte: Gaballah et al., (2021) OXI, ENR e TC; Audumbar et al., (2015) SMX; Anacona et al.,

(2016)
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3.2.3 Estimulantes

Os estimulantes do Sistema Nervoso Central (SNC) encontram-se
definidos como substancias capazes de aumentarem o estado de alerta e a
motivagdo do ser humano, de alterarem o comportamento, a consciéncia, 0
humor e a cognicdo, além de possuirem propriedades antidepressivas (Flores-
Medina, Carrillo-Mora, 2022; Morgan et al., 2017). Os estimulantes cerebrais,
apesar de serem um grupo bastante diversificado, ttm em comum o fato de
acelerarem as funcbes psicomotoras do corpo, deixando as pessoas mais
alertas. Mas, neste grande grupo, existe variabilidade no que diz respeito ao
guanto estes aceleram as atividades corporais; a maneira como sdo usados e
ao seu status legal, diferenciando-os nas diversas categorias de substancias
psicoestimulantes. Considerando a legalidade, os estimulantes encontram-se
divididos e classificados em 3 diferentes categorias: estimulantes licitos/legais;
estimulantes de prescricdo médica; e estimulantes ilicitos/ilegais (Faraone et al
2020).

No que diz respeito aos estimulantes legais, como €, por exemplo, a
cafeina no café, teofilina no cha, teobromina no cacau/chocolate, a taurina em
bebidas energéticas e a nicotina no tabaco, estes sao assim designados, pois
sdo livremente comercializados, sem necessidade de autorizacdo médica
(prescricao) ou de entidades oficiais/autoridades (por exemplo, o estado) para o
uso e consumo.

Os estimulantes do SNC podem ser amplamente classificados como
estimulantes analépticos, psicomotores ou metilxantinas. Os derivados da
xantina, como a cafeina, atuam como antagonistas inespecificos da adenosina
e inibidores competitivos da AMPc-fosfodiesterase, permitindo que o
monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) se acumule nas células. Isto resulta
na estimulacdo do SNC, aumento da contratilidade miocardica, relaxamento da
musculatura lisa (incluindo broncodilatacéo) e diurese (Campbell; Jovem, 2018).

Provavelmente, a cafeina € uma das substancias psicoativas mais
consumidas no mundo, promovendo efeitos em inUmeras fungdes fisioldgicas,
incluindo resisténcia fisica, humor, sono e dor. As fontes alimentares mais

comuns de cafeina sao: café, cha, chocolate e bebidas derivadas da cola (Daly,
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2007; Mclellan; Caldwell; Lieberman, 2016). Clinicamente, a cafeina é utilizada
como estimulante do sistema nervoso central, sendo indicada para tratar apneia
em neonatos prematuros. Neste caso, € utilizada por via venosa na forma de
citrato de cafeina. Outra formulacdo é a de cafeina com benzoato de sddio,
utilizada como estimulante ou para tratamento da cefaleia apds anestesia
subaracndidea (Sawynok, 2011). Possui amplo uso como ingrediente de muitas
prescricbes ou medicamentos vendidos sem receita (por exemplo,
medicamentos para resfriado), analgésicos, estimulantes e drogas ilegais. A
cafeina foi considerada a primeira droga frequentemente usada em todo o
mundo (Kleywegt et al., 2019; Kosma et al., 2014).

Em termos neurofisiolégicos, a cafeina age como estimulante,
bloqueando os receptores de adenosina nos neurdnios do cérebro e da medula
espinhal, aumentando a atividade do sistema nervoso central. Simultaneamente,
a adenosina ligada a esses receptores produz efeitos calmantes (Ribeiro et al.,
2002). Além disso, a cafeina causa a liberacéo de norepinefrina e serotonina no
cérebro, e aumenta a concentracdo de catecolaminas circulantes (Benowitz,
1990). Dessa forma, a cafeina produz efeitos psicoestimulantes, atuando
positivamente sobre o humor e, especificamente, no desempenho psicomotor
(Duncan; Oxford, 2011).

De acordo com o Anuério Estatistico Brasileiro do Mercado Farmacéutico,
a cafeina ocupa a 20° colocacédo no ranking por quantidade de apresentacdes
com 0s principios ativos e associacbes de principios ativos com maiores
guantidades de apresentacdes comercializadas no ano de 2019, entre 25 e 50
milhdes (ANVISA, 2019).

Cerca de 90% dos adultos sdo consumidores regulares de cafeina, com
uma ingestdo média diaria de 227 mg (Nehlig, 2018). A cafeina € distribuida por
todo o corpo apds ser absorvida pelo trato gastrointestinal (particularmente no
intestino delgado), entrando em todos os tecidos através das membranas
celulares (devido a sua porcdo ou porcdes lipofilicas e ligacdo limitada as
proteinas plasmaticas) e entrando na agua do tecido intracelular (Arnaud, 2011).
A paraxantina € o principal metabdlito (aproximadamente 80%) da
biotransformacéo da cafeina; outros metabdlitos como a teobromina e a teofilina

sao responsaveis por, aproximadamente, 11% e 5% dos metabdlitos da cafeina,
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respectivamente. A cafeina tem uma meia-vida relativamente longa, de 3 a 7 h,
em adultos. Em humanos e animais, a excrecgao renal predomina. Menos de 5%
da cafeina ingerida € excretada inalterada. Nas fezes, 2% a 7% da dose de
cafeina é excretada por 48 horas (Nehlig, 2018). A estrutura da cafeina esta
mostrada na Figura 4.
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Figura 4 - Férmula estrutural da cafeina
Fonte: Belay (2011)

3.3 Propriedades fisico-quimicas associadas a farmacos como
microcontaminantes em matrizes aquosas

Dentre os parametros fisico-quimicos associados aos processos de
degradacao de um microcontaminante, destacam-se: constante de dissociacao
acida (Ka), que determina o grau de dissociagéo de grupos acidos do poluente
em meio aquoso; constante de particdo octanol/agua (Kow), que mede a
solubilidade do composto, estrutura molecular, polaridade e temperatura
(Fernandes et al., 2021; Carballa et al., 2008; Clouzot et al., 2008; Joss et al.,
2006; Laak et al., 2005).

3.3.1 Acidez e Basicidade

Como a maioria dos principios (IFAs) possuem funcionalidades acidas
e/ou basicas, seu estado de ionizacdo € controlado pelo pH da solucéo e pelas
constantes de dissociacdo &cidas. Essas diferentes espécies quimicas

geralmente tém propriedades muito diferentes em relacdo a solubilidade em
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agua, volatilidade, absorcdo de radiagcdo UV e reatividade com oxidantes
quimicos. A forma ionizada €, geralmente, mais sollavel em &gua, enquanto a
forma neutra é mais lipofilica (Babi¢ et al., 2007). A partir das constantes de
dissociacdo, as principais espécies de produtos farmacéuticos presentes no
ambiente (geralmente na faixa de pH neutro) podem ser estimadas (Sanli et al.,
2010).

Na Tabela 1 sdo mostrados os valores do pKa de alguns farmacos de

ampla utilizacgao.



Tabela 1 - Propriedades fisico-quimicas dos farmacos
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Substéncia Classe farmacéutica pKa log Kow Solubilidade (25°C mg L)
Nimesulida Anti-inflamatério 6,5 2,609 18,2
Cetoprofeno Analgésico (Anti-inflamatério) 452 3,12
Diclofenaco de potassio Analgésico (Anti-inflamatorio) 40-45%2 4,51" 23700
Naproxeno Analgésico (Anti-inflamatdrio) 4,1-4.2%2 3,18"
Cafeina Estimulante 10,4 ° -0,07 ¢ 21400
Cefalexina Antibiotico (B-Lactamico —Cefalospirina) 253-7-31° 0,65¢
Cloridrato de Tetraciclina Antibistico (Tetraciclina) 3,3;7,8e9,6¢ -1,19'
Cloridrato de oxitetraciclina Antibistico (Tetraciclina) 3,2;75e89¢ -1,221
Cloridrato de Sulfametoxazol Antibiotico (Sulfonamida) 1,8;56-6,0° 0,89 " 610 (37°C)
Enrofloxacina Antibiotico (Fluoroquinolona) 5,88 -6,06; 7,70 — 7,74 © 1,10

a Bittencourt et al, 2016;

b Quintero-Jaramillo, Carrero-Mantilla, Sanabria-Gonzéalez (2021)

¢ Andrasi et al (2007)

d Chico, Holthoon, Zuidema (2012)

e Trouchon; Lefebvre (2016)
f da Silva; Volpato (2002)

g US National Library of Medicine Advanced (https://chem.nlm.nih.gov/chemidplus) acessado 30 de Outubro de 2020.

h Vieno et al., 2007
i Tolls, J. (2001).
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A maioria dos AINEs sao &cidos fracos lipossoluveis, com pKa de 3 a 5,
mas possuem propriedades acidas variaveis (Day, Graham, 2013). Farmacos
com valores de pKa tais como o diclofenaco (pKa = 4,15) e cetoprofeno (pKa =
4,50) sdo é&cidos e, por isso, ocorrem em aguas naturais (pH neutro) na forma
desprotonada, com carga liquida negativa. Como consequéncia, isso dificulta a
adsorcao de tais contaminantes em argilas e outros materiais inorganicos que
também tém carga superficial negativa, o que é refletido pelos valores de log Kg
(logaritmo do coeficiente de distribuicdo solido-liquido do composto, dado em L
kg?t) inferiores a 2,0 (Bittencourt et al., 2016; Aquino et al., 2013). Este fato
contribui para as maiores mobilidades e concentragcbes relativas destes
compostos em aguas naturais.

A cafeina apresenta valor de pka proximo de 10,4 e possui um momento
dipolar da cafeina alto, aumentando com a polaridade do meio que a contém.
Isso significa que a carga positiva do nitrogénio na cafeina interage
eletrostaticamente com qualquer grupo funcional polarizado negativamente. O
pKa e o pH afetam o comportamento quimico dos poluentes, e uma forma
protonada de cafeina sera produzida quando pH < pKa (Quintero-Jaramillo et al.,
2021).

As moléculas de cefalexina contém grupos funcionais acidos (COOH) e
basicos (NH2) em sua estrutura e dependendo do pH da solugédo apresentam
propriedades anfotéricas em solucdo aquosa. Nesse sentido, a cefalexina teria
carga positiva em solucéo acida (pH < 2,56) devido a protonacao do grupo NH2,
carregando carga negativa e positiva em pH entre 2,56 e 6,88 e carga negativa
em pH > 6,88 devido a desprotonacdo do grupo COOH, como pode ser

observado na figura 5 (Nazari; Abolghasemi; Esmaieli, 2016).
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Figura 5 - Estrutura da cefalexina
Fonte: Watanabe (2010)
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As tetraciclinas séo substancias anféteras com valores caracteristicos de
pH e formam hidratos cristalinos e sais com acidos e bases. A formula geral
contém trés grupos acidos distintos (o tricarbonil-metano, o cation de amonio e
o grupo dicetona fendlica) (Sanli et al., 2009). Os locais de protonagéo dos TCs
sdo mostrados na Figura 6. As tetraciclinas mostram trés valores de pKa de 3, 7
e 9, aproximadamente (Babic¢ et al., 2007; Sanli; Sanli; Alsancak, 2009; Konge;
Demiralay; Ortak, 2019).
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Figura 6 - Agrupamentos estruturais nas tetraciclinas
Fonte: Sanli; Sanli; Alsancak (2009)

As sulfonamidas (Figura 7), também possuem mais de um grupo funcional
ionizavel, tais como as 0s quais irdo gerar varias constantes de equilibrio que

devem ser consideradas separadamente (Petrovic et al., 2013).

NH, NH, 2
Kal + Ka,2
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Figura 7 - Equilibrio de dissociagao de sulfonamidas
Fonte: Sanli et al., (2010)
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No caso especifico do sulfametoxazol pelo fato de a molécula desse
antibiotico ter duas aminas ionizaveis, sédo verificados dois valores de pKa(1,8;
5,6 — 6,0) (Quintero-Jaramillo; Carrero-Mantilla; Sanabria-Gonzéalez, 2021).
Como resultado, se o pH do meio estiver entre os dois valores possiveis para
opKa da molécula, o SMX estarA presente como uma espécie
predominantemente neutra. Se o pH do ambiente estiver abaixo ou acima do
primeiro e do segundo pKa, 0 SMX estara presente como uma espécie carregada
positivamente ou negativamente, respectivamente (Aquino et al., 2013).

Uma fluoroquinolona, grupo quimico da enrofloxacina (Babic et al., 2007),
contém um grupo carboxilico e trés locais bésicos de nitrogénio, exibindo até
quatro valores de pKa. Os resultados indicam que os valores de pKa da
enrofloxacina sdo determinados como pKa,1 = 3,857 £ 0,30, pKa2 = 6,197 + 0,18,
pKa3z = 7,597 £ 0,25 e pKas = 9,867 £ 0,30, como pode ser observado na Figura
8 (Qiang; Adams, 2004).
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Figura 8 - Agrupamentos estruturais da fluoroquinolona
Fonte: Qiang; Adams (2004)

3.3.2 Coeficiente de particdo octanol/agua (Kow)

O coeficiente de particdo octanol/agua (Kow) € uma medida da
lipofilicidade de um composto e é definido como a razdo da concentracdo do
mesmo, no equilibrio, apds dissolugdo em um sistema de duas fases, formadas

por dois solventes imisciveis, dgua e octanol. O Kqw pode ser correlacionado a
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outras propriedades fisicas, quimicas e bioldégicas dos compostos, além do
sucesso de seu uso na estimativa de fatores de bioconcentracdo, coeficiente de
particado carbono-organico, toxicidade e solubilidade. Isto se deve ao fato de Kow
estar relacionado com a interacdo do composto em estudo com 0 meio, no que
diz respeito a absorcéo e transporte (Silva; Ferreira, 2003, Amézqueta et al.,
2020).

Farmacos que apresentam log Kow < 2,5 sd@0 caracterizados por alta
hidrofilicidade e baixa tendéncia de absorcdo na biomassa e nas fracdes lipidicas
dos solidos suspensos em meios aquosos. Para aqueles que apresentam o log
Kow entre 2,5 e 4,0, espera-se uma tendéncia moderada de absor¢cdo nessas
matrizes. Por sua vez, os farmacos com log Kow > 4,0 sdo altamente hidrofobicos
e tém um grande potencial de serem encontrados sorvidos nos sélidos presentes
nos sistemas de tratamento de esgoto, por exemplo (Rogers, 1996; Patel et al.,
2019). Na Tabela 1 sdo mostrados os valores do log Kow para os farmacos
analisados neste trabalho.

A cafeina por exemplo, além de ser um composto estavel sob diferentes
condigbes ambientais, apresentando alta solubilidade (21400 mg L), pKa =
10,4; massa molecular de 194,191 g mol’, baixo coeficiente de partigéo
octanol/agua (-0,07), e uma volatilidade insignificante, entdo espera-se uma alta

persisténcia da cafeina em ambientes aquaticos (Kurissery et al., 2012).

3.4 Farmacos como contaminantes emergentes da agua

O termo “contaminante emergente” surgiu para denominar substancias
recentemente desenvolvidas/sintetizadas ou que ja estavam presentes no meio
ambiente por um longo tempo e s6 agora estdo sendo relatadas. Portanto, estas
substancias néo estdo contempladas na legislacdo em relacdo a sua presenca
em diferentes compartimentos ambientais. Os contaminantes emergentes sao
um grupo grande e relativamente novo de substancias ndo regulamentadas,
cujos efeitos sédo ainda pouco conhecidos (Ferreira et al., 2023; Mishra et al.,
2023). Assim, seréo candidatos a uma futura regulamentacéo, dependendo dos

by

resultados obtidos em estudos de ecotoxicidade, efeitos a saude humana,
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potencial de bioacumulacao, transporte e destino nos diferentes compartimentos
ambientais, além da quantidade em que s&o lancados e, portanto, da
concentragdo no ambiente (Montagner et al., 2017).

Esses contaminantes incluem uma variedade de substancias, tais como
produtos farmacéuticos e de cuidados pessoais (PFCPs) (ex: protetores
solares), hormonios, alquilfendis e seus derivados, drogas ilicitas, sucralose e
outros adocantes artificiais, pesticidas; subprodutos provenientes de processos
de desinfeccdo de aguas (DPB, do inglés, Desinfect by Products); retardantes
de chama bromados; compostos perfluorados; siloxanos; benzotriazéis; acidos
nafténicos; percloratos; dioxinas; nanomateriais; liquidos i6nicos e
microplasticos. Além desses, alguns microorganismos e toxinas de algas
também sao considerados contaminantes emergentes (Ferreira et al., 2023;
Sarkar et al., 2019).

Essas substancias entram no ambiente a partir de diferentes fontes e vias,
tais como aguas residuais, efluentes de estacbes de tratamento municipais
(Mceachran et al., 2018), fossas sépticas (Wilschnack et al., 2024), efluentes
hospitalares (Bertrand-Krajewski, 2018), residuos provenientes de atividades
agricolas ou de pecuaria, incluindo lagoas de residuos e aplicacdo de estrume
ao solo (Bujagic¢ et al., 2019), chorume, residuos domeésticos e industriais (Lima;
Jesus; Nogueira, 2023).

Nos ultimos anos, tem havido uma crescente conscientizacdo da
presenca de PFCPs (Produtos farmacéuticos e produtos de cuidados pessoais)
em varios compartimentos do ambiente aquatico (por exemplo, agua,
sedimentos e biota) em concentracdes capazes de causar efeitos prejudiciais
aos organismos aquaticos. Isto tornou-se uma grande preocupacao porque 0S
PFCPs sao extensivamente, e cada vez mais, utilizados em cuidados e higiene
pessoal, assim como em medicina humana e veterinaria, resultando na sua
liberacdo continua para o ambiente (Ebele et al., 2017).

Apdbs o uso, muitos produtos farmacéuticos encontram seu caminho para
0 meio ambiente através de diferentes rotas, representadas na Figura 9. A
principal fonte “pontual” de emissao de substancias ativas de medicamentos é a
industria farmacéutica. Outra fonte de libertacdo de substancias farmacéuticas

ativas no ambiente, classificada como fonte dispersa, sdo as aguas residuais e
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as lamas de esgoto provenientes de estacdes de tratamento de 4guas residuais,
e lixiviagdo de aterros sanitarios, além dos efluentes domésticos urbanos
(Gworek et al., 2021).

Medicina Humana Medicina Veterinaria

Excregdo Disposigdo

__Esgoto i Residuos domésticos

ojuswezep

Excregédo Estrume Excregédo

. X
Aguas superficiais

Agua para consumo

Figura 9 - As principais fontes de produtos farmacéuticos para o meio ambiente
Fonte: Ebele et al., (2017)

A contaminacdo do ambiente de agua doce com produtos farmacéuticos
pode ocorrer de varias formas. Uma via importante € a absorcéo pelo organismo
ap6s o uso terapéutico, seguida por excrecdo e liberacdo para o sistema de
esgoto ou fossa séptica (Yang, 2015; Tarpani et al., 2020).

Khan et al (2013) realizou 0 monitoramento de aguas residuais municipais
e superficiais em uma das megacidades do Paquistdo, Lahore, sendo detectados
o sulfametoxazol e a oxitetraciclina, em concentracées de 2,7 ugL*e 1,1 ug L
! respectivamente, em aguas residuais domésticas.

Efluentes hospitalares contendo misturas em alta concentracdo de muitos
PFs sdo a segunda maior fonte de descarga para o meio ambiente. A maioria
dos hospitais ndo possui estacfes de tratamento de esgoto no local e esta

conectada diretamente aos sistemas de esgoto urbano (Patel et al., 2019).
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A excrecgdo animal de produtos farmacéuticos e seus metabalitos torna a
pecuaria uma grande fonte de emissao, principalmente por antibidticos e anti-
inflamatérios que sédo usados para fins veterinarios (Bartikov4; Podlipnd;
Skalova, 2016; Patel et al., 2019). Eles chegam ao meio ambiente por meio de
tratamento animal, descarte inadequado de medicamentos n&do utilizados ou
racdo para gado. Os medicamentos originais e seus metabdlitos podem entrar
no meio ambiente através da urina e das fezes do gado. Em estudos realizados
para monitorar PFs no meio ambiente da China, Hu et al. (2010) indicaram que
os PFs administrados aos animais também estavam presentes em seus dejetos.
A oxitetraciclina apresentou a concentracdo mais elevada entre os outros
farmacos no dejeto dos animais (183,5 mg kg™).

As aplicagbes de PFs na aquicultura fornecem entrada direta em
ambientes aquaticos (Bartikova; Podlipna; Skalova, 2016). Os regulamentos do
uso de antibiéticos na aquicultura séo rigidos em alguns paises desenvolvidos e
apenas alguns antibiéticos tém licenca para uso (Mo et al., 2017).

Outra fonte de PFs para o meio ambiente é através de sua fabricacao,
pois as aguas residuais da unidade de producdo podem ir diretamente para as
ETEs (Kumari; Tripathi, 2019, Patel et al., 2019). As unidades de manufatura sao
uma preocupacao especial devido as concentracdes de efluxo extremamente
altas. Isso é mais preocupante em paises em desenvolvimento que ndo possuem
tratamento adequado de efluentes industriais (Rehman et al., 2015).

Em Lahore, Paquistédo foram relatadas concentracdes de diclofenaco (836
ug L, 4968 ug kg 1, 6632 ug kg * e 257 ug kg 1), e naproxeno (464 ug L *,
7273 ug kg 2, 4819 ug kg * e 199 ug kg?), determinados em aguas residuais
industriais e em suas matrizes ambientais receptoras (lodo, residuos sélidos e
solo localizado proximo a esses locais de formulacdo de farmacos) (Ashfaq et
al., 2017).

Altas concentracdes de oxitetraciclina (até 9,40 mg L) foram registrados
nas aguas residuais das unidades de fabricacdo de produtos farmacéuticos perto
de Lahore (Hussain et al., 2016). O analgésico naproxeno (253.000 ng L),
dentre outros farmacos, foi detectado em corpos d'dgua recebendo descargas

de cinco fabricas em Ontéario, Canada (Kleywegt et al., 2019).
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Em geral, os efluentes de fabricagdo contém concentracdes de produtos
farmacéuticos de 10 a 1000 vezes maiores do que outras aguas residuais
(Kessler, 2010). Isto demonstra claramente que os locais de fabricagéo séo as
maiores fontes pontuais de produtos farmacéuticos.

Além disso, os PFs podem alcancar a agua subterranea através da
lixiviacdo do solo e isso pode representar uma ameaca as fontes de agua
potavel. Além destas, os produtos farmacéuticos também podem chegar a 4gua
doce por escoamento de terra tratada com lodo digerido para fins agricolas
(Nikolau et al., 2007, Mooney et al., 2020). Medicamentos veterinarios séo
liberados no meio ambiente quando os residuos de excrecdo de animais, em
estado solido ou liquido, séo pulverizados em campos agricolas como
fertilizantes (Fatoki et al., 2018). Essas drogas veterinarias, juntamente com seus
metabalitos, contaminam o solo e podem entrar na cadeia alimentar.

Uma vez liberados no meio ambiente, existe a possibilidade de transporte
de longa distancia de alguns PFs, dependendo das propriedades fisico-quimicas
do composto e das caracteristicas do ambiente receptor. Os PFs geralmente tém
baixa volatilidade e séo altamente polares e hidrofilicos por natureza. Portanto,
sua distribuicdo pelo meio ambiente ocorrera principalmente através do
transporte em aguas e da dispersdo da cadeia alimentar (Caliman; Gavrilescu,
2009).

O grau em que um farmaco é transportado entre os diferentes
compartimentos ambientais depende principalmente do comportamento de
sorcdo da substancia em solos, sistemas sedimento-agua e plantas de
tratamento, o qual varia amplamente entre os produtos farmacéuticos
(Bavumiragira; Ge; Yin, 2022).

O sedimento atua como um sumidouro e acumula esses contaminantes
ambientais, que podem ser liberados de volta para o ambiente aquatico (Zhao et
al., 2013). Alguns estudos mostraram que alguns PFs (por exemplo,
sulfametoxazol) sdo mais persistentes no sedimento do que na agua (Conkle et
al., 2012). No entanto, o fato de que a adsorcdo em sedimentos ou solidos
suspensos pode influenciar as concentragcdes de PFs na agua receptora, nao
resulta necessariamente em uma reducdo de sua biodisponibilidade ou

toxicidade. Portanto, existe a possibilidade de liberacdo continua desses
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compostos quimicos dos sedimentos para as aguas superficiais (Ebele et al.,
2017).

O Brasil é um grande consumidor de medicamentos. No entanto, estima-
se que cerca de 20% deste montante seja lancado na rede de esgotamento
sanitario ou no lixo domeéstico (Falqueto; Kligerman, 2013). Os produtos
farmacéuticos jogados no lixo doméstico acabam em aterros sanitérios. A partir
dai, eles se tornam lixiviados de aguas subterrdneas quando os aterros
sanitarios ndo sao devidamente vedados (Schwarzbauer et al., 2002). Grandes
guantidades de produtos farmacéuticos ndo polares e pouco polares sao
adsorvidas em sedimentos e soélidos das estacfes de tratamento de aguas
residuais, podendo ser removidos com o lodo. Além disso, lamas aplicadas em
campos agricolas como fertilizantes podem liberar contaminantes nos sistemas
de aguas subterraneas e superficiais (Jones et al., 2005). Isto resulta na
absorcao de PFs pelas plantacdes, o que pode constituir uma via potencial de
exposicdo humana a esses produtos por meio da ingestéao alimentar (Wu et al.,
2014).

Os aterros e seus lixiviados contém uma grande variedade de
contaminantes além de produtos farmacéuticos. Sua presenca em lencois
freaticos abaixo ou a jusante de aterros confirma este transporte (Buszka et al.,
2009). Antibidticos veterinarios sdo encontrados em lagoas de coleta de residuos
animais ou onde esses residuos sao aplicados em campos agricolas e estes
compostos podem se acumular e migrar para aguas subterraneas (Bartelt-Hunt
et al., 2011).

Deve-se salientar que a contaminacao dos corpos hidricos tornou-se uma
grande preocupacéo devido a liberacdo continua de farmacos para o ambiente,
conforme ja mencionado (Nikolau et al., 2007). A Unido Europeia (UE) mantém
uma lista de substancias conhecida como Watch List (WL), que inclui potenciais
poluentes da agua que devem ser cuidadosamente monitorados para determinar
0 risco gue representam para o ambiente aquatico e se os limites devem ser
definidos. A Lista de Observacao inclui substancias, como antibioticos.

Durante 2019, a Comissdo recolheu dados sobre uma série de
substancias que poderiam ser incluidas na lista de vigilancia. A versao mais

recente da lista de observacdo contém os antibidticos o sulfametoxazol, o
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trimetoprim, a venlafaxina e o seu metabolito O-desmetilvenlafaxina, o grupo dos
compostos azolicos (clotrimazole, fluconazole, imazalil, ipconazole,
metconazole, miconazole, penconazole, procloraz, tebuconazole,
tetraconazole) e os fungicidas famoxadona e dimoxistrobina; protetores solares
butilmetoxidibenzoilmetano e benzofenona-3 e outros medicamentos
dimoxistrobina, azoxistrobina, famoxadona, diflufenicdo, fipronil, clindamicina,
ofloxacina, metformina e guanilureia. A Comissédo concluiu que nao foram
obtidos dados suficientes de monitorizacdo de elevada qualidade e que estes
grupos e substancias devem, portanto, permanecer na lista de vigilancia. A
inclusdo de varios produtos farmacéuticos € consistente com a Abordagem
Estratégica da UE aos PFs no Ambiente, e a inclusédo dos dois antibioticos
também é consistente com o Plano de A¢do Unico de Saude Europeu contra a
Resisténcia aos Antimicrobianos (AMR), que apoia o uso da lista de observacao
para 'melhorar o conhecimento da ocorréncia e propagacao de antimicrobianos
no ambiente' (EU, 2022).

A Diretiva 2013/39 /UE propde a avaliacéo do risco dos produtos quimicos
encontrados nas aguas superficiais. Esses dados sobre substancias que ainda
nao estao regulamentadas nas aguas superficiais, em particular sobre poluentes
emergentes, sdo frequentemente escassos (EU, 2022).

Devido ao seu grande numero e diversificada natureza quimica, a Agéncia
Ambiental (EA) da Inglaterra e Pais de Gales propds um sistema de classificacao
dessas substancias, de acordo com seu risco. Este sistema de classificacéo
utilizou uma combinacdo de procedimentos tradicionais de avaliacdo de risco;
critérios de persisténcia, bioacumulacédo e toxicidade (PBT); disponibilidade de
métodos analiticos adequados, e objetivou incluir compostos representativos de
diferentes classes terapéuticas. Com base neste procedimento, os 10 principais
compostos incluidos na lista de monitoramento foram: antidepressivo
(lofepramina), analgésicos (dextropropoxifeno, tramadol, paracetamol),
antipsicoticos (prociclidina, tioridazina), antifangico (clotrimazol),
parassimpatoliticos (mebeverina), broncodilatador (aminofilina) e antineoplasico
hormonal (tamoxifeno) (Ashton et al., 2004).

Em um trabalho usando o mecanismo de selecdo e priorizacdo para

substancias perigosas, uma lista alternativa de substancias prioritarias foi
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identificada, incluindo antidepressivos (lofepramina, fluoxetina), analgésicos
(dextropropoxifeno, tramadol, paracetamol), antipsicotico (prociclidina,
tioridazina), antifangico (clotrimazol), parassimpatolitico (mebeverina),
broncodilatadores  (aminofilina), antineoplasico hormonal (tamoxifeno),
antibidticos (trimetoprim, sulfametoxazol), regulador lipidico (fenofibrato) e anti-
inflamatério (diclofenaco) (Comissdo OSPAR, 2002).

3.5 Concentragdes de farmacos nos meios hidricos e seus efeitos sobre a
saude

Dado o volume de prescri¢ao, a toxicidade e a sua presenca no ambiente,
antibidticos, hormonios, anti-inflamatorios n&o esteroidais (AINEs), B-
bloqueadores, reguladores lipidicos do sangue, antiepilépticos, analgésicos,
anti-inflamatérios e antidepressivos tém sido os grupos farmacéuticos mais
estudados como contaminantes emergentes em matrizes aquosas (Miege et al.,
2009, Jeli¢ et al., 2012).

Os antibioticos sdo o0os compostos mais frequentemente detectados,
seguidos dos analgésicos. No entanto, os resultados variam dependendo do
pais, regido, padrdo de consumo da area e locais da industria de producéo (Patel
etal., 2019). Uma reviséo sobre dados de exposi¢cdo ambiental e toxicidade para
22 produtos farmacéuticos mostrou que hormdnios, antiepilépticos, anti-
inflamatorios e antibioticos séo geralmente os que apresentam 0s maiores riscos
ecotoxicolégicos (Pereira et al., 2020).

As concentracdes farmacéuticas relatadas em aguas potavel e
subterraneas estdo geralmente na faixa de ng L. Os efeitos sobre a saude,
levando em consideracdo a exposicdo regular aos PFs nessas baixas
concentragfes ndo sdo bem compreendidos. Pouco se sabe sobre os efeitos da
exposicdo a longo prazo e o consumo dessa dgua contaminada. Além disso, 0s
produtos farmacéuticos podem ser ingeridos por meio do consumo de plantas,
vegetais, frutas, peixes e carnes (Prosser; Sibley, 2015). Dentro dessa faixa de
concentragdes, a ingestdo ao longo da vida (Izo com base em uma expectativa
de vida de 70 anos) seria menor do que os valores de dosagem terapéutica

diaria. A avaliagdo de valores de l7o € conduzida para compostos individuais,
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mas produtos farmacéuticos estdo presentes como uma associagdo complexa
no ambiente. Assim, o efeito cumulativo do consumo dessas misturas
farmacéuticas na agua potavel levanta sérias questbes (Stackelberg et al.,
2004).

Os produtos farmacéuticos séo projetados para se ligarem a receptores
humanos e animais especificos. Assim, esses compostos também podem
interagir com receptores semelhantes em outros organismos encontrados no

meio ambiente, podendo migrar ao longo da cadeia alimentar (Patel et al., 2019).

3.5.1 Analgésicos e Anti-inflamatérios

Acido acetilsalicilico, diclofenaco, naproxeno, ibuprofeno e paracetamol
séo os AINEs mais comumente detectados em ambientes aquaticos (Fekadu et
al., 2019). Os AINEs representam uma das principais classes terapéuticas de
moléculas que contaminam 0s ecossistemas aquaticos em todo o mundo
(Parolini, 2020). A Tabela 2 apresenta a concentracdo media de AINEs
detectados em matrizes aquosas, de acordo com estudos realizados em alguns
paises. Estudos realizados em diferentes regifes do Brasil ttm demonstrado a
presenca de anti-inflamatorios em matrizes aquosas, principalmente em aguas

superficiais, efluentes de ETES, agua potavel e agua do mar.



Tabela 2 - Concentracbes médias dos anti-inflamatorios ndo esteroidais detectados em matrizes aquosas

Farmaco Faixa de concentracdo Amostra Local Referencia
0,120 - 8,250 ug L* Agua superficial (Rios) Mato Grosso do Sul (Brasil) Américo-Pinheiro et al. (2017)
34-285ngL* Agua superficial (Rios) Parana (Brasil) Kramer et al. (2015)
7,1-548,2 ug L Agua superficial (Rios) Pernambuco (Brasil) Santos et al. (2023)
96 - 115 ng L Agua superficial Sao Paulo (Brasil) Montagner; Jardim (2011)
Diclofenaco . - . ~ .
7,65-233,1nglL? Agua superficial (Rios) Séo Paulo (Brasil) Campanha et al. (2015)
42,0-1930 g L? Agua superficial Pernambuco (Brasil) Veras et al. (2019)
1844,37 — 2058,5 ng L™ Efluentes Rio de Janeiro (Brasil) Ferreira (2014)
0,9-79,8ng L* Agua superficial (Costeira) Guaruja/SP (Brasil) Roveri et al. (2020)
0,070 - 21,285 pg L* Agua superficial Mato Grosso do Sul (Brasil) Américo-Pinheiro et al. (2017)
9,97- 22,86 ug L* Esgoto Bruto (ETE) Séo Paulo (Brasil) Ragassi et al. (2019)
4,603 pg mL? Esgoto Bruto MS (Brasil) Américo et al. (2012)
Naproxeno

4,13 -390,2 ng L* Agua superficial (Rios)

2,94 -36,17 ug L™ Efluente (ETAR)

79,33 ng L? Agua potavel

Séo Paulo (Brasil)
Norte da Tunisia (Africa)

Republica Checa

Campanha et al. (2015)
Khazri et al. (2019)

Molnarova et al. (2023)
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0,5ugL?
70a730ng L?

101,7a385,0 ug L*

Agua residual Rio Grande, RS (Brasil) Silveira et al. (2013)

Agua residual Rio Grande do Sul (Brasil) Caldas et al. (2018)

Agua residual Reservatério do Lago de Itaipu (Brasil) Miranda et al. (2017)

Nimesulida 180 ng L? Agua potéavel Rio Grande do Sul (Brasil) Caldas et al. (2018)
3581 ngL? Afluentes (Grécia) Papageorgiou et al. (2016)
9731 ng L? Efluentes (Grécia) Papageorgiou et al. (2016)
0,09 —2,54 ug L™ Agua superficial Parana (Brasil) Ide (2014)
17 -620 ng L* Agua superficial (Rios) Parana (Brasil) Ide et al. (2017)
0,025 ug L* Agua superficial (Poldnia) Migowska et al. (2012)
Cetoprofeno nd.—2,6nglL* Agua superficial (Costeira) (Espanha) Biel-Maeso et al. (2018)
0,16 — 152,98 ng L* Lencais freéticos Turim (Italia) Papagiannaki et al. (2020)
50 — 260000 ng L Agua residual (ETAR municipal) india Praveenkumarreddy et al. (2021)

73 -1020

Agua superficial e potavel (ETA) Minas Gerais (Brazil) Reis et al. (2019)
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3.5.1.1 Diclofenaco

De acordo com a Tabela 2, estudos realizados em diferentes regides do
Brasil ttm demonstrado a presenca de diclofenaco em matrizes aquosas, como
por exemplo, entre a faixa de 0,9 — 79,8 ng L'! em canais de drenagem urbana
gue desaguam nas aguas balneares e na orla costeira proxima do municipio de
Guaruja, Estado de Sao Paulo (Rivori et al., 2020) a faixa mais elevadas de 7,1
- 548,2 ug L* em amostras de aguas superficiais no rio Ipojuca, no trecho do
municipio de Caruaru em Pernambuco (Santos et al., 2023).

Como as Estacdes de tratamento de aguas residuais tém uma eficiéncia de
remocdo limitada, diclofenaco tem sido comumente detectado na faixa de pg L*
em efluentes de ETAR da Europa e América do Norte e do Sul (Gomez et al.,
2007). O diclofenaco foi detectado em amostras de aguas superficiais,
subterraneas e/ou torneiras/agua potavel de 50 paises, em concentracdes entre
1,52-18,74 ug L (Aus Der Beek et al., 2016).

Américo-Pinheiro et al. (2017) verificaram que o lancamento de esgoto
bruto e efluente de ETE aumentaram as concentracfes de farmacos em aguas
superficiais. Em seu estudo, a maior concentragdo de diclofenaco (8,25 ug L?)
foi detectada em amostra de agua superficial coletada a jusante da estacao de
Trés Lagoas (MS). Resultados similares foram encontrados por Kramer et al.
(2015) na Bacia do Alto Iguacu, Parana, no qual os autores detectaram maiores
concentracgfes de diclofenaco no ponto localizado a jusante da ETE, com valores
de 285 ng L. A principal carga poluidora esta relacionada aos esgotos
domésticos. O servico de coleta de esgoto ndo atende a todas as sub-bacias e
guando atende possui algumas falhas na rede ou na eficiéncia do tratamento.
Mesmo algumas regides, tendo a rede de coleta de esgoto, muitas casas sao
ligadas erroneamente na rede de aguas pluviais ou sao lancados diretamente
nos rios na forma in natura. O diclofenaco foi detectado em amostras de aguas
superficiais no Rio Mojinho, em Sao Paulo, apresentaram baixas concentracoes,
até 385,7 ng L1, houve uma tendéncia de aumento nas concentracdes ao longo
do curso do rio, devido ao langcamento de efluentes da ETE e esgoto bruto
(Campanha et al., 2014).
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3.5.1.2 Naproxeno

De acordo com a Tabela 2, estudos realizados em diferentes matrizes
aguosas no mundo tém demonstrado uma faixa de concentragdo do naproxeno,
a partir de concentragdes mais baixas, quantificadas em amostras de agua
potavel (Agua encanada e subterranea), coletadas na Republica Checa (79,33
ng L**) (Molnarova et al., 2023), até concentracdes mais elevadas, quantificadas
em amostras de esgoto bruto coletadas em ETE em Dracena-SP (9,97 - 22,86
ug L) (Ragassi et al., 2019).

No Brasil, no Cérrego da Onca, Mato Grosso do Sul, a maior concentracédo
encontrada de naproxeno foi 21,285 ug L, regido localizada em area com densa
vegetacao no seu entorno, que sombreia toda a superficie da agua dificultando
aincidéncia de luz solar e consequentemente nao favorecendo a fotodegradacéo
do anti-inflamatério (Américo-Pinheiro et al., 2017).

Devido a decomposi¢do incompleta, 0 naproxeno ocorre em aguas

subterraneas, superficiais e também na agua potavel (Benotti et al., 2009).

3.5.1.3 Nimesulida

Estudos realizados em diferentes regides do Brasil tém demonstrado a
presenca da nimesulida em diferentes matrizes aquosas, como por exemplo, no
trabalho de com Caldas et al. (2018), foi detectado a concentracdo de 180 ng L~
! de nimesulida na amostra de agua potavel da ETA no Rio grande do Sul, até
concentragcfes mais elevadas quantificadas em amostras em aguas residuais no
reservatorio do Lago de Itaipu, no Parand, a concentracédo de nimesulida variou
na faixa de 101,7 a 385,0 ug L* (Miranda et al., 2017)

Os autores atribuem essas altas concentracbes ao fato da nimesulida
estd disponivel sem receita, contribuindo para o alto consumo desses
medicamentos, resultando na entrada de grandes quantidades dessa substancia

para o meio ambiente (Papageorgiou et al., 2016; Pawtowska et al., 2023).
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3.5.1.4 Cetoprofeno

O cetoprofeno foi detectado em aguas superficiais (rios, lagos, mares,
oceanos), aguas residuais (municipais, hospitalares, industriais), aguas
subterraneas e fontes de agua potavel (Tabela 2). As concentracdes de
cetoprofeno sdo medidas na faixa de 0,16 ng L? (Itdlia, Turim, aguas
subterraneas) (Papagiannaki et al., 2020) a 260 ug L (india, aguas residuais
efluentes), com a concentracio mais alta observada na india, onde o cetoprofeno
esta disponivel sem receita médica. A India, um importante centro de produc&o
de medicamentos, também contribui para a descarga de residuos farmacéuticos
em ecossistemas aquaticos, com apenas 31% das aguas residuais submetidas
a pré-tratamento (Praveenkumarreddy et al., 2021).

O cetoprofeno tende a se acumular nas aguas residuais, especialmente
nas aguas residuais hospitalares, devido a sua excrecdo de humanos e animais
na forma de metabdlitos, sendo que apenas 1% do cetoprofeno é excretado
inalterado. Além disso, faltam métodos suficientes para a remocao,
armazenamento e descarte adequados de cetoprofeno vencidos ou nhao

utilizados (Tyumina et al., 2023).

3.5.2 Antibidticos

Antibidticos sdo parcialmente degradados no meio ambiente e, como
resultado, residuos destas substancias podem se acumular nos corpos de
agua. A persisténcia de antibiéticos a longo prazo, mesmo em niveis baixos,
pode promover a proliferacdo de bactérias resistentes a antibidticos e até certo
ponto pode aumentar a resisténcia dos microrganismos (Watkinson et al., 2009;
Kumar et al., 2019).

Tetraciclinas, oxitetraciclinas, sulfametazina, tilosina, penicilina G e
lincomicina sdo amplamente difundidas para tratar as infeccbes bacterianas
(Garcia-Fernandez et al., 2018). Muitos antibidticos sédo liberados no meio
ambiente  mesmo sem serem metabolizados. Entre os antibidticos, o
sulfametoxazol, € umas das espécies mais frequentemente detectadas em
efluentes da ETE (Huang et al., 2011). A tetraciclina (TET) exibe alta


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC10441242/#ref173
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persisténcia em afluentes e efluentes, indicando baixa eficiéncia de remog&ao em
ETE (Leung et al., 2012).

Bartelt-Hunt et al.,, (2011) investigaram a ocorréncia de produtos
farmacéuticos veterinarios em lagoas e lencois freaticos adjacentes a areas de
exploracdo de suinos e bovinos de corte, sendo que sulfonamidas
(sulfamerazina, sulfametazina, sulfametazol e sulfatiazol), juntamente com
macrolideos (eritromicina, lincomicina, monensina e tiamulina), foram detectados
em amostras de aguas subterraneas, com concentragées variando de 29 ng L
a mais de 2.000 ng L 1.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969717309373#bb0545

Tabela 3 - Concentracbes médias de antibidticos presentes em matrizes aquosas
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Faixa de
concentracao

Farmaco

Amostra

Local

Referencia

<LD-44,1ngL™"
120,0ng L
11,5-7342,7 ng L

-1
Oxitetraciclina 48,0-229.6 ng L

Agua superficial
Agua superficial
Agua superficial

Agua superficial

Rio Pedras, Lidice de Rio Claro, RJ (Brasil)
Bacia do rio Coruja, Brago do Norte, SC (Brasil)
Reservatdrio de llha Solteira, llha Solteira, Brasil

Lagoas de agua doce em Flandres, Bélgica

Monteiro et al. (2016)
Gotardo et al. (2014)
Monteiro (2014)

Goessens et al. (2020)

19,5mg L? Agua Residual ETAR (China) Li et al. (2008)
25,1ngL? Agua costeira Golfo de Cadis (Espanha) Biel-maeso et al. 2018)
11 ng L? Agua superficial Bacia hidrografica do Atibaia, SP (Brasil) Locatelli et al. (2011)
0,188 pug L* Agua superficial Maringa, Parané (Brasil) Da Silva; Oliveira (2018)

0,357 ug L Agua superficial Rio Hai (China) Chen et al. (2018)

Tetraciclina 57,3-248,2ng L*
<MQL-138 ng L*

<MQL-635ng L?

Agua superficial

Agua superficial

Lagoas de agua doce em Flandres, Bélgica

Lagos e Canais, Hanoi (Vietnd)

Goessens et al. (2020)

Tran et al. (2019)
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63,3ng L?

Agua superficial (costeiras)

Golfo de Cadis (Espanha)

Biel-maeso et al. 2018)

29-2422ng L?
575,5ng L?
-1
Cefalexina 72ngl

0,003 - 0,29 pg L

523,3-977,7 ng L!

Agua superficial
Agua superficial
Agua superficial
Agua superficial

Agua residual

Bacia hidrogréfica do Atibaia, SP (Brasil)
Rio Macacos, Rio de Janeiro (Brasil)
Rio Diluvio, Porto Alegre, RS (Brasil)
Rio Suquia, Cordoba (Argentina, LA)

ETAR, Teera (Ird)

Locatelli et al. (2011)
Monteiro et al. (2017)
Arsand et al. (2020)
Eugenia et al. (2020)

Mirzaei et al. (2018)

106 ng L*
60 ng L?
1,28 ug L?
<LD-467,ng L™
Sulfametoxazol 1,374 pg L*
126,70 ng L
65,4 ng L*
34a147ngL?

31al1l10ngL?

Agua superficial
Agua superficial
Agua superficial
Agua superficial
Agua residual (Efluentes)
Agua residual (Efluentes)
Agua superficial (Afluentes)
Agua residual (Afluentes)

Agua residual (Efluentes)

Bacia hidrografica do Atibaia, SP (Brasil)
Rio Dilavio, Porto Alegre, RS (Brasil)
Rio Barigui, Curitiba, Paran& (Brasil)

Rio Pedras, Lidice de Rio Claro, RJ (Brasil)
ETE, Porto Alegre, RS (Brasil)
ETAR (Tunisia)

Rio Songhua (China)

ETARs, Itdlia (Roma)

Locatelli et al. (2011)
Arsand et al. (2020)
Boger et al. (2021)
Monteiro et al. (2016)
Bisognin et al. (2019)
Harrabi et al. (2018)
Wang et al. (2017)

Spataro et al. (2019)
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14 ng L?
0,20 pg L
0,12 pg L
122 ng L?
Enrofloxacina 780 2 900 pg L
1,22 pg L
400,2ng L?

226 ng L

Agua superficial
Agua superficial
Agua do mar
Agua do mar (Costeira)
Agua residual (Efluentes)
Agua do mar
Agua residual (Efluentes)

Agua superficial

ETAs (Nordeste do Brasil)

Sé&o Luis (Brasil)

Golfo de Cadiz (Espanha)
ETAR, Patancheru (india)
Baia de Laizhou, Weifang (China)
ETAR (Tunisia)

Hanai (Vietna)

Santos et al. (2020)

Dias et al. (2021)

Biel-Maeso et al. (2018)
Larsson et al. (2007)
Gao et al. (2018)
Harrabi et al. (2018)

Tran et al. (2019)
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3.5.2.1 Enrofloxacina

Estudos realizados em diferentes regibes do Brasil ttm demonstrado a
presenca da enrofloxacina em diferentes matrizes aquosas, como por exemplo,
no trabalho de Santos et al. (2020) realizaram um estudo para quantificar a
enrofloxacina em amostras de agua coletadas em estacdes tratamento de agua
potavel (ETAS) e amostras de agua superficial em rios no Nordeste do Brasil. A
enrofloxacina foi detectada em amostra de aguas superficiais foi 14 ng L e ndo
foi registrada em &gua tratada. O rio que alimenta a barragem da ETA cobre
principalmente areas rurais com agricultura de subsisténcia e monocultura,
principalmente de mandioca, e recebe esgoto tratado e nao tratado descartado.
A barragem é usada para varios fins, como geracao de energia, pesca natural,
piscicultura, vela e recreacao.

A enrofloxacina foi detectada em amostras de agua de dois canais
urbanos, To Lich e Kim Nguu em Handi, Vietnd, apresentando concentracao
média de 226 ng L. A presenca da enrofloxacina pode ser atribuida a certas
praticas veterinarias, uma vez que esse farmaco é amplamente utilizado para
tratar infeccOes bacterianas em animais (por exemplo, gatos e cées) (Tran et al.
2019). Concentracdo ainda maior de enrofloxacina foi detectada no efluente de
uma ETAR atendendo a cerca de 90 fabricantes de medicamentos a granel em
Patancheru, perto de Hyderabad, india - um importante local de producéo de
medicamentos genéricos para o mercado mundial, a concentracao registrada de

enrofloxacina foi 780 a 900 ug L (Larsson et al., 2007).

3.5.2.2 Oxitetraciclina

As concentracdes de oxitetraciclina, apresentadas na Tabela 3, estéo
medidas na faixa de 25,1 ng L (Golfo de Cadis, sudoeste da Espanha, aguas
superficiais oceanicas) (Biel-Maeso et al., 2018) a 19,5 mg L* (ETAR na China,
aguas residuais), no escoamento tratado de producdo da oxitetraciclina, de

acordo com o estudo, a concentragcédo diminuiu ligeiramente ao longo do rio, de
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641 pg L no local R2 (ponto de descarga), para 377 pg L* no local R4
(aproximadamente 20 km do local R2) (Li et al., 2008).

A concentracdo das tetraciclinas no meio ambiente esta relacionada as
propriedades fisicas e quimicas dos (adsor¢cdo e transformacéo), distancia da
fonte, temperatura ambiente da agua, pH, concentracdo de sal e
biodisponibilidade (Xu et al., 2021). A degradacao das tetraciclinas é altamente
influenciada pela temperatura, e uma temperatura mais baixa da agua pode
tornar a taxa de degradacao lenta, o que estimula a persisténcia de antibiéticos
no ambiente aquatico (Chang et al., 2023).

Concentragbes mais elevadas de oxitetraciclina (Tabela 3), foram
detectadas em amostras de agua coletadas em pisciculturas da represa da usina
hidroelétrica de Ilha Solteira, formada pelos rios Parana e Rio Grande, na regiao
de Santa Fé do Sul no estado de Sao Paulo, Brasil, a faixa de concentracao ficou
na faixa de 11,5 - 7342,7 ng L** (Monteiro, 2014). Aas altas concentracGes de
tetraciclinas nas aguas superficiais estdo significativamente associados
positivamente a aquicultura (producdo de peixes de agua doce, camarao,
caranguejo ou marisco), aos cuidados meédicos humanos e aos fatores de

producéo agricola (Tong et al., 2014).

3.5.2.3 Tetraciclina

Concentracdes de tetraciclina (Tabela 3), estdo medidas na faixa de 11
ng L (bacia hidrografica do Atibaia, Estado de Sdo Paulo, Brasi), em aguas
superficiais (Locatelli et al., 2011) a 0,357 pyg L (Rio Hai na China, aguas
superficiais) (Chen et al. 2018).

A TC é tipicamente detectada em poucas ou henhuma amostra de agua,
devido a sua caracteristica de forte sorcdo em particulas orgéanicas e, ou,
minerais do solo/sedimento. Bisognin et al. (2019), investigou a presenca de TC
em amostras de efluentes e lodo coletadas na maior estacdo de esgoto sanitario
do Sul do Brasil, mas a TC foi detectada apenas na amostro de lodo. As
deteccbes de TC em amostras de lodo, podem ser facilmente explicadas pela

capacidade das substancias pertencentes ao grupo das TCs de se ligar a cations
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divalentes na fase sélida, como Ca?*, Mg 2* e Cu ?*. Esses cations permitem a
adsorcdo de particulas e a formacdo de complexos ternarios mais estaveis
(Pulicharla et al., 2017). Hu et al. (2018) e Yan et al. (2014) deram outra
explicacdo para a sorcdo desses compostos e destacaram que as particulas
coloidais sédo carregadas negativamente; assim, compostos de nitrogénio
carregados positivamente tendem a se ligar na fase sélida e em organismos

aguaticos em corpos d'agua.

3.5.2.4 Cefalexina

Estudos realizados em diferentes regides do Brasil ttm demonstrado a
presenca da cefalexina em diferentes matrizes aquosas, como por exemplo, no
trabalho de Locatelli et al. (2011), a cefalexina foi detecta como o antibiotico de
maior concentracdo em rios urbanos e de esgoto impactado em Sao Paulo,
Brasil, as concentragcdes das amostras variaram de 29 a 2422 ng L. Enquanto
no estudo de Arsand et al. (2020), foi detectada uma das concentracfes mais
baixas (72 ng L!) em amostras de aguas superficiais coletadas no Rio Dillvio,
Porto Alegre, regido de grande urbanizacdo e alto lancamento de efluente

doméstico in natura.

3.5.2.5 Sulfametoxazol

Estudos realizados em diferentes regides do mundo tém demonstrado a
presenca do sulfametoxazol em diferentes matrizes aquosas, como por exemplo,
no trabalho de Arsand et al. (2020), foi detectada a concentracdo de 60 ng L*
em amostras de aguas superficiais coletadas no Rio Dilavio, Porto Alegre, regido
de grande urbanizacdo e alto lancamento de efluente doméstico in natura.
Resultados superiores foram encontrados no estudo de Tran et al. (2019), o
sulfametoxazol foi detectado em amostras de agua de lagos e canais urbanos

em Handi, Vietna, apresentando concentracéo média de 255 ng L' e 7631 ng L-
1
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3.5.3 Cafeina

A CETESB passou a monitorar niveis de cafeina em alguns mananciais
destinados ao abastecimento publico, dentre eles os rios Cotia e Sorocaba bem
como o Reservatério do Guarapiranga, no estado de Sdo Paulo. Estudos
realizados em diferentes regides do Brasil e do mundo tém demonstrado a
presenca da cafeina em diferentes matrizes aquosas (Tabela 4). No Relatério da
Qualidade das Aguas Interiores (2016) sdo apresentadas as concentracées
detectadas nesses mananciais. Os maiores niveis de cafeina foram detectados
no Rio Cotia (17970 ng L!), as concentracdes do Rio Sorocaba variaram de 60
a 690 ng L' enquanto as menores concentracdes foram identificadas no
Reservatoério do Guarapiranga foram (19 a 240 ng L'') (CETESB, 2016).



Tabela 4 - ConcentracBes médias de cafeina presentes em matrizes aquosas
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Farmaco Faixa de concentracéo

Amostra

Local

Referencia

17970 ng L
60 a 690 ng L*
19a240ngL?
43a477ng L1
690 a 29000 ng L
600 a 5300 ng L*
174 a2 127092 ng L
CAF 2400 ng L?
0,04 e 129,6 ng L
993,9 a2 19329,7 ng L™

2,769 ug L*

35,29 g L*

8,20 pg L

Aguas superficiais

Aguas superficiais

Aguas superficiais

Aguas superficiais
Aguas superficiais
Aguas superficiais
Aguas superficiais

Agua potavel

Afluentes

Aguas residuais

Rio Cotia

Rio Sorocaba

Reservatério Guarapiranga (SP — Brasil)

Reservatério Guarapiranga (SP — Brasil)

Rio Cotia
Rio Sorocaba (SP — Brasil)
Rio Atibaia, SP (Brasil)
Rio Atibaia, SP (Brasil)
Rio Monjolinho, SP (Brasil)
Rio Jundiai, Sdo Paulo (Brasil)

Porto Alegre, RS (Brasil)

Estacdo de tratamento de efluentes, Porto Alegre/ RS

(Brasil)

ETARs, Curitiba/PR (Brasil)

CETESB, 2016

Lépez-Doval et al. (2017)

Montagner et al. (2014)

Montagner; Jardim (2011)
Sodré et al. (2010)
Campanha et al. (2014)
Sousa et al. (2014)

Machado et al. (2016)

Bisognin et al. (2019)

Froehner et al. (2011)
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26 — 3,167 ng L

84,4a648,9ngL?
42,3a1410ng L?

253a321
112 a 1927

9478 a 83901

40,8 -72,3

<LQ-738

Aguas superficiais

Agua de Estuério

Agua do mar

Agua superficias
Aguas efluentes

Aguas afluentes

Aguas afluentes

Aguas efluentes

Bacia do Rio Doce em Minas Gerais (Brasil)

Baia de Santos, S&o Paulo (Brasil)
Guaruj&/SP (Brasil)
Rio Lis, Leiria
ETAR
ETAR

(Portugal)

Estacdo de tratamento de agua potavel

Rodrigues et al. (2014)

Pereira et al., (2017)
Roveri et al. (2020)

Paiga et al. (2019)

Borrull et al. (2020)
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A CAF também foi monitorada em outras regiées do pais. Machado et al.
(2016) detectaram CAF em &aguas superficiais coletadas nas 22 capitais
avaliadas no Brasil, bem como em 93% das amostras de agua potavel avaliadas.
A maior taxa de concentracdo de CAF foi observada em amostras de agua
potavel coletadas no municipio de Porto Alegre (2,769 pg L), onde foi realizado
o estudo. Os elevados teores de CAF estdo associados a sua presenca em
analgésicos, energéticos, consumo de café e chimarrdo, uma bebida tradicional
sul-americana rica em cafeina preparada com folhas secas de erva-mate em

agua quente servida com canudo metalico de cabaca oca (Machado et al., 2016).

3.6 Legislagao

No Brasil, a Portaria de Consolidacdo n° 05/2017 do Ministério da Saude,
em seu Anexo XX, dispde sobre os procedimentos de controle e de vigilancia da
gualidade da agua para consumo humano e seu padrdo de potabilidade, ao
estabelecer o Programa Nacional de Vigilancia da Qualidade da Agua para
Consumo Humano (Vigiagua). Essa portaria estabelece conjuntos de padrdes
de qualidade para a agua para consumo humano. Dentre eles, padrdes
microbiolégicos, de turbidez, odor, pH e padrdes de potabilidade para
substancias quimicas que apresentam riscos para a saude (BRASIL, 2017).

As diretrizes para qualidade da agua, segundo a Organiza¢do Mundial da
Saude (OMS), sédo utilizadas para elaborar legislacbes ambientais em diversos
paises. As normas brasileiras para agua potavel, geralmente, sdo baseadas ou
copiadas a partir dessas normas estrangeiras, ou tomadas sem a devida
adaptacdo das diretrizes estabelecidas pela OMS. Na Portaria n°® 05/2017
houve uma evolucéo dos procedimentos de controle e de vigilancia da qualidade
da agua para consumo humano e seu padrdo de potabilidade (Ministério da
Saude, 2021).

Esses compostos ainda néo séo considerados pela atual legislagdo como
sendo poluentes, e ndo existe legislacdo no Brasil que trate sobre os farmacos.
Além disso, seus possiveis efeitos sobre a saude humana ainda nao foram

avaliados pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (Crestana et al., 2011). As



47

iniciativas de monitoramento partem de académicos e de alguns 6rgaos
ambientais, como a Companhia do Meio Ambiente do Estado de S&o Paulo
(CETESB). O Brasil ainda carece de uma lista oficial de priorizagéo de farmacos
a serem avaliados e monitorados em agua (Aragéo et al., 2020).

Nas diretrizes para qualidade da agua da OMS, foi solicitado aos governos
gue intensifiguem o controle da qualidade da agua, com planos de seguranca,
0S quais, caso sejam realmente implementados, podem acarretar melhorias
expressivas a saude publica. Segundo o texto, poucos contaminantes tém
mostrado efeitos adversos a salde humana, em consequéncia da exposi¢cao
prolongada através da agua para consumo humano. No entanto, ha uma
adverténcia que esta € uma parcela pequena de produtos quimicos que podem
atingir as varias fontes de agua potavel (OMS, 2011).

Logo, € importante estabelecer metas nos planos de seguranca da agua,
com base em critérios de saude, embora os valores de referéncia possam
necessitar de ajustes para levar em consideracdo questdes culturais,
econdmicas, socioambientais locais e geoldgicas. O Guia frisa também que
informacgdes de algumas fontes, tais como “WHO Environmental Health Criteria
monographs e Concise International Chemical Assessment Documents”, assim
como relatérios de avaliacdo de risco quimico de JMPR (Reunido Conjunta
(FAO/OMS) sobre Residuos de Pesticida), JECFA (Comité Misto FAO/OMS de
Especialistas em Aditivos Alimentares) e IARC (Agéncia Internacional de
Pesquisa em Cancer), e ainda documentos da “United States Environmental
Protection Agency (USEPA)” trazem informacfes adicionais sobre produtos
guimicos que néo estao incluidas nestas diretrizes (OMS, 2011).

O Ministério da Saude publicou, em 2006, um Manual de Gerenciamento
dos Residuos de Servicos de Saude, o qual mostrou a necessidade da adocéo
de um Plano de Gerenciamento de Residuos de Servicos de Saude, no entanto
esse manual ndo aponta solucdes para a destinacdo final de medicamentos
(ANVISA, 2020).

Apesar da auséncia de regulamentacdes especificas sobre antibioticos
em corpos hidricos brasileiros, é imperativo reconhecer que alguns decretos
recentes podem ter um impacto indireto na ocorréncia de produtos farmacéuticos

em matrizes hidricas.
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A primeira, a Resolugdo n°® 44, de 26 de outubro de 2010, criou e
implementou uma lei restritiva as vendas de balcdo de antimicrobianos, em
novembro de 2010 (ANVISA, 2010). Ap6s essa lei, houve uma queda nas
vendas, maior nas regidbes com melhores condi¢cdes socioecondmicas.
condicdes. No entanto, esta queda foi seguida por um aumento nas vendas,
mesmo a uma taxa inferior, menos de um ano apdés a implementacao da lei. Para
CIP e CFX, por exemplo, entre 2008 e 2010, antes da lei, as vendas destes
antibidticos tiveram um aumento substancial de aproximadamente 41,1 e 45,2%,
respectivamente (Moura et al., 2015).

A segunda, o Decreto n°® 10.388, de 5 de junho de 2020,92 estabeleceu o
sistema de logistica reversa para produtos farmacéuticos domiciliares de uso
humano vencidos ou nao utilizados, industrializados ou manipulados, e suas
embalagens apo0s descarte pelos consumidores. Com esta lei, algumas
drogarias e farmacias passam a constituir pontos de recolha fixos e ficam
obrigadas, as suas expensas, a adquirir, disponibilizar e manter, nos seus
estabelecimentos, contentores dispensadores, garantindo pelo menos um ponto
de recolha fixo onde a populagéo possa descartar os medicamentos domiciliares
vencidos ou fora de uso e suas embalagens.

Em 2018, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa)
regulamentou as praticas de gerenciamento de residuos de sistemas de saude
(HSR) quando instituicdbes de saude (hospitais, ambulatorios, clinicas etc.),
drogarias e distribuidoras de medicamentos descartam medicamentos
(Resolucdo n. 222/2018). A resolucdo determina que medicamentos que nao
apresentem riscos radioldgicos, quimicos ou bioldgicos devem ser tratados por
meio de logistica reversa. Embora outras regulamentacdes nacionais tentem
implementar logistica reversa para produtos farmacéuticos, elas séo ineficazes
(Aragéo et al., 2020).

As concentracfes dos farmacos em agua sdo geralmente menores que
as doses recomendadas terapeuticamente. Sendo assim, a Organizacéo
Mundial da Saude (OMS) conclui que a exposicao de individuos pelo consumo
dessa agua contaminada por residuos destas substancias, provavelmente, nao
trard efeitos adversos a saude humana, sem realizar uma avaliagéo sistematica

dos efeitos do residuo destas substancias em agua, e assim néo estabelece
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valores de referéncia formais. Adicionalmente, descreve o monitoramento dos
farmacos em agua, assim como o acréscimo de mais etapas de tratamento
especificos para reduzir a sua concentracdo. As dificuldades praticas com a
implementacgéo de programas de monitoramento incluem os custos elevados e
limitada disponibilidade de tecnologias para detectar a grande variedade de
produtos farmacéuticos que podem estar presentes nesta matriz (OMS, 2011).

3.7 Métodos Analiticos para a determinacao de residuos de farmacos em
agua

Dentro de uma sequéncia analitica, o preparo da amostra constitui etapa
importante na qual os analitos sdo levados a uma forma apropriada de
guantificacdo de acordo com o método analitico escolhido (Soares Maciel et al.,
2019). Além disso, esta etapa pode ser a mais demorada e dispendiosa de uma
sequéncia analitica. Um método analitico ideal deve possuir minima
manipulacdo experimental, oferecer maxima seguranca operacional e nao
permitir contaminacgao ou perda dos constituintes de interesse (Jalili et al., 2020).
Todos estes aspectos estdo diretamente associados a etapa de tratamento da
amostra.

Métodos voltados a determinacdo de contaminantes emergentes em
aguas naturais estdo, em sua maioria, condicionados a uma etapa de extracao
e pré-concentracao devido as baixas concentracfes destes analitos nesta matriz
(Zhao et al., 2009). InUmeras estratégias tém sido adotadas para este fim, sendo
gue grande parte dos trabalhos faz uso de métodos de extracdo em fase sélida
(SPE, do inglés Solid Phase Extraction), com cartuchos disponiveis
comercialmente (Peng et al., 2019, Krakké et al., 2019). O uso de cartuchos para
a extracdo de contaminantes emergentes, tais como residuos de medicamentos,
tem levado a obtencdo de excelentes indices de recuperacdo em diferentes
faixas de concentracdo (Arditsoglou; Voutsa, 2008; Van de Steene; Lambert,
2008).

Além disso, deve-se levar em consideracao que caso os interferentes ndo
sejam eliminados, o resultado poderd ser falso. Em se tratando de

determinacdes realizadas por meio do emprego de técnicas analiticas de
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separacéo, tais como a cromatografia a gas (CG), cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) ou eletroforese capilar (CE), o preparo de amostra, além de
evitar que interferentes da matriz coeluam com os compostos de interesse,
permite garantir a longevidade das colunas analiticas ou dos capilares e evita
limpezas constantes no sistema de injecao (Lancas, 2004; Lakka; Kuppan,
2020).

Portanto, a escolha adequada de uma técnica de preparo de amostra é
um fator chave na obtencdo de resultados confiaveis e exatos. Tal escolha
depende da natureza da matriz, das caracteristicas do analito e da técnica
analitica que serd empregada na determinacéo, requerendo praticamente um
desenvolvimento caso a caso (Hernandez-Borges, 2007). Considerando a
matriz, devem ser levados em consideracéo o seu estado fisico (sélido, liquido
ou gas), o tamanho da amostra, o conteddo de matéria orgéanica, a presenca de
gordura, de pigmentos ou proteinas e o pH. Quanto ao analito, devem-se
considerar as suas propriedades fisicas e quimicas (massa molar, carga,
polaridade, volatilidade, solubilidade, pKa), as propriedades que permitam a sua
deteccéo (absorcdo UV-vis, fluorescéncia, eletroatividade) e sua concentracéo
(Jardim, 2010; Lakka; Kuppan, 2020).

Idealmente, o método de preparo de amostra deve: (i) ser tdo simples
guanto possivel, ndo somente para reduzir o tempo de analise, mas também
porque um numero grande de etapas aumenta a possibilidade de introducéo de
erros; (i) ser seletivo para os analitos selecionados, proporcionando maior
detectabilidade; (iii) ser rapido; (iv) empregar instrumentacédo de baixo custo; (v)
permitir a automacdo; (vi) incluir, quando necessario, uma etapa de
concentracdo do analito a fim de obter uma concentracdo adequada para atingir
o nivel de deteccédo do instrumento utilizado e consumir quantidades minimas de
reagentes e solventes, atendendo aos preceitos da Quimica Verde (Jardim,
2010; Sadutto; Picd, 2020).

Dentre as técnicas de preparo de amostras, destacam-se as diferentes
técnicas de extracdo e suas diversas modificacBes surgidas nos ultimos anos,
sendo a maioria delas baseada na miniaturizacao e automacao das diferentes
etapas do procedimento (Ptotka-Wasylka et al., 2017). Isso tem resultado no

desenvolvimento de novas técnicas, como extracdo dindmica em fase solida
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(SPDE), microextracdo por sorvente empacotado (MEPS) (Nolvachai et al.,
2015), dispersao da matriz de fase solida (MSPD) (Pérez et al., 2020), extragcédo
sortiva em barra de agitacdo (SBSE), microextracdo em fase sélida (SPME)
(Filho et al., 2010; de Araujo et al., 2015; Wang et al., 2020), microextracao em
fase s6lida no modo headspace (HS-SPME) (Rodrigues et al., 2011; Soria et al.,
2017), microextracao liquido-liquido dispersiva (DLLME) (Santana et al., 2018;
Dias et al., 2021), extracdo em fase sélida dispersiva (d-SPE). No entanto, nos
concentraremos apenas na SPE tradicional.

3.7.1 Extragcdo em Fase Solida (SPE)

A extracdo em fase solida (SPE) é o procedimento mais utilizado
para limpeza, extracéo, fracionamento de classes e pré-concentracdo de tracos
de substancias contidas em amostras ambientais, clinicas, biologicas e
alimenticias (Pedrouzo et al., 2007; Andrade-Eiroa et al., 2016). Outros usos de
SPE incluem a derivatizacdo de compostos (Zwir-Ferenc; Biziuk, 2006).
Portanto, a extracdo em fase sélida € a técnica mais utilizada atualmente na
extracdo e pré-concentracdo de residuos de contaminantes emergentes em
amostras ambientais (Garcia; Galera; Bueno, 2024).

Além disso, varias metodologias da Environmental Protection Agency
(EPA) incluem a SPE como o procedimento recomendado para o pré-tratamento
de amostras contendo poluentes organicos. Assim, por exemplo, o método EPA
1694 recomenda a SPE com uso dos cartuchos Oasis HLB (Hydrophilic
Lipophilic Balance) para extracdo e limpeza de produtos farmacéuticos e
produtos de higiene pessoal em amostras de agua (US EPA, 2007).

Nos ultimos anos, tem havido um interesse crescente em técnicas de
enriquecimento de tracos que usam a extracdo em fase sélida (SPE) como uma
alternativa a laboriosa e demorada extracdo liquido-liquido (LLE). Isso também
€ devido ao alto consumo de solventes organicos na LLE. Além disso, as
recuperacdes de muitos analitos polares usando a LLE séo baixas devido a sua
solubilidade parcial relativamente alta em agua (Stone, 2017; Kyle, 2017).

A SPE é uma técnica de separagdo liquido-sélido empregada com a

finalidade de isolar os analitos de interesse contidos em uma matriz podendo,
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posteriormente, serem analisados por um meétodo instrumental, como a
cromatografia. Devido a necessidade de quantificar os analitos presentes em
baixas concentracdes (geralmente em pg L ou ng L), é necessario um passo
de pré-concentracdo para amostras de agua, preliminar a analise instrumental,
a fim de isolar os analitos de interesse. O principal desafio é realizar uma
extracdo simultdnea de grupos de analitos com propriedades fisico-quimicas
muito diversas (Petrovic et al., 2013; Faraji et al., 2019).

O desenvolvimento da SPE envolve a escolha das condi¢cdes
experimentais, como selecdo da fase sélida, do solvente da amostra e do
solvente de eluicdo (Lancas, 2004; Andrade-Eiroa et al., 2016). A técnica
consiste basicamente no uso de um cartucho semelhante a uma seringa (Figura
10a), que é preenchido por um adsorvente. Com a evolugdo da técnica,
diferentes formatos de cartuchos contendo o sorvente a ser utilizado foram

disponibilizados comercialmente, conforme mostrado na Figura 10.
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Figura 10 - Cartuchos para SPE: (a) seringa empacotada com sorvente; (b) seringa com disco
de SPE; (c) cartucho; (d) ponta da seringa com disco de SPE; (e) membrana em disco de
extracdo para conexdo a uma seringa,; (f) placa de SPE de 96 posicdes

Fonte: Adaptado de Walker; Mills (2002)

As primeiras aplicacdes experimentais da SPE comecaram ha 50 anos,
embora este processo ndo tenha sido aplicado com objetivos analiticos até
meados da década de 1970 (Liska, 2000, Faraji et al., 2019). Os cartuchos

descartaveis para SPE foram introduzidos ha mais de 30 anos, sendo que 0s
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primeiros cartuchos datam de 1978. O desenvolvimento da SPE foi inicialmente
lento e, até a década de 1980, a extracao liquido-liquido (LLE) permaneceu como
a técnica preferida para o pré-tratamento de amostras liquidas, particularmente
na area ambiental. Desde entdo, houve muitos aprimoramentos nos formatos de
cartuchos ou discos SPE (Figura 10) (Ptotka-Wasylka et al., 2016), sendo
introduzidos novos sorventes, como imunossorventes (IMs) (Pichon et al., 2020)
ou polimeros impressos molecularmente (MIPs) (Omran et al., 2019).

As vantagens apresentadas pela SPE em comparagcdo com a extracao
liquido-liquido classica sdo: menor consumo de solvente organico, ndo forma
emulsdes, facilidade de automacdo, altas porcentagens de recuperacdo do
analito, volumes reduzidos de residuos téxicos, capacidade de aumentar
seletivamente a concentragcédo do analito e disponibilidade comercial de muitos
equipamentos e sorventes para SPE (Hernandez-Borges et al., 2007; Faraji et
al., 2019). A SPE apresenta como desvantagens o tempo de analise, os altos
custos dos cartuchos e dos dispositivos comerciais multivias (manifolds) e,
eventualmente, a dificuldade em selecionar o sorvente adequado para a
aplicacdo desejada. Além disso, os cartuchos séo utilizados uma Unica vez e,
geralmente, ha baixa reprodutibilidade de lote para lote de cartucho (Novakova,
2009; Andrade-Eiroa et al., 2016).

3.7.1.1 Procedimento de Extracdo em Fase Sdlida

O procedimento de extracdo em fase sélida apresenta sequencialmente
guatro etapas: condicionamento do sorvente, percolacdo da amostra, lavagem
ou clean-up, eluicdo dos analitos com solvente apropriado (Lancas, 2004; Stone,
2017).0 procedimento basico de SPE consiste em carregar uma solucdo em
uma fase solida (geralmente um cartucho contendo o sorvente) capaz de reter
os analitos-alvo, lavar os componentes indesejados e eluir os analitos desejados
com outros solventes em um tubo de coleta (Camel, 2013; Nufez et al., 2017).

Comumente, para o procedimento de SPE é utilizado o esquema
apresentado na Figura 11. Apesar de largamente utilizado, o sistema de extragcéo
para SPE utilizando o manifold apresenta diversas desvantagens podendo-se

destacar o controle combinado da vazdo e da intensidade do véacuo, a
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contaminacdo cruzada nas tubulagbes plasticas e a utilizacdo prolongada da
bomba de vacuo (Sanson et al., 2014).

SPE

Cartucho de SPE
Frasco com amostra

Manifold

Bomba a vacuo
Tubos

conectores

Figura 11 - Representacdo do esquema com manifold para execucdo de procedimento usando
SPE
Fonte: Sanson et al. (2014)

3.7.1.2 Fases Solidas ou Sorventes

A SPE, como meétodo seletivo, oferece diversas opcdes de sorventes,
desde os tradicionais de fase reversa (C18, C8), fase normal (silica, alumina) e
troca idnica, até aqueles de modo misto (troca i6nica + fase reversa) e resinas
funcionalizadas baseadas em polimeros de estireno-divinilbenzeno (SDVB).
Entre eles, os grupos mais frequentemente utilizados sao silica e adsorventes a
base de silica, polimeros, carbono poroso e grafitizado, e novos sorventes de
extracdo incluindo novos tipos de polimeros e imunoabsorventes
molecularmente impressos (Hennion, 1999; Poole, 2003).

Os sorventes a base de polimeros tém diferentes vantagens, incluindo a
auséncia de modificadores de eluicdo &cida/basica, sem limitacdes de pH
(estaveis de pH 1 a 14) e alta capacidade. A SPE baseada em polimeros envolve
um meio polimérico macroporoso, oferecendo uma maior capacidade de carga
comparada ao uso da silica convencional. Um exemplo é o Strata TMX, que tem
a vantagem de nao ter grupos silandis superficiais residuais, ao contrario dos
substituintes adsorventes de silica. Os sorventes poliméricos mais amplamente

utilizados sédo os copolimeros de (poli)estireno-divinilbenzeno (PS-DVB). A
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auséncia de grupos silanol, resultando em menos intera¢des secundarias, e a
ampla gama de estabilidade de pH desses polimeros, aumentam a flexibilidade
de desenvolvimento do método. Para superar as limitacbes da sua baixa
superficie especifica, alguns polimeros altamente reticulados foram
desenvolvidos com maiores areas de superficie (800—1200 m? g!) do que os
sorventes poliméricos convencionais (350-500 m? g) (Buszewskl; Szultka,
2012).

Um novo copolimero hidrofilico-lipofilico (HLB) de N-vinilpirrolidona,
divinilbenzeno é o Oasis® HLB (Waters). Este sorvente foi relatado por Fontanals
et al. (2005) como possuindo uma boa retengédo para compostos polares e néo
polares. A N-vinilpirrolidona hidrofilica aumenta a molhabilidade do polimero, e
o divinilbenzeno lipofilico fornece a retencdo de fase reversa necessaria para
reter os analitos. O sorvente preserva a retencao do analito mesmo se o leito
secar, 0 que o torna adequado para aplicacdo em sistemas automatizados de
SPE.

O copolimero estireno divinilbenzeno, como um sorvente hidrofobico,
possui retencdo igual ou muito frequentemente maior que a silica ligada a
octadecil (ODS). De outro lado, existem varios sorventes hidrofilicos disponiveis
comercialmente (XAD7, XAD-8, Abselut Nexus, Focus, HLB Oasis, Porapak
RDX) (Fontanals et al., 2005).

De acordo com alguns estudos utilizando SPE, foi testada a eficiéncia
de diferentes fases adsorventes (OASIS HLB, Strata-X, Chromabond HR-X,
Bakerbond Speedisk) para determinacdo de farmacos, incluindo antibioticos,
antiinflamatorios nao esteroidais, B-bloqueadores, reguladores lipidicos e um
medicamento psiquiatrico em agua do mar. Sete farmacos, incluindo compostos
cuja presenca em ambientes marinhos ndo havia sido relatada anteriormente,
foram detectados, sendo o acido salicilico e a carbamazepina os mais
abundantes, em concentracbes até 855 ng L ! (Wille et al., 2010). Dentre os
adsorventes testados, o Chromabond HR-X foi escolhido, pois obteve

recuperacfes maiores que 70%.
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3.7.2 Técnicas de andlise de residuos de farmacos em amostras de agua

A analise de produtos farmacéuticos em matizes ambientais € usualmente
realizada por cromatografia, e a selecdo da técnica de separacdo dos analitos
de interesse é feita com base nas propriedades fisico-quimicas do composto,
como volatilidade e polaridade (Giger, 2009; Silva; Collins, 2011).

Poluentes volateis, semivolateis e lipofilicos sdo frequentemente
separados por cromatografia a gas (GC), enquanto compostos com maior
polaridade e volatilidade mais baixa sdo mais facilmente separados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Como a maioria dos farmacos
apresenta polaridade intermediaria e se enquadra dentro de uma zona de
interface, a separacdo pode ser realizada pelas duas técnicas (Giger, 2009;
Silva; Collins, 2011).

No entanto, métodos de separacdo por HPLC passaram a ser 0s mais
empregados para investigacdo de farmacos (Thomas et al., 2014; Machado et
al.,, 2016), haja vista a possibilidade de identificacdo e quantificacdo de
substancias em matrizes como aguas superficiais, efluentes, solos, sedimentos,
lodos, amostras biologicas, bem como em alimentos, com limites de deteccéo da
ordem de ng L, para substancias com ampla faixa de massas moleculares e de
pressao de vapor (volatilidade) (Costa Junior et al., 2014).

A Tabela 5 apresenta uma sintese de estudos realizados com relacéo a
analise de residuos de farmacos, considerando a matriz de avaliacdo e o

procedimento analitico empregado.



Tabela 5 - Relacédo de farmacos e procedimentos analiticos para sua determinagdo
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MPOEG Farmacos Matriz analisada Tecnica d% Referéncia
adsorvente determinacéo
Oasis HLB Ibuprofenq, naproxeno, cetoprofeno, dlclofenqco de s_odlo, Aguas Residuais UPLC-Q-TOF- Petrovic et al.,
eritromicina, paracetamol, sulfametoxazol, trimetoprima MS 2006
Amoxicilina, oxitetraciclina, eritromicina, sulfametoxazol,
. . e X < UPLC-ESI- Gaffney et al.,
Oasis HLB ciprofloxacina, ibuprofeno, cetoprofeno, naproxeno, diclofenaco, Agua para consumo
. X : A e MS/MS 2014
nimesulida, acetaminofeno, acido salicilico
Aguas residuais, lamas,
Oasis HLB Naproxeno, diclofenaco de sédio, ibuprofeno, paracetamol aguas para consumo € LC-MS/MS Huber etal,
sedimentos 2016
Diclofenaco de sédio, Cetoprofeno, Naproxeno, Nimesulida, ) Papageoraiou et
Oasis HLB paracetamol, Amoxicilina, Ciprofloxacina, Eritromicina, Aguas Residuais LC-MS/MS palg ZOQ.”LG
Trimetoprima, sulfametoxazol, cafeina "
Oasis HLB Paracetamol, D|clofenaco_ de sod_lo, Ibuprofeno, Naproxeno, Aguas res_ld_uf':us e LC-MS/MS Gonzélez-Alonso
Trimetoprima Superficiais et al., 2017
. < G ] Aguas doces FFEEYIDD € Sodré et al
Oasis HLB Acido acetilsalicilico, cafeina e paracetamol e FL v
superficiais (2007)
. Amitriptilina, diclofenaco, carbamazepina, citalopram, Aguas superficiais e . Thomas et al.,
Oasis HLB metaprolol, propanolol e sertralina afluentes urbanos HPLC-MS 2014
Aquas doces Campanha et al.,
Oasis HLB Atenolol, cafeina, carbamazepina, diclofenaco, ibuprofeno, 9 HPLC-MS 2015

naproxeno, paracetamol, propanolol e triclosan

superficiais
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Oasis HLB

Oasis HLB, ENV,
C18, Oasis MCX

Oasis MCX HLB

C18

Strata-X

Strata-X, C8 e
C18

Oasis MCX

Oasis MCX

RP-C18 Lichrolut

Cetoprofeno, diclofenaco, ibuprofeno, indometacina e naproxeno

Cetoprofeno, Naproxeno, Ibuprofeno, Diclofenaco de sédio,
Paracetamol, Eritromicina, Sulfametoxazol, Trimetoprima

Paracetamol, Ibuprofeno, Diclofenaco de sédio, Cafeina,
Amoxicilina, Ciproflaxina, Oxitetraciclina, Eritromicina

Diclofenaco

Acido clofibrico, acido mefenamico, dextropropoxifeno,diclofenaco,
eritromicina, ibuprofeno, lofepramina, paracetamol, propanonol,
sulfametoxazol, tamoxifeno e trimetoprima

Cafeina

Trimetoprima, Sulfametoxazol, Paracetamol e Ibuprofeno

Paracetamol, sal sédico de diclofenaco, Eritromicina, trimetoprima,
ibuprofeno, sulfametoxazol, cefalexina

Acido acetilsalicilico, acido clofibrico, acido fenofibrico, bezafibrato,
cetoprofeno, diclofenaco, genfibrozila e ibuprofeno

Aguas doces
superficiais

Aguas residuais e
superficiais

Aguas residuais

ETEs e aguas
superficiais

Aguas doces
superficiais, 4gua
potavel e agua do mar

Aguas
superficiais e de
efluentes

Aguas residuais e
superficiais

Aguas Residuais

Esgoto bruto, 4guas
residuais tratadas e
aguas fluviais

CGxCG - MS —
TOF

LC-MS/MS

UFLC-MS/MS

LC-MS/MS

HPLC — MS/MS

LC-MS/MS

LC-MS/MS

LC-MS/MS

CG-MS

Marsik et al.,
2017

Gros et al., 2006

Moslah et al.,
2018

Chen et al.,
2008

Nebot; Gibb;
Boyd, 2007

Lacey et al.,
2008

Batt et al., 2008

Shraim et al.,
2017

Stumpf et al.,
1999
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Em todos os trabalhos compilados na Tabela 5, verifica-se que o0s
procedimentos analiticos empregados para determinacdo dos farmacos nas
amostras liquidas envolveram SPE. Esses estudos utilizaram diferentes tipos de
cartuchos, com sorventes para uma ampla faixa de polaridade dos analitos.
Além disso, todos utilizaram a cromatografia para a separacao, com destaque
para a cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector por
espectrometria de massas em tandem (HPLC-MS/MS). Nota-se entdo que o
diferencial neste trabalho realizado é a determinacéo de dois diferentes grupos
de classes farmacéuticas ser quantificado em uma Unica corrida por meio da

SPE-HPLC-DAD em amostras de aguas residuais.

3.7.2.1 Cromatografia Liquida e deteccao

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) € uma forma avancada
de cromatografia liquida usada na separacdo de misturas complexas de
moléculas encontradas em sistemas quimicos e biologicos, a fim de reconhecer
melhor o papel das moléculas individuais. Foi no ano de 1980 que os métodos
de HPLC apareceram pela primeira vez para o ensaio de materiais farmacéuticos
a granel (United States Pharmacopoeia, 1980), tornando-se o método principal
em USP XXVII (Aguiar et al., 2009), a Farmacopeia dos Estados Unidos e, em
menor escala, um dos métodos mais amplamente utilizados também em Ph. Eur.
4 (European Pharmacopoeia, 2002), a Farmacopeia Europeia.

Na cromatografia, o conhecimento das propriedades fisico-quimicas dos
analitos é de extrema importancia para evitar problemas na separacdo e
guantificacdo. No caso especifico da cromatografia liquida, a solubilidade dos
analitos na amostra ambiental e no solvente de eluicdo, assim como na fase
movel a ser utilizada, também merecem atencdo. Por exemplo, alguns
antibidticos formam complexos lipofilicos insoliveis em &gua quando na

presenca de cations de metais alcalinos (Hernandez et al., 2007).
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Analgésicos e anti-inflamatdrios ndo esteroidais (diclofenaco, naproxeno,
acido acetilsalicilico) ou compostos com caracteristicas basicas, como farmacos
de uso psiquiatrico (fluoxetina, carbamazepina) ou analgésicos (morfina,
codeina), necessitam do ajuste do pH da fase mével, onde seu valor depende
do pKa dos compostos a serem analisados (Petrovic et al., 2005). A concentracéo
de tampé&o recomendada fica na faixa entre 2-20 mmol L! para evitar problemas
de solubilidade na fase movel, bem como facilitar o modo de ionizagdo quando
se utiliza o detector espectrométrico de massas (MS) (Petrovic et al., 2005).

As fases estacionarias mais utilizadas em HPLC para a separacao de
compostos organicos (tais como residuos de farmacos) sdo do tipo fase reversa,
com base na silica funcionalizada com grupos C18. Além disso, fases
estacionarias com grupos C8 podem ser utilizadas para B-blogueadores e
antibidticos (tetraciclinas, penicilinas, sulfonamidas e macrolideos) (Petrovic et
al., 2005; Hernandez et al., 2007).

Quanto as fases moéveis utilizadas na RP-HPLC, elas sdo misturas de
solventes orgéanicos (tais como metanol e acetonitrila) e 4gua, com ajuste da
forca cromatografica e seletividade da fase mével até se obter resolucdo (RS)
suficiente para que ocorra a separacédo de todos os picos cromatograficos no
minimo tempo de analise. A adicdo de modificadores, como acido férmico, acido
acético, acetato de amdnio, amdnia, entre outros, pode ser realizada em certos
casos com o objetivo de favorecer o processo de ionizacdo dos analitos,
mediante o ajuste de pH do meio, melhorando suas intera¢cdes com a fase movel
e a fase estacionaria. O controle do pH do meio também pode ser realizado
através do uso de fases mdveis tamponadas (Petrovic et al., 2005; Hernandez
et al., 2007).

A maioria das analises atuais por HPLC sédo realizadas empregando
deteccdo por espectrofotometria por UV, fluorescéncia e espectrometria de
massas (MS).

O detector DAD, utilizado neste trabalho, faz parte do grupo de detectores
de fotons e constitui a base dos instrumentos multicanais para absorcao
UVl/visivel. O DAD permite a aquisicdo simultdnea dos espectros dos picos
dentro de uma faixa de comprimentos de onda. Esse recurso permite a selegéo

do comprimento de onda mais adequado, resultando em maior sensibilidade
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(Carvalho et al., 2023). Vérios farmacos foram quantificados em amostras de
fluidos biol6gicos (Nabil et al., 2023; Lovato et al., 2023) e amostras de agua
(Madureira et al., 2010; Babi¢ et al., 2006; Tegegne et al.; 2021; Santos et al.,
2005) empregando-se HPLC-DAD.

A HPLC acoplada a deteccdo de arranjo de diodos (HPLC-DAD) é uma
técnica suficientemente sensivel, especialmente para amostras que foram
purificadas e concentradas antes da analise cromatografica. HPLC-DAD oferece
muitas vantagens em termos de especificidade, sensibilidade, velocidade e
robustez (Ploger et al., 2020). Porém, as publicacBes recentes para
guantificacdo de farmacos conforme mostrado na Tabela 5 tém empregado a
deteccéo por MS, os valores dos limites de deteccdo alcancados com esses
detectores sdo bem mais altos, na faixa de ug L' a ng L, quando comparados
ao detector MS que consegue atingir limites de deteccdo da ordem de ng L a
pg L, quando utilizado em série (MS/MS) (Silva; Collins, 2011).
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4.0 MATERIAIS E METODOS

4.1 Padrdes analiticos

Todos os padrbes de farmacos eram de qualidade analitica adequada a
analise por cromatografia; cafeina = 99% (CsH10N4O2), cefalexina = 99%
(C16H17N304SH20), oxitetraciclina = 99% (C22H24N20g), tetraciclina, = 99%
(C22H24N20s), sulfametoxazol = 99% (C10H11N303S), enrofloxacina = 99%
(C19H22FN303), cetoprofeno = 99% (Ci16H1403), naproxeno = 99% (C14H1403),
nimesulida = 99% (Ci3H12N20sS) e diclofenaco de so6dio = 99%
( C14H11CI2NO2 ), foram adquiridos da Sigma-Aldrich, Sdo Paulo — Brasil, todos

em forma de po.

4.2 Reagentes, solventes e materiais

Metanol (grau HPLC) e cloreto de sadio (PA, ACS, 99.0%) foram adquiridos
da (J. T. Baker®); acetonitrila (grau HPLC), acido acético (grau HPLC) e acido
cloridrico (PA, ACS), foram adquiridos da Merck; acetato de aménio (PA, ACS,
= 98%) foi adquirido da Sigma-Aldrich. Nitrogénio (99,99% de pureza) foi
adquirido na White Martins (Brasil), enquanto agua ultrapura foi obtida a partir do
sistema de purificacdo Direct-Q3 ® Millipore (resistividade 18,2 MQcm); os
cartuchos para SPE Oasis® HLB Plus Short (fase reversa, 225 mg de sorvente
por cartucho, tamanho da particula 60 um, tamanho dos poros 80A, faixa de pH
0 - 14) foram obtidos da Waters (SP, Brasil); as membranas filtrantes de nylon
(0,45 um de diametro de poro e 47 mm de didametro) foram adquiridas na Millipore
(SP, Brasil) e foram utilizadas para filtracdo da fase movel, membranas filtrantes
de acetato de celulose (0,45 um de didmetro de poro), foram utilizadas na
filtracdo das amostras de agua, e foram obtidas da Sartorius (Biolab products,
Goettingen, Alemanha). Foram também ultilizados, frascos de vidro ambar
(capacidade de 10 e 50 mL), frascos de vidro (vial) (capacidade de 2,0 mL) e
vidraria comum de rotina (baldes volumétricos, pipetas volumétricas, béquer,

etc).



63
4.3 Solugbes-padréo

Inicialmente, foi preparada uma solugéo-estoque de cada farmaco a 1000
g mL1, em metanol. Posteriormente, foi preparada uma solugéo contendo uma
mistura de todos os farmacos a 1000 ng mL™* (solugdo intermediaria) por meio

de diluicbes sucessivas da solugéao estoque, com metanol.

As solucbes de trabalho foram preparadas com concentragcdes variando
de 10 a 500 ng mL?, a partir da solucéo intermediaria, por meio de diluicdes

sucessivas, com uma mistura de dgua/metanol (25:75 v/v).

As solugdes-padréao individuais, a solugdo-padréo intermediaria e as

solucdes de trabalho foram preparadas diariamente.

4.4 Equipamentos

Cromatografo a liquido Shimadzu Prominence (Kyoto, Japdo) com
degaseificador (DGU-20A), dotado de bomba binaria (LC-20AD), forno de
colunas (CTO-20A), sistema de injecdo automatica (SIL-20A), com loop de 20
WL, detector de arranjo de diodos (SPD-M20A) e sistema de aquisicdo de dados
LC solution (CBM-20A); balanca analitica, modelo AUX220 Shimadzu (Kyoto,
Japao); pHmetro, modelo FP20 Mettler Toledo (SP, Brasil); bomba a vacuo
adquirida da TECNAL, (SP, Brasil); micropipetadores automaticos com
capacidade variavel (10 — 100 uL) e (100 — 1000 uL), adquiridos da BRAND®
Transferpette (Alemanha); sistema de filtrachio em membrana Phenomenex

(Alemanha).
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4.5 Coleta e conservacao das amostras de dguas superficiais

Todas as amostras utilizadas neste trabalho foram obtidas no periodo
entre margo de 2023 e fevereiro de 2024, nas cidades de Porto Seguro-BA e
Salvador-BA, conforme mostra a Tabela 6. As amostras foram recolhidas em
frascos de polietiieno de 1000 mL e, em seguida, foram encaminhadas ao
laboratério. As amostras foram homogeneizadas, o pH foi ajustado para 3,0 com
acido cloridrico e em seguida foram filtradas com a membrana filtrante de acetato
de celulose 0,45 um e a membrana filtrante de nylon 0,45 um e armazenadas
em refrigerador, a 5 + 3°C.



Tabela 6 - Dados das coletas das amostras de aguas superficiais
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Amostra Tipo de agua Local de coleta pH! Data Coordenada Sul Coordenada Oeste
PS? Esgoto bruto Estacao elevatoria de Esgoto - Porto Seguro-BA 6,00 15/03/23 * *
(Amostra composta)

PO1 Agua residual Estacao elevatdria da Embasa na praia da Barra - Salvador-BA 7,86 25/11/23 13°00'37"S 38°3127"W
P02 Agua residual Efluente/ urbano na Praia da Paciéncia — Salvador-BA 7,89 25/11/23 13°00'37"S 38°29'51"W
P03 Agua residual Efluente urbano no largo da Mariquita — Salvador-BA 7,48 25/11/23 13°00'58"S 38°29'00"W
P04 Agua residual Efluente urbano na orla da Pituba — Salvador-BA 7,19 25/11/23 12°59'54"S 38°26'45"W
P05 Agua residual Efluente urbano na orla da Boca do Rio — Salvador-BA 8,42 25/11/23 12°58'38"S 38°25'11"W
P06 Agua residual Efluente urbano na orla de Piata - Salvador-BA 7,58 25/11/23 12°57'43"S 38°23'57"W
P07 Agua residual Efluente urbano na orla de Itapua - Salvador-BA 6,97 25/11/23 12°57'20"S 38°21'09"W

P05-2 Agua residual Efluente urbano na orla da Boca do Rio - Salvador-BA 8,40 10/02/24 12°58'38"S 38°25'11"W

P06-2 Agua residual Efluente urbano na orla de Piata - Salvador-BA 7,41 10/02/24 12°57'43"S 38°23'57"W

PQO7-2 Agua residual Efluente urbano na orla de Itapua - Salvador-BA 6,90 10/02/24 12°57'20"S 38°21'09"W

! pH das amostras no momento das coletas; > PS: Pool da amostra coletada em Porto Seguro — Bahia; P05-2: praia da Boca do Rio, P06-2: praia de Piata,

P07-2: praia de Itapud (coletadas na segunda campanha em Salvador)
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A amostra PS refere-se ao pool preparado pela combinacdo de cinco
amostras coletadas em Estacbes Elevatorias de Esgoto em Porto Seguro na

Bahia, que compreende as seguintes regides da cidade:

1 — Centro e o Outeiro de S&o Francisco — 16°26'50,088S e 39°3'58,633”"W
2 — Orla—16°24'34,231"S e 39°3'3,132"W

3 — Complexo Baiando — 16°25'22,868”S e 39°5’19,999"W

4 — Vila Parracho — 16°24'9,397”’S e 39°5'8,081"W

5 - Vila Valverde — 16°24°12,005”’S e 39°5’,17225”W

Na figura 12 estdo representados os pontos das coletas realizadas em
Salvador-Bahia.

§ )

BAIA DE TODOS
0S SANTOS

SALVADOR

OCEANO ATLANTICO

3 s5ea Coast
@ samale Foints

Figura 12 - Pontos de coleta em Salvador-BA, P01 — Praia da Barra, P02 — Praia da Paciéncia
(Rio Vermelho), P03 — Largo da Mariquita (Rio Vermelho), PO4 — Praia do Costa Azul, P05 —
Praia da Boca do Rio, P06 — Praia de Piata e PO7 — Praia de Itapua

Abaixo sdo descritas as principais Bacias hidrograficas de Salvador que

estao relacionadas com os pontos de coleta selecionados para o estudo.
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4.5.1 Bacia Hidrografica do Rio dos Seixos (Barra/Centenario) — P01

As principais nascentes dessa bacia estdo no Vale do Canela e na Fonte
Nossa Senhora da Graca (INEMA, 2016). O Rio dos Seixos € um rio de pequeno
porte, de baixa vazao, muito raso, ampliando seu fluxo em periodos chuvosos.
Caminha em todo o seu curso por areas urbanizadas, tendo no trecho inicial do
percurso uma estreita canalizagao retificadora e delimitadora, de alvenaria de
pedra, intervias de rolamento, que obedece ao desenvolvimento da geometria
da Av. Reitor Miguel Calmon. As marcas da antropizacdo sdo visiveis, como
residuos sélidos e assoreamento de grande parte do seu leito e crescimento de
gramineas na area em que esta canalizado, no referido Vale. A partir do final
desta Avenida, o rio € coberto, seguindo dessa maneira até a Av. Centenario,
onde foi totalmente encapsulado com lajes de concreto armado, em obras de
urbanizacéo do governo municipal em 2008, seguindo dessa forma até a foz, nas
cercanias do Morro do Cristo, na praia do Farol da Barra, local onde foi coletada

a amostra P01 representada no mapa da Figura 13.
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Figura 13 - Ponto de coleta 01 localizado na Praia do Farol da Barra ao lado do morro do Cristo

Fonte: Google Earth

Do ponto de vista geral, o Rio dos Seixos embora situado numa area com
um numero elevado de ligacdes domiciliares a rede publica coletora de

esgotamento sanitario, tem como principal fonte poluidora, os esgotos
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domeésticos que ainda afluem para o seu leito principal, atualmente encapsulado.
Assim, esse Rio recebe cargas pluviais e residuos sélidos oriundos de
residéncias, de postos de combustiveis, do Cemitério do Campo Santo,
atividades comerciais, laboratoriais e hospitalares, dentre outros (Santos et al,
2010).

4.5.2 Bacia Hidrografica do Rio Lucaia — Amostras P02 e P03

Localizada ao Sul da cidade do Salvador-BA, a Bacia do Rio Lucaia possui
uma area de 14,74 km?, o que corresponde 4,77% da superficie territorial de
Salvador. Encontra-se limitada ao Norte pela Bacia do Camarajipe, a Leste pela
Bacia de Drenagem Amaralina/Pituba, a Oeste pela Bacia de Drenagem
Vitoria/Contorno e, ao Sul, pela Bacia de Ondina (Santos et al, 2010).

O principal rio dessa bacia tem sua nascente na Av. Joana Angélica,
passando pelo Dique do Torord e seguindo por todo canteiro central da Av.
Vasco da Gama, hoje encapsulado, sendo alimentada pelas redes de drenagem
das localidades de Alto do Gantois, Vales da Muri¢coca e do Ogunja, assim como
de parte dos bairros do Engenho Velho da Federacéo, Engenho Velho de Brotas,
Acupe e Rio Vermelho, além do riacho que passa na Av. Anita Garibaldi,
desaguando no Largo da Mariquita, no Rio Vermelho (INEMA, 2016).

A Bacia do Lucaia é responsavel pela drenagem de parte dos esgotos
domeésticos da cidade de Salvador. Esse rio encontra-se em toda a sua extensao
revestido e/ou fechado (encapsulado), totalmente antropizado, com suas aguas
sempre opacas e muito escuras. O rio apresenta também o leito bastante
assoreado comprometendo o fluxo de agua (Santos et al, 2010). As Figuras 14
e 15 representam, nos mapas, dois pontos de coleta selecionados no bairro do

Rio Vermelho.
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Figura 14 - Ponto de coleta 02 localizado na Praia da Paciéncia no Rio Vermelho

Fonte: Google Earth
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Figura 15 - Ponto de coleta 03 localizado na Praia no Largo da Mariquita no Rio Vermelho

Fonte: Google Earth
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4.5.3 Bacia hidrografica do Rio Camarajipe — P04

O rio Camarajipe nasce na regido de Piraja, desembocando atualmente
na praia do Costa Azul, na cidade de Salvador-BA. Seus principais afluentes sédo
o Rio das Tripas e Rio Campinas (Bonocd). No seu trecho inicial, o seu curso €
barrado pela represa de Mata Escura (desativada pela Embasa para
abastecimento publico desde 1987).

A bacia hidrografica do Rio Camarajipe esta totalmente inserida nos
dominios da cidade; abrange 42 bairros, sendo a terceira maior do municipio
com uma area de drenagem de 35,9 km2, correspondendo a 11,6% do territério
(Santos et al., 2010). As suas nascentes estdo localizadas nos bairros de
Marechal Rondon, Boa Vista de S&o Caetano, Calabetdo e Mata Escura, areas
abrangidas pelo vetor de expansao da pobreza (Pereira; Silva; Carvalho, 2017).
A partir dai o Rio Camarajipe percorre cerca de 14 km até a sua foz atual no
bairro do Costa Azul, que foi o ponto de amostragem 04, representado na Figura
16.

Em termos de qualidade, suas aguas encontram-se bastante
comprometidas pelo lancamento de esgotos e detritos diversos (Rossi et al.,
2012). Mais especificamente no territério soteropolitano, a bacia do Rio
Camarajipe € um retrato dessa situacéo. E a mais populosa e uma das mais
extensas e com acentuada segmentacao social. Quanto as principais causas dos
problemas ambientais observados nessa regido, destaca-se o lancamento de
esgotos sem tratamento nos corpos d’agua, destinacdo inadequada dos
residuos solidos e impermeabilizacdo do solo (SANTOS et al.,, 2010). Nos
ultimos anos, danos sociais, ambientais e culturais vém se intensificando por
problemas relacionados a precariedade na prestacdo dos servi¢cos publicos de
saneamento basico, bem como pela falta de implementacéo das diretrizes de
ordenamento do uso e ocupacdao do solo, que tem afetado a qualidade das aguas
do rio principal e de seus afluentes, utilizados até a metade do século XX como

fontes de abastecimento de agua.
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Figura 16 - Ponto de coleta 04 localizado na Praia no Costa Azul

Fonte: Google Earth
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4.5.4 Bacia Hidrografica do Rio das Pedras (e Pituacu) — P05

A Bacia do Rio das Pedras inclui os Rios Pituagu, Cachoeirinha, Saboeiro,
Cascéo e o Rio das Pedras. Esse ultimo, formado a partir da confluéncia dos
demais. O Rio Saboeiro nasce na regido do Cabula VI e segue em direcédo ao
Imbui. O Rio Cascao nasce numa area de protecdo ambiental pertencente ao
19° Batalh&o de Cacadores — 19 BC —; portanto, seu trecho inicial se encontra
fora das areas de grande pressdo demogréafica. Entretanto, o Rio Cascédo
também segue em direcdo ao bairro do Imbui onde se encontra com o Rio
Saboeiro, formando o Rio das Pedras que, entdo, € encapsulado. O Rio
Cachoeirinha nasce no bairro de Sussuarana e o Rio Pituagu, maior e principal
afluente da Bacia do Rio das Pedras, tem suas cabeceiras proximas a BR-324.
Os Rios das Pedras e Pituacu, por sua vez, se encontram nas proximidades da
Av. Jorge Amado, seguindo juntos, com o nome de Rio das Pedras, até a foz, na
praia da Boca do Rio. E bom salientar que o Rio Pituacu é desviado para a rede
do sistema de esgotamento na altura da comunidade de Vila Nova de Pituacu,
antes da Lagoa de Pituacu (INEMA, 2016). Na Figura 17 esta representado o

ponto de coleta 05 localizado na Praia na Boca do Rio.
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Figura 17 - Ponto de coleta 05 localizado na Praia na Boca do Rio

Fonte: Google Earth
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4.5.5 Bacia do Rio Jaguaribe — P06

O Rio Jaguaribe nasce nos bairros de Aguas Claras, Valéria e Castelo
Branco, passando pelo Jardim Nova Esperanca, Cajazeiras VIII, Nova Brasilia,
Trobogy, Mussurunga, Bairro da Paz e desagua em Piaté, percorrendo cerca de
15,2 km (INEMA, 2016). Apresenta varios afluentes de grande vazao, entre eles
os Rios Trobogy, Cambunas, Mocambo, Aguas Claras, Cabo Verde, Coroado,
Leprosario, Corrego do Bispo, entre outros, que atravessam os bairros de Aguas
Claras, Cajazeiras Il, IV, V, VI, VIl e X, Castelo Branco, Sete de Abril, Canabrava,
Novo Marotinho, Dom Avelar, Sdo Marcos, Vale dos Lagos, Vila Canaria e Alto
do Coqueirinho (Santos et al., 2010).

A area de drenagem dessa bacia se caracteriza por ser densamente
povoada e, geralmente, com infraestrutura urbana precaria, 0 que compromete
a qualidade dos rios. Além disso, o antigo “lixao”, atualmente aterro controlado
de residuos solidos de Canabrava, também pde em risco esses mananciais
(INEMA, 2016). As aguas do Rio Jaguaribe influenciam diretamente a
balneabilidade de algumas praias importantes de Salvador — Patamares,
Jaguaribe e Piatad — muito frequentadas pela populacéo local e por turistas, para
lazer de contato primario. A Figura 18 representa o ponto de coleta 06 que fica

na praia de Piata.
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Figura 18 - Ponto de coleta 06 localizado na Praia de Piata

Fonte: Google Earth
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4.5.6 Bacia de Stella Maris — P07

A Bacia de Drenagem Natural de Stella Maris est& localizada no extremo
nordeste do municipio de Salvador-BA e abrange os bairros de Itapua e Stella
Maris e a Lagoa do Abaeté, em area de 1410 ha. A vegetacado caracteristica é a
restinga, de gramineas e dunas, bem como coqueiros. A bacia esté situada na
Area de Protecdo Ambiental (APA) das Lagoas e Dunas do Abaeté, instituida
pelo Decreto Estadual n. 351/87, e no Parque Municipal das Lagoas e Dunas do
Abaeté, instituido pela Lei Municipal n. 3.932/88. O predominio do crescimento
urbano é da construcdo de condominios do tipo village em boa parte da area.
Houve uma acelerada urbanizacdo que provocou a impermeabilizacdo de
grandes extensdes e mudanca na paisagem natural. As lagoas existentes estéo
em avancado grau de eutrofizacdo. Ao substituir a vegetacéo por estruturas de
concreto, como a pavimentacdo de ruas, calcadas e edificacdes, altera-se o
comportamento de escoamento superficial, e em decorréncia disso, cria-se
obstaculo para que as aguas pluviais tenham seu movimento natural. Portanto,
ndo houve um planejamento correto para o desenvolvimento de drenagem
pluvial urbana (INEMA, 2016). A Figura 19 representa o ponto de coleta 07 que

fica na Praia de Itapua.
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Figura 19 - Ponto de coleta 07 localizado na Praia de Itapud
Fonte: Google Earth
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4.6 Extracao e analise dos farmacos

4.6.1 Extracdo em fase soélida — SPE

Para a extracao dos residuos de farmacos foi empregada a técnica de
Extracdo em Fase Sdélida (SPE), por meio de um sistema para extracdo
semiautomatizado. Para a automatiza¢do do sistema, foi utilizada uma bomba

peristéltica e tubo (Figura 20).

Bomba Mangueira

Peristaltica

Cartucho

Figura 20 - Representagdo do esquema para execucao de procedimento usando SPE

Para a extracdo dos analitos, foi utilizado o cartucho Oasis ®HLB Plus
Short, 225 mg, sorvente polimérico de fase reversa, recomendado para o pré-
tratamento de amostras contendo poluentes orgéanicos, de acordo com o método
EPA 1694 (US EPA, 2007).

O método de extragdo descrito esta de acordo com o trabalho de Gros et
al (2006). Os cartuchos de SPE foram condicionados com 5 mL de metanol,
seguido por 5 mL de agua ultrapura a pH neutro (ou pH 3,0 nos testes em que

as amostras de agua foram acidificadas), a um fluxo de 1 mL min-t. Em seqguida,
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250 mL de amostra de 4gua eram percolados através dos cartuchos a uma vazao
de 10 mL min1. Apés, o cartucho era lavado com 5 mL de agua e, entéo, seco
sob fluxo de gas nitrogénio durante 15 a 20 minutos. Em seguida, a eluicédo dos
analitos era realizada passando duas vezes 4 mL de acetonitrila a
1 mL min. O extrato era evaporado sob uma corrente suave de nitrogénio e
reconstituido com 1 mL de metanol:agua (25:75, v/v). Para as andlises, o extrato
foi injetado no sistema de cromatografia liquida com detector de arranjo de
fotodiodos (HPLC-DAD).

O teste de desejabilidade das condi¢des para extracdo dos analitos, por
SPE, foi estabelecida em uma Unica etapa, realizando ao total 32 experimentos.
Um planejamento fatorial fracionario foi desenvolvido para avaliagdo dos
seguintes fatores: volume e pH da amostra, natureza do solvente para
condicionamento do cartucho, natureza e o volume do solvente para eluicéo e o
efeito salting-out. Essas condi¢gfes foram estabelecidas baseando-se em uma
revisdo realizada na literatura a partir de trabalhos ja realizados utilizando a
extracdo em fase sélida de farmacos com os cartuchos HLB, como pode ser

observado na Tabela 7.

Tabela 7 - Fatores e niveis estabelecidos para o planejamento fatorial fracionario

Gaffney et al.

Referéncia (2013)

Petrovik et al. (2006) Gross et al. (2006)

Solvente para 4 mL Metanol/4 5 mL Metanol / 5 mL agua 5 mL Metanol / 5 mL

cond|Sc':A|\c():nar T oomL agua ultrapura deionizada agua deionizada
Volume da 500 mL (subterranea) 500 mL (subterranea)
amostra — 500 mL 200 mL (efluente - ETE) 200 mL (efluente - ETE)
VAM 100 mL (afluente - ETE) 100 mL (afluente - ETE)
Sem acidificagdo
pH Sem acidificagédo Sem acidificagdo Com acidificacéo (pH =
2)
Volume do
Solvente para 8 mL 4x2mL 4 x2mL
eluir - VE
Solvgnte para Metanol Metanol Metanol
eluir - SE
Efeito Salting 0% 0% 0%

Out - ESO
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Os fatores e niveis experimentais estabelecidos para o planejamento
fatorial fracionério estdo apresentados na Tabela 8:

Tabela 8 - Fatores e niveis estabelecidos para o planejamento fatorial fracionario

Fatores (-1) (+1)

Solvente para condicionar — SAC Metanol/Agua Acetonitrila/Agua
Volume da amostra — VAM 50 mL 250 mL

pH Sem acidificacédo 3,0

Volume do Solvente para eluir — VE 2,0 mL 8,0 mL

Solvente para eluir — SE Metanol Acetonitrila
Efeito Salting Out — ESO 0% 4%

O numero de experimentos foi definido pela expressdo n = 2%, onde (n)
€ 0 numero de experimentos, (k) o numero de fatores investigados e (x) refere-
se a reducao de experimentos. Para o teste de desejabilidade das condicdes
para extracdo dos analitos, por SPE, foi estabelecido o valor de x = 1, obtendo-
se um numero de experimentos equivalente a metade do planejamento fatorial
completo. A triagem foi feita a partir do planejamento 2%, com seis fatores e
namero de ensaios equivalentes a 32, como mostra a Tabela 9. Para evitar
resultados tendenciosos, os 32 experimentos foram realizados de forma

aleatoria.



Tabela 9 - Matriz Planejamento Fatorial Fracionario 26-1*
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Ensaio SAC VAM (mL) pH VE (mL) SE ESO (g)
19 -1(MeOH/H:0)  1(250mL) -1(SA) -1(20mL) 1(ACN) -1 (0%)
16 1(ACN/H:0)  1(250mL) 1(20) 1(80mL) -1(MeOH) -1 (0%)
23 -1(MeOH/H:0) 1(250mL) 1(20) -1(2,0mL) 1(ACN) 1 (4%)
8 1(ACN/H:0)  1(250mL) 1(20) -1(20mL) -1(MeOH) 1 (4%)
29  -1(MeOH/H:0) -1(50mL) 1(20) 1(80mL)  1(ACN) 1 (4%)
31  -1(MeOH/H:0) 1(250mL) 1(20) 1(80mL)  1(ACN) -1 (0%)

1 -1 (MeOH/H.0)  -1(50mL)  -1(SA) -1(20mL) -1(MeOH) -1 (0%)
11 -1(MeOH/H:0) 1(250mL) -1(SA) 1(80mL) -1(MeOH) -1 (0%)
7 -1 (MeOH/H.0) 1(250mL)  1(2,0) -1(20mL) -1(MeOH) -1 (0%)
17 -1(MeOH/H.0) -1(50mL) -1(SA) -1(20mL) 1(ACN) 1 (4%)
12 1(ACN/H:0)  1(250mL) -1(SA) 1(8,0mL) -1(MeOH) 1 (4%)
15  -1(MeOH/H.0) 1(250mL) 1(2,00 1(B0mL) -1(MeOH) 1 (4%)
26 1(ACN/H0)  -1(50mL) -1(SA) 1(80mL)  1(ACN) 1 (4%)
9 -1 (MeOH/H0)  -1(50mL)  -1(SA) 1(80mL) -1(MeOH) 1 (4%)
21 -1(MeOH/H.0) -1(50mL) 1(20) -1(20mL)  1(ACN) -1 (0%)
3 -1 (MeOH/H0)  1(250mL)  -1(SA) -1(2,0mL) -1(MeOH) 1 (4%)
13 -1(MeOH/H:0) -1(50mL) 1(20) 1(80mL) -1(MeOH) -1 (0%)
18 1(ACN/H0)  -1(50mL) -1(SA) -1(20mL) 1(ACN) -1 (0%)
20 1(ACN/H20)  1(250mL) -1(SA) -1(20mL) 1(ACN) 1 (4%)
6 1(ACN/H0)  -1(50mL) 1(20) -1(20mL) -1(MeOH) -1 (0%)
28 1(ACN/H:0)  1(250mL) -1(SA) 1(80mL) 1(ACN) -1 (0%)
32 1(ACN/H:0)  1(250mL) 1(20) 1(80mL) 1(ACN) 1 (4%)
2 1(ACN/H0)  -1(50mL) -1(SA) -1(20mL) -1(MeOH) 1 (4%)
14 1(ACN/H0)  -1(50mL) 1(20) 1(80mL) -1(MeOH) 1 (4%)

* Valor codificado (valor experimental); SAC: Solvente para acondicionar; VAM: Volume da

amostra; VE: Volume do Solvente para eluir; SE: Solvente para eluir; ESO: Efeito Salting Out

Os dados foram tratados no programa Statistica 7.0 e os resultados

obtidos foram avaliados utilizando a resposta global.
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4.6.1.1 Calculo do fator de enriquecimento e da recupera¢édo no procedimento
de SPE

O Fator de Enriquecimento (FE) e a Recuperacao da Extracéo (RE) foram
calculados para cada composto estudado, conforme as Equacdes 1 e 2. O fator
de enriquecimento € o critério mais utilizado dos sistemas de pré-concentracao
de analitos. Matematicamente, o termo € a raz&o entre a concentracdo do analito
de interesse na solucao obtida apds concentracédo (Cc), e a concentracao original
(Co) (Nascimento et al., 2023).

FE = %€ Equacio 1
= o, Eauagdo
RE =2 _fE 2% Equacio 2
T CTA Vo 1uacan0

Na Equacao 2, RE corresponde a taxa de recuperacéo percentual, CA é
a concentracdo experimental do analito e CTA é a concentracdo teorica do
analito adicionado (ANVISA, 2017).

4.6.2 Determinacéo das condi¢cdes cromatograficas

Durante o desenvolvimento da metodologia analitica para determinacao
dos residuos de farmacos em amostras de aguas residuais, foram testadas
diferentes condicbes cromatograficas de separacdo para analise por
cromatografia liquida de alta eficiéncia.

As analises por cromatografia liquida foram realizadas em um sistema de
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao detector de arranjo de
fotodiodos (HPLC-DAD), da marca Shimadzu. A coluna Poroshell 120 EC-C15°
(Agilent Technologies) (100 mm x 2,1 mm, di; 2,7 mm), foi empregada para a

separacdo dos compostos. As condigbes cromatograficas iniciais foram



85

baseadas em estudos referenciados na literatura (Gros et al, 2006; Gaffney et
al, 2014, Petrovic; Gros; Barcelo, 2006). A partir dessas condi¢cdes, diferentes
testes foram realizados, alterando-se a composi¢cdo da fase movel de acordo

com a Tabela 10.

Tabela 10 - Métodos analiticos de separacao utilizados como parametros iniciais na separacao
dos residuos de farmacos

Métodos Fase movel aquosa (A) Fase movel orgéanica (B) Referéncia
Unico Acetato de Amonio 5 mM/éacido Acetonitrila-metanol (2:1, (Petrovic;
acético (pH 4,8) VIv) Gros; Barcelo,
2006)
A Agua com 0,01 mm de acetato Metanol com 0,01 mm de
de amoénio e 0,5% acido férmico acetato de amonio (v/v)
(V/v)
Gaffney et al
(2014)
B Agua com 0,05% de hidréxido de Metanol

amonio (v/v)

A Agua Metanol
Gros et al
(2006),
B Acetato de amobnio Acetonitrila-metanol (2:1,
VIv)

5 mM/Acido acético em pH 4,7

E ainda de acordo com as referéncias citadas acima, foram testadas as
seguintes condicfes para a analise cromatogréfica:
e Modo de eluicdo: isocrético e gradiente
e Temperatura do forno da coluna: 30 a 40°C;
e Vazdo: 0,1 a0,3mL min?;
Deteccéo: 190 a 800 nm.

ApOs os testes, a melhor condigéo para separar os residuos de farmacos, foi
a seguinte: fase movel acetonitrila/metanol (2:1, v/v) (eluente B) e tampéo

acetato de aménio 5 mM/acido acético pH 4,30 (eluente A), com uma vazao
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constante de 0,20 mL min?; modo de eluicdo gradiente, com variacdo na
composicdo da fase mével partindo de 0 a 45% B (20 min); 45 a 90% B (4 min);
90 a 0 % (3 min); 0% B (15 min), com tempo total de corrida cromatografica de
42 minutos. A temperatura do forno da coluna foi de 40°C e o volume de inje¢cao
de 10 pL.

Para a identificacdo dos tempos de retencdo de cada analito, foram
realizadas injecoes individuais dos padrdes na concentracdo de 10 mg L%, além
de realizar a otimizacdo dos comprimentos de onda de deteccdo de cada
farmaco, a fim de se obter as melhores condicbes de sensibilidade para a
determinacdo de cada um deles. Na Tabela 11, constam as informacdes dos
comprimentos de onda estabelecidos para cada farmaco analisado e os

respectivos tempos de retencéo.

Tabela 11 - Comprimento de onda selecionados para identificacdo e quantificacao dos residuos
de farmacos e os respectivos tempos de retencao

Analito Comprimento de onda (nm)  Tempo de retencdo (min)
Cefalexina 261 19,68
Cafeina 273 20,64
Oxitetraciclina 276 23,17
Tetraciclina 358 23,68
Sulfametoxazol 267 24,10
Enrofloxacina 276 25,40
Cetoprofeno 257 33,40
Naproxeno 226 34,10
Nimesulida 300 35,50
Diclofenaco de potassio 280 36,10

A partir de entdo, a identificacdo dos farmacos nas amostras de agua
superficial foi feita por comparacdo com os tempos de retencéo dos respectivos

padrdes analiticos.
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4.6.3 Efeito da matriz

O efeito da matriz corresponde a interferéncia dos componentes da matriz
no resultado analitico, seja este positivo (enriquecimento de sinal) ou negativo
(supressao de sinal) (Niessen et al., 2006).

O efeito da matriz pode ser determinado por meio da comparagao entre
os coeficientes angulares das curvas analiticas construidas com o padrdo do
analito adicionado em solvente puro, e na matriz. As curvas devem ser
estabelecidas da mesma forma que na determinacdo da linearidade, para os
mesmos niveis de concentracao, utilizando, pelo menos, 5 (cinco) concentracdes
diferentes em, no minimo, triplicata (ANVISA, 2017).

Considerando que a analise de residuos em matrizes complexas, como o
caso da agua residual, gera consideravel efeito matriz em analises
cromatograficas, fez-se necessario a utilizagcdo da curva feita no extrato da
matriz. O calculo do efeito matriz foi baseado na equacéo 3 (Economou et al.,
2009).

C% =100 x (1 - Ss—r:) Equacéo 3

Onde: C% = Efeito da matriz; Sm = coeficiente angular da curva obtida
pela superposicdo na matriz; Ss = coeficiente angular da curva obtida pela
injecdo da solucdo analitica dos analitos preparados em solvente (MeOH/Agua

ultrapura).

Segundo Economou et al. (2009) valores de efeito da matriz menores que
+ 20% sao considerados baixos, valores entre £ 20% e + 50% sé&o considerados

médios, e valores maiores que = 50% sao considerados altos.
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4.7 Validagcdo do método

ApOGs a otimizacdo da separacdo cromatografica e das condi¢cbes para
extracdo por SPE dos residuos de farmacos, obtidas as partir do teste de
desejabilidade, o método foi validado seguindo parametros preconizados pelos
guias da INMETRO, (2017) e SANCO, (Document n°® SANCO/12571, 2013), e
também segundo parametros recomendados pela ANVISA, (2017) e FDA,
(2013), os quais sédo ligados a regulamentacdo de farmacos. Os parametros
avaliados neste estudo foram: linearidade, limite de deteccdo e limite de
guantificacdo; precisdo (repetitividade e precisdo intermediaria) e exatidao

(através de ensaio de recuperagao).

4.7.1 Linearidade e faixa de trabalho

A fim de avaliar a linearidade das respostas instrumentais para 0s
compostos em estudo, foram construidas curvas analiticas com as
concentracdes de 10, 25, 50, 75, 100, 200, 300, 400 e 500 ng mL, para cada
um dos farmacos estudados, todas as quais foram preparadas no extrato da
matriz. Esses valores correspondiam a concentracdes iniciais has amostras de
0,040; 0,100; 0,200; 0,300; 0,400; 0,800; 1,20; 1,60 e 2,00 ng mL?",
respectivamente, uma vez que todas elas foram concentradas por um fator de
250 vezes, segundo o procedimento descrito na secdo 4.6.1. As solucdes, em
triplicata, foram injetadas diretamente no HPLC-DAD.

A partir dos sinais analiticos obtidos (area) para as respectivas
concentracbes dos farmacos, a linearidade do método foi determinada

empiricamente com a construcao das curvas analiticas.

4.7.2 Precisao

Para a avaliacdo da precisdo do método, amostras de agua isenta dos
analitos foram fortificadas em trés niveis de concentracao (25, 100 e 300 ng mL"

1), em triplicata. Estas, foram submetidas ao procedimento de extracdo no
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mesmo dia (precisao intradia) e durante trés dias consecutivos (precisao
interdia). Os coeficientes de variacdo (CV) foram estimados para cada nivel de
concentracdo utilizando-se a Equacéao 4, levando-se em consideragdo as areas

dos respectivos picos cromatogréficos:

Ri| 0

CV == x100 Equacao 4

onde, S = estimativa do desvio padrédo; x = média do sinal analitico (area).

4.7.3 Exatidao

Para andlises onde extracdo, digestdo e derivatizacdo sdo etapas
normalmente requeridas, um dos principais desafios € quantificar o analito
presente originalmente na amostra com pequenas perdas (Brasil, 2004).

A exatiddo de um método deve ser avaliada depois de estabelecer a
linearidade, o intervalo linear e a especificidade. Para isso, deve ser verificada a
partir de nove determinacfes (no minimo), que contemplem o intervalo linear do
procedimento, sendo assim, em trés concentracfes: proxima do limite de
guantificacdo, proxima a concentracdo maxima permissivel e proxima a
concentracdo média da faixa de uso do método, com trés réplicas cada. A
exatidao é representada pela relacao entre a concentracdo média determinada
experimentalmente e a concentracao tedrica correspondente (ANVISA, 2017).

A exatiddo do método foi avaliada por meio de ensaios das recuperacoes
dos analitos. Para avaliar a exatiddo do método através da recuperacédo
absoluta, 250 mL de amostras de agua isenta dos analitos, em triplicata, foram
submetidas ao procedimento de extracdo por SPE, conforme descrito no item
4.6.1. ApoOs a etapa de secagem dos extratos, foi feita a adicdo dos padrées dos
farmacos nas concentracfes estabelecidas de 25, 100 e 300 ng mL*. Além
disso, foram realizadas extracdes por SPE de 250 mL de amostra de agua, em
triplicata, nas quais foram adicionados, inicialmente, padrées de farmacos nas
concentracdes estabelecidas de 25, 100 e 300 ng mL™*. Apds a adicdo dos

padrdes, seguiu-se o procedimento de extragdo conforme descrito no item 4.6.1
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Para a obtencé&o dos valores de recuperacao absoluta, foram comparados
os resultados obtidos em cada uma das analises.

4.7.4 Fatores de enriqguecimento (FE) e as recuperacdes de extracéo (RE)

A eficiéncia do procedimento de extracdo proposto foi também avaliada,
calculando-se os fatores de enriquecimento (FE) e as recuperacdes de extracao
(RE). Um conjunto de amostras de 4guas residuais com concentracgdes de 25 ng
mL?, 100 ng mL? e 300 ng mL* foram preparadas para esse fim. Ap6s a
extracdo, os FE e os RE foram calculados, tomando-se a média obtida para os
trés niveis de concentracdo avaliados, de acordo com as Equacgbes 5 e 6,

respectivamente:

FE = [A] organico B .
~ \ [A] aquoso tazao

n organico

RE = ( ) X 100%  Equacao 6

n aquoso

B (V orgéniw) [A] organico
~ \ V aquoso [A] aquoso

> X 100%

onde n organico é a quantidade do analito alvo na fase organica apos a
extracdo e n aquoso é a quantidade do analito alvo que estava inicialmente
presente na solucdo da amostra. Além disso, V organico e V aquoso séo o
volume final do solvente extrator e o volume da solucdo de amostra,
respectivamente; e [A] organico e [A] aquoso sdo, respectivamente, a
concentracao final do analito alvo no solvente extrator e sua concentracao inicial

na solucdo da amostra (Nascimento et al., 2023).
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4.7.5 Limites de deteccgédo (LD) e limites de quantificacao (LQ)

O limite de deteccéo representa a menor quantidade do analito presente
em uma amostra que pode ser detectada, porém, ndo necessariamente
guantificada, sob as condi¢cdes experimentais estabelecidas. A determinacéo do
limite de detecc¢éo pode ser realizada por meio de método visual, da razao sinal-
ruido, baseado na determinacdo do branco, ou pode ser estimada por meio dos
parametros da curva analitica, considerando-se as particularidades do método
analitico utilizado. Por outro lado, o limite de quantificagdo € a menor quantidade
do analito em uma amostra que pode ser determinada com preciséo e exatidao
aceitaveis, sob as condicfes experimentais estabelecidas.

Os valores dos limites de deteccédo e quantificacdo instrumentais foram
calculados com base nos parametros das curvas analiticas de cada um dos

analitos, conforme indicado nas Equacgdes 7 e 8.

3 XSB
D =—  Equacao7
a
10 x SB .
— Equacao 8

[{peg i)

Onde “SB” é o desvio padrao do coeficiente linear e “a” é a inclinagdo das

curvas analiticas.

Por outro lado, os valores de LD e LQ para o método foram calculados
levando-se em consideracdo o fator de enriquecimento para cada farmaco. O
fator de enriquecimento (FE) é frequentemente usado em técnicas de pré-
concentragdo de amostras, como a extracdo em fase sélida (SPE), e representa
0 aumento na concentracdo do analito na amostra em relacdo a concentracao

inicial.
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Para calcular os LD e LQ considerando-se os fatores de enriquecimento,

foram realizados os seguintes ajustes nas formulas padréo:

oo _ LD
°= TFE

LQ
LOe = —<
Qe = 7f

Onde LDe e LQe correspondem, respectivamente, aos LD e LQ do
método, calculados aplicando-se os fatores de enriquecimento; LD e LQ
correspondem, respectivamente, aos LD e LQ calculados conforme as equacdes
7 e 8 acima e FE é o fator de enriquecimento para cada farmaco.
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5.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Otimizacao das condi¢cdes cromatograficas

Para separacdo, identificacdo e quantificacdo dos farmacos no estudo
proposto, a técnica analitica utilizada foi a Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia com detector de arranjo de fotodiodos (HPLC-DAD).

No levantamento da literatura, existem métodos relatados para a
determinacado simultanea de alguns, mas nao todos, os farmacos selecionados
neste trabalho, ou entdo empregando técnicas de determinacdo mais
sofisticadas, quando comparadas a técnica de HPLC-DAD. Em trabalho de
Sodré et al. 2007, foram analisadas aguas doces superficiais por HPLC-DAD-
FLU, porém apenas trés farmacos foram determinados; em outro trabalho,
Campanha et al. 2015 analisaram aguas doces superficiais e determinaram nove
farmacos, sendo alguns deles comuns a este trabalho, utilizando porém a técnica
de HPLC-MS. A reviséao bibliografica também permitiu verificar que a maior parte
dos estudos publicados na etapa de separacdo dos analitos na coluna
cromatografica usaram como fase movel, para a analise de farmacos em
matrizes aquosas, diferentes propor¢cdes ou gradientes de acetonitrila, agua e
metanol, acidificado com um modificador acido com o acido acético (Gros et al.,
2006).

Assim, numa primeira etapa, realizou-se o estudo do efeito da composicao
da fase mével na separacdo cromatografica e no tempo de retencdo dos
farmacos. Para este estudo inicial, utilizou-se uma coluna analitica Poroshell 120
EC-C18° (Agilent Technologies), compativel com uma faixa de pH entre 2 e 8.

Apés selecionar a composicdo da fase movel acetonitrila/metanol (2:1,
v/v) (eluente B) e tampdo acetato de aménio 5 mM/acido acético em pH 4,60
(eluente A), foram estudadas diferentes proporcdes do gradiente de eluicdo. Nas
condi¢Bes iniciais, foi utilizada uma fase moével com menor forca de eluicéo,
composta por 100% de tampé&o acetato de amdnio 5 mM/acido acético (pH 4,60).
Em seguida, a quantidade de acetonitrila/metanol (2:1, v/v) foi aumentada
gradativamente, até atingir 90% de seu contetdo apés 24 min, o que resultou

em um aumento linear na for¢ca de eluicdo da fase movel; posteriormente, a
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composicédo retornou para 100% do tampao, com tempo total de corrida
cromatografica de 42 minutos.

Em seguida, foi testado tampao acetato de aménio 5 mM/4acido acético
em diferentes valores de pH (4,80; 4,70; 4,60; 4,50; 4,40 e 4,30), e foi observado,
de acordo com a Figura 20, que, ao usar a solugdo tampéo com o pH variando
entre 4,80 e 4,60 ocorria a coeluicdo entre os picos da tetraciclina e o
sulfametoxazol (quarto pico). Entretanto, ao usar a solugcdo tampao em valores
de pH entre 4,50 e 4,30, ocorreu a separacao entre as moléculas (Figura 21), e
o pH 4,30 foi selecionado para o método de separacao.
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Figura 21 - Cromatogramas obtidos a partir da andlise por HPLC-DAD, de uma solugao mix na
concentracdo de 10 mg L, em 280 nm para o eluente tamp&o acetato de aménio da fase movel
em pH 4,80 (A); pH 4,70 (B) e pH 4,60 (C). Picos: (1) cefalexina; (2) cafeina; (3) oxitetraciclina;
(4 + 5) tetraciclina e sulfametoxazol; (6) enrofloxacina; (7) cetoprofeno; (8) naproxeno; (9)
nimesulida e (10) diclofenaco de sddio.
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Os trabalhos publicados na literatura geralmente dividem o método em
dois grupos, um para a andlise de compostos com valores de pKa mais baixos
(normalmente, para andlise de residuos de anti-inflamatérios) e outro método
analitico para os farmacos que tém valores de pKa mais elevados (ou seja,
superiores a 5). Neste trabalho, optou-se por usar um tempo de corrida mais
longo, para ocorrer o equilibrio entre as fases e a separa¢do das moléculas e,
por isso, a primeira molécula comecou a ser detectada proximo a 20 min. Foi
realizado um estudo para reduzir o tempo da corrida, mas foi observada uma
coeluicdo entre os analitos.

As proporcgdes da quantidade de acetonitrila/metanol (v/v) também foram
testadas e foi observado que ao aumentar a quantidade de acetonitrila ndo
ocorria a separacao total entre os picos do sulfametoxazol e enrofloxacina
(quinto e sexto pico) e da nimesulida e o diclofenaco (nono e décimo pico). Logo,
constatou-se que foi mais adequado manter a propor¢cao inicial de

acetonitrila/metanol (2:1, v/v).
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Figura 22 - Cromatogramas obtidos a partir da andlise por HPLC-DAD, de uma solu¢cao mix na
concentracdo de 10 mg L?, em 280 nm, para o eluente tamp&o acetato de aménio da fase movel
em pH 4,30 e proporcdo acetonitrila/metanol (3:1, v/v). Picos: (1) cefalexina; (2) cafeina; (3)
oxitetraciclina; (4) tetraciclina; (5) sulfametoxazol; (6) enrofloxacina; (7) cetoprofeno; (8)
naproxeno; (9) nimesulida e (10) diclofenaco de sédio.
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A Figura 23 mostra a separacdo dos farmacos estudados, obtida no
sistema HPLC-DAD ap0s finalizar a otimizagédo da separagéo cromatografica.
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Figura 23 - Cromatograma obtido por HPLC-DAD, com as condi¢des otimizadas de separacdo
dos farmacos de diferentes classes terapéuticas, a partir da injecao de solucéo-padréo de 10 mg
L-1, com deteccdo a 280 nm. Picos: (1) cefalexina; (2) cafeina; (3) oxitetraciclina; (4) tetraciclina,;
(5) sulfametoxazol; (6) enrofloxacina; (7) cetoprofeno; (8) naproxeno; (9) nimesulida e (10)
diclofenaco de sédio.

A partir do cromatograma apresentado na Figura 23, é possivel destacar
gue o método proposto apresentou uma importante evolu¢cdo, comparado a
outros métodos da literatura, uma vez que foi possivel a completa separacéo
cromatografica dos farmacos de diferentes classes terapéuticas em uma unica
corrida cromatografica.

Apbs otimizacdo da separacdo cromatografica dos analitos, foi realizada
a otimizacdo do comprimento de onda de deteccdo dos mesmos. Assim, na
Figura 24 é mostrado, como exemplo, o espectro de absor¢do molecular para o
padrao puro da enrofloxacina, cujo comprimento de onda de maxima absorcao
encontra-se em 278 nm. Nos Anexos 1 a 10 constam os espectros de absorcéo

molecular para os demais compostos.
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Figura 24 - Espectro UV-Vis obtido para o padrdo da enrofloxacina (10 mg L™?)

5.2 Teste de desejabilidade das condi¢cdes para extracdo dos farmacos por
SPE

5.2.1 Planejamento fatorial fracionario

Na Figura 25, sdo mostrados os resultados obtidos para o planejamento
fatorial fracionario, os efeitos dos fatores em respostas individuais
(desejabilidade) e resposta global (desejabilidade global), para a avaliacao
preliminar dos parametros de extracdo dos residuos de farmacos em agua.
Nessa mesma figura, € mostrada a relacdo de cada fator: solvente para
condicionamento do cartucho (SPAC), volume de amostra (VAM), pH da amostra
(pH), volume do solvente para eluicédo (VE), solvente para eluicdo (SE) e efeito
salting-out (ESO), com as respostas individuais (areas dos picos cromatograficos
para cada analito) e a relacdo de cada fator (SPAC, VAM, pH, VE, SE, ESO) com

a resposta global.
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Figura 25 - Avaliacdo das respostas analiticas obtidas para aplicacdo da metodologia de Derringer e Suich, utilizando planejamento fatorial fracionério proposto

para teste de desejabilidade das condi¢Bes para extracdo dos residuos de farmacos em agua,usando SPE

* SPAC: solvente para condicionamento do cartucho; VAM: volume da amostra; pH: pH da amostra; VE: volume do solvente para elui¢éo; SE: solvente para eluigdo; ESO: efeito salting-out.

DCF NIM NPX CET ENR  SMX TET oTC CEF CAF

IBU

Desirability

I
5
0, 3
1
5
6,
5
0, 3
———
5
D, -
T
5
D,
T
5
0,
T
5
D, -
T
5
0,
T —&
5
0,
g
5
0,

Desirability 0BAGBEZE3 147390B2E3 279BVFEIE3 459280B3E3 70MUOEIE2 1PPBEEIE3 000ADERE3 85BEIFH3E2 0,0089F2E2 0GOGBERE2 OFMMEHBE3

99



100

A selecéo dos fatores considerados significativos foi feita a partir da anélise
da resposta global (desejabilidade global). Esta € mostrada na dltima linha da
Figura 25, onde as curvas indicam como as respostas variam com cada fator.
Vale ressaltar que as linhas tracejadas verticais, na cor vermelha, sinalizam as
condi¢cdes de maxima desejabilidade para a resposta analitica (area dos picos
cromatogréficos).

Analisando o grafico da primeira coluna e ultima linha verifica-se que a
desejabilidade global em funcdo de SPAC varia numa faixa razoavel sem
inclinagdes pronunciadas e observa-se a maxima desejabilidade para o nivel
(+1), ou seja, para utilizacdo da mistura acetonitrila/dgua como solvente para
acondicionamento do cartucho. Vale ressaltar que os mesmos solventes foram
utilizados nos trabalhos de Gros et al. (2006) na determinacéo de residuos de
farmacos em amostras de aguas residuais.

Um comportamento semelhante foi evidenciado para o grafico da quarta
coluna e ultima linha, cuja desejabilidade global em funcédo de VE foi maxima
para o nivel (+1), ou seja, para utilizacdo de 8 mL do solvente para eluicdo dos
analitos do cartucho para SPE.

Por outro lado, o grafico da desejabilidade global em funcdo de SE
praticamente ndo apresentou variagdes em sua curva entre os niveis minimo (-
1) e maximo (+1). Entretanto, a desejabilidade maxima foi indicada para proximo
do nivel maximo (+1), ou seja, para utilizacdo de acetonitrila como o solvente
para eluicdo dos analitos. O gréafico da desejabilidade global em funcéo de ESO,
também apresentou resultado semelhante e, praticamente, ndo apresentou
variacbes em sua curva entre 0s niveis minimo (-1) e maximo (+1). Entretanto, a
desejabilidade maxima foi indicada para proximo do nivel minimo (-1), ou seja,
para a nao utilizacdo do cloreto de sodio.

Observando os graficos da ultima linha, 22 e 32 colunas, verifica-se que
estes apresentaram curvas com inclinagbes mais pronunciadas. Essas
inclinacdes fornecem uma ideia do aumento da desejabilidade global para o nivel
(+1), sendo maxima para um volume de amostra de 250 mL, e para a acidificacéo
das amostras para pH 3,0.

Portanto, a partir da analise da Figura 25, foi possivel identificar as

condi¢Bes que maximizam a desejabilidade global e, com base nas inclinacdes
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das curvas delimitadas entre os niveis minimo (-1) e maximo (+1), os fatores
considerados significativos pelo planejamento fatorial fracionario foram:

e Solvente usado para acondicionar o cartucho;

e Volume da amostra;

e pH da amostra;

e Volume do solvente para eluicéo.

Segundo Barros et al. (2010), um fator € considerado significativo quando
0 mesmo apresenta curva com inclinagdo pronunciada. Pelo exposto na Figura
25, o solvente usado para acondicionar o cartucho, o volume e o pH da amostra
e o volume do solvente para eluicdo foram considerados significativos, pois 0s
mesmos apresentaram curvas acentuadas quando comparadas as curvas dos
demais fatores.

Para Caldas et al., (2011), um menor volume do solvente extrator implica
alto fator de enriquecimento. Por outro lado, um menor volume de solvente
extrator pode acarretar também menores recuperacdes dos analitos, durante o
processo de extracao, o que justifica a desejabilidade em utilizar o maior volume
de solvente extrator em nossos testes preliminares.

Adicionalmente, foram realizados testes para avaliar os solventes de
eluicdo, bem como o seu volume. Para isso, amostras preparadas em agua e
acidificadas com acido cloridrico, e dois solventes de eluicdo (metanol e
acetonitrila; volumes de eluicdo de 2 mL e 8 mL), foram usados. Esses testes,
baseados nos valores de recuperacdo, mostraram que 0s solventes polares sao
mais adequados que 0s menos polares para a extracdo de farmacos de
diferentes classes terapéuticas em agua e, entre 0 metanol e a acetonitrila, o
metanol apresentou melhor seletividade. Contudo, as recuperacdes da
nimesulida e do diclofenaco ficaram acima de 120% (o que poderia indicar um
possivel efeito de matriz), e assim, o solvente de eluicdo estabelecido foi a
acetonitrila, com a recuperacao de todos os compostos ficando entre 70 e 120%.
Testes adicionais mostraram que um aumento no volume do solvente para
eluicdo, também resultou em um aumento dos valores de recuperacéo. Logo, o0
volume estabelecido para a eluigdo dos residuos de farmacos dos cartuchos
para SPE foi de 8 mL.



102

O valor do pH pode alterar a forma dos farmacos na solucdo aquosa e,
consequentemente, afetar a eficiéncia da extragdo dos mesmos (Madikizela;
Lawrence Mzukisi; Chimuka, 2017). Diante disso, diferentes valores de pH foram
testados, no sentido de avaliar a influéncia dessa variavel na recuperacédo dos
analitos durante o procedimento de extracdo. Para determinar o dominio
experimental foram considerados os valores de pKa dos farmacos, como

mostrado na Tabela 12.

Tabela 12 - Valores de pKa para os farmacos estudados

Substéancia Classe terapéutica pKa
Nimesulida Anti-inflamatério 6,5
Cetoprofeno Analgésico (Anti-inflamatoério) 4,50
Diclofenaco de sédio Analgésico (Anti-inflamatorio) 4,10 - 4,50
Naproxeno Analgésico (Anti-inflamatorio) 4,10 - 4,20
Cafeina Estimulante 8,30
Cloridrato de Tetraciclina Antibittico 3,32; 7,78 e 9,58
Cloridrato de oxitetraciclina Antibittico 3,57; 7,49 e 9,88
Cloridrato de Sulfametoxazol Antibittico 1,8;56-6,0
Enrofloxacina Antibidtico 6,0; 8,8

Bittencourt et al, 2016.

De acordo com os valores de pKa dos farmacos, foi necessario o ajuste
do pH da solucdo aquosa utilizada nos testes, contendo a mistura dos farmacos,
para um valor que evitasse o equilibrio entre as formas i6nica e molecular dos
analitos (pH = pKa) e que mantivesse as moléculas na forma ndo ionizada,
favorecendo a transferéncia destas para a fase organica. Portanto, observou-se
que o cartucho Oasis HLB proporcionou melhores resultados para a maioria dos

compostos, quando a amostra foi acidificada. Esse sorvente, com a combinagao
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do polimero hidrofilico-lipofilico, pode extrair analitos &cidos, neutros e basicos
em uma ampla faixa de pH, incluindo pH neutro (Alatawi et al., 2023).

A Figura 25 mostra que a desejabilidade global em fungcéo de pH variou
numa faixa que apresenta curvas com inclinagdes mais pronunciadas. Essas
inclinacdes forneceram uma ideia do aumento da desejabilidade global para o
nivel (+1), sendo maxima para acidificagdo no pH 3,0. A indicacdo de menores
valores de pH para extracdo dos farmacos estd em conformidade com os valores
de pKa de cada analito (Tabela 12). Semreen, et al. (2019) obtiveram altos
valores de recuperacdo de sulfametoxazol em amostras de agua de esgoto,
guando o pH da amostra foi ajustado para 3,0, assim como observado em
trabalhos de Li et al., (2008).

A influéncia da forga iGnica na eficiéncia da extragédo foi estabelecida a
partir da avaliacdo do efeito salting-out, com adicdo de cloreto de sodio. Foram
realizadas extracdes sem adicdo de NaCl e com adicdo de 4 % de NaCl. O
grafico da desejabilidade global em funcédo de ESO praticamente ndo apresentou
variacbes em sua curva entre os niveis minimo (-1) e maximo (+1). Entretanto, a
desejabilidade maxima foi indicada para proximo do nivel minimo (-1), ou seja,

para a nao utilizacdo do cloreto de sddio.

Diante disso, as condi¢cfes estabelecidas para a extracdo dos farmacos

sdo as apresentadas na Tabela 13.

Tabela 13 - Fatores e niveis estabelecidos a partir do planejamento fatorial fracionario

Fatores Condicges estabelecidas
Solvente para condicionar — SAC Acetonitrila/Agua (1:1 V, V)
Volume da amostra — VAM 250 mL

pH 3,0

Volume do Solvente para eluir — VE 8,0 mL

Solvente para eluir — SE Acetonitrila

Efeito Salting Out — ESO 0%
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5.3 Efeito de matriz

De acordo com a metodologia utilizada foram construidas curvas
analiticas com os padrbes diluidos em &gua ultrapura/metanol e em agua
residual (matriz). A Figura 26 mostra as curvas analiticas construidas no solvente
e na matriz, com os seus respectivos coeficientes de determinagdo (R?) e
equacdes das retas na matriz, juntamente com os valores numericos para o
Efeito Matriz (EM).
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12000 y =37,239x + 479,34
10000 R?=0,9972
8000 EM=- 3,63
© =-9, ® A
g 6000 Agua ultrapura/Metanol
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Nimesulida
y =79,60x + 1.695,38
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Figura 26 - Curvas analiticas em agua ultrapura/metanol e na matriz, com 0s seus respectivos
coeficientes de determina¢éo, equacdes das retas e valores numéricos para o Efeito Matriz (EM)

O efeito matriz foi avaliado pela comparacédo entre as curvas analiticas

construidas utilizando o solvente e a matriz para diluicdo dos analitos, ambas

utilizando o método de padronizacdo externa. De acordo com a Figura 26,

observa-se que os valores dos coeficientes de determinacdo (R?) obtidos em

todas as curvas analiticas atenderam a RDC 166/17 em que o R? deve ser maior
que 0,99, mostrando a boa linearidade dos dados (INMETRO, 2017).

Os compostos que apresentaram efeito matriz maior que +20% foram

diclofenaco (supressao de sinal em 22,28%), cafeina (supresséo de sinal em
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29,99%), naproxeno (supresséao de sinal de 34,13%) e enrofloxacina (supressao
de sinal de 38,86%). Logo, o efeito matriz foi considerado médio para os quatro
farmacos citados. Os demais compostos apresentaram efeito matriz <+20%
como a tetraciclina (-7,14), cefalexina (-3,63), nimesulida (- 1,51), oxitetraciclina
(1,55), sulfametoxazol (6,77) e cetoprofeno (17,40). De acordo com a literatura
o efeito de matriz ndo € considerado significativo na faixa de -20% a 20%
(Economou et al., 2009). Contudo, optou-se por levar em consideragao o efeito
de matriz para a quantificacdo de todos os analitos.

A matriz exerceu maior influéncia no sinal analitico no farmaco enrofloxacina
e menor influéncia na oxitetraciclina. Porém, considerou-se necessario construir
as curvas de calibracdo diretamente na matriz, na determinacdo desses
compostos em amostras ambientais, visto a redu¢cado ou aumento da intensidade

do sinal do analito quando os farmacos séo diluidos com a matriz em estudo.

5.4 Validac&do do método

5.4.1 Seletividade

A seletividade de um método analitico € um importante parametro a ser
avaliado, para garantir que a quantificacdo das espécies de interesse ndo seja

afetada pela presenca de interferentes (ANVISA, 2017).

A seletividade foi avaliada comparando-se um extrato da matriz, isenta
das substancias de interesse, com um extrato da matriz fortificada. A Figura 27
mostra o cromatograma do extrato da amostra de agua sem fortificacdo, em 280
nm, enquanto a Figura 28 mostra o cromatograma do extrato da amostra de agua
fortificada ao nivel de 300 ng mL™!, nesse mesmo comprimento de onda. Nele, é
possivel observar todas as moléculas. Os demais cromatogramas, para esta
mesma amostra, em seus respectivos comprimentos de ondas sdo mostrados

nos Anexos 11 a 19.
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Figura 27 - Cromatograma de um extrato da amostra de agua isenta de farmacos obtido por SPE-
HPLC-DAD, com detec¢do em 280 nm

mAU

-2,5-
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Figura 28 - Cromatograma obtido por SPE-HPLC-DAD de extrato da amostra de 4gua fortificada
em 300 ng mL?, com deteccdo em 280 nm.Picos: (1) cafeina; (2) cefalexina; (3) oxitetraciclina;
(4) tetraciclina; (5) sulfametoxazol; (6) enrofloxacina; (7) cetoprofeno; (8) naproxeno; (9)
nimesulida; (10) diclofenaco de sodio
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Espectros de absorcdo no UV-Visivel foram obtidos para os padrbes
puros e comparados com 0s espectros obtidos da matriz fortificada com os
padrdes e com espectros para amostra.

Como exemplo, a Figura 29 apresenta 0s espectros de absorcao
molecular relativos aos picos cromatogréficos, obtidos a partir do padrédo puro da
cafeina (A), da matriz fortificada com os padrées (B), e da matriz isenta do analito
(C). Observa-se a similaridade entre os espectros das Figuras 29A e 29B, e a
absorcdo maxima préxima de 273 nm para cafeina, o que indica que o pico
cromatogréfico referente a cafeina ndo sofre a interferéncia de outro componente

da matriz.
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Figura 29 - Espectros no UV-vis, sendo: (A) espectro correspondente ao pico cromatografico da
cafeina em padréo puro; (B) espectro correspondente ao pico cromatografico da cafeina em
extrato de matriz fortificada com os padrdes e (C) espectro correspondente a regido do pico

cromatografico da cafeina em extrato da matriz isenta do analito

Resultados semelhantes foram obtidos para os demais analitos, cujos

espectros estao apresentados no Anexo de 1 a 9.

Além disso, como exemplo, na Figura 30 abaixo séo representados 0s
picos cromatograficos dos farmacos presentes em uma das amostras coletadas,
monitorados, respectivamente, nos comprimentos de onda selecionados para

cada um deles.
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Figura 30 - Cromatograma de um extrato da amostra residual obtido por SPE-HPLC-DAD com
deteccao da cafeina (273 nm), enrofloxacina (276 nm), naproxeno (226 nm) e diclofenaco de
sadio (280 nm)

5.4.2 Linearidade

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer
resultados diretamente proporcionais a concentracdo da substancia em exame,
dentro de uma determinada faixa de aplicacdo (Ribani et al., 2004; Neto et al.,
2002).

Para calcular os coeficientes de regresséo (a e b) e também o coeficiente
de determinacéo (R?) foi utilizado o método matematico de regresséo linear. Os

resultados obtidos para cada curva analitica estdo apresentados na Tabela 14.
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Tabela 14 - Equacbes de regressédo linear para as curvas analiticas construidas na matriz,
coeficientes de determinacdo (R?) e faixas de trabalho para cada farmaco, para o método de
determinacdo empregado

Compostos Equacéo de Regresséo R? Faixa de trabalho
Linear (ng mL)

Cefalexina y = 37,239x + 479,34 0,9972 0,106 - 1,27
Cafeina y =100,23x + 885,49 0,9995 0,040- 1,74
Oxitetraciclina y = 35,077x - 64,19 0,9991 0,109 - 1,75
Tetraciclina y = 41,86x - 148,88 0,9991 0,096 — 1,53
Sulfametoxazol y =149,39x + 116,6 0,9993 0,047 — 2,36
Enrofloxacina y =96,70x - 143,27 0,9992 0,056 - 1,12
Cetoprofeno y =147,93x + 316,61 0,9993 0,048 - 1,91
Naproxeno y =518,48x - 442,28 0,9987 0,103 - 1,65
Nimesulida y = 80,82x — 376,80 0,9992 0,040 - 1,80
Diclofenaco de sédio y = 84,92x — 350,20 0,9991 0,040 — 1,57

Todos os coeficientes de determinacdo obtidos foram superiores a 0,999,
confirmando a boa linearidade do método proposto, de acordo com as normas
de validacao de métodos estabelecidas pela ANVISA e o INMETRO (ANVISA,
2017; INMETRO, 2017)
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5.4.3 Precisao

A precisdo representa a dispersdo de resultados entre ensaios
independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou
padrdes sob condi¢cdes definidas (Ribani et al., 2004).

A ANVISA sugere que a repetitividade seja verificada a partir de um
minimo de nove determinacdes cobrindo o limite especificado do procedimento
(ex.: trés niveis, trés repeticbes cada um), ou a partir de um minimo de seis
determinac¢des a uma concentragéo similar ao valor esperado (ANVISA, 2017).

A precisao do método foi determinada sob as condicfes de repetitividade
(precisao intradia: triplicatas em trés niveis de concentracéo, injetadas em um
mesmo dia) e sob condicbes de precisdo intermediaria (precisdo interdia:
triplicatas em trés niveis de concentracéo, injetadas em 3 dias diferentes sendo,
portanto, considerados um total de nove injecbes para cada nivel de
concentracdo). Os resultados obtidos para o estudo da precisao intradia e

interdia estdo apresentados na Tabela 15.
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Tabela 15 - Estudo da preciséo intradia e interdia para a extragao dos residuos de farmacos em
agua

. Nivel de Coeficientes de variacdo (%)
Farmacos ~ — —=
concentracao Precisao Precisdo
(ng mLY) interdia Intradia
25 10,9 13,6
Cefalexina 100 1,91 3,07
300 0,38 0,75
25 0,36 0,91
Cafeina 100 2,62 0,48
300 1,52 0,32
25 9,89 7,55
Oxitetraciclina 100 3.76 272
300 5,18 3,37
25 0,51 4,62
Tetraciclina
100 3,58 3,70
300 0,54 2,12
25 4,13 3,19
Sulfametoxazol
100 0,35 0,36
300 6,65 0,79
] 25 1,28 1,55
Enrofloxacina
100 6,30 2,55
300 0,38 0,71
25 1,62 3,60
Cetoprofeno
100 3,15 0,75
300 0,27 0,96
25 2,46 8,18
Naproxeno
100 1,37 1,64
300 4,31 0,53
) } 25 2,29 2,63
Nimesulida
100 0,52 1,62
300 3,10 0,41
) ) 25 1,03 1,27
Diclofenaco de sodio
100 0,69 0,72

300 0,82 0,49
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Analisando a Tabela 15 verifica-se que o método proposto apresentou
resultados precisos uma vez que foram obtidos valores maximos de coeficientes
de variacdo de 10,9% e 13,6% (ambos para a cefalexina), para a precisao
interdia e para a intradia, respectivamente. De acordo com o0s resultados
apresentados o método foi avaliado como preciso pois, para métodos de anélises
de compostos em quantidades traco e ultratraco, sdo aceitos CV de até 20%
(Ribani et al., 2004).

5.4.4 Limites de Deteccéo e Limites de Quantificacao
A Tabela 16 apresenta os valores de LD e LQ estimados a partir dos

parametros das curvas analiticas construidas no extrato da matriz e seus

respectivos valores em relacdo ao fator de enriquecimento de cada analito.

Tabela 16 - Limites de deteccao (LD) e limites de quantificacdo (LQ), instrumentais e do método

Instrumental (ng mL™?) No método* (ng mL™)

Farmacos
LD LQ LDe LQe
Cefalexina 12,4 41,5 0,05 0,18
Cafeina 6,53 21,8 0,02 0,08
Oxitetraciclina 8,63 28,7 0,04 0,13
Tetraciclina 8,68 28,9 0,03 0,11
Sulfametoxazol 7,57 25,2 0,04 0,12
Enrofloxacina 9,30 31,0 0,04 0,13
Cetoprofeno 6,48 21,6 0,03 0,10
Naproxeno 10,1 33,8 0,04 0,14
Nimesulida 8,04 26,8 0,03 0,10
Diclofenaco de sodio 7,37 24,6 0,03 0,10

* L Dmatriz = LDextrato/fator de enriquecimento
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Os valores de LD e LQ instrumental variaram entre 6,48 e 12,4 ngmL' e
entre 21,6 e 41,5 ng mL1, para o cetoprofeno e a cefalexina, respectivamente.
No estudo realizado por Madureira et al., (2010), o sulfametoxazol foi extraido
de amostras de aguas superficiais de estuario por Extracdo em Fase Solida -
SPE obtendo limites de deteccéo e quantificacdo de 10,8 ng mL* e 35,00 ng mL-
1, respectivamente. Pode-se constatar que foi possivel atingir limites menores no
presente estudo, para 0 mesmo analito (LD = 7,57 ng mL%; LQ = 25,2 ng mL™).

De acordo com Figueiredo (2014), os valores de LD e LQ para a cafeina
foram 11,9 e 40,0 ng mL%, respectivamente, para analises em amostras de agua
para abastecimento publico, sendo possivel atingir limites inferiores no presente
estudo (LD = 6,53 ng mL?; LQ = 21,8 ng mL?). Em outro trabalho, Patyra et al.,
(2015) utilizaram também HPLC-DAD para determinacédo, em amostra de agua
potavel, de oxitetraciclina, tetraciclina e enrofloxacina, onde obtiveram limites de
deteccdo de 3,5; 4,3 e 6,2 ng mL™, respectivamente, enquanto os limites de
guantificacdo foram 4,4; 6,3 e 7,8 ng mL™%, respectivamente.

Tendo em vista o método empregado envolver uma etapa de pré-
concentracdo das amostras, os valores de LD e LQ do método, ou seja, apos
considerar os fatores de enriquecimento, variaram entre 0,02 e 0,05 ng mL* e
entre 0,08 e 0,18 ng mL1, respectivamente. A obtencéo destes parametros, na
matriz, € de extrema importancia para avaliar as concentracdes de residuos de
contaminantes em amostras ambientais, uma vez que mostra as concentracoes
minimas possiveis de serem utilizadas para identificar e quantificar os

respectivos analitos in situ utilizando o método analitico proposto.

5.4.5 Exatidao

A exatiddo do método desenvolvido foi avaliada por meio de ensaios de
recuperacdo, em uma amostra de agua, em trés niveis de fortificacdo para os

farmacos: 25, 100 e 300 ng mL*. A Tabela 17 mostra os resultados obtidos nos
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ensaios de recuperagédo, bem como os valores dos fatores de enriqguecimento

dos analitos ap6s o procedimento de extracdo e pré-concentracao.

Tabela 17 - Resultados das recuperacdes obtidas e do fator de enriquecimento (FE)

Farmaco Nivel de concentracao Recuperacao (%) FE
(faixa de trabalho) (ng mL?Y)

Cefalexina 25 114.5
(25-300 pg LY 100 104,1 236

300 92,2

25 99,9

Cafeina

(10 — 500 pg L) 100 98,1 288

300 107,9

25 84,9

Oxitetraciclina

(25 — 400 g L) 100 89,3 229

300 78,6

Tetraciclina 25 1113
(25-400 pug LY 100 87,9 261

300 98,5

Sulfametoxazol 25 106,0
(10 a 500 pg L) 100 70,7 212

300 80,7

Enrofloxacina 25 109.8
(25-500 pug LY 100 108,2 246

300 79,2

Cetoprofeno 25 1033
(10 -400 pug LY 100 106,9 209

300 71,5

Naproxeno 25 95.9
(25 -400 pug LY 100 113,9 243

300 84,9

Nimesulida 25 97.0
(10— 500 pg LY 100 114,8 277

300 117,9

Diclofenaco de sodio 25 103,5
(10 - 400 pg L) 100 84,4 255

300 107,5
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Os resultados experimentais demonstraram que a recuperagao variou de
70,7% para sulfametoxazol (25 ng mL!) até 117,9% para a nimesulida (300 ng
mL?) conforme mostra a Tabela 15, estando dentro dos limites recomendados
pela literatura, os quais estabelece que a recuperacao dos analitos pode variar
de 70 a 120%, para a analise de amostras complexas (ANVISA, 2017).

5.5 Anadlise das amostras de 4guas residuais

AplGs a etapa de validacdo, o método foi aplicado na determinacdo de
residuos dos farmacos em amostras reais de aguas residuais, coletadas nas
cidades de Salvador e Porto Seguro (ambas no estado da Bahia).

De acordo com a Tabela 18, pode-se observar que o pool das amostras
coletadas em Porto Seguro (PS) apresentou residuos de todos os farmacos
analisados, com concentragbes que variaram de 0,39 a 451,7 ng mL*
(nimesulida e cafeina, respectivamente). Outra observacdo importante é em
relacdo aos residuos de cafeina, os quais foram encontrados em todas as
amostras analisadas, em concentragdes que variaram desde 0,65 ng mL*?
(amostra coletada na praia da Paciéncia no Rio Vermelho (P02)), até cerca de
451,7 ng mL* (pool das amostras coletadas em Porto Seguro (PS)). Os demais
residuos de farmacos estiveram presentes em diferentes amostras analisadas,
conforme relatado a seguir.

De acordo com a Tabela 18, pode-se observar que os farmacos
guantificados com maior frequéncia nas amostras analisadas foram o
estimulante cafeina (onze amostras), o antibiotico enrofloxacina (oito amostras)
e o anti-inflamatdrio diclofenaco (sete amostras).

Analisando ainda de uma forma geral todos os farmacos, as moléculas
gue apresentaram as maiores concentracdes na totalidade foram cafeina (até
451,7 ng mL™?), diclofenaco (até 6,82 ng mL™1), enrofloxacina (até 50,4 ng mL™1)
e oxitetraciclina (até 24,8 ng mL™).

Globalmente, a cafeina (substancia psicoativa mais consumida), é

legalmente disponivel para consumo e vendida principalmente entre alimentos e



121

bebidas. O Brasil € o maior produtor e exportador de café no mercado mundial,
e o café é a principal fonte de consumo diério de cafeina (Vizentin et al., 2024).
A enrofloxacina é um dos medicamentos amplamente utilizados na
medicina veterinaria, inclusive durante anestesia, seja em pacientes saudaveis
ou em condi¢des criticas (Gomide et al., 2020). As 4aguas residuais domésticas
tém sido alvo da presenca de contaminantes emergentes, como anti-
inflamatdrio, dos quais o diclofenaco € um dos mais frequentemente detectados

(Santos et al., 2021).



Tabela 18 - Resultados das concentragdes de residuos de farmacos identificados em amostras de aguas residuais
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Amostras?
Farmacos! Concentracgdo (ng mL1)

PO1 P02 P03 P04 P05 P06 PO7 PS P05-23 P06-23 P07-23
CEF <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 4,27 3,95 <0,05 <0,05
CAF 1,40 0,65 1,07 2,81 16,34 31,10 28,39 451,7 42,44 17,5 15,61
oTC <0,04 <0,04 <0,04 <0,04 2,18 3,75 <0,04 24,8 5,20 9,88 1,04
TET <0,03 <0,03 <0,03 <0,03 1,00 0,59 0,19 3,53 <0,03 <0,03 <0,03
SMX <0,04 <0,04 <0,04 <0,04 0,28 <0,04 0,46 7,90 1,22 0,64 0,14
ENR <0,04 0,36 0,13 2,34 2,28 0,75 0,21 50,4 <0,04 0,17 <0,04
CET <0,03 <0,03 <0,03 <0,03 0,11 <0,03 1,50 3,62 <0,03 <0,03 <0,03
NPX <0,14 0,33 <0,14 <0,14 0,36 <0,14 <0,14 8,28 1,23 0,62 <0,14
NIM <0,03 <0,03 <0,03 7,38 <0,03 <0,03 <0,03 0,39 <0,03 <0,03 <0,03
DCF <0,03 <0,03 <0,03 <0,03 5,06 1,37 0,69 41,7 6,82 6,65 3,56

! CEF = cefalexina; CAF = cafeina; OTC = oxitetraciclina; TET = tetraciclina; SMX = sulfametoxazol; ENR = enrofloxacina; CET = cetoprofeno; NPX = naproxeno; NIN = nimesulida; DCF = diclofenaco

2P01= praia da Barra; P02 = praia da Paciéncia; P03 = praia no Largo da Mariquita; P04 = praia do Costa Azul; P05 = praia da Boca do Rio; P06 = praia de Piatd; P07 = praia de Itapud; PS = Pool

de amostras coletadas em Porto Seguro-BA

8 P05-2 = praia da Boca do Rio; P06-2 = praia de Piatd; PO7-2 = praia de Itapud (amostras coletadas na segunda campanha)
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Tomando-se as amostras de Salvador de uma forma geral, observa-
se, na Figura 31, que as amostras que apresentaram as maiores
concentracdes totais de farmacos foram as P05 (27,61 ng mL™), P06 (37,56
ng mL1), PO7 (31,44 ng mL™?), P05-2 (60,86 ng mLt), P06-2 (35,46 ng mL™?)
e P07-2 (20,35 ng mL?), ou seja, as amostras coletadas na Boca do Rio,
Piata e Itapud, respectivamente.

70
60
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2
1 I I

PO1 P02 P05-2 PO6-2 PO7-2

ng / mL (Total)

o o

o

Amostras

Figura 31 - ConcentragGes totais (ng mL?) de residuos de farmacos quantificados nas
amostras de Salvador — BA nas duas campanhas de amostragem

De acordo com a Figura 32, comparando-se amostra P05 (coletadas
em novembro de 2023) com a amostra P05-2 (coletadas em fevereiro de
2024), pode-se observar que a concentracdo de alguns farmacos como
oxitetraciclina, naproxeno, diclofenaco, cafeina e sulfametoxazol
aumentaram significativamente de um periodo para o outro, devido
possivelmente a maior quantidade de turistas na cidade de Salvador, nos
meses de fevereiro. Comparando-se também a amostra P06 (coletadas em
novembro de 2023) com a amostra P06-2 (coletadas em fevereiro de 2024),
pode-se observar que a concentragdo de alguns farmacos como
oxitetraciclina, diclofenaco, cafeina aumentaram. E comparando-se a

amostra P07 (coletada em novembro de 2023) com a amostra P07-2
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(coletadas em fevereiro de 2024), observa-se também um aumento da

concentragéo de diclofenaco.
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Figura 32 - Comparativo das concentracdes (ng mL™?) de residuos de farmacos quantificados
na primeira e segunda campanha de coletas nas amostras de Salvador — Bahia: P05 — Boca
do Rio (A); P06 — Piatd (B) e PO7 — Itapua (C)

e Cafeina

De acordo com a Tabela 18, foram encontrados residuos de cafeina
em todas as amostras, em concentracées que variaram desde 0,65 ng mL™,
em amostra coletada na praia da Paciéncia no Rio Vermelho, até cerca de
451,7 ng mL, no pool das amostras coletadas em Porto Seguro.

Os presenca de cafeina em todas as amostras analisadas era
esperada, uma vez que este composto é utilizado como marcador de
atividade humana (contaminagdo antropica) em aguas superficiais. Isto
porque a principal via de entrada desse farmaco em aguas superficiais € via
excrecao, ja que é um componente de varios medicamentos, além de estar
presente em alimentos e bebidas como café, chas, chocolate, cacau,
refrigerantes, energéticos e outros (Paiga; Delerue-Matos, 2017).

Conforme mencionado anteriormente, apesar de ter sido encontrada

em todas as amostras analisadas, destaca-se a concentracdo média de
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cafeina encontrada na amostra composta de Porto Seguro (PS) (451,7 ng
mL1), bastante acima daquelas encontradas para as demais amostras, as
quais variaram de 0,65 a 42,44 ng mL. Porto Seguro é um destino turistico
da regido Nordeste do Brasil, localizada no litoral Sul da Bahia. E um dos
destinos turisticos da regido Nordeste que mais recebe turistas de varias
localidades do pais e do exterior. O municipio possui muitos atrativos
culturais, incluindo diversas barracas com bebidas e comidas tipicas (Brito
et al., 2018). Portanto, o alto consumo de bebidas e alimentos que contém
cafeina (tais como chés, refrigerantes, cafés, energéticos, produtos de
confeitaria, dentre outros), pelo grande niamero de turistas que visitam este
municipio, pode ter contribuido para a alta concentragdo desta substéncia
na amostra analisada, alem do consumo de medicamentos que contém este
principio ativo em sua composicao (Mattioli et al., 2019; Lima; Farah, 2019;
Ye et al., 2023).

A cafeina foi determinada em amostras de aguas residuais coletadas
no rio Paquequer, localizado em Teresopolis no Rio de Janeiro, utilizando
SPE-HPLC-DAD. As concentracdes de CAF foram encontradas numa faixa
de 0,16 - 47,5 ng mL?! (Gongalves; Rodrigues; Silva-Filho, 2017), valores
gue, a excecdo da amostra de Porto Seguro, encontram-se na mesma faixa
das encontradas neste estudo. Na segunda campanha de coletas realizadas
em Salvador nas praias da Boca do Rio, Piata e Itapud, a cafeina apresentou
concentracbes de, 42,44 ng mL?, 175 ng mL? 1561 ng mL7?,

respectivamente.

e Cefalexina

Esta substancia foi detectada somente em uma das amostras
coletadas em Salvador na segunda campanha, quando foi quantificada na
amostra da Boca do Rio (3,95 ng mL"1), além da amostra do pool de Porto
Seguro (4,27 ng mL?) (Tabela 18).

As concentracdes encontradas neste trabalho foram proximas
aguelas encontradas por Watkinson et al. (2009) no continente da Oceania,

onde avaliaram a presenca de varios farmacos em efluentes hospitalares,
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afluente e efluente de ETEs. Em relagédo ao efluente hospitalar, a cefalexina
apresentou concentracdo média de 4,1 ng mL%, sendo detectada em todas
as amostras (n = 3). A concentracdo dos farmacos em ETEs revelou
concentracdes para a cefalexina de 64 ng mL™* no afluente e 0,250 ng mL™*
no efluente.

O estudo mencionado de Locatelli et al. (2011) revela a presenca
significativa de cefalexina, um antibiético comumente utilizado pela
populacdo, em matrizes aquosas como rios urbanos e esgoto impactado na
cidade de S&o Paulo, Brasil. A cefalexina foi detectada como o antibiotico
com maior concentracdo nas amostras analisadas. As concentracoes
encontradas variaram de 0,029 ng mL?! a 2,422 ng mL1. Essa ampla
variacao indica diferentes niveis de contaminacao em diferentes pontos de
coleta ao longo dos rios urbanos e esgoto estudados. A presenca de
cefalexina em concentracfes detectaveis levanta preocupacdes ambientais
sobre os impactos potenciais dessa substancia nos ecossistemas aquaticos.
Além disso, a exposicao cronica a antibiéticos em baixas doses através da
agua pode contribuir para o desenvolvimento de resisténcia bacteriana, um

problema global de saude publica.

e Oxitetraciclina e tetraciclina

Com relacao a oxitetraciclina, esta substancia foi detectada em 2 (P05
e P06) das 7 amostras na primeira coleta realizada em Salvador, sendo na
praia da Boca do Rio (2,18 ng mL~1) e na praia de Piata (3,75 ng mL™), além
da amostra do pool de esgoto bruto coletada em Porto Seguro (PS) (24,8 ng
mL™Y). Na segunda coleta realizada em Salvador, a oxitetraciclina foi
guantificada nas trés amostras, apresentando concentracdes de 5,20 ng mL~
19,88 ng mL™* e 1,04 ng mL™%, para P05*, P06* e PO7*, respectivamente.

A tetraciclina foi detectada em 3 (P05, P06, PO7) das 7 amostras
coletadas na primeira coleta em salvador, nas amostras da Boca do Rio,

Piata e Itapud, em concentracdes que variaram de 0,19 a 1,00 ng mL™; e na
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segunda coleta, realizada nos mesmos locais, as concentracdes ficaram
abaixo o limite de deteccéao.

No pool de Porto Seguro, devido a amostra ser de esgoto bruto, foi
possivel quantificar as duas moléculas, sendo que oxitetraciclina e
tetraciclina apresentaram concentragées de 24,8 ng mLt e 3,53 ng mL™,
respectivamente.

A oxitetraciclina e a tetraciclina foram antibioticos ndo detectados em
boa parte das amostras, provavelmente porque tetraciclinas sdo mais
facilmente adsorvidas nos sedimentos em compartimentos ambientais
(Nikolaou et al., 2007). Estudos realizados por Bisognin et al. (2019), em
amostras de agua de efluentes na estacao de esgotamento sanitario do Sul
do Brasil quantificaram a oxitetraciclina em 1,154 x 103 ng mL %, enquanto
a tetraciclina ndo foi detectada.

e Sulfametoxazol

O antibiotico sulfametoxazol foi detectado em 2 amostras (P05, P07)
das 7 analisadas na primeira coleta em Salvador, nas amostras da Boca do
Rio (0,28 ng mL™) e Itapua (0,46 ng mL™). Na segunda coleta, 0 composto
foi quantificado nas amostras da Boca do Rio (1,22 ng mL™), Piata (0,64 ng
mL™1) e Itapud (0,14 ng mL™). Adicionalmente, esta substancia foi detectada
em concentracdo de 7,90 ng mL™ no pool da amostra de esgoto bruto
coletada em Porto Seguro.

Estudos realizados por Locatelli et al. (2011), em rios localizados em
Sao Paulo, Brasil, mostraram a presenca de sulfametoxazol (0,106 ng mL~
1). Em estudo realizado no Rio de Janeiro, Brasil, foi encontrada a presenca
de sulfametoxazol, com concentragdes de até 287,5 ng L (Monteiro et. al.,
2017). Jank e colaboradores (2014) avaliaram quatro pontos de amostragem
localizados no Arroio Diluvio em Porto Alegre, no estado do Rio Grande do
Sul, e o resultado mostrou que o sulfametoxazol apresentou uma faixa de

concentracéo variando de 376 a 572 ng L.
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Portanto, os valores das faixas das concentracdes identificadas neste
trabalho foram proximos ou ficaram abaixo dos apresentados por outros
autores na literatura.

Estudos mostram uma preocupacdo especial em relagdo ao
antimicrobiano sulfametoxazol, presente em formulacdes de largo espectro,
pois quando descartado no meio ambiente pode causar toxicidade bioldgica,
inducdo da resisténcia antimicrobiana em bactérias patogénicas e
genotoxicidade - que pode ser definida como a capacidade de algumas
substancias quimicas produzirem alteracées genéticas (Branco et al., 2021).

O sulfametoxazol é um composto amplamente descrito na literatura
guanto ao seu consumo, ocorréncia, persisténcia no ambiente e resisténcia
ao tratamento (Madikizela; Lawrence Mzukisi; Chimuka; 2017). Além disso,
esse farmaco é resistente a fotodegradacéao, favorecendo sua permanéncia

no meio ambiente (Nikolaou et al., 2007).

e Enrofloxacina

Dos antibitticos estudados, a enrofloxacina foi o encontrado com
maior frequéncia, em 6 das 7 amostras analisadas na primeira coleta em
Salvador e no pool das amostras de ETE da cidade de Porto Seguro, com
concentracdes variando de 0,13 a 50,4 ng mL™, ndo sendo quantificada
apenas nas amostras P01, P0O5* e PO7*.

Devido ao excelente efeito antibacteriano de amplo espectro, a
enrofloxacina € frequentemente usada como antibiético terapéutico e
promotor de crescimento na aquicultura, resultando na permanéncia de seus
metabdlitos no solo e no ambiente da aquicultura. De acordo com Dai et al.
(2023) e Babi¢, Perisa, Skori¢ (2013), as maiores concentracdes de residuos
de enrofloxacina sdo encontradas em aguas residuais domeésticas, aguas
residuais municipais e em aguas residuais hospitalares, podendo chegar a
100 ng mL?. Portanto, a toxicidade da enrofloxacina para o ambiente
ecoldgico e seu impacto na comunidade microbiana e na estrutura do

ambiente s&o de grande preocupacao.
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A enrofloxacina é um antibiético de amplo espectro usado na medicina
veterindria para tratar animais que sofrem de certas infec¢des bacterianas.
O farmaco é altamente eficaz no tratamento de inflamacdes respiratorias,
urinarias, gastrointestinais e cutaneas em caes e gatos (Grabowski et al.,
2022). De acordo com a Pesquisa Nacional de Saude brasileira, a populacéo
de cdes e gatos em domicilios € de cerca de 52,2 e 22,1 milhdes
respectivamente no pais. O aumento exponencial de animais de estimacao
€ uma preocupacao global e local com impacto direto na saude publica, pois
além de determinar o risco de transmisséo de doencas infecciosas aos seres
humanos, pode também aumentar a concentracdo de medicamentos
veterinarios no meio ambiente (Felipetto et al., 2022; Oliveira et al., 2023).

Vale ressaltar que analgeésicos e anti-inflamatérios séo as classes de
substancias farmacéuticas mais frequentemente detectadas no meio
ambiente (Fekadu et al., 2019).

e Cetoprofeno

O cetoprofeno foi detectado em 2 (P05 e P0O7) das 7 amostras
coletadas na primeira campanha em Salvador, cujas as concentracdes foram
verificadas nas aguas da Boca do Rio (0,11 ng mL™) e em Itapua (1,50 ng
mL~!). Na amostra do pool do esgoto bruto de Porto Seguro, esta substancia
foi identificada com a maior concentracdo (3,62 ng mL™!), enquanto na
segunda campanha de coletas na cidade de Salvador as concentracfes
ficaram abaixo do limite de detec¢do. Essas concentracdes ficaram abaixo
daquelas encontradas por Chaves et al (2021) em amostras de aguas do Rio
Iguact e em Minas Gerais (0,017 — 0,62 ng mL™ e <0,073 — 1,02 ng mL™,
respectivamente).

O estudo de Reis et al. (2019) fornece uma visdo abrangente da
presenca de medicamentos prescritos, incluindo o cetoprofeno, em Estacées
de Tratamento de Agua Potavel no estado de Minas Gerais, Brasil. O estudo
utilizou extracdo em fase sélida seguida da analise por HPLC-MS para
analisar a presenca de 28 medicamentos em amostras de agua potavel e

aguas superficiais. O estudo observou uma diminuigdo na concentragéo de



131

todos os farmacos detectados apos o tratamento nas Estacgdes. Isso indica
gue 0s processos convencionais de tratamento de agua foram capazes de
remover parcialmente esses compostos, embora ndo completamente. As
concentragbes mais elevadas de produtos farmacéuticos, incluindo o
cetoprofeno, foram associadas ao inverno. Isso pode ser atribuido a menor
temperatura, que podem afetar a eficiéncia dos processos de degradacao
natural. O cetoprofeno foi detectado em amostras de agua superficial com
concentracdes variando de 0,073 a 1,020 ng mLL. Esses valores indicam a
presenca significativa deste farmaco no ambiente aquético ap6s o
tratamento nas ETEs.

Os valores das concentragdes encontrados para o cetoprofeno nas
amostras analisadas emitem preocupacdo, pois este farmaco € um
medicamento comumente usado em medicina humana e veterinaria, tendo
sido recentemente citado como um problema ambiental, sendo um
contaminante que levanta preocupacdes para 0 bem-estar ecoldgico.
Representa uma crescente ameaca devido a sua mistura racémica,
enantiomeros e produtos de transformacao, que tém efeitos ecotoxicoldgicos
em varios organismos, incluindo invertebrados, vertebrados, plantas e
microrganismos. Além disso, o0 cetoprofeno € bioacumulado e
biomagnificado ao longo da cadeia alimentar, ameacando a funcdo do

ecossistema (Tyumina et al., 2023).

e Naproxeno

No presente estudo, o naproxeno foi quantificado em 2 (P02 e P05)
das 7 amostras coletadas na primeira campanha em Salvador, nas aguas da
Praia da Paciéncia, no Rio Vermelho (0,33 ng mL™) e na Boca do Rio (0,36
ng mL™). Além disso, a maior concentracdo foi registrada no pool das
amostras de Porto Seguro (8,28 ng mL™). Na segunda campanha de coletas
de amostras em Salvador, o naproxeno foi quantificado nas amostras da
Boca do Rio (1,23 ng mL™?) e em Piata (0,62 ng mL™).
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De acordo com Américo-Pinheiro et al. (2017), a temperatura da 4gua
influencia de forma inversamente proporcional a concentragdo dos anti-
inflamatorios diclofenaco e naproxeno na agua. Segundo os autores, a
temperatura da agua é um parametro que esta intimamente relacionado com
a incidéncia de luz solar, a qual desencadeia o processo de fotodegradacao
de muitos compostos. Em seu trabalho, a concentracdo do naproxeno ficou
na faixa de 0,070 - 21,285 ng mL~ para o Cérrego da On¢a, Mato Grosso do
Sul. A maior concentracdo de naproxeno foi detectada na amostra que se
localiza em area com densa vegetacao no seu entorno, que sombreia toda
a superficie da &gua, dificultando a incidéncia de Iluz solar e,
consequentemente, ndo favorecendo a fotodegradacdo  deste
anti-inflamatario.

No trabalho de Ragassi et al (2019), foi avaliada a presenca, a
concentracdo e a porcentagem de remocdo de anti-inflamatorios em
amostras de esgoto bruto e efluente tratado da ETE do municipio de Dracena
(SP). Foram avaliados dois pontos de coletas na ETE, sendo esgoto bruto e
efluente tratado. As amostras foram preparadas por microextracdo liquido—
liguido dispersiva e analisadas por HPLC. A presenca naproxeno foi
detectada nos dois pontos analisados da ETE. A concentracdo no esgoto
bruto variou de 9,97- 22,86 ng mL™* e o efluente tratado ficou na faixa de 9,67
a 16,36 ng mL*. O tratamento de esgoto doméstico por meio de lagoas de
estabilizacdo ndo remove totalmente esse anti-inflamatoério, propiciando o

aporte dessas substancias nas aguas superficiais, alterando sua qualidade.

e Diclofenaco

O diclofenaco foi o terceiro farmaco mais encontrado nas amostras
estudadas e foi quantificado na primeira campanha em Salvador nas praias
da Boca do Rio (5,06 ng mL™?), Piatd (1,37 ng mL™) e Itapua (0,69 ng mL™1).
Adicionalmente, a maior concentracao foi identificada no pool das amostras
de Porto Seguro (41,7 ng mL™). Na segunda campanha realizada em
Salvador, foi identificada nas trés amostras, com concentracdes entre 3,56 e
6,82 ng mL™.
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Américo-Pinheiro et al. (2017) verificaram que o lancamento de
esgoto bruto e efluente de ETE aumentam as concentracfes de farmacos
em aguas superficiais. Em seu estudo, a maior concentracdo de diclofenaco
(8,25 ng mL™) foi detectada em amostra de agua superficial coletada a
jusante da estacdo de Trés Lagoas (MS), tendo-se observado também que
a temperatura da agua era um parametro intimamente relacionado com a
incidéncia de luz solar nos corpos hidricos, o qual desencadeia 0 processo
de fotodegradacéo de muitos compostos. Esse fato pode explicar porque a
probabilidade de deteccdo do diclofenaco em agua diminui conforme a
temperatura do meio aumenta. A frequente presenca do diclofenaco nas
amostras estudadas neste trabalho pode ser justificada pelo fato dos pontos
de amostragem situarem-se em locais que recebem mais poluicdo. Além
disso, o diclofenaco € um farmaco amplamente utilizado pela populacéo
como analgésico e anti-inflamatorio.

No trabalho de Ferreira (2014), as amostras de agua foram coletadas
ao longo da linha das ETEs da Penha e Ilha do Governador, no Rio de
Janeiro e foram submetidas a um processo de limpeza por SPE.
Posteriormente, foram analisadas utilizando HPLC com deteccéo por DAD.
As concentracdes de diclofenaco encontradas variaram entre 1,844 ng mL*
e 2,059 ng mL! nas amostras analisadas. Esses valores indicam uma
presenca significativa do farmaco no efluente das ETEs estudadas.

A deteccdo de diclofenaco no efluente das ETEs é preocupante
devido aos potenciais impactos ambientais e a possivel exposicdo dos
ecossistemas aquaticos a esse farmaco. O diclofenaco € um medicamento
comumente utilizado pela populagdo, mas também pode ter efeitos adversos
em organismos aquaticos, mesmo em concentracdes relativamente baixas.
A gestédo adequada dos efluentes das ETESs € crucial para mitigar a presenca
de contaminantes farmacéuticos como o diclofenaco. Isso pode envolver
melhorias nos processos de tratamento de aguas residuais para aumentar a
eficiéncia na remocéao de substancias farmacéuticas antes da descarga no

meio ambiente.
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e Nimesulida

A nimesulida foi quantificada em 1 das 7 amostras coletadas em
Salvador na primeira campanha, sendo encontrada apenas nas aguas do
Costa Azul (7,38 ng mL™). O farmaco também foi registrado no pool das
amostras de Porto Seguro (0,39 ng mL™); na segunda campanha a
nimesulida ndo foi quantificada nas amostras.

Caldas et al. (2018) verificaram que a concentragdo da nimesulida
ficou na faixa de 0,070 e 0,730 ng mL* em amostras de agua superficiais
coletadas do Sul do Brasil. A nimesulida é um medicamento ndo-esteroide,
anti-inflamatério e relativamente novo com efeito analgésico e propriedades
antipiréticas.

Na Grécia, foram analisadas amostras de &aguas residuais e
nimesulida foi detectada em influentes até 3,581 ng mL?, e efluentes até
9,731 ng mL1. Os autores atribuem estas concentracdes ao fato de que a
maioria dos medicamentos contendo nimesulida pode ser comprada sem
receita médica (Papageorgiou et a., 2016).

No trabalho de Silveira et al (2013), foi desenvolvido e validado um
método analitico para a determinacdo de nimesulida e outros farmacos em
amostras de agua residual na cidade de Rio Grande, Rio Grande do Sul,
Brasil. Foi empregado um método que utiliza SPE e cromatografia liquida
com fonte de ionizacdo eletrospray acoplada a espectrometria de massas
em série. O método foi aplicado para a determinacdo da nimesulida em
amostras de agua superficial e potavel ao longo de um periodo de 3 meses
e a concentracdo da nimesulida na agua residual foi de 0,5 ng mL™*. A
deteccdo de nimesulida em aguas residuais destaca a persisténcia deste
farmaco no meio ambiente aquatico. A longo prazo, isso pode afetar
ecossistemas aquaticos e potencialmente representar riscos para a saude
humana, caso a agua contaminada seja usada como fonte de agua potéavel.

Devido as preocupacdes sobre seu perfil de seguranca, o uso deste
farmaco foi proibido em varios paises, como EUA, Canada, Australia,
Espanha, Finlandia e Irlanda desde 2007, mas ainda € utilizado em

formulagBes em gel a 3% (Lacey, et al., 2012). No Brasil, a nimesulida € um
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medicamento analgésico e anti-inflamatério amplamente prescrito porque
tem maior eficacia do que ibuprofeno, diclofenaco e piroxicam; esta entre os

primeiros dez medicamentos mais vendidos no pais (Armelin; Dias, 2021).
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6.0 CONCLUSAO

O método analitico desenvolvido para determinacao de residuos de
farmacos de diferentes classes terapéuticas em aguas residuais, baseado
na SPE e andlise por HPLC-DAD, mostrou-se abrangente, eficiente e
sensivel.

A validagdo do método apresentou boa linearidade, indicando que
ha uma relagdo linear muito forte entre a concentragdo dos analitos e as
respostas obtidas pelo método. O método se mostrou preciso para a
determinacado da concentragao de cefalexina e dos outros compostos nas
amostras analisadas. O método analitico possui um desempenho aceitavel
em termos de exatidao para as substancias testadas.

O método analitico possui uma boa sensibilidade para detectar
concentracdes baixas dos analitos mostrando ser adequado para aplicacoes
onde € necessaria a determinacdo precisa de baixas concentracoes de
residuos de farmacos em amostras aquosas.

A capacidade do método proposto em detectar e quantificar residuos
de farmacos de diferentes classes terapéuticas, especialmente agueles com
maior ocorréncia e concentracées mais elevadas, forneceu uma visao clara
da presenca desses compostos nas amostras analisadas.

No meio ambiente, a enrofloxacina pode sofrer degradacdo por
diferentes processos, incluindo fotélise, biodegradacdo e oxidacdo por
oxidos minerais, mas nao é sensivel a hidrélise. Apesar desses mecanismos
de degradacao, o tempo de meia-vida ambiental da enrofloxacina é muito
longo (tempo de meia-vida estimado entre 3,34 a 6,75 dias) na agua,
indicando uma importante persisténcia nas matrizes. Sua presenca pode
afetar ecossistemas aquaticos e potencialmente contribuir para o
desenvolvimento de resisténcia bacteriana.

A partir das analises realizadas, observou-se que as maiores
concentragdes de residuos de farmacos foram identificadas nas amostras de
aguas residuais coletadas na Boca do Rio, Piaté e Itapua.

As concentragfes de residuos de farmacos de diferentes classes

terapéuticas apresentaram uma variacdo significativa entre as amostras
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analisadas. Este fato pode ser atribuido a diferentes padrbes de uso,
descarte e degradacéo dos residuos destas substancias nos sistemas de
esgoto.

A deteccdo de uma ampla gama de farmacos em esgoto bruto
destaca a necessidade de melhorar as praticas de gestédo de aguas residuais
e implementar tecnologias de tratamento mais avangadas. Isso € essencial
para mitigar 0s riscos associados a presenca de contaminantes
farmacéuticos em ecossistemas aquaticos e na dgua destinada ao consumo

humano.
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ANEXO 1: Espectro obtido para a solucao-padréo da cefalexina (10 mg
LY (A); extrato da amostra de agua fortificada em 300 ng mLt, com
deteccdo em 261 nm (B) e matriz isenta do analito (C)
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ANEXO 2: Espectro obtido para a solugcéo-padréao da cafeina (10 mg L-
1)y (A); extrato da amostra de agua fortificada em 300 ng mL™, com

deteccdo em 273 nm (B) e matriz isenta do analito (C)
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ANEXO 3: Espectro obtido para a solugéo-padréo da oxitetraciclina (10
mg L) (A); A); extrato da amostra de agua fortificada em 300 ng mL?,
com deteccdo em 276 nm (B) e matriz isenta do analito (C)
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ANEXO 4: Espectro obtido para a solucao-padréo datetraciclina (10 mg

L) (A); A); extrato da amostra de agua fortificada em 300 ng mL™, com

deteccdo em 358 nm (B) e matriz isenta do analito (C)
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ANEXO 5: Espectro obtido para a solu¢cao-padrao da sulfametoxazol (10
mg L) (A); extrato da amostra de agua fortificada em 300 ng mLt, com
deteccdo em 267 nm (B) e matriz isenta do analito (C)
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ANEXO 6: Espectro obtido para a solucéo-padrao da enrofloxacina (10
mg L) (A); extrato da amostra de agua fortificada em 300 ng mL™, com

deteccdo em 276 nm (B) e matriz isenta do analito (C)
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ANEXO 7: Espectro obtido para a solugcdo-padrédo do cetoprofeno (10
mg L) (A); extrato da amostra de agua fortificada em 300 ng mLt, com
deteccao em 257 nm (B) e matriz isenta do analito (C)
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ANEXO 8: Espectro obtido para a solugcdo-padrao do naproxeno (10 mg
L) (A); extrato da amostra de agua fortificada em 300 ng mL™, com

deteccdo em 226 nm (B) e matriz isenta do analito (C)
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ANEXO 9: Espectro obtido para a solugcdo-padrao da nimesulida (10 mg
LY (A); extrato da amostra de agua fortificada em 300 ng mL, com

deteccdo em 300 nm (B) e matriz isenta do analito (C)
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ANEXO 10: Espectro obtido para a solucdo-padréo do diclofenaco (10
mg L) (A); extrato da amostra de agua fortificada em 300 ng mL™, com

deteccdo em 280 nm (B) e matriz isenta do analito (C)
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ANEXO 11: Cromatograma de um extrato da amostra de agua isenta de
farmacos obtido por SPE — HPLC - DAD com detec¢cdo em 261 nm (A) e
extrato da amostra de agua fortificada em 300 ng mL™%, com deteccgéo

em 261 nm. Pico: (1) cefalexina (B)
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ANEXO 12: Cromatograma de um extrato da amostra de 4gua isenta de
farmacos obtido por SPE — HPLC - DAD com detec¢cdo em 273 nm (A) e
de extrato da amostra de agua fortificada em 300 ng mL™%,com deteccéo
em 273 nm. Pico: (2) cafeina (B)
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ANEXO 13: Cromatograma de um extrato da amostra de 4gua isenta de
farmacos obtido por SPE — HPLC - DAD com detec¢cdo em 276 nm (A) e
de extrato da amostra de agua fortificada em 300 ng mL™%,com deteccéo
em 276 nm. Picos: (3) oxitetraciclina e (6) enrofloxacina (B)
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ANEXO 14: Cromatograma de um extrato da amostra de 4gua isenta de
farmacos obtido por SPE — HPLC - DAD com detec¢cdo em 358 nm (A) e
de extrato da amostra de agua fortificada em 300 ng mL™%,com deteccéo
em 358 nm. Pico: (4) tetraciclina
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ANEXO 15: Cromatograma de um extrato da amostra de 4gua isenta de
farmacos obtido por SPE — HPLC - DAD com detec¢cdo em 267 nm (A) e
de extrato da amostra de agua fortificada em 300 ng mL™%,com deteccéo

em 267 nm. Pico: (5) sulfametoxazol.
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ANEXO 16: Cromatograma de um extrato da amostra de 4gua isenta de
farmacos obtido por SPE — HPLC - DAD com detec¢cdo em 257 nm (A) e
extrato da amostra de agua fortificada em 300 ng mL™%, com deteccgéo
em 257 nm. Pico: (7) cetoprofeno (B)
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ANEXO 17: Cromatograma de um extrato da amostra de 4gua isenta de
farmacos obtido por SPE — HPLC - DAD com detec¢cdo em 226 nm (A) e
extrato da amostra de agua fortificada em 300 ng mL™, com deteccéo
em 226 nm. Pico: (7) naproxeno (B)
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ANEXO 18: Cromatograma de um extrato da amostra de 4gua isenta de
farmacos obtido por SPE — HPLC - DAD com detec¢gdo em 300 nm (A) e
de extrato da amostra de agua fortificada em 300 ng mL™%,com deteccéo

em 300 nm. Pico: (9) nimesulida (B)
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ANEXO 19: Cromatograma de um extrato da amostra de 4gua isenta de
farmacos obtido por SPE — HPLC - DAD com detec¢cdo em 280 nm (A) e
de extrato da amostra de agua fortificada em 300 ng mL™%,com deteccéo
em 280 nm. Pico: (10) diclofenaco de sodio (B)
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