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RESUMO

A presenca de compostos farmacéuticos e estrégenos nos ambientes aquaticos estd
bem relatada na literatura Mundial. No Brasil, os estudos sobre a ocorréncia de
farmacos em mananciais de abastecimento sdo quase inexistentes e os referentes aos
estrégenos ainda ndo atingiram areas mais interiores, como as do estado de Sdo Paulo.
Neste trabalho foi investigada a ocorréncia de estriol, 17B- estradiol, 17a-
etinilestradiol, atenolol, ciprofloxacino e propranolol em &gua de rio, visando a
avaliacdo da eficiéncia do tratamento de 34gua e esgoto na eliminacdo destas
substancias em duas cidades da area de abrangéncia da UGRHI 21 (Marilia) e 22
(Presidente Prudente). O método incluiu extracdo em fase sélida (SPE) para agua,
desenvolvidos com critérios de confiabilidade analitica (exatiddo, precisdo,
seletividade, robustez e avaliacdo de efeito matriz) seguido de analise por HPLC-FLD
em modo de eluicdo gradiente e coluna C18. Os limites de deteccdo e quantificacdo do
método variaram de 0,016 a 0,28 ug mL™ e 0,048 a 1,05 ug mL?, respectivamente. O
método apresentou recuperacdo média e coeficiente de variacdo entre 97 a 73% e
0,01 a 0,15% respectivamente. Em Marilia detectou-se a presenga dos estroégenos a
montante das ETA’s, sendo mais presente o E3 e EE2. Em Presidente Prudente, a
deteccdo aconteceu apenas a montante da ETE para os mesmos analitos. Os fdrmacos
em todos os pontos de coleta, assim como os estrégenos a jusante dos pontos de
coleta, no ponto de coleta do Rio do Peixe e na lagoa de captacdo de Presidente
Prudente, estiveram abaixo dos limites e quantificacdo do método. Dado que é
prevista a ocorréncia de estrégenos na area de estudo, estudos futuros deverdo ser
ampliados em termos territoriais em ambas UGRHI’s, levando em consideracdo a
sazonalidade e outros compartimentos do recurso hidrico onde possam estar

associados, como o material particulado e os sedimentos.

Palavras — chave: estrégenos, farmacos, HPLC-FLD, qualidade da d4gua, esgotos
domeésticos.



ABSTRACT

The presence of pharmaceutical compounds and estrogens in aquatic environments is
well reported in the World literature. In Brazil, studies on the occurrence of
pharmaceuticals in drinking water sources are almost non-existent and those related
to estrogen have not yet reached the innermost areas, such as the state of Sdo Paulo.
In this study, we investigated the occurrence of estriol, 17B-estradiol, 17a-
ethinylestradiol, atenolol, propranolol and ciprofloxacin in river water in order to
evaluate the efficiency of water treatment and sewage in the elimination of these
substances in two area towns scope of UGRHI 21 (Marilia) and 22 (Presidente
Prudente). The method includes solid phase extraction (SPE) for water, developed
analytical criteria of reliability (accuracy, precision, selectivity, and robustness
assessment matrix effect) followed by analysis by HPLC-FLD C18 column and gradient
elution mode. The limits of detection and quantification method ranged from 0,016 a
0,28 pg mL™ and from 0,048 a 1,05 ug mL?, respectively. The method showed an
average recovery and relative standard deviations between 97-73% and 0.01 to 0.15%
respectively. In Marilia detected the presence of estrogen to the amount of ETA's,
being more present E3 and EE2. In Presidente Prudente, detection happened just
upstream of the WWTP for the same analytes. The drugs at all collection points, as well
as estrogens downstream of the collection points, in collection point of Rio do Peixe
and Presidente Prudente catchment pond, were below the limits and quantification
method. Since it is expected the occurrence of estrogens in the study area, future
studies should be expanded in territorial terms in both UGRHI's, taking into account
the seasonality and other compartments of water resources where they can be

associated, such as particulate matter and sediments.

Key-words: estrogens, pharmaceuticals, HPLC-FLD, water quality, wastewater.
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INTRODUGAO GERAL

O langamento de efluentes domésticos sem tratamento inviabiliza diversos
usos humanos dos ecossistemas aquaticos continentais. Essa redu¢do do potencial de
uso é decorrente da degradacdo ecoldgica (reducdo da diversidade de espécies
bioldgicas) e sanitaria (reducdo da qualidade da dgua para o uso humano) causada
pelo aporte de esgotos nos rios e lagos (MAROTA, SANTOS, ENRICH-PRAST, 2008)

A poluicdao das dguas gerada por esgoto sanitario, efluentes industriais e
contaminacdo difusa (urbana e agricola) pode ser avaliada por indicadores quimicos e
biolédgicos (ANDREOLI, 2000). Dentre os indicadores quimicos, farmacos,
desreguladores enddcrinos (dentre eles, os estrogenos) e poluentes organicos
persistentes (POP’s) sdo classes de substancias muito investigadas devido,
principalmente, aos seus efeitos sobre a biota aquatica (BILA e DEZOTTI, 2007).
Farmacos e estrégenos, de um modo geral, ndo sdo contemplados pela legislacdo
brasileira.

A lei 7663/91 que estabelece a Politica Estadual de Recursos Hidricos divide o
estado de S3ao Paulo em 22 Unidades de Gerenciamento de Recursos Hidricos
(UGRHUI’s) (SAO PAULO, 1991). Dentre as 22 UGRHI’s, tem-se a UGRHI 21, denominada
Peixe e a UGRHI 22, denominada Pontal do Paranapanema. Nelas as principais cidades,
em termos de industrializacdo e volume populacional, sdo Marilia e Presidente
Prudente, respectivamente. As aguas superficiais destas UGRHI’s sdo avaliadas pela
Companhia de Tecnologia e Saneamento Ambiental do Estado de Sdo Paulo (CETESB),
observando-se que a maioria dos alteradores enddcrinos e farmacos ndo estdo
incluidos nos parametros de qualidade observados (CETESB, 2013).

Diante desse contexto, neste trabalho foram realizados estudos analitico e
ambiental para avaliar a ocorréncia de estrégenos e fdrmacos em dgua de rio, visando
a avaliacdo da eficiéncia do tratamento de 4gua e esgoto na eliminagdo destas
substancias.

Nesta tese, no capitulo I, serdo abordados aspectos gerais relacionados aos
estrégenos e farmacos no tocante a sua presenca nos corpos d’dgua, propriedades
fisico quimicas relevantes, aporte e comportamento no ambiente bem como

toxicidade em organismos.
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No capitulo Il serdo apresentados e discutidos dados histdricos referentes a
qualidade das dguas superficiais nas UGRHI’s que sdao objeto de estudo deste trabalho.

No capitulo lll, serdo apresentados os procedimentos de otimizacdo e validacao
de métodos analiticos para determinacdo de estréogenos e fadrmacos na dgua, com rigor
analitico necessdrio para garantir a confiabilidade dos resultados gerados neste
estudo.

Por fim, no capitulo IV, serdo abordados os aspectos do estudo da ocorréncia
de estréogenos e farmacos nos compartimentos aquaticos por meio da analise de agua

de corpos hidricos receptores de efluente tratado e in natura em diferentes periodos.
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OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar a ocorréncia de alteradores
endécrinos e fdrmacos, em agua de rio em dois municipios do Estado de S3o Paulo, de

importancia regional, e que possuem infraestrutura de saneamento basico distintas.

Como objetivos especificos destacam-se:

- Otimizar e validar método para determinacdo dos farmacos propanolol,
atenolol e ciprofloxacina, simultaneamente a analise de estrégenos naturais estrona
(E1), 17 B-estradiol (E2) e estriol (E3) bem como do sintético 17 a-etinilestradiol, em
agua de rio;

- Diagndstico quali e quantitativo da presenca dos contaminantes em agua de
rio, a montante e a jusante ETE e ETA das cidades de Marilia e Presidente Prudente,
gue possuem destaque sdcio-econémico nas unidades de gerenciamento de recursos
hidricos (UGRHI) 21 - Peixe e da UGRHI 22 - Pontal do Paranapanema,
respectivamente.

- Com os dados obtidos, inferir a influéncia dos processos de tratamento na

eficiéncia na retirada dos contaminantes estudados.



CAPITULO |

ESTROGENOS E FARMACOS NO AMBIENTE AQUATICO
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1. Introdugao

A presenca de compostos farmacéuticos no ambiente pode representar uma
ameaca a vida humana e selvagem. Assim como outras substancias antropogénicas, o
sistema aquatico se tornou o destino final destas substancias, sendo encontradas em
sistemas de tratamento de efluentes, dguas superficiais e de abastecimento publico.
Até o momento, mais de 100 farmacos e produtos de higiene pessoal foram
detectados em efluentes de sistemas de tratamento de agua em diversos paises da
Unido Européia (FERNANDEZ, 2010). Desde o ano 2000 uma grande quantidade de
estudos e revisdes tem sido feitas no mundo todo, tendo a maioria conclusdes muito
similares:

- produtos farmacéuticos s3o detectados em &guas superficiais na faixa de ng L,
anteriormente essa verificacdo nao era possivel devido as técnicas empregadas;

- a principal fonte dos produtos farmacéuticos no ambiente é a excrecdao de humana
ou animal, embora descartes incorretos e efluentes e residuos industriais ndo devam
ser desconsiderados (TAYLOR, SENAC, 2014).

RevisOes da literatura mostram que aproximadamente 160 farmacos (de uso
humano e veterindrio) e 30 subprodutos tém sido estudados recentemente
(MOMPELAT et al, 2009). Estes compostos estdo subdivididos em 24 classes
terapéuticas, sendo quatro dominantes em termos referenciais. Aproximadamente
40% dos estudos focam em antiinflamatérios ndo esteroidais (AINE’s) e 25 a 30%
evidenciam anticonvulsionantes, antibidticos e reguladores lipidicos. Os AINE’s sdo
essencialmente representados pelo acetaminofeno e diclofenaco. O genfibrozil é o
regulador lipidico mais estudado (MOMPELAT et al, 2009).

Além disso, nos ultimos 10 anos, muitos compostos sintéticos, assim como
substancias naturais (provenientes do metabolismo animal, humano e vegetal)
presentes no ambiente aquatico natural parecem afetar as fung¢Ges hormonais de
organismos aquaticos. Entre estas substancias, os hormonios sexuais esteroidais
(estrégenos e progestrogénios) usados difundidamente com propdsito medicinal,
exibem as mais altas atividades estrogénicas, sendo considerados potentes alteradores

enddcrinos (KUSTER, 2009).
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Os desreguladores enddcrinos incluem hormonios sintéticos e naturais,
substancias naturais e uma grande quantidade de substancias sintéticas amplamente
utilizadas pela sociedade moderna, com estruturas distintas (KUHNEN et al., 2009),
gue ao interagir com um receptor hormonal altera uma resposta natural do sistema
endécrino (YAN et al, 2010). Sendo assim, um estréogeno pode atuar como um
alterador enddcrino.

Estréogenos sdo hormoénios esteroidais que desempenham um importante papel
na fisiologia humana, incluindo, entre outros, fungdes reprodutivas femininas e a
regulacdo do crescimento de tecidos e ossos. Os estrégenos de ocorréncia mais
comum sdo a estrona — E1, o 17 B-estradiol — E2, o 17 a-etinilestradiol — EE2 e o
estriol — E3, produto de degradacdo de estrona e estradiol (Figura I.1). Amplamente
empregados em contraceptivos, sdao frequentemente encontrados nas daguas

superficiais.

Figura I.1: Estruturas dos estrégenos de interesse neste trabalho. (a) 17 B-estradiol (E2); (b)
17a-etinilestradiol (EE2) (c) estriol (E3); (d) estrona (E1).
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2. A Presenca de Estrégenos e Compostos Farmacéuticos em Agua

Os medicamentos de uso mais comum na América do Norte, Asia e Europa s3o:
analgésicos/anti-inflamatérios, reguladores de pressdo arterial (B-bloqueadores /

diuréticos), estimulantes, estrogénios e antiepilépticos . Entre estas classes de
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medicamentos alguns sdo bem conhecidos: diclofenaco, ibuprofeno, amoxilina,
ciprofloxacino, atenolol, propranolol, cafeina, 17 o - etinilestradiol e carbamazepina
(LI, 2014). A presenca e comportamento destes compostos nos recursos hidricos tem
sido investigados amplamente.

O ciprofloxacino é um antibiético da classe das fluorquinilonas que tem sido
usado para extensivamente em cuidados com a salude humana e animal. Este
composto tem sido detectado em efluentes sanitdrios, estacbes de tratamento de
esgoto e dguas superficiais na ordem de ng a ;,Lg.L'l.

O atenolol e o propranolol sdo denominados farmacos de uso continuo,
utilizados para o tratamento de doencas cronicas, como a hipertensdo. S3ao beta-
blogueadores (BB), também chamados de antagonistas beta-adrenérgicos. Constituem
um dos medicamentos mais prescritos para tratar perturbagcdes do ritmo cardiaco,
angina de peito, hipertensdo, taquicardia ou infarto agudo do miocardio. Estes
farmacos tem sido detectados nos sistemas aqudticos da América do Norte e da

Europa. A Figura |.2 apresenta as estruturas dos farmacos de interesse deste projeto.

Figura 1.2: Estruturas dos farmacos de interesse deste trabalho. (a) ciprofloxacino; (b) atenolol;
(c) propranolol.
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A Tabela I.1 sumariza alguns dados da literatura sobre a ocorréncia de farmacos
em d4gua superficial, sistemas de tratamento de lodo de esgoto, sistemas de
tratamento de esgotos e dgua subterranea.

Os farmacos mostrados na Tabela I.1 sdo os que apresentam maior frequéncia
de deteccdo em efluentes, aguas superficiais e aguas subterraneas, nas regides
consideradas no artigo. Alguns compostos diminuem sua concentrac¢do, para a estagao
de tratamento de esgoto, a dgua subterrdnea e as fontes de agua doce. Isto
provavelmente acontece em fungdo de processos como biotransformacdo, fotdlise,
sorcdo, volatilizacdo e dispersdo, que atenuam a concentracdo dos farmacos na
superficie. Sendo assim, as concentracdes de farmacos em efluentes sao geralmente

maiores.
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E interessante observar que alguns compostos, como o ciprofloxacino e a
trimetropina foram detectados em dguas subterraneas e superficiais, respectivamente,
em concentracdes bem acima daquelas estabelecidas como sendo limite de exposicdo
de efeito deletério.

A ocorréncia dos B-bloqueadores atenolol e propranolol também foi bastante
estudada em aguas superficiais, em diversas localidades, como demonstrado na Tabela

1.2.

Tabela 1.2: Ocorréncia dos farmacos atenolol e propranolol (ng.L") em 4guas superficiais em
diferentes localidades.

Pais Periodo de Atenolol  Propranolol Referéncia
estudo

Italia

Rio Po 2001 33/42 na Calamari et al. (2003)

Rio Lambro 2001 241 na

Reino Unido

Sudoeste da 2002 na 29/115 Ashton et al. (2004)

Inglaterra

Rio Taff 2007 5/560 <LQ/ 40 Kasprzyk-Hoderm et

Rio Eli 2007 <LQ/ 510 <LQ/74 al. (2009)

Espanha

Bacia do Rio Ebro 2005 — 2006 241/465 5/63 Gros et al. (2007)

Suécia

Rio Hoje 2002 10/60 60/70 Bendz et al. (2005)

Argentina

Bacia do Rio Suquia 2011-1012 9/581 <LD Valdéz et al. (2014)

Tailandia

Rio Chao Phraya 2011 -2012 22/101 na Tewari et al. (2013)

na = ndo analisado

Ha poucas informacdes na literatura sobre a presenca de compostos
farmacéuticos em paises em desenvolvimento com economias emergentes. E
previsivel que estes compostos sejam detectados compostos em areas urbanizadas da
América Latina, dada a falta de controle sobre a comercializacdo e uso de
medicamentos, assim como a auséncia de limites maximos permitidos pela legislacdo
de qualidade de recursos hidricos, como é o caso do Brasil. Estudos sdo necessarios
para investigar a concentracao de farmacos presentes em ambientes aquaticos nestas

regides para determinar o efeito potencial destas substdncias em regides com
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popula¢des consideravelmente crescentes e com sistemas de tratamento de agua
menos avan¢ados (CAMACHO- MUNGQOS, 2009).

De acordo com a revisdo da literatura realizada, ainda existem poucos estudos
no Brasil relatando a ocorréncia de farmacos no ambiente e seus possiveis efeitos, na
biota tendo sido a maioria deles realizados em paises desenvolvidos (TORRES et al.,
2012).

Em 1997, antilipémicos, antiinflamatdrios e alguns metabdlitos foram
detectados em esgoto, em efluente de ETE e em dguas de rios no estado do Rio de
Janeiro por Stumpf et al. (1999). A concentracdo média, nos efluentes da ETE, da
maioria dos farmacos investigados esteve na faixa de 0,1 a 1,0 ug L™. Nos rios, as
concentragdes médias situaram-se entre 0,02 e 0,04 pg L™, como conseqiéncia da
remocao incompleta dos farmacos durante sua passagem pela ETE e pelo descarte de
esgoto in natura. A taxa de remocao de farmacos individuais durante a passagem pela
ETE variou de 12 a 90%. Em outro estudo também relacionado ao Brasil, realizado por
Ternes et al. (1997), foram encontrados estrogénios naturais e contraceptivos
sintéticos na ETE da Penha/RJ. Em esgoto bruto, os estrogénios 17 B-estradiol e
estrona foram detectados nas concentragdes de 0,021 pg L' e 0,04 pg LY
respectivamente. As taxas de remocdo de estrona observadas foram de 67% para o
efluente tratado em filtro biolégico e 83% para o efluente tratado pelo processo de
lodos ativados. Para o 17 B-estradiol, estas taxas foram de 92 e 99,9% para o efluente
tratado em filtro bioldgico e para o efluente tratado pelo processo de lodos ativados,
respectivamente. Para o estrogénio contraceptivo 17 a-etinilestradiol, as taxas de
remogao na ETE foram de 64 e 78% para o efluente do filtro biolégico e para o efluente
do tanque de lodo ativado.

Em um levantamento apresentado em Souza et al (2008) sobre as
concentracdes dos estrogénios em afluente e efluente de ETE e em aguas superficiais e
potaveis de vdrios paises, é observado que o Brasil tem apresentado altas
concentracdes de E1 e E2 nas aguas superficiais. Altos valores também sdo
encontrados em d4gua de abastecimento publico. Todos os valores do levantamento
estdo bem acima daqueles encontrados em paises da Unido Européia e da América do
Norte. As altas densidades populacionais, as caracteristicas fisico-quimicas das aguas

brasileiras, o clima e os sistemas de tratamento de agua e esgoto empregados sao
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fatores que parecem influenciar nas concentragdes dos compostos nas matrizes
estudadas. No Brasil, os estudos sobre a presenca e efeitos dos estréogenos no
ambiente sdo recentes.

O primeiro estudo brasileiro sobre estrégenos em matrizes ambientais foi
realizado em 1997, no Rio de Janeiro, por Ternes et al. (1999). Depois deste, pode-se
encontrar estudos desenvolvidos em Campinas por Ghiselli (2006), Raimundo (2007),
em Jaboticabal por Lopes (2007), em Campo Grande (MS) por Souza (2008), em Sao
Carlos por Reis Filho (2008), em Barueri por Silva (2009), em Sdo José do Rio Preto por

Cordeiro (2009) e em 14 municipios integrantes da UGRHI 13 por Moura (2009).

3. Propriedades Fisico Quimicas Relevantes dos Estrogenos e dos Farmacos para os

Estudos de Contaminacdo Aquatica

Nos estudos de contaminacdo ambiental é importante relacionar caracteristicas
fisico-quimicas das substancias com caracteristicas do ambiente, dadas as possiveis
previsdes de destino e impacto ambiental. Os farmacos geralmente possuem algumas
caracteristicas que os tornam diferentes dos poluentes convencionais e isto deve estar
bem elucidado no momento do planejamento dos experimentos de investigacdo da
ocorréncia de farmacos no meio ambiente.. Algumas destas caracteristicas sao:

- Tendéncia dos compostos originais e seus sais de formar polimorfos no
estado sélido: moléculas polimorfas e pseudopolimorfas, como solvatos
e hidratos, normalmente diferem quanto as propriedades de
biodisponibilidade, solubilidade, taxa de dissolugdo, estabilidade
guimica e fisica, ponto de fusdo, cor, filtrabilidade, densidade e
viscosidade;

- Introducdo ao ambiente apds o metabolismo humano: compostos
normalmente sao metabolizados a formas menos polares e derivados
sollveis que possuem atividade farmacoldgica reduzida e excrecdo mais
rapida. Os farmacos podem ser excretados como:

o Suas estruturas originais;
o Glucoronideo ou sulfato conjugado;

o Metabdlito majoritario;
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o Uma mistura complexa de metabdlitos.

Estruturas quimicas grandes e complexas: os farmacos variam
significativamente em relacdo ao peso, grupos funcionais, formas
salinas, polimorfos, etc;

Possuir nas suas formas ionizadas varios sitios de ionizagdo: a presenca
de heterodtomos e a composicdo multifuncional dos farmacos os
tornam relativamente polares e ionizaveis, propriedades estas que sao
significativamente dependentes do pH da solugdo. Sendo assim, o
coeficiente de particdo octanol/dagua (Kow) deve ser avaliado
cuidadosamente. As mudangas nas cargas dos compostos influenciam
também o estado i6bnico das substancias, emparelhamento i6nico e

mecanismos de complexagdo. (KUMMERER, 2008 pag 23)

Acredita-se que as propriedades fisico-quimicas importantes no

comportamentos dos farmacos no ambiente sdo a solubilidade em dagua, pressdo de

vapor, coeficientes de particdo octanol-agua (Kow) € constante de dissociacdo em dgua

(pKa) (KUMAR, 2010).

A Tabela I.3 apresenta algumas propriedades quimicas dos estrégenos incluidos

neste estudo.

Tabela 1.3: Propriedades quimicas dos estrogenos em estudo (PIETRO, 2008; YIING et al, 2002,

GAMA e NOGUEIRA, 2011)

Pressao de Vapor Solubilidade em agua
Estrégeno Log K.  pPK, .
(Pa) (mg.L™)
Estrona 3,43 10,3 3,1.10'8 13
Estriol 2,81 - 8,9.10™" 13
17 B-estradiol 3,94 10,4 3,1.10'8 13
17 a-etinilestradiol 4,15 10,4 6,0.10° 4,8

A natureza hidrofébica de alguns estrégenos, baseados nos seus valores de Kqy,

favorece a ocorréncia de reacdes de adsor¢cdo no material em suspensdo. Assim, em

estacdes de tratamento de agua ou esgoto, é esperado que técnicas de separagao

mecanica, como a sedimentacdo, promovam uma remocdo significativa de varios
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compostos organicos e enriquecam o lodo de esgoto com estes compostos (SODRE et
al, 2007). Por possuirem baixas pressdes de vapor, ndo sdo volateis e se encontram na
forma neutra no meio natural, jd que seus valores de pK, estdo préximos de 10. Em
suas estruturas existem anéis aromaticos e grupos hidroxila e/ou cetonicos e portanto
a extracdo destes analitos das amostras de interesse podem estar governadas por
interagdes hidrofdbicas, troca de cations ou pontes de hidrogénio, dependendo das
caracteristicas do extrator selecionado (PIETRO, 2008)

O Kow para compostos organicos da uma idéia geral de como um produto
guimico sera distribuido no meio ambiente. Valores de K., representam a tendéncia
de particdo do produto quimico entre uma fase organica (i.e. peixes, solo) e uma fase
aquosa. Produtos quimicos com valores baixos Koy (ie < 10) podem ser considerados
relativamente hidrofilicos, ou seja, eles tendem a ter alta solubilidade na 3agua,
pequenos coeficientes adsor¢cdo solo/sedimento, e fatores de bioconcentragdo
pequenos para a vida aquatica. Por outro lado, produtos quimicos com altos valores
Kow (ie > 10%) sdo muito hidrofébicos. Em geral, um valor elevado significa que um
produto quimico tende a estar em um ambiente organico (ndo-polar) e ndo na agua. E
claro que o K,, estd estreitamente correlacionado a solubilidade dos compostos
guimicos em agua e sdo desta maneira, as duas mais importantes propriedades fisico-
quimicas relacionadas ao comportamento ambiental das moléculas (KUMAR, 2010).

Farmacos podem ser constituidos de uma combinacdo de grupos funcionais
polares, apolares e ionizdveis. Para farmacos com grupamentos ionizaveis, o pK,
estabelecerd a porcdo protonada ou deprotonada existente conforme o pH do meio.
Quando os valores de pH do meio forem menores que o pK, do composto, o grupo
funcional existird predominantemente na forma neutralizada, do contrario o grupo
funcional estara predominantemente ionizado (LORPHENSRI et al, 2006).

A Tabela 1.4 apresenta algumas propriedades quimicas dos farmacos deste

estudo.
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Tabela 1.4: Propriedades quimicas dos farmacos em estudo (LORPHENSRI et al, 2006;
JOHNSON et al, 2006, KUMAR, 2010, KUMMERER, 2008)

Farmaco Log K, pK, Pressdo de Vapor (Pa) Solubilidade em agua (mg.L?)
Acetaminofeno 0,46 9,38 1,9.10° 1,3.10°
Atenolol 0,16 9,60 - 267%
Cafeina 0,01 13,0 1,3.10° 2,0.10°
Ciprofloxacino  -1,74 6,09 3,80.10™ 3,0.10°
Diclofenaco 0,7-4,5 4,15 8,19.10° 2,4
Propranolol  0,78-3,5 9,5 4,37.10°° 1,0.10°

*Valores expressos em g.L™.

A presenca de farmacos em ETE’s nos ultimos anos tem sido relatada. Em
alguns sistemas de tratamento os niveis de concentracao do acetaminofeno aparecem
acima de 85 pug LY, com porcentagens de eliminagdo menores que 20%. A
concentracdo de farmacos no ambiente, sua evolucdo temporal e possiveis efeitos
sinérgicos e antagonistas dependem ndo somente das vazdes das estacdes, mas
também de condicOes geograficas e climaticas. Por isso é necessario relacionar estes
fatores para se avaliar os efeitos negativos destes farmacos no ambiente (SANTOS et

al, 2005).

4. Aporte e Destinos de Estrégenos e Firmacos em Aguas Superficiais

As fontes de farmacos no meio ambiente podem ser divididas em dois tipos:
pontuais e difusas. As fontes pontuais sao caracterizadas como efluentes industriais e
de hospitais e clinicas, esta¢des de tratamento de esgoto doméstico, tanques sépticos,
etc (LI, 2014). As fontes difusas sdo dificeis de serem localizadas, pois a distribuicdo
acontece ao longo de extensas regides geograficas, como por exemplo, provenientes
do run-off de dejetos de animais em areas de pecuaria, ou de sistemas de tratamento
de esgotos domésticos. A figura 1.2 ilustra vias de entrada e distribuicao de farmacos

no ambiente.
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Figura 1.3: Rotas de entrada e distribui¢do dos farmacos no ambiente (KUMMERRER, 2008).
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As principais fontes pontuais sdo os aterros sanitdrios, os dejetos de animais, os
residuos de piscicultura, os efluentes de hospitais, os efluentes industriais e os
residuos domésticos. Os principais locais de recepcao dos fadrmacos no ambiente, por

sua vez, sao o solo, as aguas superficiais e subterraneas (LI, 2014).

4.1 Aterros

Os aterros municipais se enquadram como uma fonte de compostos diversos. O
lixo depositado neles contem substancias que podem afetar negativamente o
ambiente. Estas substancias podem ser lixiviadas, junto com compostos organicos,
metais pesados e outras substancias. Um estudo desenvolvido por Buszka et al (2009),
mostrou que diversos tipos de contaminantes como hormdnios, farmacos e
retardantes de chama, estdo presentes em pocos de monitoramento. Barnes et al.

(2004) encontraram resultados similares, verificando que as concentragGes de
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farmacos sdao mais altas quanto maior a proximidade do aterro, pois estdo associadas a

matéria organica que percola pelo solo e atinge as dguas subterraneas.

4.2 Esgoto Sanitario

Os esgotos sao um dos principais contribuintes para o enriquecimento do meio
aquatico com farmacos. Existem muitos estudos nos Estados Unidos, Reino Unido,
Espanha e Austrdlia, que mostram a presenca de dezenas farmacos, como
antinflamatérios, antibidticos e antiepilémicos, sendo encontrados nos esgotos (LI,
2014), sendo que as faixas de concentragdo vao de ng Lt até ug L™. De fato os esgotos
domeésticos recebem diversos tipos de substancias oriundas de diversos locais, por
exemplo, residéncias, industrias e hospitais.

Grande parte das dguas residuarias chega as estacdes de tratamento através
dos sistemas de coleta de esgoto. Entretanto em regides onde ndo se observa coleta
de esgoto, os residuos sanitarios entram em contato direto com os corpos d’agua.

Os sistemas de coleta de esgoto tém sido considerados como uma das
principais rotas de entrada de farmacos no ambiente aqudtico (TERNES, 1998). Os
efluentes de hospitalares e os residuos industriais também contribuem para o
enriquecimento dos esgotos com estes tipos de substancias. Gomes et al. (2006)
encontraram mais de 16 farmacos, incluindo anti-inflamatérios e anti-epiléticos nas
aguas residuarias de um hospital. Outros estudos verificaram que a remoc¢dao dos
farmacos nas estacdes de tratamento é incompleta, ao serem analisadas amostras de
agua coletadas antes e depois do tratamento (VIENO et al, 2007, SNYDER, 2008,
BUENO et al. 2012, GAO et al. 2012).

4.3 Uso de Lodo de Esgoto e Dejetos Animais como Condicionadores de Solo

Os solos também podem ser afetados pela presenca de fdrmacos, quando do
uso sobre os mesmos de aguas residuarias e lodos de esgotos para irrigacdo e
fertilizacdo, respectivamente. Este fator foi bastante estudado em paises como a China

e a Tunisia (WU et al., 2010; FENET, 2012; DURAN-ALVAREZ at al., 2012).
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Os contaminantes organicos também aparecerem no solo e na dgua através de
contaminacao difusa. Podem ser citados quatro principais tipos de contaminagdo
difusa: as fossas sépticas, os biossdlidos usados em fertilizacdo agricola; a recarga
artificial de aquiferos e ainda a interface existente entre a dgua superficial e a dgua
subterranea (LI, 2014).

De acordo com um estudo recente, desenvolvido por Godfrey et al. (2007)
existem 22 tipos diferentes de farmacos que podem ser detectados em tanques
sépticos e outros 18 que estdao acima dos limites de detec¢do dos métodos utilizados,
sendo a cafeina o principal deles. Ibuprofeno, paracetamol, acido salicilico e triclosan
estdo entre os principais farmacos encontrados nestes locais (CARRARA et al., 2007;
GODFREY et al., 2007; CONN et al., 2007). O problema se torna mais delicado onde as
aguas subterraneas estejam préximas da superficie, quando as fossas sépticas poderao
contribuir mais significativamente com a entrada das substancias.

A aplicacdo de lodo de esgoto para fertilizacdo do solo tem se tornado comum
na América. Estima-se que dos 8 milhGes de toneladas de lodo de esgoto produzido,
metade tenha sido aplicado ao solo, j3 que este contém diversos nutrientes
importantes para areas agricolas (KINNEY, 2008). Como j& mencionado, muitos
contaminantes ndo sdo completamente removidos dos sistemas de tratamento de
esgotos, o que torna o uso agricola do lodo de esgoto uma fonte de contaminacao
difusa do ambiente com farmacos e seus metabdlitos. A cafeina, carbamazepina e
tiabendazol, estdo entre os farmacos mais encontrados em lodos de esgotos usados
em fertilizacdo (LAPWORTH et al., 2012)

A recarga artificial de aquiferos, processo onde se abastece os depdsitos
subterraneos com dgua superficial proveniente de rios e lagos, tem se tornado comum,
principalmente em paises que dependem dos depdsitos subterraneos para
abastecimento da populacdo, como acontece em algumas regides do estado de Sao
Paulo, como a UGRHI 13, cuja demanda por agua subterranea é de 50% da darea
explotavel, segundo dados dos Relatério de Qualidade das dguas Subterraneas do
Estado de S3o Paulo (2013). Sendo assim, podera ocorrer uma aceleragdo na
contaminacdo destes locais devido ao “encurtamento” do ciclo da agua que muitas
vezes atua como um fator de atenuacdo e minimizacdo de substancias quimicas no

ambiente (LAPWORTH et al., 2012)
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A interface entre as aguas superficiais e as aguas subterraneas também sdo
considerados um mecanismo de contaminagdo difusa. E uma rota indireta de troca de
substancias entre a dgua superficial e a dgua subterranea, pelos processos de run-off e

migracao descendente (LAPWORTH et al., 2012; PAL et al, 2010, DREWES, 2009).

5. Efeitos Toxicos de Estrogenos e Farmacos aos Organismos

Os estrégenos sdao um grupo de horménios esterdides de origem natural e
sintética que podem agir como alteradores endécrinos. Essa alteracdo enddcrina
ocorre quando um alterador/desregulador enddcrino (EDCs) interage com o receptor
hormonal, alterando a resposta natural do sistema enddcrino. A alteracdo enddcrina
pode ser entendida como qualquer alteracao no funcionamento do sistema enddcrino,
o qual é responsavel pela manutencdo de varias funcgdes vitais (YAN et al., 2010) e
pode ser causada por substancias que imitam, bloqueiam ou reduzem a atividade
hormonal, produzindo uma resposta indesejada, que pode afetar a saude e
reproducdo de varios organismos, inclusive do homem.

Muitos EDCs competem com o 17 B-estradiol pelo receptor hormonal, podendo
exercer efeito de feminilizagdo ou masculinizagdo no organismo. Isso acontece porque
os receptores de estrégeno (ER) particularmente sdao pouco especificos e essa
caracteristica os torna suscetiveis a ativacdo por uma variedade de compostos
ambientais (xenoestrogenos) (FONTENELE et al.,, 2010). Substancias que produzem
efeitos de feminilizacdo sdo conhecidas como estrogénicas e as que produzem efeitos
de masculinizagdo sdo as androgénicas (SANCHEZ-ANDRADE e KENDRICK, 2011). Em
humanos, a exposicdo aos alteradores enddcrinos tem sido associada a perda da libido,
impoténcia, reducao da qualidade e quantidade de esperma, diversos tipos de cancer
do sistema reprodutivo (testiculos, prdstata, mama etc), ovarios policisticos e
endometriose (GONG et al., 2009).

Uma primeira evidéncia dos possiveis efeitos que esses compostos provocariam
em seres humanos foi observada entre os anos 1950 a 1970 com mulheres gravidas
qgue tomaram dietilestilbestrol, um estrégeno sintético prescrito para evitar aborto
espontaneo e promover o crescimento do feto. A maioria das filhas dessas mulheres,

quando adultas apresentaram infertilidade e algumas desenvolveram um tipo raro de
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cancer vaginal. Os filhos destas mulheres apresentaram anormalidade nos 6rgaos
sexuais, baixa contagem de espermatozdides e tendéncia a desenvolverem cancer nos
testiculos (PAL et al., 2010). Outro estudo (SWAN et al.,2007) mostrou que a fase
embrionaria humana é muito mais suscetivel a acao dos interferentes enddcrinos em
comparacao ao individuo adulto.

Efeitos sobre a vida selvagem, principalmente animais aquaticos, também tem
sido reportados (WEI e JIN-MING, 2010; POJANA et al., 2007). O principal problema
relatado em consequéncia de estrégenos em aguas naturais é a feminilizacdo de peixes
machos, detectada pela inducdo da vitelogenina (Vtg) no plasma, um gene
normalmente presente em fémeas considerado biomarcador da exposicao estrogénica
em machos jovens, que apresentam a expressdo hepatica da Vtg induzida quando
expostos a ambientes contaminados (SANCHES, 2006). Como o sistema de
desintoxicacdo em peixes é menos efetivo quando comparado aos mamiferos, os
efeitos dos EDCs nessa espécie sdao mais facilmente detectaveis (SURI et al., 2007).

A persisténcia e atividade bioldgica de farmacos, principalmente nos processos
de desenvolvimento e reproducdo, tem sido motivo de preocupa¢do. Somente nos
ultimos anos agéncias regulatérias passaram a elaborar documentos que orientem na
investigacdo do possivel efeito ambiental dos farmacos. Ao contrédrio do conhecimento
a respeito das concentra¢cdes dos farmacos no ambiente, pouco se sabe dos efeitos
dos farmacos nos organismos terrestres e aqudaticos, tanto em escala laboratorial
quanto em estudos de campo (KUMMERER, 2008)

Tais substancias sdo desenvolvidas para atuar sobre vias metabdlicas e
moleculares especificas nos seres humanos, mas possuem efeitos secunddrios.
Quando sdo introduzidos no ambiente, podem afetar animais que possuam fisiologias
similares a humana ou levar a efeitos desconhecidos. Muitas drogas ndao possuem seu
mecanismo de acdo completamente compreendido, isto faz com que estudos
especificos de toxicidade, particularmente em pequenos animais sejam complicados
de serem desenvolvidos. De forma geral, as investigacGes de efeito agudo e croénico,
assim como variantes como o pH do meio e a biodisponibilidade dos farmacos
precisam ser muito melhor elucidados para que conclusGes mais coerentes sejam

obtidas (KUMMERER, 2008)
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A Figura 1.4 apresenta dados da exposicdo cronica a farmacos, para
fitoplancton, zooplancton, benthos e peixes. Os dados indicam que 38% dos farmacos
como o acido acetilsalicilico, betaxolol, sotalol, bezafibrato, gemfibrozil, cimetidina e
ranitidina possuem LCso acima de 100 mg LY, o que de acordo com a Diretiva
93/67/EEC os classifica como ndo perigosos aos organismos aquaticos. 17% dos
farmacos apresentam uma toxicidade aguda abaixo de 100 mg L. Para a fluoxetina os
valores de toxicidade estdo sempre abaixo de 10 mg L. A grande maioria dos famacos

tem valores de EC50 > 1 mg L™ (KUMMERER, 2008).

Figura 1.4: Toxicidade aguda de farmacos de uso humano em diferentes organismos aquaticos
de niveis tréficos diferentes (KUMMERER, 2008).
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Os testes seguem protocolos definidos, em condi¢des controladas. Entretanto,
com concentracdes dos compostos que muitas vezes ultrapassam aquela ambiental
em até 1000 vezes. Por exemplo, o menor valor onde se observam efeitos agudos

toxicos da fluoxetina é de 20 pug L" enquanto que a concentracdo ambiental
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normalmente encontrada é de 0,01 ug L. Entretanto situagdes como na qual uma
populacgdo de abutres na india e no Paquistdo em 2004, sofreu uma alta taxa de morte
causada entre outros, por faléncia renal associada ao diclofenaco encontrado nos
animais, mostra que efeitos adversos importantes podem ocorrer sob certas
circunstancias (OAK’s et al, 2004).

Quando sob influéncia de esgotos, espécies aqudticas estdo submetidas a
exposicdo continua de algumas substancias. Entretanto, dados de exposicdo cronica
sdo escassos, quando ndo superficiais, pois deixam de levar em consideracao
importantes aspectos, como o ciclo de vida dos organismos. Nas avalia¢cGes de perigo e
risco ambiental, muitas vezes as taxas entre os efeitos agudos e cronicos sdo derivadas
por ponderacdes. A figura |.5 apresenta alguns valores de toxicidade crdénica de
farmacos, para fitoplancton, zooplancton, benthos e peixes. S3o apresentadas
concentracdes em que ndo se observam efeitos (NOEC) ou aquelas nas quais os efeitos

observados sdo baixos (LOEC) (KUMMERER, 2008).

Figura I.5: Toxicidade cronica de farmacos de uso humano em diferentes organismos aquaticos
de niveis tréficos diferentes (KUMMERER, 2008).
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Da figura 1.5 observa-se, por exemplo, que o propanolol teve apenas as doses
de exposicdo cronica a peixes estudados, até o momento. Os melhores dados a
respeito de exposicdo cronica sdo para o EE2, que exibe estrogenicidade e inibe a
fertilizacdo e a reproducdo de peixes em concentracdes ambientais muito baixas
(KUMMERER, 2008)

Existem lacunas nos dados de exposicao cronica dos farmacos, particularmente
para os peixes, no que se refere a alteracdes do seu sistema hormonal, estado
imunoldgico, alteracdes fisioldgicas e histoldgicas. Para melhores esclarecimentos,
estudos paralelos baseados em moléculas alvo, incluindo de mamiferos, tecidos e
orgados devem ser seguidos para produzirem previsdes e resultados mais relevantes a
respeito do crescimento, reproducdo e sobrevivéncia das espécies, como para

corroborar para as estimativas dos potenciais efeitos ecotoxicoldgicos.



CAPITULO Il

QUALIDADE DAS AGUAS SUPERFICIAIS NAS UGRHI'S 21 e 22
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1. Introdugao

O monitoramento da qualidade das dguas e suas tendéncias sdo um método
importante para garantir a sustentabilidade das caracteristicas desejadas de ambientes
aquaticos, como sua estrutura, funcao e usos (WANG et al., 2014)

No Brasil as redes de monitoramento da qualidade das daguas superficiais
tiveram inicio nos anos 1970, quando foram implantadas as primeiras redes estaduais.
Desde entdo, as Unidades da Federacdo (UF) tém adotado diferentes estratégias no
estabelecimento de seus programas de monitoramento da qualidade das 3aguas.
Considerando que existem 2.167 pontos de monitoramento ativos em todo territério
nacional, isto representa uma densidade de 0,25 ponto para cada 1.000 km?. Outros
paises apresentam densidades maiores, como o Canadd, que apresenta densidade de
0,8/1.000 km? (ANA, 2012)

A distribuicdo desses pontos de monitoramento no territorio brasileiro é
bastante desigual e concentrada em algumas regides hidrograficas. A frequéncia de
amostragem assim como os parametros analisados sdo estabelecidos a critério de cada
UF (ANA, 2012).

A Lei Estadual Paulista n? 7.663 de 30/12/1991, que dispde sobre a Politica
Estadual de Recursos Hidricos, estabelece como principio, no artigo 3°, inciso Il, a
adocdo da bacia hidrografica como unidade fisico-territorial de planejamento e
gerenciamento dos recursos hidricos (SANTOS e LEAL, 2014). Esta mesma lei,
contribuiu para a institucionalizagdo de 22 Unidades de Gerenciamento dos Recursos
Hidricos — UGRHI’s, como unidades de planejamento e gestdo das bacias hidrograficas
paulistas.

No estado de Sdo Paulo, o érgao responsdvel pelo monitoramento de qualidade
das dguas superficiais, dentro das UGRHI’s, é a Companhia Ambiental do Estado de
S3do Paulo — CETESB. A avaliacdao das aguas superficiais é feita através da rede de
monitoramento de aguas doces, iniciada em 1974. Os resultados sdo publicados
anualmente através do Relatério das aguas Superficiais do Estado de S3o Paulo. A
avaliacdo da qualidade da dgua doce é complementada por meio de analises temporais
e espaciais. S3o estabelecidos indices de qualidade com o objetivo de identificar

trechos criticos (CETESB, 2013)
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A CETESB faz a determinacao de cerca de 60 varidveis de qualidade da 4gua

(fisicas, quimicas, hidrobiolégicas, microbiolégicas e ecotoxicolégicas) consideradas

mais representativas (Tabela I.1). Essas varidveis sao determinadas em, pelo menos,

70% da rede.

Tabela II.1: Variaveis de qualidade da Rede Basica (agua doce) (CETESB, 2013)

Grupo Principais varidveis Outras variaveis
Fisicos Condutividade, temperatura da Nivel da Agua, Salinidade,
agua, temperatura do ar Transparéncia
Quimicos Aluminio Dissolvido, Aluminio Total,

Hidrobiologicos

Microbioldgicos

Ecotoxicolégicos

Bario Total, CAdmio Total, Carbono
Organico Total, Chumbo Total,
Cloreto Total, Cobre Dissolvido,
Cobre Total, Cromo Total, DBO(5,
20), Ferro Dissolvido, Ferro Total,
Manganés Total, Mercurio Total,
Niquel Total, Nitrogénio Amoniacal,
Nitrogénio Kjeldhall, Nitrogénio-
Nitrato, Nitrogénio-Nitrito, Oxigénio
Dissolvido, pH, Potassio, Sadio,
Sélido Dissolvido Total, Substancias
Tensoativas que Reagem c/ Azul De
Metileno, Turbidez e Zinco Total.

Clorofila a e Feotinina a

Escherichia coli
Ensaio de toxicidade crénica com

microcrustdceo Ceriodaphnia dubia

Alcalinidade Total, Arsénio Total,
Boro Total, Carbono Organico
Dissolvido, Compostos Organicos
Volateis (COV’s), Cor Verdadeira,
DQO, Dureza, Fendis Totais,
Fluoreto Total, Herbicidas,
Hidrocarbonetos Aromaticos
Polinucleares (PAH’s), Oleos e
Graxas, Pesticidas
Organofosforados, Potencial de

Formagdo de THM

Comunidade Fitoplanctonica e

Zooplanctonica

Ensaio de Toxicidade Aguda—
Vibrio fisheri (Sistema Microtox),

Microcistinas, (Teste de Ames)

O estabelecimento de indices de qualidade das dguas apoiados nas variaveis

utilizadas pela CETESB ja ndo se tornam eficientes quando levamos em consideragao

gue contaminantes emergentes como alteradores enddcrinos e fdrmacos, tem impacto

potencial sobre a biota aqudtica. Sendo assim estabelecesse uma falha no
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monitoramento de qualidade das aguas pelo 6rgdao ambiental competente, que deve

primar pelo servico ofertado a populagao.

2. Unidade de Gerenciamento de Recursos Hidricos 21 - Peixe

A UGRHI -21, denominada também como Peixe, esta situada na regido oeste do
Estado de S3o Paulo (Figura I1.1). E definida, basicamente, pela bacia hidrografica do
rio do Peixe, que nasce na Serra dos Agudos e desemboca no rio Parand e em seu

curso percorre uma extensao de cerca de 380 km.

Figura Il.1: Unidade de Gerenciamento de Recursos Hidricos 21 — Peixe (Fonte: CBH-AP, 2011)

vera "re Unciades recrogriicas de
- k Gerercamensto de Recursos Hidneos

Os dados de caracterizagdao populacional, de uso da agua e saneamento da

UGRHI 21 estdo apresentados na Tabela Il.2.
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Tabela 11.2: Caracteristicas populacionais e de uso da agua na UGHRI 21 (Fonte: PERH, 2007)

Area (km?) 8425,5
Populagdo total (n2 hab) 447571
Dados demograficos
Densidade demogréfica (hab/ km?) 53,1
Taxa de urbanizagdo (%) 90,6
Urbana (m?/s) 0,659
Industrial (m*/s) 1095
Demanda de 4gua Agropecudria (m>/s) 0,633
Outros usos (m>/s) 0,001
Total (m*/s) 2388
Carga orgénica Gerada (kg DBO/dia) 21954,0
poluidora doméstica Remanescente (kg DBO/dia) 13703,8
Saneamento Municipios com ICTEM BOM (%) 80,8
Disposi¢cdo adequada de residuos sdlidos (%) 22,1
Municipios com IQR adequado (%) 46,2

A agroindlstria canavieira opera em diversos

municipios da UGRHI,

principalmente na regido proxima ao municipio de Adamantina. Consequentemente as

lavouras de cana-de-aglcar predominam na producao rural. Marilia é o polo regional

onde se concentra grande parte das atividades industriais, com destaque para o

segmento alimenticio (PERH, 2007)

Segundo o Plano Estadual de Recursos Hidricos, referente ao periodo 2004 a

2007 (PERH,2007) os principais problemas desta UGRHI s3o:

- Caréncia de informag0es sistematicas e representativas da regido;

- Deficiéncia de pontos de monitoramento e necessidade de modernizagao;

- Baixo indice de tratamento de esgoto;
- Baixa qualidade da dgua (IAP e IVA) proximo a Marilia;

- Alta suscetibilidade a processos erosivos;

- Caréncia de educacdo ambiental voltada ao pequeno produtor rural

(PERH,2013).
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Segundo o Relatério de Qualidade das Aguas Superficiais da CETESB (2013)
nesta UGRHI estdo alocados 4 pontos (Tabela 11.3) de amostragem para
monitoramento da qualidade de d4gua, segundo as metodologias de varidveis de

qualidade da rede basica.

Tabela 11.3: Descricdo dos pontos de amostragem das redes de monitoramento — 2013 na
UGRHI 21 (Fonte: CETESB, 2013)

Cad.
Corpo hidrico Local de amostragem Latitude S  Longitude W Municipio
CETESB
Reservatdrio ARPE No reservatdrio do Rio
do 02800 Arrependido, na 221909 500121 Marilia
Arrependido captagdo de Marilia
PEIX Ponte na rodovia que .
. o . 221816 500300 Marilia
02100 liga Marilia a Assis
Ponte na estrada que
liga Caiabu a
PEIX Mariapolis, 3km a )
. . 214931 511151 Caiabu
Rio do Peixe 02600 montante montante da
captacao da SABESP de
Pres. Prudente
PEIX Ponte na Rod. que liga
Tupi Paulista a 213616 514210 Dracena
02800

Presidente Venceslau

A Tabela 1.4 apresenta os resultados das principais varidveis de qualidade de

agua nos pontos de amostragem da UGRHI 21.

Tabela 11.4: Média das principais variaveis de qualidade de agua de 2013 para os pontos de amostragem da UGRHI
21 (Fonte: CETESB, 2013)

Nitrogénio Oxigénio E. coli Clorofila
Condutividade  Turbidez Nitrato DBOs 2 Fésforo
Ponto . amoniacal dissolvido . . (NMP/ a.
(uS/ cm) (NTU) (mg.L") 4 a (mg.l”) (mg.l?)
(mg.L") (mg.L") 100mL)  (ug/L)
ARPE 02800 196 2 0,12 0,12 6,6 2 0,011 7 39
PEIX02100 212 77 1,5 0,14 7,0 3 0,095 6,8E+3 2,8
PEIX02600 107 79 0,82 0,16 7,4 2 0,049 480 3,7
PEIX02800 114 197 0,82 0,14 6,5 2 0,089 465 8,0

Nestes pontos de amostragem, no periodo compreendido entre 2008 e 2013,

verificaram-se altas taxas de ndo conformidades para os pardmetros manganés nos
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pontos denominados ARPE 02800, PEIX 02100 e aluminio dissolvido e ferro dissolvido,
nos pontos denominados PEIX 02600 e PEIX 02800. Estes parametros contribuem para
a estimativa do IQA.

Para os fins de calculos do indice de qualidade das aguas (IQA) e do indice de
qgualidade das aguas para fins de abastecimento publico (IAP) esta UGRHI apresentou
resultados classificados como BOM e REGULAR, respectivamente, no ano de 2013,

segundo a CETESB (2013).

3. Unidade de Gerenciamento de Recursos Hidricos 22 — Pontal do Paranapanema

A UGRHI 22, denominada também como Pontal do Paranapanema, agrega os
tributdrios da margem direita do curso inferior do rio Paranapanema e inclui alguns
afluentes pela margem esquerda do rio Parand, localizando-se na por¢dao extremo-
oeste do Estado de Sdo Paulo (Figura 11.2). Os principais rios desta UGRHI sdo os rios

Paranapanema, Parana, Santo Anastdcio e Pirapozinho.

Figura 11.2: Unidade de Gerenciamento de Recursos Hidricos 22 — Pontal do Paranapanema
(Fonte: CBH-PP, 2011)

Unidades Hidrograficas de
Gerenciamento de Recursos Hidncos
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Os dados de caracterizagdo populacional, de uso da agua e saneamento da

UGRHI 22 estdo apresentados na Tabela II.5.

Tabela I1.5: Caracteristicas populacionais e de uso da dgua na UGHRI 22 (Fonte: PERH, 2013)

Area (km?) 13301,3
Populagao total (n2 hab) 475443
Dados demograficos
Densidade demografica (hab/ km?) 36,0
Taxa de urbanizagdo (%) 90,4
Urbana (m>/s) 0,607
Industrial (m?/s) 1,124
Demanda de agua Agropecudria (m*/s) 0,166
Outros usos (m>/s) 0,000
Total (m®/s) 1,897
Carga organica Gerada (kg DBO/dia) 23626,0
poluidora doméstica Remanescente (kg DBO/dia) 5228,0
Saneamento Municipios com ICTEM BOM (%) 90,5
Disposi¢cdo adequada de residuos sdélidos (%) 7,4
Municipios com IQR adequado (%) 38,1

A agroindustria é a base da estrutura econdmica da regido, onde se despontam

as usinas de alcool e acgucar, frigorificos e abatedouros. Presidente Prudente é o pdlo

regional que concentra a maior parte dos empreendimentos produtivos industriais,

sendo também a referéncia primeira em ensino universitario (PERH, 2007).

Segundo o Plano Estadual de Recursos Hidricos, referente ao periodo 2004 a

2007 (PERH,2007) os principais problemas desta UGRHI s3o:

- Disposi¢do inadequada de residuos sélidos e efluentes industriais;

- Aterros com IQR inadequado;

- Auséncia de tratamento de esgotos;

- Abrangéncia incompleta dos sistemas de abastecimento de agua;

- Necessidade de fortalecimento da outorga como instrumento de gestao;

- Existéncia de processos erosivos, assoreamento em reservatorios, auséncia de

dados sobre erosdo e assoreamento;
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- Comprometimento da qualidade das dguas;

- Deficiéncia das redes de monitoramento;

- Necessidade urgente de discussdo sobre o reenquadramento;

- Necessidade de implanta¢do da cobranca pelo uso da agua;

- Aumento da atividade sucroalcooleira, com aumento da pressdao sobre os
recursos hidricos;

- Necessidade de estudos sobre recursos hidricos e usos futuros;

- Falta sistema de analise integrada dos dados da UGRHI;

- Desconhecimento e descumprimento das legislacdes vigentes;

- Falta de conscientizacdo na aplicagdo dos recursos financeiros, falta de
prestacdo de contas ao CBH;

- Auséncia de unido na composi¢cdo do CBH-PP;

- Inobservancia ao estatuto do CBH-PP e regimento interno das camaras

(PERH,2013).

Segundo o Relatdrio de Qualidade das Aguas Superficiais da CETESB (2013)
Nesta UGRHI estdo alocados 6 pontos (Tabela 11.6) de amostragem para
monitoramento da qualidade de 3agua, segundo as metodologias de varidveis de

qualidade da rede basica.

Tabela I1.6: Descricdao dos pontos de amostragem das redes de monitoramento — 2013 na
UGRHI 22 (Fonte: CETESB, 2013)

Cad.
Corpo hidrico Local de amostragem Latitude S Longitude W  Municipio
CETESB
Na barragem do
. ) PARN -
Rio Parana 02900 reservatoério de Porto 22 28 36 5257 26 Rosana
Primavera
Ponte a 800m a
PARP . .
jusante da represa 223940 512318 Taciba
. 02750 i
Rio capivara
Paranapanema A jusante da barragem
PARP . Teodoro
da Usina de Rosana, na 223550 525228 ]
02900 Sampaio

rodovia SP-613
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Tabela 11.6 (continuacdo)

Ponte na rodovia que
STAN liga Presidente

02700 Venceslau a Teodoro 220125 >15327 Piguerobi
Sampaio, SP-563
A jusante da ponte da
Rio Santo STAN estrada vicinal km 8,5 Presidente

Pres. Epitacio x Planalto 21 50 50 520955

Anastacio 02900 .. Epitacio
do Sul, préximo a
pousada Cururu
Ponte sobre o rio Santo
STAN Anastacio, na divisa do Alvares
04400 bairro Cruzeiro com o 220902 >13436 Machado

bairro Boa Esperanca

A Tabela 11.7 apresenta os resultados das principais varidveis de qualidade de

agua nos pontos de amostragem da UGRHI 22.

Tabela 11.7: Média das principais varidveis de qualidade de dgua de 2013 para os pontos de amostragem da UGRHI
22 (Fonte: CETESB, 2013)

Nitrato  Nitrogénio  Oxigénio DBOs,, Fdsforo  E.coli  Clorofila
Condutividade  Turbidez

Ponto (mg.L” amoniacal dissolvido (mg.L’ (mg.L”  (NMP/ a.
(uS/ cm) (NTU) 1 4 1 1 1

) (mg.L”) (mg.L") ) ) 100mL)  (mg/L)
PARN 60 2 0,22 0,11 7,4 2 0,013 1 1,1
02900
PARP 63 11 0,42 0,10 7.3 2 0,016 4 0,87
02750
PARP 67 12 0,44 0,10 8,3 2 0,016 2 1,5
02900
STAN 142 94 1,0 0,48 7,0 4 0,16 703 4,7
02700
STAN 487 56 0,68 8,89 3,9 18 0,74  1,4E+3 *
04400

* valor ndo determinado.

Nestes pontos de amostragem, no periodo compreendido entre 2008 e 2013,
verificaram-se taxas de ndo conformidades para os parametros manganés, mercurio
total, chumbo, aluminio, ferro e cobre dissolvido no ponto denominado STAN 02700.
Nos pontos denominados PARP 02750, PARP 02900 e STAN 02700 os niveis de
aluminio, ferro e cobre dissolvidos estavam ao conformes. Estes parametros
contribuem para a estimativa do IQA.

Para os fins de célculos do indice de qualidade das aguas (IQA) esta UGRHI

apresentou resultados classificados como OTIMOS para todos os pontos dos rios



56

Parana e Paranapanema no ano de 2013. Entretanto, para os pontos alocados no rio
Santo Anastdcio os indices variaram de RUIM a BOM, com predominancia de indices
regulares, no ano de 2013, segundo a CETESB (2013).

Os valores correspondentes ao IAP desta UGRHI foram apresentados apenas no
relatério de 2009, OTIMOS para todos os pontos dos rios Parana e Paranapanema no
ano de 2013. Entretanto, para os pontos alocados no rio Santo Anastacio os indices

foram regulares ou ruins, segundo a CETESB (2010).

4. Perfil Populacional e de Saneamento das Cidades de Abrangéncia da UGRHI 21 e

22

As cidades de Marillia e Presidente Prudente compdem os maiores nucleos
urbanos das UGRHI 21 e 22 respectivamente, segundo dados publicados pelo Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) (2014) e pelo Relatdrio de Qualidade das
Aguas da CETESB (2013). Possuem sua economia baseada principalmente no setor de
prestacdo de servicos e industrial, sendo este ligado principalmente a transformacao
de produtos de origem vegetal e animal, respectivamente.

A Tabela IV.8 traz um perfil das duas cidades, quanto as caracteristicas

populacionais e de unidade territorial.

Tabela 11.8: Perfil das cidades de Marilia e Presidente Prudente, quanto as caracteristicas
populacionais e de unidade territorial (Fonte: IBGE, 2015)

Cidade
Populagdo estimada (2014) 230336
Populagdo 2010 216745

Marilia Area da unidade territorial (km?) 1170,174
Densidade demografica (hab/km?) 185,21
Populagdo predominante Jovem/ feminina de 20 a 30 anos
Populagdo estimada (2014) 220559

. Populagdo 2010 207610

Presidente -~ - — 5

Prudente Area da unidade territorial (km?) 560,637
Densidade demogréfica (hab/km?) 368,89

Populagcdo predominante

Jovem/ feminina de 20 a 30 anos
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No que se refere a dados de saneamento, Marilia possui 80% de coleta de
esgoto, mas ndo possui tratamento do mesmo, obtendo um Indicador de Coleta e
Tratabilidade de Esgoto da Populacdo Urbana de Municipio (ICTEM) de 1,2,
considerado péssimo pelos érgdos reguladores. A cidade de Presidente Prudente por
sua vez, possui 98% de coleta de esgoto e 100% de tratamento, obtendo um ICTEM de
9,97 (CETESB, 2013). Considerado que as substancias monitoradas neste trabalho
estdo associadas a presenca de esgotos nos recursos hidricos, os dados do ICTEM se
tornam importantes para as discussdes deste trabalho, pois consideram ndao somente
as porcentagens de coleta e tratamento de esgotos, mas ponderam a eficiéncia do
sistema empregado. Esta ponderacdao é baseada nas diminui¢cdes de carga organica,
deixando de lado uma andlise mais rigorosa quanto, por exemplo, a presenca de
microcontaminantes.

Outro fator relevante para as correlagdes com as substancias analisadas é que a
populacdo jovem e feminina é predominante nas cidades, o que justifica a ocorréncia
dos estrégenos na regido de estudo.

Nestas cidades, estudos a respeito da ocorréncia de farmacos e estrégenos sao
inexistentes, assim, devido a importancia econdmica regional e no tocante a cidade de
Marilia, ndo contar com sistemas de tratamento de esgotos, este trabalho se torna

importante.



CAPITULO 1lI

OTIMIZAGAO E VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS PARA
DETERMINACAO DE ESTROGENOS E FARMACOS EM AMOSTRAS DE
AGUA SUPERFICIAL DAS
UGRHI'S 21 e 22
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1. Materiais e Métodos

1.1 Padrdes Analiticos, Solventes e Reagentes

Os padroes dos estrégenos estrona (E1), 17 B-estradiol (E2), estriol (E3), 17 a-
etinilestradiol (EE2), atenolol (ATN), propanolol (PROP), ciprofloxacina (CPR) foram
adquiridos da Sigma-Aldrich, (EUA), todos com grau de pureza > 98%. As solucdes
padrdo estoque (1000 pg mL?) individuais dos estrogenos, atenolol, propranolol,
foram preparadas em metanol (MeOH, grau HPLC). A solucdo de ciprofloxacina foi
preparada em solucao formada por metanol (MeOH, grau HPLC) mistura com agua de
alta pureza, obtida de um sistema Mili-Q (Millipore), na proporgdo 50:50.

Os solventes acetonitrila e metanol foram adquiridos da JT Baker, todos em
grau HPLC. Foram utilizados, ainda, fosfato de potdssio monobasico anidro (p.a. Sigma-
Aldrich) e acido acético glacial (p.a. Dindmica). Para o desenvolvimento do processo de
extracdo em fase sdélida foram utilizados cartuchos de fase polimérica Strata X
(200mg/6mL, Phenomenex, USA) e Oasis MCX (60mg/ 3mL, Waters, USA)

Utilizaram-se membranas de fibra de vidro (Boeco, Germany, 0,6 um de poro,
47 mm de didmetro) para filtracdo das amostras de agua superficial utilizadas na

estimativa do efeito matriz e do estudo ambiental.

1.2 CondicBes Cromatograficas de Analise

Nesse trabalho, foi utilizado cromatégrafo liquido de alta eficiéncia (HPLC)
(Varian, modelo 920 - LC), equipado com bomba terndria, injetor automatico,
detectores de fluorescéncia e ultravioleta, em série nesta sequéncia e software Galaxie
para aquisicdo dos dados. As condi¢des cromatograficas foram otimizadas para ajustar
a separacdo cromatografica e permitir a determinagao simultanea dos estrégenos e

farmacos. A Tabela lll.1 apresenta as condi¢Ges cromatograficas utilizadas.
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Tabela 11l.1: Condi¢Bes cromatograficas (HPLC/ FLD e UV, Varian LC-920) adaptadas de

Camacho-Munds (2009).

Equipamento

Varian 920-LC

Fase mavel (gradiente)

KH,PO,25mM : Acetonitrila (ACN)
5-18,5% ACN em 13min, 18,5-50% ACN em 37min, 50-55% de ACN
em 2 min, sendo mantida por 5 min, e voltando para 5% de ACN
em 10 min, com tempo de equilibrio de 10 min.

Fase estacionaria

Phenomenex - Luna C18 150x4,60mm 5um

Vazio 1,2mL.min™
Temperatura da coluna 30°C
Volume de injegao 20uL
Detecgao UV 220nm
Tempo (min) Aexcagao (NM) Nemsszo (M)
0-8 230 306
Deteccao FLU 8,1-11 230 320
11,1-18 280 480
18,1-64 230 320

1.3 Avaliacdo do Desempenho do Sistema Analitico

Os critérios adotados foram linearidade, precisao intermediaria, exatidao,
limites de deteccdo e quantificacao.

1.3.1 Faixa de trabalho, linearidade e curvas analiticas

A partir das solu¢des padrdo estoque individual (1000 pg mL™) preparadas em

MeOH, dos estrégenos, atenolol e propranolol, e da solu¢dao de ciprofloxacino em

MeOH: H,0O 50:50,

preparou-se 5 mL da solucdo intermedidria dos analitos nas

concentragdes listadas na Tabela IIl.2 para analise nos detectores de fluorescéncia

(FLD) e ultravioleta (UV). Estas solu¢des foram mantidas sob refrigeracdo em freezer a

-18°C durante 6 meses, exceto a solucdo de ciprofloxacino que era preparada a cada

uso.
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Tabela 111.2: Concentragdo das solucGes padrdao mista para detectores FLD e UV.

Analito Deteccado por FLD (pg mL™) Detecgdo por UV (pg mL™?)
Atenolol 10 -
Ciprofloxacino 10 -
17 B - Estradiol (E2) 10 -
Estriol (E3) 10 -
Estrona (E1) - 10
17 a-Etinilestradiol (EE2) 10 -
Propranolol 10 -

Para a construcdo dos graficos de linearidade e das curvas analiticas foram
preparadas solucbes constituidas das misturas de padroes, em diferentes niveis de

concentracdo (Tabela Ill.3).

Tabela 1ll.3: Concentragdes para construgdo do grafico de linearidade e curva analitica.

Pontos da Curva Concentragoes
Fluorescéncia Ultravioleta
(ng mL?) (ng mL?)
E2 E3 EE2 ATN CPR PROP El
Ponto 1 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 1,0
Ponto 2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 1,5
Ponto 3 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 3,0
Ponto 4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 5,0
Ponto 5 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 10,0
Ponto 6 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 -
Ponto 7 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 -
Ponto 8 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 -
Ponto 9 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6 -
Ponto 10 1,8 1,8 1,8 1,8 1,8 1,8 -

Tais solugbes foram preparadas a cada 6 meses, com excecao da solugao de
ciprofloxacino, cuja solugdo estoque tinha prazo de validade de 1 més. Esta validade

foi estabelecida quando das observacdes da atenuacdo significativa dos picos
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cromatograficos referentes a solucdo padrdo injetada, durante o periodo de
otimizacdo do método, neste trabalho e em outros desenvolvidos no grupo de
pesquisa.

Cada solucao foi injetada em triplicata e a média dos valores obtidos aplicada
aos calculos.

Os graficos de linearidade e as curvas analiticas foram construidos de acordo
com Valente (2010) aplicando-se o Teste de Huber, para eliminacdo dos valores
andémalos.

No procedimento baseado no método de Huber, a linearidade é obtida
calculando-se os valores de resposta (Area/Concentra¢do) para cada nivel de
concentracdo, um valor central (mediana) e, em seguida a diferenca entre cada valor
individual e a mediana.

Estabelece-se um interlavo de confianca, escolhendo-se um fator “k”, entre 2 e
8, para multiplicar o valor médio das diferencas em relacdo a mediana. Assim s3do
estabelecidos os limites superior (mediana + k * média das diferencas) e inferior
(mediana — k * média das diferencas).

Neste trabalho, a constante utilizada foi k = 3. Os pontos situados entre esses
limites pertencem ao intervalo linear dindmico e devem ser utilizados para a

construcdo da curva analitica (RIBANI et al.,2004).

1.3.2 Limites de detecgao e quantificagao instrumental e do método

Os limites de detecgao e quantificagdo do sistema analitico e dos métodos para
extracdo de estrégenos nas matrizes ambientais — agua, sedimento e material
particulado em suspensdo — foram calculados de acordo com o proposto por Ribeiro et

al. (2008), segundo as equacgoes:

LD = 2.(s,.t/a;). [\/(%) + 14+ e =W/ Ty (4 — %)
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LQ=(yh—ao—a1)+[J(sy.t—al)(l/N+ 14 (yp—7)/ (ad 3%, (xi = 0)2)

Onde:

sy- desvio padrdo residual da curva analitica

t—tde Sudent

3o € a;. sao, respectivamente coeficientes linear e angular

N — namero total de replicatas

Yy —média dos valores dos sinais analiticos

Y- (Y critico) — o intercepto do limite superior do intervalo de confianga

X - média dos valores das concentragdes

Vh - valor do sinal analitico para a projecdao da concentragdo critica no limite superior do
intervalo de confianga.

Este método de estimativa dos limites baseado em parametros da curva
analitica leva em consideracdo o intervalo de confianca da regressdo o que resulta em
maior confiabilidade estatistica em relacdo aos métodos comumente descritos na
literatura (DUONG et al., 2010; KOZLIK, et al., 2011; SALVIA et al., 2012) — visual e da

relacdo sinal-ruido — que estdo baseados em parametros qualitativos.

1.3.3 Precisdo e exatidao

A precisao foi avaliada em termos de repetibilidade por meio do célculo da
estimativa do desvio padrdo absoluto (s) e do coeficiente de variagcdo (CV) para um
nimero de trés repeticdes do procedimento analitico e injecbes (triplicata do
tratamento x triplicata da andlise = 9 replicatas), onde sdo aceitos CV de até 20%,
dependendo do nivel de concentragdo da amostra (INMETRO, 2010).

A eficiéncia dos métodos (exatidao) foi avaliada empregando-se ensaios de
recuperacdo, estimada pela andlise de amostras fortificadas com quantidades
conhecidas dos compostos de interesse, em trés niveis de concentragdo. Os intervalos
aceitaveis de recuperacdo para determinacdo de compostos em baixas concentracoes

situam-se entre 70 e 120%, com precisdo de até 20% (COMISSION..., 2002).

valor obtido
Rec (%) = — x 100
valor adicionado
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CV (%) = 5/y x 100
Onde:
S — desvio padrao das médias

X —média entre os valores

1.3.4 Avaliacdo do efeito matriz

O efeito de matriz, também chamado efeito da resposta cromatogréfica
induzida pela matriz, foi avaliado por comparacdo da resposta do detector (coeficiente
angular) nas curvas preparadas em solvente (MeOH) com aquelas preparadas em
extratos da matriz (THOMPSON et al., 2002), confirmadas pelos testes estatisticos F e t
de Student (CANTARERO et a., 2011), bem como pela analise dos coeficientes de
correlacdo ponto a ponto das curvas (CARDOSO et al., 2008) conforme apresentado

pelas equacdes (1) e (2), a seguir.

1) iz — O
1) % efeito matriz = matriz solvente . 100%

6solvente

X
2) CV (%) = x—“ x 100
b

Onde:

d - coeficiente angular da curva analitica

X, — desvio padrdo entre drea/concentracdo obtidas para cada ponto das curvas no solvente e
na matriz

X, — média entre drea/ concentracdo obtidas para cada ponto das curvas no solvente e na
matriz

Utilizando-se a equacdo (1) obtém-se a variacdo em termos de sensibilidade
(THOMPSON et al., 2002) como influéncia positiva ou negativa dos constituintes da
matriz nos resultados, sendo aceitavel uma diferenca de até 10%, em madulo. Pela
equacdo (2) faz-se a comparagdo do efeito matriz em cada ponto da curva (CARDOSO
et al., 2008). Nesse teste, os coeficientes de variagdo (CV) obtidos entre a

area/concentracdo na matriz e no solvente devem ser inferiores a 20%.
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1.4 Obtencdo da Amostra Testemunha de Agua Superficial

As amostras utilizadas no processo de otimizacdo e validacdo dos respectivos
métodos de analise, foram coletadas em pontos a montante das esta¢des de
tratamento de agua e esgotos das cidades que foram objeto deste trabalho, de forma
que fontes potenciais de contaminagao fossem minimizadas.

Para a UGRHI 21, amostra testemunha foi coletada num trecho da rodovia
Transbrasiliana, que liga Marilia a Ourinhos-SP, na ponte do km 269 (sul), préximo a
cidade de Marilia (22°19'09,2"S 49°53'54,4"0), no Rio do Peixe (Figura lll.1). Para a
UGRHI 22, a amostra testemunha foi coletada a montante da estacdo de captacdo da

SABESP (22°10'36,1"S 51°28'55,3"0), no Rio Santo Anastacio (Figura I11.2).

Figura Illl.1: Localizagdo do ponto de coleta (22°19'09,2"S 49°53'54,4"0) da amostra
testemunha de dgua superficial no Rio do Peixe, Marilia/SP (Fonte: Google Earth, 2014).
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Figura 11l.2: Localizagdo do ponto de coleta (22°10'36,1"S 51°28'55,3"0) da amostra
testemunha de dgua superficial no Rio do Santo Anastécio, Presidente Prudente/SP (Fonte:
Google Earth, 2014).

Ponto de eaptagao da’ji‘g'o Sante Anastacio

A coleta de agua superficial foi realizada utilizando-se garrafas de vidro ambar
(4L) previamente limpas com detergente neutro (Extran 4%) enxaguados com agua
Milli-Q, secos em estufa e acidificados com H3CCOOH p.a. (2% do volume do frasco). As
amostras foram mantidas em caixa isotérmica para transporte até o laboratério. Uma
vez no laboratdrio, as amostras foram filtradas utilizando membrana de fibra de vidro
0,60 um de poro (Boeco Germany), para retirada de material em suspensdo. Foram

separados 0,5 L em garrafas de vidro ambar para o procedimento de extracao.

1.5 Método para Andlise de Estrégenos e Farmacos em Agua Superficial

Esse método consiste em uma extracdo em fase sélida — SPE com cartuchos
Strata-X (200 mg/6 mL) previamente condicionados com metanol (6,0 mL) e agua (6,0
mL) sequencialmente. Foram passados 500mL de amostra pelo cartucho e
posteriormente foi feito clean-up com uma mistura MeCN:MeOH (5:95, v/v). O extrato
eluido com 6,0 mL da mistura MeCN:MeOH (50:50, v/v), foi posteriormente seco em
fluxo suave de N, e, ressuspendido em 1,0 mL de MeCN para analise por HPLC-FLD-UV,

conforme detalhado na Figura I11.3.
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Para a verificacdo da eficiéncia do processo de extracdao em fase sélida, analises
preliminares foram realizadas com amostras fortificadas com uma mistura de padrdes
com concentracdo inicial de 2,5ppm mantidas por 2h em frasco fechado e a
temperatura ambiente para promover o equilibrio entre analito e amostra, até o
momento do procedimento de extragao. Amostras nado fortificadas - denominadas de
testemunha, a andlise de um branco do processo e ainda a analise do ponto na matriz,

acompanharam esta etapa do procedimento analitico.

Figura Il.3: Método para determinagdo de estrégenos e farmacos em agua superficial.

2-500mL de Sgua superficial filtrads

[memibrana da 08 i)

P—
Ia « ClEanup: SmL de MeOHHyD (5-95) |
1-CondiCRnAMmentn
MeOw: Sl
H30: 6l
Carrucho Strate-X | 4 - Eluigho: GmL de MaDH-ACH [1-1) I

T

| & = Secagem: fluap de My |

 ———— & - Ressuspensio: ImL ACN | |:I>

Para que a repetibilidade do método fosse garantida, controlou-se a vazao pela
regulagem da pressdo no sistema Manifold, tanto na etapa de extracdo dos analitos

das amostras coletadas quanto em suas elui¢des dos cartuchos.



68

1.6 Analise por HPLC/FLU e UV

1.6.1 Amostragem

A amostragem foi feita num periodo de 6 meses (de julho a novembro de
2014), combinando estacdo seca e chuvosa dado que o maior volume de 34gua, o
revolvimento dos sedimentos, assim como o escoamento superficial pode influenciar
na distribuicdo dos estrégenos e dos farmacos no ambiente aquatico. As datas das

coletas estdo descritas na Tabela lll.4

Tabela ll11.4: Data da realizagao das coletas dos corpos hidricos nas cidades de abrangéncia da
UGRHI 21 e da UGRHI 22.

Data da Coleta Data da Coleta
UGRHI 21 09/07/2014 UGRHI 22 11/07/2014
(Marilia) 27/08/2014 (Presidente 19/08/2014
11/09/2014 Prudente) ) 0/09/2014
20/10/2014 14/10/2014
10/11/2014 09/11/2014
25/11/2014 24/11/2014

Apds a coleta as amostras foram imediatamente armazenadas em caixa térmica
com gelo e encaminhada ao laboratdrio para o processo de extracao dos analitos e
subsequente analise por HPLC-FLD, com intervalo maximo de 48h entre coleta e

analise das amostras.

1.6.2 Descricao dos Pontos de amostragem

Na cidade de Marilia/ SP os pontos de coleta incluiram agua superficial
proveniente do Rio do Peixe, que em parte abastece a cidade, assim como recebe seus
efluentes domésticos. Também foram feitas amostragens a montante e a jusante das
duas ETA — Peixe e Cascata, instaladas no municipio.

Ndo existem ETE instaladas e em operag¢do neste municipio. Sendo assim a dgua

coletada no Rio do Peixe 8 montante da ETA Peixe do Departamento de Agua e Esgoto
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de Marilia (DAEM), foi efetuada em um ponto situado apds este manancial receber
efluentes domésticos, industriais e aguas pluviais no trecho que permeia a zona
urbana.

Na cidade de Presidente Prudente/ SP os pontos de coleta incluiram agua
superficial proveniente do Rio Santo Anastacio, que em parte abastece a cidade e
corrego Limoeiro, a montante e jusante do sistema de tratamento de esgotos da
cidade.

A Tabela IlIl.5 descreve os pontos de amostragem nas cidades de Marilia e

Presidente Prudente.

Tabela lll.5: Descricdo e coordenadas geograficas os pontos de amostragem nas cidades de
abrangéncia da UGRHI 21 e da UGRHI 22.

Amostragem da UGRHI 21 — cidade de Marilia/SP

Ponto de Descrigao Coordenadas
amostragem Geograficas
Rio do Peixe Agua superficial 8 montante da cidade de Marilia 22°19'09.2"S

49°53'54.4"0

Montante ETA Montante do sistema de tratamento da ETA Peixe do  22° 14’37,086"’S

Peixe DAEM 49°58'52,1364"’0
Jusante ETA Peixe Jusante do sistema de tratamento da ETA Peixe do 22°14’36,5922"'S
DAEM 49°58'51,5172"0
Montante ETA Montante do sistema de tratamento da ETA Cascata 22°12'39.2"S
Cascata do DAEM 49°56'19.0"0
Jusante ETA Jusante do sistema de tratamento da ETA Cascata do 22°12'40.0"S
Cascata DAEM 49°56'19.1"0
Amostragem da UGRHI 22 — cidade de Presidente Prudente/SP
Ponto de Descrigao Coordenadas
amostragem Geograficas
Montante ETAPP Na lagoa de captagdo de agua da SABESP de 22°10'36.1"S
Presidente Prudente 51°28'55.3"0
Jusante ETA PP No sistema de distribuicdo de dgua a jusante da ETA 22°07'57.4"S
da SABESP de Presidente Prudente 51°24'11.3"0
Montante ETEPP  No rio santo Anastacio a montante da ETE da SABESP 22°06'56.7"S
de Presidente Pudente 51°28'10.6"0
Jusante ETE PP No rio santo Anastacio a jusante da ETE da SABESP 22°06'59.0"S
de Presidente Pudente 51°28'14.1"0




CAPITULO IV
RESULTADOS E DISCUSSAO
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1. Otimizag¢ao das condi¢cdes cromatograficas de analise

As informacOes sobre métodos de analise utilizados neste projeto foram
obtidas a partir de um levantamento de referéncias relacionadas aos farmacos,
abordando caracteristicas da matriz, do processo de extracdo dos compostos, das
técnicas de andlise e limites de deteccdo e quantificacdo apresentados
(CASTIGLIONI et al., 2005; CAMACHO-MUNOS et al., 2009; KUSTER et al., 2009;
NEBOT et al., 2007; ARTEAGA et al., 2010; SANTOS et al., 2005; ZHANG e ZHOU,
2007; GOMES et al., 2006).

Procurou-se avaliar as condi¢des cromatograficas a partir do método
proposto por Camacho-Munds et al. (2009) , utilizando-se fase mdvel gradiente
com a programacao ilustrada na Tabela IV.1. Foram realizadas inje¢Ges individuais
das solucdes padrdao dos analitos em solvente para identificacdo dos tempos de
retencdo (tg) e ajuste das condi¢cdes mais adequadas a separacdo cromatografica

de anadlise simultanea dos farmacos e dos estrégenos.

Tabela IV.1: Condi¢Ges cromatograficas empregadas na andlise dos farmacos e
estrogenos pesquisados.

Composicao da fase 5-18,5% ACN':H,0 em 13 min
moével 18,5-50% ACN":H,0 em 37min
50-55% ACNl:HZO em 2 min, e mantida por 5 min
5-18,5% ACN':H,0 em 10 min;equilibrio em 10 min.

Vazdo (mL.min™) 1,2
Tempo (min) 64
Coluna Phenomenex - Luna C18 (150 x 4,60mm 5um)
Volume de injegao (L) 20
Detecgdo UV/FLD

A Figura IV.1 apresenta os cromatogramas obtidos nas condicdes descritas.
O método com eluicdo gradiente apresentou uma adequada resolucdo e
sensibilidade com picos estreitos, sem formacao de caudas, através da analise do
cromatograma no espectrometro de fluorescéncia.para 7 dos 8 analitos desta

tese. As condi¢Oes 6timas foram apresentadas na Tabela Ill.1.
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Figura IV.1: Cromatogramas (HPLC/FLD) obtidos para uma mistura de padrdes de 1,6
pg.mL™ em metanol, sob as condicdes cromatograficas da Tabela IIl.1 (1: atenolol; 2:
ciprofloxacina; 3: estriol; 4: propanolol; 5: estradiol; 6: etinilestradiol)
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Ndo se verificou boa resposta da estrona, tanto na deteccdo por
ultravioleta quanto por fluorescéncia. Foram feitas avaliagdes no comprimento de
onda utilizado na analise através de varredura (de 190 a 1100nm) de solugdo
padrdo individual do analito a 10ug.mL™* em KH,PO,4 25mM, utilizando-se para isso

um espectrometro UV-Vis HP 8453, Figura IV.2.

Figura IV.2: Espectro UV, obtido no um espectrometro UV-Vis HP 8453, utilizando solugdo
10 |.lg.mL"1 de estrona em KH,PO, 25mM.
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A andlise por varredura mostrou uma melhor resposta da estrona para

leitura em 215nm, entretanto, experiéncias do nosso grupo de pesquisa e as
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referéncias bibliograficas comprovaram a adequacao do comprimento de onda da
andlise deste composto em 220nm.

Modificagcdes de comprimento de onda no sistema cromatografico foram
feitas e a resposta para este analito foi pequena mesmo em concentra¢des muito
elevadas de solucdo padrdo, o que ndo se reflete nas concentra¢cdes ambientais
observaveis na literatura para esta substancia. Pressupe-se que a resposta do
detector espectrométrico do aparelho esteja afetada e para que ndo houvesse
prejuizo na andlise dos outros compostos, as condi¢des de analise cromatograficas
testadas foram mantidas, apenas para a anadlise dos outros estréogenos e farmacos
deste trabalho.

Para as anadlises de amostras ambientais (jul/2014 e nov/2014), foram
realizadas apenas as detecgdes por FLD, pois este se apresentou como o detector

mais adequado para a maioria dos compostos de interesse desta tese.

2. Avaliagao da resposta do sistema cromatografico

A Figura IV.3 exemplifica a constru¢do das curvas de linearidade
preparadas em solvente (acetonitrila) e deteccdo por FLD.

De acordo com o teste de Huber, os pontos que se situam fora dos limites
inferior e superior nos intervalos delimitados pelos graficos de linearidade, nao
podem ser utilizados nas construgdes das curvas analiticas. Sendo assim, o ponto
referente a sétima concentracdo do atenolol e a primeira concentragdo do

propranolol , por exemplo deverao ser desconsiderados.
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Figura IV.3: Graficos de linearidade para os estrégenos (HPLC-FLD). Linha vermelha:
limites superior; linha verde: limite inferior; linha cinza: mediana.
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Novas curvas analiticas foram construidas a cada semestre, pois a lampada
do detector espectrométrico tem sua emissao afetada de acordo com o tempo de
uso.

A Tabela IV.2 apresenta os coeficientes de regressdao linear da curva
analitica e linearidade do intervalo de concentracdes estudado, obtidos para todos

os analitos deste trabalho.
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Tabela 1V.2: Intervalo de resposta linear e coeficientes angular (a), linear (b) e de

correlagdo (r) instrumentais para analise com detec¢do por fluorescéncia.

Intervalo linear a b r
Atenolol 0,05-1,0 2656,7 -108,42 0,9582
Ciprofloxacino 0,2-1,8 1306,6 +5,676 0,9997
Estriol 0,005-1,8 6094,3 -54,466 0,9918
Propranolol 0,1-1,8 737,12 -12,678 0,9975
Estradiol 0,05-1,8 7106,1 +35,283 0,9939
17a-Etinilestradiol 0,2-1,8 8488,4 -335,62 0,9935

Valores expressos em g mL™.

As curvas foram preparadas e injetadas no mesmo dia para eliminacdo de

eventuais erros inerentes ao equipamento ou estocagem das solucbes de

trabalho, sendo que cada ponto da curva foi injetado em triplicata. Os coeficientes

de correlacdo obtidos dessas curvas analiticas foram considerados aceitaveis de

acordo com o preconizado pelo INMETRO (2010) e ANVISA (2012) que

estabeleceram como requisito, nesta ordem, o coeficiente ser igual a 0,90 e

superior a 0,99.

Como a resposta dos detectores espectrofotométricos pode mudar, de

acordo com o tempo de uso das [ampadas, foram construidas curvas analiticas das

solugdes padrdao em solvente, no inicio da campanha de amostragem e no final

(Figura IV.4).



76

Figura IV.4: Curvas analiticas em metanol obtidas nos meses de Julho/2014 (em azul) e
Outubro/2014 (em vermelho) com detecgdo por FLD.
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Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) instrumentais

determinados estdo apresentados na Tabela IV.3.

Tabela IV.3: Limites de deteccdo e quantificacdo instrumentais, obtidos para o sistema
HPLC-FLD utilizado neste trabalho.

Analitos

Atenolol
Ciprofloxacino
Estriol
Propanolol
Estradiol

17o-Etinilestradiol

Fluorescéncia (ug.mL™)

LD
0,005
0,01
0,001
0,02
0,005
0,01

LQ
0,01
0,05

0,004
0,05
0,02
0,03
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3. Otimizagao e validagao de métodos

Os ensaios de exatiddo e precisdo do método foram realizados utilizando
amostras fortificadas com os analitos. As amostras enriquecidas foram mantidas
em contato com os analitos apds a fortificacdo pelo tempo de 1 a 1,5h, antes da

andlise para que o equilibrio fosse alcangado.

3.1 Avaliacao do método de extragao

Neste trabalho foram testados dois cartuchos: Oasis MCX e Strata-X. A

Tabela IV.4 apresenta os resultados das recuperagoes e os coeficientes de variacao

obtidos com cada cartucho.

Tabela IV.4: Valores de recuperacdo e coeficiente de variacdo (CV) obtidos para o método
de extragdo SPE utilizando os cartuchos Oasis-MCX e Strata-X.

Analitos Cartucho Strata -X Cartucho Oasis
(1 pgmL) Recuperagao C.V.(%) Recuperagdo C.V.(%)
(%) (%)

Atenolol 84 0,02 59 0,24
Ciprofloxacino 88 0,04 83 0,15
Estriol 91 0,01 11 0,12
Propranolol 77 0,07 115 0,40
Estradiol 95 0,01 8 0,42
17a- 97 0,01 79 0,09

Etinilestradiol

De acordo com os resultados apresentados verifica-se que o cartucho
Strata-X foi mais adequado para a extracdo dos estrégenos nas amostras de dguas
superficiais do que o cartucho Oasis-MCX.

O cartucho Oasis-MCX possui uma fase polimérica otimizada para alcancar
maior seletividade e sensibilidade na extracdo de compostos basicos com grupos
de troca catidnica. E de se esperar que o mesmo fosse mais eficiente na extracdo
de compostos mais bdsicos como os farmacos deste projeto, pois como visto na

Tabela 1.4, estas substancias possuem carater mais bdsico. Dado que a fase
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polimérica presente no cartucho testado era constituida de 30mg de sorbente,
este fator pode ter contribuido para a nao retenc¢do dos analitos.

Visto que as recuperagOes utilizando-se os cartuchos STRATA-X foram
satisfatorias, tanto para a extracao dos farmacos, quanto para os estrégenos deste
trabalho, optou-se por continuar com este no estudo ambiental. Deve-se levar em
consideracdo também que o cartucho Strata-X é mais barato que o cartucho Oasis
MCX.

A verificacdo da eficiéncia da extracdo (Tabela 1V.5) foi feita através das
analises de amostras fortificadas, em niveis de concentracdo baseados nos niveis
de resposta do detector utilizado nas andlises e com outros trabalhos
apresentados na literatura (CAMACHO-MUNGOS, 2009; CASTIGLIONI, 2005; NEBOT
et al, 2007; VALCARCEL et al., 2011)

Tabela IV.5: Valores de recuperacdo e coeficiente de varia¢do (CV) obtidos para o método de
extracdo SPE para dgua superficial

Analitos Nivel de Fortificagdo (ug % Recuperacdo cv
mL™) média (%)

Atenolol 0,5 75 0,06
1,0 84 0,02

1,5 80 0,03

Ciprofloxacino 0,5 75 0,03
1,0 88 0,04

1,5 74 0,13

Estriol 0,5 85 0,02

1,0 91 0,01

1,5 97 0,01

Propanolol 0,5 75 0,15
1,0 77 0,07

1,5 73 0,08

Estradiol 0,5 95 0,01
1,0 95 0,01

1,5 92 0,01

17a- 0,5 91 0,06
Etinilestradiol 1,0 97 0,01
1,5 91 0,02

Os valores médios das dreas obtidas no ensaio de recuperacdo, para cada

analito, foram comparados as dreas do ponto da curva analitica correspondente,
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preparado no extrato da matriz. O desempenho do método foi avaliado com a
amostra acidificada a pH 3 pela adicdo de acido acético. Este procedimento foi
feito, pois com base em resultados de outros projetos desenvolvidos no grupo de
pesquisa, verificou-se que a recuperacdao é melhorada com a amostra acidificada,
ja que este procedimento aumenta a polaridade dos analitos, deixando-os menos
retidos na fase polimérica (SPE).

Os resultados revelam eficiéncia da extracdo para os trés niveis de
fortificagdo com valores de recuperagdo entre 71 — 95% e coeficientes de variagao
entre 0,01 e 0,15%. Estes valores estdo inseridos no limite aceitavel para
metodologias de extragdo em matrizes complexas (50 — 120%) estabelecido pela
Diretiva 2002/657/EC indicando que a metodologia para extrair os compostos é
altamente reprodutivel.

A determinacdo dos limites de deteccdo e quantificacdo do método de
extracdo (Tabela IV.6) foi realizada durante a validacdo do método através da

analise de amostras testemunha conforme Ribeiro et al, 2008.

Tabela IV.6: Limites de detec¢do e quantificacdo do método para extra¢do de farmacos e
estrogenos em amostras de agua superficial testemunha coletadas na UGRHI-21 e UGRHI-22

Analitos Amostra Fluorescéncia
testemunha LD (pg.mL™) LQ (pg.mL?)

Atenolol UGRHI-21 0,17 0,51
UGRHI-22 0,18 0,66
Ciprofloxacino UGRHI-21 0,18 0,54
UGRHI-22 0,28 1,05
Estriol UGRHI-21 0,016 0,048
UGRHI-22 0,031 0,070
Propranolol UGRHI-21 0,17 0,51
UGRHI-22 0,24 0,86
17B-Estradiol UGRHI-21 0,078 0,23
UGRHI-22 0,10 0,39
170~ UGRHI-21 0,12 0,34

Etinilestradiol UGRHI-22 0,15 0,60
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Dados que o estudo ocorreu em duas regides diferentes, foram utilizadas
amostras de dgua testemunha da UGRHI-21 e da UGRHI-22, coletadas nos mesmos
pontos das amostras utilizadas nos testes de verificacdo do efeito matriz.

Os resultados apontam que os limites de deteccdo e quantificacdo
estiveram mais altos quando o método foi empregado para as amostras coletadas
na UGRHI-22. O relatério de qualidade das aguas superficiais (CETESB, 2013)
aponta que os valores de demanda bioquimica de oxigénio nesta regido possui
valores mais altos que na UGRHI-21. Este parametro de qualidade da agua estd
relacionado com o teor organico das aguas, o que explica a elevagdo dos LD’s e

LQ's do método para as amostras testemunhas coletadas na regiao.

3.2 Avaliacdo do Efeito Matriz

Como observado pelos LD’s e LQ's do método de extracdo, é necessario
avaliar a extensdo da adsorc¢do dos analitos aos componentes da matriz. Para que
fosse feita uma estimativa do comportamento dos padrées em solvente e no
extrato das dguas superficiais, amostras testemunha de cada matriz foram
submetidas ao processo de extracdo, porém a ressuspensdo do extrato seco foi
realizada com a solucdo dos padrbes preparadas em solvente e em diferentes
concentragoes.

As Figuras IV.5 e IV.6 apresentam os cromatogramas separados e
sobrepostos para o nivel de 2,5 pg mL™, dentro da faixa de trabalho, utilizados na

otimizacdo dos métodos.
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Figura IV.5: Cromatogramas (HPLC — FLD) das solugbes preparadas em solvente

(vermelho), no extrato da matriz (rosa) e amostra testemunha (azul) (cromatogramas

separados).
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Figura IV.6: Cromatogramas (HPLC — FLD) das

solugGes preparadas em solvente

(vermelho), no extrato da matriz (rosa) e amostra testemunha (azul) (cromatogramas
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Para andlise do efeito induzido pela matriz em agua de rio foram utilizados

5 pontos da curva de calibracdo do sistema analitico. Na Figura IV.7 estdo

apresentadas as curvas analiticas sobrepostas obtidas para cada analito em

solvente e no extrato da matriz. Nelas, é possivel notar superestimacao do sinal

analitico para todas as substancias, exceto para atenolol.

Figura IV.7: Curvas analiticas obtidas em solvente acetonitrila e na matriz dgua de rio
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De acordo com a compara¢ao dos coeficientes angulares (sensibilidade)

das curvas os resultados indicam que a resposta é afetada pelo efeito da matriz.

A Tabela IV.7 indica a extensdo dos efeitos da matriz na sensibilidade do

método de extracdo, avaliados estatisticamente através do teste t de Student e

teste F de Snedecor pela comparacdo das varidncias. Comparando-se o0s
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coeficientes de variacdo ponto a ponto da curva de calibracdo observa-se efeito

matriz em todas as concentragdes das curvas geradas.

Tabela IV.7: Estimativa do efeito da matriz na eficiéncia da extracdo de estrégenos e
farmacos de agua superficial.

Analito Efeito Teste F Teste t Conclusao
Estradiol -13% Feaic > Fiab Tealc > tiab H3a efeito
170 - -36% Feate > Fiab Tealc > tiab H3a efeito

Etinilestradiol

Propranolol -41% Feaic > Fiab Teate > tian Ha efeito
Estriol -21% Feaic > Fiab Teate > tian Ha efeito
Ciprofloxacino -34% Feate > Frap Teate > tian Ha efeito
Atenolol 26% Feate < Frap Teate < tiap Ha efeito

Comparando-se os coeficientes de variacdo (figura IV.8) em cada um dos
pontos onde a curva de calibracdo responde satisfatoriamente, observa-se efeito
matriz especialmente para as concentracdes mais baixas utilizadas no

estabelecimento da curva.

Figura IV.8: Coeficientes de variagdo (CV) obtidos para as andlises dos padrdes em
solvente acetonitrila e no extrato da matriz agua.
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Sendo assim, as quantificacdes dos analitos foram feitas baseando-se nas

curvas preparadas na matriz, para todos os analitos deste trabalho.
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Concomitantemente a injecao de pontos da curva no solvente e na matriz,
injetou-se amostra testemunha, sem adicdo de padrdo. Ao se observar os
cromatogramas sobrepostos destas trés injecdes, pode-se concluir que os efeitos
de matriz estdo relacionados a interagdes moleculares que os analitos tenham
com componentes da 4gua superficial, j3 que na amostra testemunha ndo sao
observados os picos eluidos nos mesmos tempos de reten¢do dos analitos.

As condicoes cromatograficas de andlise pré-estabelecidas foram
otimizadas para realizar deteccdao simultanea de farmacos e estrégenos por
fluorescéncia sem afetar o desempenho do método.

O método foi submetido ao procedimento de validacdo que engloba
parametros de confiabilidade analitica, incluindo o estudo da influéncia da matriz,
gue foi pronunciado para todos os analitos e, que pode ser atribuido a compostos
ligados aos analitos.

O efeito matriz calculado indica que a quantificacdo dos analitos devera ser

realizada com base na curva preparada no extrato da matriz correspondente.

4. Ocorréncia de estrégenos e farmacos em duas cidades da area de abrangéncia

da UGRHI 21 e 22

4.1 Ocorréncia dos Analitos nas Cidades de Marilia e Presidente Prudente

Os analitos presentes nas amostras de agua superficial coletadas nas
cidades de Marilia e Presidente Prudente foram quantificados por HPLC-FLD. Este
por ser um sistema analitica mais sensivel, esta mais adequado a quantificacdo de
substancias como as deste trabalho, que normalmente aparecem em
concentrac¢des da ordem de ng.L-1, em dguas superficiais, como demonstrado nas
Tabelas .1 e I2.

A Tabelas IV.9 e IV.10 sumarizam os resultados das concentracées dos
farmacos e estrégenos deste estudo, obtidos em Marilia nas entradas e saidas das
suas ETA’s e no rio do Peixe antes de passar pela cidade, assim como em
Presidente Prudente, a montante e jusante da ETE, na lagoa de captacdo do Rio

Santo Anastdcio e no sistema de distribuicdo de agua.
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De todos os analitos inseridos neste projeto observa-se que houve
deteccdo apenas dos estrégenos, abaixo das quantificagbes permitidas pelo
método proposto. As deteccdes observadas ocorreram apenas nos meses mais
chuvosos (setembro e novembro do ano de 2014) dentro do periodo de
monitoramento e apenas a montante dos sistemas de tratamento de dgua para a
cidade de Marilia e do sistema de tratamento de esgoto de Presidente Prudente.

A elevagao da precipitagdo média mensal determina o aumento do volume
de agua nos rios, que associado a turbuléncia e elevacdo da quantidade de
matéria organica de fonte antropogénica, promove a liberacdo de estrégenos
anteriormente adsorvidos aos sedimentos e as substancias humicas.

A Figura IV.9 apresenta os indices pluviométricos publicados pela Defesa
Civil Estadual para a cidade de Marilia e Presidente Prudente, durante este

periodo.

Figura IV.9: indices pluviométricos publicados pela Defesa Civil Estadual para a cidade de
Marilia e Presidente Prudente, no periodo de monitoramento.
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As figuras V.10 e 1V.11 apresentam os dados de temperatura (maxima e minima) e dias

com chuva observados no periodo de monitoramento.
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Figura IV.10: Temperaturas maximas e minimas e dias com chuva, durante o periodo de
Monitoramento para a cidade de Marilia (Fonte: Defesa Civil de Sdo Paulo)
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Figura IV.11: Temperaturas maximas e minimas e dias com chuva, durante o periodo de
Monitoramento para a cidade de Presidente Prudente (Fonte: Defesa Civil de Sdo Paulo)
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A distribuicdo dos microcontaminantes nos pontos escolhidos para
monitoramento na cidade de Marilia sugere que ao atravessar a cidade, o Rio do
Peixe esteja recebendo cargas de esgoto doméstico ndo tratado. De acordo com
dados do Relatério sobre Qualidade das Aguas Superficiais da CETESB (2013) para
esta cidade, a carga poluidora remanescente equivale a produzida, ou seja, ndo ha

tratamento de esgotos coletados. Dados coletados na Prefeitura Municipal de
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Marilia informam que a cidade ndao possui ETE em operagcdo, mas que a
implantacdo da mesma esta sendo realizada, com previsao de entrega em agosto
do ano de 2015 (PM, 2015)

As deteccBes dos estrégenos ocorreram principalmente a entrada dos
sistemas de tratamento de dgua na cidade de Marilia, indicando que ha um aporte
continuo destas substancias. Este comportamento, entretanto nao foi observado a
jusante dos sistemas indicando que o mesmo é capaz de diminuir as
concentragdes das substancias a niveis mais seguros.

Verlicchi et al. (2012) relataram eficiéncias de remocdo globais de
micropoluentes em 244 sistemas convencionais no Mundo (localizada em paises
europeus, na América incluindo o Brasil, Asia e Australia). As remocSes de
estrogénio foram entre 67% e 80%. Froehner et al. (2011) estudando as eficiéncias
de remoc¢do de sistemas de lodo ativado, manta de lodo anaerébio com fluxo
ascendente e lagoas de estabilizacdo, relataram eficiéncias de remocdo de
horménio de 73,1%, 66,5% e 56,5% respectivamente. Os autores observam,
entretanto que a monitorizacdo da qualidade da agua deve ser continua e
expandida a outras matrizes como lodo de esgoto. A elucidacdo dos mecanismos
bidticos e abidticos envolvidos na degradacdo dos micropoluentes também
podera contribuir com o planejamento de sistemas de tratamento mais eficientes
na remocgao destes compostos.

E interessante observar que o estrégeno E3 foi detectado mais vezes que o
E2 a montante das ETA’s. Este comportamento combina com o fato do E3 ser o
produto final da degradacdo de E2.

O estrogénio sintético EE2, principio ativo de pilulas anticoncepcionais foi
detectado com maior frequéncia, a montante dos sistemas de tratamento de
agua. Tal fator certamente esta relacionado ao seu uso difundido e continuo pela
populagdo feminina, assim como ao seu comportamento mais estavel em relagao
aos outros estrégenos.

Para a cidade de Presidente Prudente, a visao geral que se tem em relagao
ao comportamento dos estrégenos, é que estavam presentes apenas a montante
do sistema de tratamento de esgoto da cidade, nos periodos em que houve maior

precipitacdo (Figura 15).
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A cidade conta com sistemas de tratamento de esgotos por lodo ativado,
sendo a carga organica remanescente de 11%, segundo dados do Relatério de
Qualidade das Aguas da CETESB (2013). Assim como foi observado para a cidade
de Marilia, o estrégeno E3 foi detectado mais vezes que E2, confirmando as
discussoes ja apresentadas a respeito do sua degradacdo. O estudo publicado por
Pessoa et al. (2014), onde trés tipos de tratamento de esgotos foram investigados
guanto a remocao de estréogenos, mostra que ha maior eficiéncia na remocao pelo
sistema de lodo ativado com pds cloragao, com taxas aproximadas a 80%.

As Figuras IV.12 e IV.13 ilustram as porcentagens de ocorréncia dos
estrégenos nas cidades de abrangéncia da UGRHI 21 e 22, ao longo do

monitoramento deste trabalho.

Figura IV.12: Porcentagens de ocorréncia dos estréogenos na UGRHI 21 (Marilia)
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Figura 1V.13: Porcentagens de ocorréncia dos estrégenos na UGRHI 22 (Presidente
Prudente)

UGRHI 22 (Presidente Prudente)
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A nao deteccdo dos farmacos deste estudo pode estar relacionada a dois
fatores principais: os limites de deteccdo do método empregado e possiveis
fatores ambientais que minimizem suas concentragdes ambientais.

Muitas metodologias analiticas tém sido relatadas para a quantificacao de
uma variedade de produtos farmacéuticos em amostras de agua e efluentes,
incluindo LC-MS e, em menor grau, GC-MS, como apontado na revisdo analitica
sobre métodos de rastreamento de residuos de farmacos em agua e efluentes,
escrito por Fatta et al. em 2007.

A técnica de LC-MS e técnicas relacionadas, como cromatografia liquida de
ultra performance (UPLC-MS), sdo técnicas robustas e sensiveis para a detec¢do
destes tipos de compostos e dos produtos de transformacgdo, em niveis traco, nas
matrizes ambientais. Ao contrario da cromatografia gasosa (GC-MS) a LC-MS pode
determinar os analitos sem a necessidade da derivatizacdo, o que é atrativo
quando se analisam simultaneamente compostos pertencentes a estruturas
distintas, que envolveriam mais de uma reacdao de derivatizacdo por CG-MS
(FARRE et al, 2008).

De acordo com LI (2014) as concentragGes dos farmacos normalmente
diminuem do efluente das estacdes de tratamento de esgotos para as aguas
superficiais e subterraneas. Isto porque ocorrem processos naturais, como
biotransformacdo, fotdlise, sorcdo, volatilizacdo e dispersdo, atenuam sua
presenca na agua (GURR e REINHARD, 2006). Os niveis com que os farmacos sdo
encontrados nas estacdes de tratamento de esgoto normalmente sao mais altos,
visto que muitos deles estdo associados a carga organica do efluente.

Em um levantamento sobre a andlise de B-bloqueadores em estagbes de
tratamento de efluentes domésticos e hospitalares e dguas superficiais, conduzido
por Hernando et al (2005) foi observado que estes farmacos sdao encontrados em
altas concentragdes. Dado que o propranolol é eliminado do organismo com
apenas 10% de sua forma metabolizada, € um dos compostos encontrados em
maiores taxas, com valores que variaram entre 2,1 a 10 ng.L'l. E observado que ha
uma reducdo da sua concentracdo na ETE de 95%. Isto acontece porque o valor de

Kow do propranolol é relativamente alto, indicando que o mesmo estara bastante
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associado a matéria organica, sendo retido nas ETE's que apresentem boa redugao
de carga poluidora.

A ocorréncia do atenolol e outros fdrmacos e produtos de higiene pessoal,
foi investigada no rio Han (Coreia do Sul) por Yoon et al (2010). Os niveis de
concentrago encontrados estavam préximos de 83 ng L™ e valores maximos de
150 ng L. Os autores chamam a atencdo para o fato deste farmaco possuir
eliminagdo incompleta em sistemas de tratamento de efluentes.
Comparativamente ao propranolol, o atenolol possui K, baixo o que sugere que
esteja mais solubilizado na dgua, apresentando concentra¢cdes maiores nas aguas
superficiais e que seja pouco retido nas estacdes de tratamento de efluentes.

Um fator que contribui com a atenuacdo de substdncias quimicas no
ambiente sdo os processos de fotdlise. As cinéticas de degradagdo de pB-
blogueadores, incluindo atenolol e propranolol, foram estudadas por Qin-
Taoliu e Willians (2006). Os autores extrapolaram os tempos de meia vida das
duas substancias para condi¢des de radiacdo natural no verdo e inverno europeus.
Foi observado para o propranolol que no verdo europeu a meia vida é de 0,6 a 1,9
dia e no inverno de 3,9 a 12 dias. Este tempo diminui para regides onde a radiacado
solar é mais intensa como nas areas tropicais. Para o atenolol os valores de meia
vida variaram entre 15 e 35 dias no verdo e 104 e 166 dias no inverno,
confirmando que suas estruturas quimicas possuem grande impacto na cinética da
fotolise.

A biodegradacdo também deve ser levada em consideracdo quando da
diminuicdo da concentracdo ambiental de farmacos. O atenolol é especialmente
susceptivel a este processo, com taxas de degradacdo de até 96% em 24h
(MAURER, 2007).

O ciprofloxacino vem sido detectado em diversas matrizes ambientais
como estac¢des de efluentes doméstico s e de hospitais e em agua superficial, em
concentragdes que variam de ng a ug L™ (VASCONCELOS et al, 2009). Sabe-se
entretanto que sua meia vida no ambiente aquatico é pequena (aproximadamente
2h) pela susceptibilidade que possui a fatores ambientais que diminuam a sua
concentragdo. Este composto tende a se adsorver ao material particulado de

origem organica e plancton. A biodegradacdo é tida como um importante
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mecanismo de dissipacdo desta substancia no ambiente, mas o principal fator de
atenuacdo é a fotodegradacdo (BELDEN, MAUL, LYDY, 2006).

A andlise das amostras ambientais realizadas em periodos com diferentes
indices pluviométricos mostrou que a concentracdao ambiental dos estrégenos é
fortemente influenciada por este fator climatico.

Em Marilia a ocorréncia dos estrégenos ocorreu principalmente a
montante dos sistemas de tratamento de 4gua da cidade, sendo mais presente o
E3, produto final da degradacdo de E2, e EE2, hormonio sintético empregado em
pilulas anticoncepcionais. Em Presidente Prudente, houve maior ocorréncia dos
estrogenos (E3 e EE2) a montante do sistema de tratamento de esgotos, sendo
gue a jusante ndo foram detectados os mesmos niveis de E3 e EE2.

Ficou evidente que a disposicdo inadequada de esgotos domésticos
contribui com a degradacdo da qualidade da agua e que contaminantes
emergentes estdo cada vez mais presentes nos mananciais de abastecimento. O
melhoramento dos sistemas de tratamento, o emprego de novas tecnologias e
principalmente, medidas adequadas de esgotamento sanitario deverdo ser alvo de
investimentos para que esta situacao seja controlada.

As condicdes cromatograficas de analise pré-estabelecidas foram
satisfatoriamente otimizadas para analise simultdnea dos farmacos atenolol,
propranolol, ciprofloxacino, dos estrégenos naturais estradiol (E2) e estriol (E3) e
do estrégeno sintético etinilestradiol (EE2), em detecg¢do por fluorescéncia.

O método desenvolvido para analise de farmacos e estrégenos em agua
superficial foi submetido ao procedimento de validagdao que engloba parametros
de confiabilidade analitica, incluindo linearidade, precisdao intermediaria, exatidao,
limites de detec¢do e quantificacdo . Os coeficientes de correlagdo para as curvas
analiticas, assim como a precisdo intermediaria e exatiddo, foram considerados
aceitaveis de acordo com o preconizado pelo INMETRO (2010) e ANVISA (2012).

O estudo da influéncia da matriz foi pronunciado para todos os analitos e,
que pode ser atribuido a compostos ligados aos analitos. Sendo assim, a
guantificacdo deverd ser realizada com base na curva preparada no extrato da

matriz correspondente.
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O método desenvolvido apesar de convencional substitui os cartuchos
comumente utilizados por uma alternativa mais econémica com interagdes
similares, o cartucho Strata-X.

A ocorréncia dos estrégenos ocorreu a montante dos sistemas de
tratamento de 4dgua na cidade de Marilia e em Presidente Prudente as deteccdes
aconteceram a montante do sistema de tratamento de esgoto.

Ndo foram observadas quantidades detectdveis dos analitos apds os
tratamentos de dgua e esgoto, assim como no Rio do Peixe em Marilia e na lagoa

de captacdo em Presidente Prudente.
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CONCLUSOES

Neste trabalho, foi otimizado e validado método para andlise de
estrogenos (17 b estradiol, 17 a etinilestradiol e estriol) e alguns farmacos
(atenolol, ciprofloxacino e propranolol) que apresentou confiabilidade e limites de
deteccdo e quantificagdo da mesma ordem de grandeza de outros trabalhos
relatados na literatura, utilizando-se HPLC/FLD, com a vantagem de ter sido
estudado o efeito de matriz, geralmente negligenciado nos estudos existentes na
literatura.

Para as amostras coletas em Marilia e Presidente Prudente, foi possivel a
deteccdo apenas dos estréogenos, sendo que sua ocorréncia esteve associada aos
dias com maior precipitacdo, dentro do periodo de estudo.

Este foi o primeiro estudo enfocando a ocorréncia de farmacos e
estrégenos nestas duas UGRHIs do interior de S3o Paulo. Estudo adicionais
deverdo ser efetuados, no sentido de alcancar menores limites de deteccdo e
guantificacdo das moléculas estudadas, inclusdo de outras moléculas com
atividade bioldgica importante, como as oriundas de produtos de cuidado pessoal,
além da extensdo do estudo ambiental, em uma base espacial e temporal mais

abrangente.
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