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RESUMO

A presenga de farmacos em aguas superficiais ¢ uma questdo que vem causando preocupagdo, devido ao fato
destes compostos possuirem baixa biodegradabilidade, por geralmente persistirem aos processos de tratamento
convencionais e por também serem desconhecidos os efeitos cronicos desta exposi¢cdo aos organismos
aquaticos e aos seres humanos. As EstacOes de Tratamento de Esgoto sdo indicadas como as principais fontes
de descarga dessas substancias no ambiente. Nesse contexto, foi desenvolvida uma metodologia para
determinagdo dos farmacos cafeina e amoxicilina, utilizando Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com
detecgdo por Ultravioleta (HPLC- UV). O método proposto foi validado nos parametros linearidade, preciséo,
exatiddo, limite de deteccdo e limite de quantificacdo, de acordo com os padrGes do INMETRO e ANVISA.
Apos considerado valido, 0 método foi entdo aplicado em amostras de agua de rio e de esgoto, do municipio de
Medianeira-PR. Os resultados indicaram presenga de ambos os farmacos nas amostras analisadas, sugerindo a
baixa eficiéncia de tratamento da ETE analisada frente a esses micropoluentes. As concentracdes encontradas
para a cafeina variaram entre ndo detectado e 0,1187 mg.L, com um limite de detecgéo de 0,08 mg.L e um
limite de quantificacdo de 0,27 mg.L*. Ja para a amoxicilina as concentragdes variaram entre 0,0029 a 0,026
mg.L™?, para limite de deteccdo de 0,05 mg.L™? e um limite de quantificagcdo de 0,18 mg.L™. Dessa forma, a
metodologia se mostrou adequada e pode ser utilizada em outros estudos de mesma natureza.

PALAVRAS-CHAVE: Poluentes Emergentes, HPLC, Cromatografia, Determinacdo, Validacao.

1. INTRODUCAO

Na década de 70, comegou-se a atentar para a presenca de farmacos em ambientes aquaticos, devido ao fato de
muitos destes compostos, tais como antibioticos, hormdnios, anti-inflamatérios, anestésicos, dentre outros,
serem encontrados em efluentes de EstacOes de Tratamento de Esgotos (ETES) e em aguas superficiais e
subterraneas em concentragdes na faixa de ug.L™ e ng.L? ao redor do mundo. A presenca dessas substancias
no meio ambiente indica que as mesmas sao recalcitrantes e que possuem baixa biodegradabilidade, sendo que
ainda ndo se conhece o efeito crénico desta exposi¢do em seres humanos e animais (ANDREOZZI et al., 2004;
LOPES, 2014; COSTA JUNIOR et al, 2014; MELO et al., 2009; LONGHIN, 2008).

A principal rota de contaminagio de farmacos em aguas superficiais é o langamento de esgoto in natura, ja que
em diversos locais ha um grande déficit de infraestrutura em saneamento (MELO et al., 2009). De acordo com
dados do Sistema Nacional de InformacGes sobre Saneamento, no Brasil, somente 54,87% dos municipios
realizam a coleta do esgoto doméstico, dentro desse grupo 70,87% dos municipios que realizam a coleta
também efetuam o tratamento do esgoto e em 45,13% dos municipios o esgoto ndo é coletado, sendo lancado
diretamente em &guas superficiais (SNIS, 2014).
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Outra rota importante é o lancamento de efluentes de estagdes de tratamento de esgotos domésticos, uma vez
que a remocdo de farmacos € incompleta frente aos processos de tratamento utilizados. Além disso, a
contaminacao também pode ocorrer pelo descarte inadequado de medicamentos, derramamentos acidentais
durante a fabricacdo e distribuicdo e pelo lancamento de efluentes industriais sem o tratamento adequado
(ANDREOZZI et al., 2004; SILVA, 2015; MELO et al, 2009).

Os antibidticos constituem uma importante classe de fA&rmacos com grande possibilidade de causar impactos
ambientais devido a capacidade de gerar organismos resistentes, apresentarem toxicidade aguda para algumas
espécies aquaticas, resistirem ao tratamento de ETEs convencionais e pelo fato de persistirem no ambiente e
potencializarem seu efeito no ecossistema (SILVA, 2015; LONGHIN, 2008).

No grupo dos farmacos, também esta incluida a cafeina, que além de estar presente na formulagéo de diversos
medicamentos, também se encontra em bebidas, alimentos e condimentos e a sua presenga no ambiente
aquatico é um importante bioindicador ambiental, ja que ela ndo é consumida por animais e nem esta presente
em fertilizantes, demonstrando contaminagdo por esgotos domésticos (MAFIOLETI, 2014).

Métodos baseados na Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) ou High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) sfo adequados para uma variedade de compostos organicos que apresentam
polaridade alta e volatilidade baixa ou elevada instabilidade térmica, que sdo caracteristicas de alguns
farmacos (SILVA; COLLINS, 2011). Nesse método, a fase mdvel, constituida de solventes liquidos, tem a
capacidade de realizar separacGes e analises quantitativas de uma grande quantidade de compostos, em escala
de tempo de poucos minutos, transportando os analitos através de uma coluna cromatogréafica, onde ocorre a
separacdo pelas diferencas de afinidade dos analitos com a fase estacionaria (QUEIROZ, 2011; DE SOUZA
LOPES et al., 2010).

Dessa forma, considerando a problemética atual, realizou-se um estudo para desenvolver e validar uma
metodologia analitica para a deteccdo de cafeina e amoxicilina, utilizando Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia com deteccdo por Ultravioleta (HPLC- UV) para determinagdo desses micropoluentes. A validacdo
foi avaliada segundo os pardmetros linearidade, precisdo, exatiddo, limite de deteccdo e limite de
quantificacdo, de acordo com os padrdes do INMETRO e ANVISA.

2. METODOLOGIA
2.1 INSTRUMENTAL

As determinacdes foram realizadas em um sistema HPLC-UV Varian (Figura 7), coluna Varian Microsorb-
MV C18 (4,6 x 250 mm), a temperatura ambiente, injecdo de 20 pL e com vazdo constante de 0,8 mL minL.
Os cromatogramas foram obtidos com o detector UV e foram extraidos no comprimento de onda de 230 nm.
Como resposta analitica foi registrada a area do pico cromatografico correspondente a cada analito.

As fases moveis foram testadas em modo isocratico, compostas por metanol, acetonitrila e 4gua ultra-pura com
modificador de pH 3 (&cido férmico). Apos testes, a fase mdvel escolhida foi constituida por metanol e agua
ultra-pura com modificador de pH 3 (acido formico 0,3%) na proporgdo 90:10, considerando a resolucédo
cromatografica.

2.2 ESTUDO DE VALIDAGAO

A linearidade foi verificada mediante ao preparo de curvas de calibracdo com sete pontos em triplicatas
analiticas (n=3) na faixa de 0,05 a 2,8 mg L-1. Para a avaliacdo da linearidade foi aplicada a analise de
regressdao com analise de variancia (ANOVA) e teste de falta de ajuste ao nivel de 95% de confianca usando
software estatistico (Minitab 16.2.2).

Para a exatiddo, a metodologia utilizada consistiu em adicionar aliquotas com concentracdo conhecida dos
analitos em trés niveis em amostras (2,0, 4,0 e 8,0 pg.L™) e submeter ao processo de extracio e quantificacdo e
avaliar a recuperacao obtida.

O fator de recuperacdo foi calculado através da equacédo (1).
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% Recuperacdo= /0] %100 Q)
Sendo Creq a concentragdo medida na analise e Crea @ cOncentracao da amostra fortificada.

O estudo da precisdo foi realizado verificando-se a repeticdo dos resultados para a solugdo de 4,0 pug.L™* no
mesmo dia e em dias consecutivos. A avaliacdo ocorreu a partir do calculo de desvio padréo relativo (RSD) ou
CV (eq. 2).

CV=s/x .100 @)

Sendo CV o coeficiente de variagdo ou desvio padréo relativo, s o desvio padrao e x a média.

O Limite de Deteccdo (LD) e o Limite de Quantificacdo (LQ) foram calculados baseados em parametros da
curva analitica. Sendo o LD calculado para estimar a menor concentracdo de deteccdo do analito, mas nao
necessariamente quantificado. O Limite de Quantificacdo, por sua vez, representa a menor concentracio
medida de um analito. Para que se tenha uma maior precisdo estatistica, é necessario que haja uma maior
concentragdo para o LQ.

O LD pode ser calculado a partir da equacéo (3) e o LQ a partir da equacéo (4).
LD=3 x s/S 3)
LQ=10xs/S (4)

Em que o s é o desvio padrdo do intercepto, e 0 S é o coeficiente angular da curva analitica (RIBANI et al.,
2004).

2.3 OBTENCAO E PREPARO DAS AMOSTRAS
2.3.1 Localizagao e caracterizacdo dos pontos de coleta

Foi realizada uma coleta no més de Abril de 2016 em 4 pontos amostrais (Tabela 3), do Rio Alegria e da
Estacdo de Tratamento de Esgoto do municipio de Medianeira, localizado no oeste do Parana. O sistema de
tratamento da ETE estudada é constituido por uma unidade de tratamento identificada como Reator Anaerébio
de Lodo Fluidizado — RALF, cuja capacidade de tratamento € de 70 L.s-1. O langamento é feito no Rio
Alegria, que possui uma vazdo média de 370 L.s-1, largura aproximada de 5 m e 0,4 m de profundidade em
meses secos e 0,9 m em meses chuvosos (LOPES et al., 2016).

As amostras foram coletadas manualmente, seguindo as recomendac@es especificadas na NBR 9898 (ABNT,
1987), em frascos ambar de 1 litro previamente limpos com agua e detergente neutro, enxague abundante em
agua de torneira e com um Gltimo enxague com agua destilada. Depois de secos, foi realizado o enxague com 5
mL de acetona agitando o frasco para contato com as paredes e foram secos até a evaporagdo e entdo
identificados com etiquetas adesivas.

Durante a coleta foram medidos os pardmetros de oxigénio dissolvido e temperatura utilizando uma sonda
multipardmetros, modelo DO-5519 da marca Lutron. Os frascos foram armazenados em isopor com gelo e
encaminhados até o laboratério, onde foi imediatamente medido o pH com um pHmétro. As amostras foram
entdo armazenadas em geladeira por 7 dias e ap0s este prazo foram congeladas até serem iniciadas as analises.
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Tabela 1: Descricao dos pontos de coleta

Pontos de coleta Coordenadas Descricdo

Ponto 1 (P1)

Esqoto bruto da $25°17°10,86” Avrea de entrada do
g ETE W 54°06°04,19” Esgoto bruto na ETE
Ponto 2 (P2)
S 25°17°10,7”

Saida do esgoto sanitario

0 3 ”
W 54° 06’ 05,03 tratado na ETE

Efluente final da

ETE
Ponto 3 (P3) i
S 25°17’ 06” Area ndo urbanizada,
100 m & jusante W 54° 06°07,2” com mata ciliar
do langamento
Ponto 4 (P4) Trecho do rio que passa
por uma cachoeira
400 m a jusante S25°17° 01” artificial, possui
do langcamento W 54°06°12,9” ambiente I8tico, com
mata ciliar bem
conservada

2.3.2 Preparo das amostras

Foram filtrados em membrana de fibra de vidro 1000 mL de amostra de agua e esgoto e o pH ajustado para 7,
utilizando HCI e NaOH 0,1 mol.L™.

As amostras foram eluidas em cartuchos Waters® C18 previamente ativados com 2 mL de metanol, seguidos
de 2 mL de 4gua e metanol 1:1 e por fim 2 mL de &gua ultrapura. O fluxo de percolagdo foi de 5 mL min-1 e
apds secura ao ar os analitos foram eluidos com 2,0 mL de metanol. (Figura 1).

Percolagdo da

. Eluigdo (2 mL
Filtragio da amestra Cogglggrr;;:mznto an;,o:-t.ﬁrf-:in% 8 de metanol- 1
com membrana de fibra mL oor vez)
de vidro a
L
..l
-
™
i‘ .'

2 mL de metanal + 2
mL de H20 e metanol Analitos
1:1 + 2 mLde H2ZO

ultrapura
Solvente Amosira HO & B Inlerferenies @ Analilos

Figura 1: Fluxograma do processo de extracado por fase sélida (SPE)
Fonte: Adaptado de: CALDAS, et al. (2011)
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 CONDICOES CROMATOGRAFICAS

Inicialmente foram avaliados os cromatogramas de padrdes dos farmacos cafeina (Figura 2) e amoxicilina
(Figura 3), a fim de verificar os tempos de deteccdo de cada composto no comprimento de 230 nm. Pelos
cromatogramas apresentados, é possivel observar os picos de ambos os compostos. A cafeina foi identificada
pelo pico no tempo aproximado de 3,7 min, enquanto que a amoxicilina formou dois picos, sendo detectados
nos tempos de 5,7 min e 6,2 min, aproximadamente.

mal [T T DATA]

= Cafeina

43 /
40
35
30

25

s ]
i e )
TH 20,00

-

[=] i
BP0 20

RT [min]
05 1 15 2 25 3 fef 4 45 5 85 g 65 7 75 g g5 9 9.5 10

'
i

o

Figura 2: Cromatograma do padrao de cafeinaa 5 mg L?

may

Amoxicilina

RT [min]
05 1 14 2 25 3 35 4 45 4 55 B B5 7 75 g 845 9 95 10

Figura 3: Cromatograma do padréo de amoxicilinaa 5 mg L™

3.2 ESTUDO DE VALIDAGAO

As curvas de calibragao utilizadas para a analise da linearidade (Figura 4) foram realizadas em duplicata
utilizando concentracdes que variaram de 0,05 mg.L™* a 2,8 mg.L™, relacionando as areas dos cromatogramas
nos picos especificos e as concentragdes. Os ajustes das curvas/linearidade foram avaliados com base ANOVA
de regressdo e pelo coeficiente de correlagéo, que segundo o INMETRO, um valor de R? maior que 0,90 é
aceitavel, ja a ANVISA recomenda um coeficiente de correlagdo igual ou maior a 0,99. Para ambos os
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farmacos os coeficientes R2 foram maiores que 0,99, indicando uma correlagao fortissima (BRITO et al.,
2003). A Tabela 2 apresenta os parametros de calibracdo e analise da linearidade.

4 18

35 16

14

w

1.2

-
i

Area {mAuw min)
Asea (mAu. min}

-
= i

=
i

a

o 0,5 1 135 2 5 3 o 0% 1 1,% 2 FA 1

Concentragdo (mg /L) Concentragio {mg /L)

a) b)

Figura 4: Curvas de calibracéo para o ensaio de linearidade dos farmacos: a) Cafeina. b) Amoxicilina

Tabela 2: Parametros de calibracéo e analise da linearidade

Parametros de Regressdo Validacdo Linearidade
Regressao Falta de ajuste
Equacéo R? F calculado p-Valor F calculado p-Valor
CAF  AREA=0,47(x0,03)+1,10(x0,02)[CAF] 99,7 4738 0,0 0,23 0,9
AMO AREA=0,003(+0,01)+0,56(x0,07)[AMO] 99,8 7300 0,0 0,25 0,9

Feritico (1;12; 0,05) de regressdo = 4,75; Feritico (5;7; 0,05) de falta de ajuste =3,97

Para a analise da regressdo ao modelo linear 0 Feaculado de cada farmaco (CAF: Feaiculado = 4738; AMO: :
Fealculado = 7300) foi comparado com 0 Feriico (1;12; 0,05) de regressdo = 4,75. Como Fitico<F calculado para
ambos os farmacos, os modelos foram considerados significativos. Com relacdo ao estudo da falta de ajuste
também verificou-se que o modelo linear se ajusta satisfatoriamente aos dados experimentais, pois o valor de
Feritico (5;7; 0,05) =3,97 foi maior do que 0 Fcaiculado para cada analito (Feritico™Fcalculado)-

Segundo Montgomery e Runger (2009), o valor p se refere ao menor nivel de significancia que conduz a
rejeicdo da hipotese nula Ho, com os dados fornecidos. Geralmente, o valor de corte para rejeitar a hipotese
nula é de 0,05, o que significa que, quando ndo ha nenhuma diferenca, um valor tdo extremo para a estatistica
de teste é esperado em menos de 5% das vezes (FERREIRA; PATINO, 2015). O p-valor indica, de um ponto
de vista prético, a probabilidade do efeito observado entre os tratamentos/categorias ser devido ao acaso, e ndo
aos fatores que estéo sendo estudados.

Dessa forma, como o p-valor para a analise de regressao foi zero, pode-se rejeitar a hipotese nula e ndo ha
chance dessa diferenca entre as médias ser devido ao acaso (e ndo um efeito dos tratamentos), sendo
considerado altamente significativo, ja para a falta de ajuste onde o p-valor foi de 0,9 ndo se rejeita a hipotese
nula e com isso 0 método apresenta linearidade na faixa de trabalho avaliada.

A exatiddo foi estabelecida mediante a comparacdo entre os valores quantitativos de determinado analito
recuperado no processo, em relacdo & quantidade real presente na amostra, avaliada pelas curvas de calibragéo,
utilizando trés niveis de fortificacdo. Os resultados estdo expressos na Tabela 3.

6 ABES - Associacao Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental
AESABESP - Associacdo dos Engenheiros da Sabesp



fg‘)
R 12

CONGRESSO ABES
FENASAN 2017

Tabela 3: Valores de recuperacdo para os ensaios de exatiddo em trés niveis.

Nivel de Recuperacéo

Analito fortificagédo Recup. Média Desvio
(ug L) (%) (n=3) Padréo

2 117,0 39

CAF 4 103,9 59

8 102,9 6,8

2 105,7 4,0

AMO 4 112,3 5,6

8 102,9 3,8

Em todas as situagdes analisadas as recuperacdes médias foram consideradas altas e maiores que 100%. Os
intervalos aceitaveis de recuperacdo para validacdo geralmente estdo situados na faixa entre 70 e 120%
(LANCAS, 2004), com precisdo de até + 20%. No entanto, dependendo da complexidade analitica e da
amostra, este valor pode ser de 50 a 120%, com precisdo de até + 15% (RIBANI et al., 2004). Dessa forma, os
resultados encontrados, vdo de acordo com as faixas consideradas satisfatorias.

As recuperac0es obtidas nesse trabalho também séo similares com alguns valores de recuperacéo reportados na
literatura para analises de farmacos utilizando HPLC. Em um trabalho realizado por Gomes e Souza (2009), as
recuperacdes médias de amoxicilina variaram de 84,0% a 103,74%, ja no estudo de Uddin et al. (2016) as
recuperacdes da amoxicilina estavam na faixa de 97-107%. Para a cafeina, o estudo de Dewani et al. (2015)
mostrou recuperacdes variando de 98-102%.

Neste estudo, foram utilizados testes de repetibilidade para verificar a precisdo do método. As amostras foram
injetadas sob as mesmas condi¢des de andlise, no mesmo dia e em dois dias consecutivos. A Tabela 4
apresenta as precisdes calculadas pelos coeficientes de variacéo, intradia e interdia.

Tabela 4: Niveis de preciséo intradia e interdia

CV (%)
Analito Intradia Interdia
CAF 5,678 6,512
AMO 4,972 5,287

Em métodos de analise de tracos ou impurezas, sdo aceitos Coeficientes de Variacdo de até 20%, dependendo
da complexidade da amostra (RIBANI et al., 2004). Assim, de acordo com os valores analisados, 0 método
utilizado é preciso, pois todos 0s compostos estudados apresentam coeficientes de variagdo menores que 7%.

Entretanto, a ANVISA determina valores de precisdo inferiores a 5%, que ocorreu apenas na amoxicilina
intradia, porém devido a complexidade das amostras podem ser aceitos valores proximos a 5%, como 0s
verificados na Tabela 4. Cabe destacar que a ANVISA propde parametros para a validacdo de métodos
relacionados a farmacos de consumo humano em férmulas comerciais e, portanto, matrizes simples e de baixa
complexidade quando comparadas a amostras ambientais, justificando o maior rigor.

O Limite de Deteccdo (LD) expressa o menor valor de concentracdo do analito analisado que pode ser
detectado pelo método, enquanto que o Limite de Quantificacdo (LQ) corresponde na pratica ao padrdo de
calibracdo de menor concentracdo (INMETRO, 2011). Os respectivos LD, LQ e os niveis de Repetitividade e
Precisdo Intermediaria estdo expressos na Tabela 5.

Para a cafeina o LD foi de 0,08 mg.L* e 0 LQ de 0,27 mg.L™. Esses limites foram maiores que os encontrados
por Kim et al. (2009) (LD= 0,15 pg.L* e LQ= 0,49 pg.L'Y), porém ainda sdo considerados satisfatérios para o
presente estudo, visto que foi utilizado SPE a fim elevar as concentracBes dos analitos antes de serem
introduzidos no sistema cromatografico.
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Tabela 5: Limites de detec¢do, quantificacdo e estimativa da precisdo intermediaria e da repetitividade

o Preciséo
Limites
Analitos RP Pl
0, 0)
LD(mgLY) LQ(mgL? C(zz(g/;)) C(\rl]z(g/;)
CAF 0,08 0,27 57 5,0
AMO 0,05 0,18 6,5 53

LD= Limite de Detec¢do; LQ= Limite de Quantificacdo; CV= Coeficiente de variagdo; RP=Repetitividade e PI=Precisdo Intermediéria

Ja para a amoxicilina os valores foram menores: o LD estimado foi de 0,05 mg.L e o LQ de 0,18 mg.L%. Os
resultados indicaram que o método é sensivel o suficiente para os objetivos deste trabalho tendo em vista a
faixa linear de trabalho estabelecida e a pré-concentragdo empregada. Valores proximos foram obtidos no
trabalho de Gomes e Souza (2010) que também utilizaram HPLC-UV para a deteccdo da amoxicilina e
obtiveram valores de 0,133 e 0,442 mg.L™, para os limites de detecgdo e quantificacdo respectivamente. J& no
estudo de Uddin et al. (2016) os resultados foram ainda mais similares (0,03 mg.L ™ para LD e 0,10 mg.L* para
LQ), no entanto foi utilizado um sistema UPLC.

3.3 CARACTERIZACAO, PREPARO DAS AMOSTRAS E QUANTIFICACAO DOS ANALITOS
3.3.1 Analises fisico-quimicas

Conforme indicado na Metodologia, os pardmetros temperatura e oxigénio dissolvido (OD) foram medidos nos
pontos de coleta, enquanto que o pH foi avaliado na chegada ao laboratorio. Os resultados estdo indicados na
Tabela 6.

Tabela 6: Pardmetros Temperatura, OD e pH das amostras utilizadas

Ponto de Coleta Temperatura (°C) OD (mg/L) pH
P1 21,3 15 6,6
P2 27 1,7 6,46
P3 24,6 7,5 5,7
P4 24,5 8,5 5,55

A temperatura ndo sofreu grandes variacfes entre 0os pontos de coleta analisados, ndo afetando assim o
desenvolvimento dos organismos aquaticos. E de acordo com a Resolugdo CONAMA 430/2011 o despejo de
efluentes em um rio deveréa ter a temperatura inferior a 40°C, sendo que a variagdo de temperatura do corpo
receptor ndo devera exceder a 3°C no limite da zona de mistura. A temperatura pode afetar as reacfes
bioldgicas e as taxas de degradacdo de farmacos. No estudo de Castiglioni et al. (2006), baseado nos dados de
remoc¢do de seis Estacdes de Tratamento de Esgoto da Italia, as eficiéncias de remocdo para a amoxicilina
foram bem maiores no verdo do que no inverno (uma média de 75% no inverno e 100% no verdo)
(CASTIGLIONI et al., 2006 apud VERLICCHI; AUKIDY; ZAMBELO, 2012). Dessa forma, como a coleta
foi realizada em um dia com altas temperaturas, sdo esperadas maiores remogoes.

Com relagdo ao parametro Oxigénio Dissolvido (OD), a Resolugdo CONAMA 357/2005 estabelece que ele
deve ser inferior a 5 mg.L™? O, para rios Classe 2, que se enquadra o Rio Alegria. Dessa forma, esse valor foi
ultrapassado em P3 e P4, podendo indicar contaminacdo por lancamento de efluentes sem um tratamento
eficaz, porém as concentracbes de OD também podem variar naturalmente, sendo portanto necessaria a
avaliacdo de mais parametros para indicar precisamente o grau de poluicao.

O pH em todos os pontos indicou ambientes acidos (pH<7), mas proximos da neutralidade. Segundo a
Resolucdo CONAMA 357/2005, o pH de corpos hidricos de agua doce classe 2, devem estar na faixa situada
entre 6,0 a 9,0, portanto em P3 e P4 os valores de pH foram menores que os padrdes recomendados pela
legislacdo, podendo afetar a fauna e flora local, além de causar outros impactos ja que o pH interfere no grau
de solubilidade de diversas substancias e define o potencial de toxicidade de varios elementos (LIBANIO,
2008).
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3.3.2 Quantificagdo da amoxicilina e cafeina nas amostras

Ap6s o desenvolvimento e a validacdo da metodologia, foi realizada a quantificacdo de cafeina e amoxicilina
nos pontos de coleta da Tabela 1. Todas as amostras ap6s coletadas foram filtradas, extraidas e analisadas
conforme procedimento descrito na metodologia. As concentracfes do cartucho e das amostras estdo indicadas
na Tabela 7 e o gréafico das concentragdes das amostras esta ilustrado na Figura 5.

Tabela 7: Quantificagdo dos farmacos cafeina e amoxicilina nas amostras

Analitos Pontos de Concentracao Concentracao
coleta cartucho amostra
(mg.LH* (pg.L)**

P1 59,4 118,7
CAF P2 ND ND

P3 20,5 41,0

P4 14,9 29,9

P1 11,6 26,0

P2 2,5 6,3
AMO P3 2,0 5,0

P4 1,2 2,9

*Determinagao realizada no extrato concentrado
**Concentrag&o real na amostra considerando o fator de pré-concentracéo
(500 vezes)

Os resultados indicam uma maior deteccéo da cafeina com relagdo a amoxicilina, o que ja era esperado, visto
que a cafeina estd presente na formulacdo de diversas bebidas e alimentos frequentemente ingeridos pela
populagdo desta area de estudo. Porém o nivel de amoxicilina também foi considerado significativo, até
mesmo no P2, local da saida da tubulagdo de esgoto sanitario tratado, o que sugere que o sistema de tratamento
da ETE Esgoto do municipio de Medianeira-PR, constituido principalmente por um Reator Anaerdbio de Leito
Fluidizado (RALF), além dos tratamentos preliminares e primarios, ndo remove este antibidtico de forma
eficaz.

140
120 =
100

ECAF

40 = EAMO
- s

0 - - i = LT

-20 P1 P2 P3 P4
Pontos de Coleta

Concentragido (mg.L"")
D
o

Figura 5: Determinacéo das concentracdes de cafeina e amoxicilina nas amostras de agua e esgoto

As maiores concentracdes dos analitos foram verificadas em P1, referente ao esgoto bruto, antes do processo
de tratamento, j& que neste local ainda ndo houve nenhum tipo de tratamento do efluente.

Quanto maior a distancia do lancamento no corpo hidrico, menor a concentracdo desses micropoluentes, o que
pode ser verificado pelas concentracdes de P3 (100 m a jusante do lancamento) e P4 (400 m a jusante do
lancamento).
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As concentragdes detectadas dos farmacos analisados foram similares as encontradas alguns outros trabalhos.
Santos et al. (2005) obtiveram concentragdes de 2,7 e 6,8 ug.L! de cafeina em esgoto bruto € 0,56 € 2,3 ug.L!
em efluente de uma Estagdo de Tratamento de Esgoto, situada em Seville, na Espanha. J& no estudo de Kim et
al. (2009), foi verificada uma concentracdo de 11 ng.L™ para a cafeina em amostras de efluente secundario de
uma Estacéo de Tratamento de Esgoto localizada no Japéo.

Com relagdo a amoxicilina, o estudo de Hijosa-Valsero et al. (2011) encontrou valores de 30 + 12 ug.L™? em
efluente de uma Estacdo de Tratamento de Esgoto localizada na Espanha, bem similar ao valor encontrado no
P4, que representa o esgoto bruto da ETE analisada neste trabalho. Ja Tran et al. (2016) detectou
concentragdes um pouco inferiores, porém ainda similares (1,855-10,131 pg.L'!) para este antibidtico em
amostra de efluente bruto.

Os dados obtidos em nossa pesquisa reforcam os resultados apresentados por Lopes et al. (2016) quanto a
ocorréncia de bactérias resistentes na mesma regido de estudo a amoxicilina, indicando a dispersdo desses
microcontaminantes no ambiente local.

4. CONCLUSOES

A metodologia analitica desenvolvida foi considerada valida, por atender aos parametros estabelecidos pela
ANVISA e INMETRO, para linearidade, limite de deteccdo e de quantificacdo, exatiddo e precisdo, além de
ser considerado significativo por meio de analises estatisticas.

Os limites de detecgdo e de quantificagdo ficaram na faixa de mg.L?, devido a pré-concentragdo empregada, a
qual foi fundamental para o estudo. A exatiddo foi analisada pela recuperacdo dos analitos e os resultados
foram acima de 100%, valores comumente encontrados em trabalhos similares. A precisdo foi analisada por
meio do coeficiente de variagdo e os resultados indicaram valores proximos a 5%.

A aplicacdo do método nas amostras de agua de rio e de esgoto determinaram a ocorréncia de cafeina e
amoxicilina em todos os pontos de coleta, sugerindo que o sistema de tratamento empregado na ETE analisada
ndo é eficaz frente a esses micropoluentes e que portanto trata-se de uma rota de inser¢éo dessas substancias no
ecossistema local. As concentragBes encontradas para a cafeina variaram entre ndo detectado e 0,1187 mg.L™,
com um limite de deteccdo de 0,08 mg.L* e um limite de quantificacdo de 0,27 mg.L™. Ja para a amoxicilina
as concentragdes variaram entre 0,0029 a 0,026 mg.L, para limite de deteccéo de 0,05 mg.L e um limite de
quantificacdo de 0,18 mg.L. Portanto, a metodologia se mostrou adequada e pode ser utilizada em outros
estudos de quantificacdo de cafeina e amoxicilina em matrizes ambientais.
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