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1 Introducéo

1.1 Micropoluentes

Micropoluentes sédo substancias que se originam de atividades
antropogénicas e aparecem em pequenas concentracdes, variando desde de
microgramas até picogramas por litro - em aguas naturais. Como exemplo, pode-
se citar os produtos quimicos industriais, produtos farmacéuticos e hormonios
(FARRE et al., 2008).

Dentre os micropoluentes existem aqueles conhecidos como “emergentes”.
Estes podem ser definidos como os poluentes cujo os limites de concentracao
no meio ambiente ndo estdo contemplados em nenhuma norma regulatéria que
envolva parametros de qualidade da agua, que ainda nao foram anteriormente
estudados e que podem ser potenciais causadores de danos aos ecossistemas
ambientais, bem como, a saude e seguranga humana). O termo “Micropoluente
de Preocupagédo Emergente” também tem sido utilizado com frequéncia. Assim,
devido a grande utilizacdo, os farmacos constituem uma classe de compostos
que esta entre as que merece maior atencdo (SAUVE; DESROSIERS, 2014).

1.2 Os Farmacos

Os farmacos fazem parte de uma categoria de produtos industriais que
apresenta uma das maiores demandas de producdo mundial. Embora os dados
exatos sejam rararmente divulgados, os produtos farmacéuticos tém sido
comercializados, em grandes quantidades em todas as partes do globo
(TERNES, 1998). Mesmo tendo sua toxidade estudada durante a fase de
desenvolvimento, o potencial de contaminacdo ambiental e 0s mecanismos que
ocorrem quando estes compostos estdo no meio ambiente sdo pouco
conhecidos, o que justifica o interesse na determinagéo desses contaminantes,
bem como sua toxicidade e os efeitos potenciais sobre o meio ambiente e a
saude humana. Soma-se a isto, o fato de néo estarem inseridos na legislacéo
brasileira que regulamenta a qualidade da agua e, portanto, podem ser usados
como um elemento para a elaboracdo de futuras leis (AMERICO et al., 2012;
BORECKA et al., 2015).

Nesse sentido, diversos estudos vém sendo desenvolvidos para melhorar o
processo de tratamento de esgoto e contribuir para os cuidados com o meio



ambiente. Esses trabalhos séo impulsionados, principalmente, pelos avancos na
analise da cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (LC —
MS/MS) o que permite a identificagdo e a possibilidade de rastreamento dos
micropoluentes organicos polares (KUMMERER, 2002). Por conseguinte, muitas
analises ambientais tém sido realizadas em diversos paises e em diversos tipos
de matriz, culminando em publicacbes de artigos e possibilitando assim o
estabelecimento de padrdes de analise e a verificacdo da qualidade das aguas
e efluentes (GONZALEZ-REY et al., 2015; PETROVIC et al., 2014).

2 Materiais e Métodos
Os farmacos escolhidos foram acidos salicilico, ibuprofeno e paracetamol. A

tabela 1 apresenta as propriedades dos farmacos escolhidos para este estudo.

Tabela 1: Farmacos que serdo analisados. Estrutura, Numero CAS, Massa Molar e pKa

) Massa Molar pKa
Composto Estrutura Numero Cas
(g/mol)
O, OH
Acido Salicilico 69-72-7 138,1 3,0
H. CH
3 P _:""/:_ =
Ibuprofeno S W [ Ty COOR 15687-27-1 206.3 4,5
HOL .~
\ [
Paracetamol S ’ ~C 103-90-2 151,1 9,4
T CHy
H

2.1 Definicdo dos pontos de amostragem

A area de estudo deste trabalho, envolveu as maiores cidades da regido da
Bacia Hidrografica do Médio Paraiba (Resende, Barra Mansa e Volta Redonda).
Foram escolhidos 4 pontos de amostragem antes e depois das cidades (Tabela
2). Como Barra Mansa e Volta Redonda formam uma conurbagéo, apenas dois
pontos de amostragem foram escolhidos, antes de Barra Mansa e depois de
Volta Redonda.

As Figuras 1 e 2 mostram 0s mapas com os locais onde foram coletadas as

amostras de agua para analise.




Tabela 2: Pontos de amostragem, suas coordenadas geogréficas e sua localizacao

Ponto Localizacéo Coordenadas Observacao
o 22°28'19.0"S 12 ponte da Cidade de
P1 Resende/Itatiaia
44°30'30.9"W Resende
22°27'56.8"S Ultima Ponte da
P2 Resende .
44°26'09.4"W cidade de Resende.
22°31'30.1"S 1° Ponte da cidade de
P3 Barra Mansa
44°11'21.0"W Barra Mansa.
Ultima ponte da
22°28'42.0"S ]
P4 Volta Redonda cidade de Volta
44°03'47.0"W
Redonda.

Figura 1: Representacao cartografica dos pontos de coletal e 2 (P1 e P2)
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Figura 2: Representacéo cartografica dos pontos de amostragem 3 e 4 (P3 e P4)
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2.2 Plano de Amostragem e Coleta

As coletas foram feitas a cada dois meses, com inicio em setembro de 2016
e encerramento em julho de 2017, em um total de 5 coletas. Cada ponto foi
amostrado com auxilio de um balde de plastico. Foram coletados 4 L de agua
em cada ponto, que foram transferidos para frasco ambar e armazenados em

gelo até a volta para o laboratério.

A limpeza das vidrarias utilizadas nas campanhas de amostragem, seguiram
as recomendacOes do guia de coleta e amostragem da CETESB (CETESB,
2011).

2.3 Analises fisicas e quimicas
Apés cada coleta, pH, condutividade, sélidos totais dissolvidos, temperatura e
oxigénio dissolvido de cada amostra foram mensurados. As determinacdes

foram feitas com o auxilio de uma sonda multi-parametro:

2.4  Filtracdo, extracao e eluicéo

As amostras coletadas foram filtradas em membrana de fibra de vidro, de
porosidade 1,2 mm, para a retirada de sélidos em suspenséo. Em seguida, 500
mL de cada amostra filtrada foram percolados através de cartucho Oasis HLB,
com ajuda de bomba peristéltica, & uma vazdo de 7 mL.min%, para a extracdo
dos analitos de interesse. O sistema para a extracao foi 0 mesmo desenvolvido
por Sodré e colaboradores (SODRE; ANTONIO; FIGUEIREDO, 2010). A figura



3 mostra uma foto representativa do sistema usado para a extragao dos analitos

presentes nas amostras de agua.

S

Figura 3: Foto do sistema usado para extracédo dos analitos presentes nas amostras de agua.
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Os cartuchos foram previamente ativados com 4 ml de metanol e 4 ml de agua

ultrapura. ApGs a extracdo, os cartuchos foram secos a vacuo.

A eluicdo destes analitos foi realizada com auxilio de um manifold,
adicionando-se aliquotas de 4 ml metanol, seguidas de 4 ml de acetonitrila, que
foram coletadas em tubos de ensaio. Apds o processo de eluicdo ser concluido,
as amostras resultantes foram secas completamente sob fluxo de nitrogénio e
depois ressuspendidas em solucdo agua/metanol na proporcédo de 70:30 e em

seguida injetadas no cromatografo.

2.5 Andlises cromatograficas.

Para as analises cromatogréficas foi utilizado um cromatégrafo Agilent 1200,
acoplado a um espectrémetro de massa com triplo quadrupolo e ionizag¢ado por
eletrospray (ESI) 6410.



Foram utilizados dois métodos para a quantificagcdo dos analitos estudados:

um para acido salicilico e ibuprofeno e outro para paracetamol.

Os parametros de cada método séo descritos a seguir.

Acido Salicilico e Ibuprofeno

Fase Mdvel: &cido acético 0,04% e acetonitrila, com a eluigédo realizada em

forma de gradiente. A composicao do gradiente esta descrita na tabela 3

Tabela 3: composicéo do gradiente utilizado para a eluicdo dos farmacos tendo Acido Acético
0,04% e Acetonitrila como fase movel.

Tempo (minutos)

%Acido Acético 0,04%

%Acetonitrila

0 95 5
6 70 30
9 70 30
10 95 5

Coluna cromatografica: Zorbax SB — C18 com dimensdes de 2,1 x 30 mm e
tamanho de particula de 3,5 um, fluxo: 0,3 mL por minuto, condicdo da fonte de
ionizacdo: temperatura de 300°C, voltagem de 3000V, pressao do nebulizador

de 50 psi, fluxo do gas de secagem de 9 L. min-.
Paracetamol

Fase Movel: hidréxido de aménio 0,01% e metanol com proporcéo de 80:20,
com a eluicdo isocratica. Coluna cromatografica: Zorbax SB — C18 com
dimensdes de 2,1 x 30 mm e tamanho de particula de 3,5 um, fluxo: 0,3 mL por
minuto, condi¢cdes da fonte de ionizagao: temperatura de 350°C, voltagem de

4000V, presséao do nebulizador de 20 psi, fluxo do gas de secagem de 6 L.min-:.,

2.6 Analises ecotoxicologicas
Foram realizados testes de toxicidade aguda e crbnica, com
microcrustaceo Daphnia similis e alga Pseudokirchmeriella subcapitata,

respectivamente. Para cada teste foram utilizadas as seguintes metodologias.
Teste de toxicidade aguda com Daphnia similis

Os testes de toxicidade aguda com o microcrustaceo Daphnia similis foram

realizados conforme a NBR 12.713/04. Neonatos com 6 a 24 horas de vida foram



expostos as amostras de aguas e ao controle de cultivo, por 48 horas. Os testes
foram realizados com 20 mL de cada amostra, e foram utilizados 20 organismos
em quatro réplicas com 5 organismos cada. Os organismos foram mantidos em
camaras incubadoras por um periodo, sem alimentacdo, de 48 horas, em uma

temperatura de 20 = 2 °C.

Ap0s do periodo de exposi¢ao, realizou-se a contagem dos organismos imoveis,
sendo considerados imoveis aqueles que ndo conseguiram nadar apés a leve

agitacao do recipiente.
Teste de toxicidade cronica com Pseudokirchmeriella subcapitata

Os testes de toxicidade cronica com alga Pseudokirchmeriella subcapitata
para amostras ambientais foram realizados conforme a metodologia descrita
naNBR 12.648/11. Esse método permite avaliar os efeitos toxicos da amostra
sobre o crescimento de uma cultura especifica de algas, em fase exponencial de
crescimento. A cultura foi exposta as amostras de agua coletada, em triplicata,9
por 96 horas, a temperatura de 25 + 2°C, intensidade luminosa de 54 p. féton.
m? . s-1 e agitacdo de 170 rpm. Erlenmeyers de 250 mL foram utilizados como
recipientes-teste, contendo um volume de 100 mL de amostra. A determinacgdo
do crescimento algaceo final foi realizada através do método de contagem celular
em camara de Newbauer em microscopio optico. A densidade algacea foi
determinada nos controles no inicio do ensaio e em todos 0s recipientes-teste
ao final do ensaio. As densidades médias produzidas em 96 horas foram obtidas
através da subtracdo das densidades finais pelas iniciais. Os resultados foram
considerados validos quando ao término do periodo de ensaio, o crescimento da
densidade algacea média do controle fosse pelo menos 100 vezes superior a
densidade inicial, para 96 horas de exposicdo, e o coeficiente de variacdo da
densidade algacea das replicatas do controle, no término do ensaio, for menor

ou igual a 20%.

3 Resultados e discusséao
3.1 Quantificacdo dos compostos farmacéuticos
As analises das amostras coletadas nos pontos P1, P2, P3 e P4 nas datas

planejadas apresentaram apenas resultados de quantificacdo para o ibuprofeno



enguanto acido salicilico e paracetamol ndo foram detectados. Os resultados

obtidos estdo mostrados na tabela 4.

Tabela 4: Resultados da quantificacdo de &cido salicilico, ibuprofeno e paracetamol em
amostras de 4gua do Rio Paraiba do Sul, regido do médio Paraiba.

Composto Data da P1 P2 P3 P4
Coleta
Ago/16 n.d. n.d. n.d. n.d.
Acido Set/16 n.d. n.d. n.d. n.d.
salicilico Nov/16 n.d. n.d. n.d. n.d.
Jan/17 n.d. n.d. n.d. n.d.
Abr/17 n.d. n.d. n.d. n.d.
Ago/16 n.d 17 ng.L? n.d. 17 ng.L?
Set/16 n.d 18 ng.L? n.d. 19 ng.L?
Ibuprofeno Nov/16 16 17 ng.L? 19 ng.L? 21 ng.L?
Jan/17 19 23 ng.L? 16 ng.L? 22 ng.L?
Abr/17 n.d 21 ng.L? n.d 15 ng.L?
Ago/16 n.d n.d n.d. n.d.
Set/16 n.d n.d. n.d. n.d.
Paracetamol Nov/16 n.d n.d. n.d. n.d.
Jan/17 n.d n.d. n.d. n.d.

Abr/17 n.d n.d n.d. n.d.

n.d: ndo detectado

Observou-se para o ibuprofeno que sempre houve um aumento do valor da
concentragcdo nas amostras retiradas do corpo d’agua apdés 0 mesmo percorrer
trechos urbanos. Isso pode ser um indicativo da presenca deste farmaco em

efluentes domésticos (tratados e nao tratados).

Quanto ao fato de acido salicilico e paracetamol nao terem sido detectados
existe a possibilidade de ser mais um problema do método analitico empregado
do que a ndo presenca de ambos 0os compostos nas amostras. O emprego de

um método mais sensivel seria a alternativa a ser testada.



3.2 Andlises fisicas e quimicas.

O pH das amostras esteve na faixa de 6,6 — 7,1, estando dentro do
esperado. A temperatura variou entre 20 — 24°C, valores compativeis com o
periodo de coleta das amostras (todas foram coletadas na parte da manha). A
condutividade esteve na faixa de 60 — 90 yS cm, enquanto que os sélidos totais

dissolvidos variaram entre 20 — 50 mg L.

3.3 Andlises ecotoxicologicas

Para se determinar as toxicidades crbnicas e aguda foram realizados
testes ecotoxicoldgicos em cada amostra. O resultado obtido foi negativo, ou
seja, ndo téxicas. Somente o ponto 2 (P2), em coleta realizada em setembro de
2016, apresentou toxicidade crénica e aguda. Como apenas esse ponto
apresentou toxicidade, é possivel que este seja um acontecimento pontual, uma
vez que as outras coletas ndo apresentaram toxicidade. O resultado ndo toxico
indica que as substancias presentes na agua estdo diluidas, a ponto de ndo

influenciar o crescimento dos organismos-teste.

4 Concluséo

Pode-se concluir que existe um aumento de concentracdo de ibuprofeno
sempre que o rio Paraiba do Sul “percorre” trechos urbanos. Para se ter uma
maior amplitude de como este aumento ocorre, é necessario um estudo mais
localizado, com um plano de amostragem em pontos do onde o corpo d"agua

atravessa 0s municipios estudados.
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