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Resumo

A presenga de varios compostos, nos efluentes das estagdes de tratamento
de aguas residuais (ETARs), tem sido confimada na bibliografia. Uma opgéo para a
remogdo de farmacos em efluentes domésticos passa pela implementacéo leitos
construidos de macrofitas (LCMs). Assim, este trabalho teve como objectivo avaliar
a eficiéncia de um microcosmos LCM'’s, utilizando como matriz de suporte a LECA e
plantado com Typha spp. ou Phragmites australis, para a remogao de
carbamazepina (CB) de efluentes domésticos em diferentes periodos anuais (Verao
e Inverno).Foram também realizados neste trabalho ensaios de remogédo de CB em
solugdes aquosas utilizando como potencial matriz de suporte a cortica.

As principais conclusdes deste estudo permitiram verificar que a matriz de
suporte, LECA 2/4, foi responsavel pela remogao da maior parte da carbamazepina
presente no efluente, mas a presenca das plantas contribuiram para uma remogao
adicional do farmaco. Sendo assim, as condigées de eficiéncia maxima de remogao
verificaram-se nos ensaios com plantas e durante o periodo de verao.

Os estudos com a cortica demonstraram que este material possui elevada
eficiéncia de remogdo da CB, muito superior aos valores exibidos pela LECA, o que
o qualifica como um material alternativo com elevado potencial de depuragéo de

solugbes aquosas contaminadas com o farmaco.




Removal of carbamazepine from water and wastewater. Evaluation of

the depuration capacity of constructed wetlands and new adsorbents.

Abstract

The presence of a wide range of drugs in the effluents of wastewater
treatment plants (WWTPs) has been confirmed in the bibliography. One option for
the removal of pharmaceuticals from effluents of WWTPs is the implementation of
constructed wetlands systems (CWS). In this context, a study was conducted to
assess the ability of microcosm constructed wetland systems planted with different
macrophytes (Typha spp. or Phragmites australis) and using light expanded clay
aggregates (LECA) in different annual periods (Summer and Winter).

Further experiments were also carried out to evaluate the CB removal
efficiency from aqueous solutions using cork residues.

The main conclusions that derive from this work are that LECA was
responsible for the removal of most CB present in the effluent, but the presence of
both macrophytes contributed also to an additional removal of the pharmaceutical,
especially in summer conditions.

The studies with cork showed that this material has a high efficiency of CB
removal, much larger than the values obtained with LECA, which qualifies it as an
alternative material with great potential for treatment of aqueous solutions

contaminated with this pharmaceutical.
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1. Objectivos

A realizacao deste trabalho teve como objectivo principal avaliar a capacidade
de microcosmos de Leitos Construidos de Macréfitas (LCMs) plantados com Typha
spp. ou Phragmites australis e contendo como matriz de suporte LECA, para
remover CB de efluentes domésticos. Porque os LCMs sao sistemas biolégicos, foi
também neste trabalho estudada a eficiéncia de remogdao da CB em diferentes
periodos anuais (Verdo e Inverno), a fim de observar a influéncia das condigbes
sazonais na eficiéncia de remogao deste farmaco.

Um passo preliminar importante foi ainda a optimizagdo das metodologias
analiticas para a quantificagdo da CB em solugao aquosa (agua e efluente).

Apesar da utilizagdo da LECA como matriz de suporte nos LCMs ter mostrado
em estudos anteriores bons resultados no que respeita a remogédo de varios
farmacos de aguas e efluentes, continuam a ser pesquisados materiais que possam
ainda melhorar os resultados ja obtidos com a LECA. Com esse objectivo foram
também realizados neste trabalho ensaios de remogao de CB em solugbes aquosas

utilizando como potencial bioadsorvente a cortica.
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2. Introdugao

As novas tecnologias e o desenvolvimento industrial t&ém vindo a proporcionar
um aumento de qualidade de vida das populagdes, no entanto vém acompanhados
de um agravamento de varios problemas ambientais. O desenvolvimento de
inumeras substancias biologicamente activas e a ampliagdo da sua aplicagédo a nivel
da indastria, agricultura e medicina tornou-se um importante assunto ambiental
actual, ndo sé pela sua utilizagéo indiscriminada durante décadas mas também pela
sua elevada persisténcia. Neste momento a comunidade cientifica debate-se com a
falta de informagao toxicolégica sobre as reais consequéncias da libertagao destas
substancias no meio ambiente e falta de métodos analiticos para as identificar e
quantificar.

Um dos farmacos frequentemente encontrados nos meios hidricos, devido a
sua baixa biodegradabilidade, é a carbamazepina (CB), uma droga anti-epilética,
usada no tratamento de algumas doengas neuroldgicas (Leikin e Paloucek, 2007).
Esta & muitas vezes detectada em efluentes de estagGes de tratamento de aguas
residuais (ETARs) e aguas superficiais (Rabiet et al., 2006; Kim et al., 2007; Focazio
et al, 2008; Miége et al., 2009). Varias investigagdes em amostras de influentes e
efluentes de diferentes ETARs mostram que a sua remogdo por tratamento
convencional ndo é significativa (Heberer, 2002b; Clara ef al., 2005; Vieno et al.,
2007; Miége et al., 2009). As consequéncias ambientais resultantes da descarga de
farmacos nos meios aquaticos conduzem a necessidade urgente de encontrar
formas de reter e remover estes poluentes, antes destes aicangarem os cursos de
agua. Perante isto, os leitos construidos de macrofitas (LCMs) surgem como um
sistema alternativo, barato e facil de executar em larga escala, no tratamento de
aguas residuais urbanas (Fent ef al., 2006; Kim et al., 2007).

Neste trabalho apresenta-se uma proposta de utilizagdo de fito-ETARs para
remover CB em solugdo aquosa, utilizando como matriz de suporte LECA e duas
espécies de plantas a Phragmites australis e a Typha spp. Adicionalmente séo
avaliadas as potencialidades de utilizagado de um bioadsorvente como a cortica, para
utilizagao futura em LCMs.
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2.1 Os farmacos no ambiente

O continuo crescimento exponencial da populagdo humana implica um
aumento correspondente no consumo de agua e obriga a um necessario
crescimento das produgbes agricola, industrial e farmacéutica, com consequéncias
inevitaveis sob o ponto de vista ambiental. A quantidade limitada de agua potavel
disponivel para uso no futuro, como recurso para a produgio de alimentos e para
consumo, € um dos maiores desafios enfrentados no Mundo.

A ocorréncia de farmacos no ambiente foi referida pela primeira vez em 1976
por Garrison et al. nos Estados Unidos, quando foi detectado acido clofibrico em
aguas residuais tratadas em concentragdes de 0.8 a 2.0 uyg L™'. Na Europa, os
primeiros estudos significativos sobre a ocorréncia de farmacos em aguas
superficiais foram registados em meados dos anos 80 (Waggott, 1981; Watts et al.,
1983; Richardson e Bowron, 1985). Apds estes estudos, a ocorréncia de farmacos
em amostras ambientais tem sido investigada em varios paises: Brasil (Stumpf et al.,
1999), Canada (Lishman et al., 2006; Hao et al., 2006; Comeau et al., 2008), Reino
Unido (Ashton et al., 2004; Zhang e Zhou, 2007; Kasprzyk-Hordern et al., 2008),
Franga (Andreozzi et al., 2003; Rabiet et al., 2006; Leclercq et al., 2009), Alemanha
(Ternes, 1998; Heberer, 2002a; Weigel et al., 2004; Hernando et al., 2006a;
Osenbrilk et al., 2007), Grécia (Koutsouba et al., 2003; Andreozzi et al., 2003), Italia
(Andreozzi et al., 2003; Zuccato et al., 2005), Espanha (Hernando et al., 2006a;
Carballa et al., 2008; Kuster et al., 2008), Suécia (Andreozzi et al., 2003; Bendz et
al., 2005; Zorita et al., 2009), Estados Unidos (Stackelberg et al., 2004; Benotti e
Brownawell, 2007; Palmer et al., 2008; Benotti et al., 2009), entre outros.

Para além da descarga de aguas residuais (domésticas e hospitalares),
outros percursos de entrada dos farmacos a nivel ambiental derivam da sua
aplicagdo em piscicultura; da sua libertagdo acidental durante os processos de
fabrico; da forma incorrecta de eliminagédo dos produtos fora do periodo de validade;
da aplicagéo ao solo de materiais organicos contaminados (ex. estrumes) e ainda da

excregao pelo homem e animais (figura 1).
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Figura 1- Diversos percursos ambientais dos farmacos (adaptado de Bila e Dezotti, 2003; Boxall et al., 2004).

Actualmente na unido Europeia cerca de 3000 substancias diferentes séo
usadas para diversas terapéuticas, como analgésicos (ex. acido acetilsalicilico,
diclofenac, naproxeno), antibiéticos (ex. tetraciclina, sulfametazina), anti-depressivos
(ex. carbamazepina, fluoxetina), anti-inflamatérios (ex. ibuprofeno), contraceptivos
(17a-etinilestradiol), reguladores lipidicos (ex. bezafibrato, clofibrato, gemfibrozil), 8-
bloqueadores (ex. betaxolol, bisoprolol, metoprolol), broncodilatadores (ex.
clenbuterol, fenoterol, salbutamol), entre outros (Fent et al., 2006; Palmer et al.,
2008).

Ap6s a sua ingestdo os farmacos sdo excretados naturalmente pelo
organismo (qualquer organismo, humano ou animal, excreta 50 a 90% de cada
farmaco na forma da sua substancia activa, isto &, inalterado), sendo depois
encaminhados para as ETARs, as quais em muitos casos tém uma capacidade
muito limitada para os remover completamente durante os respectivos processos de
depuragdo (Daughton e Ternes, 1999; Ternes et al., 2002; Petrovi¢ et al., 2003;
Carballa et al, 2004; Larsen et al., 2004; Stackelberg et al., 2004). Assim, varios
farmacos de diferentes classes foram encontrados em concentragdes na faixa dos
ng — Ug L' em amostras de aguas subterraneas, aguas superficiais e agua potavel,
situadas a jusante de ETARs e também em outras matrizes ambientais como solos e
sedimentos (Heberer, 2002b; Andreozzi et al, 2003a; Boxall, et al., 2004;
Stackelberg et al., 2004; Fent et al., 2006; Hernando et al., 2006a; Benotti e

Brownawell, 2007; Palmer et al, 2008; Benotti et al., 2009). Apesar das

4



Remogéio de CB em &agua e efluentes domésticos. Avaliagéo da capacidade de depuragdo de LCMs e novos adsorventes.

concentragdes individuais dos compostos serem baixas ndo sdo conhecidos os
efeitos que uma exposi¢do continuada e repetida de uma mistura de substancias
activas e outros compostos quimicos podem ter na saude humana e nos
ecossistemas (Jones et al, 2005; Carlsson et al, 2006). O perigo ambiental dos
farmacos como poluentes reside no facto de serem persistentes e apresentarem
caracter lipofilico, o que lhes confere capacidade de bioacumulagido nos organismos

vivos podendo causar danos nos ecossistemas aquaticos (Carlsson et al, 2006).

2.2 Ocorréncia e impacto dos farmacos no ambiente

Nao se conhece completamente o destino e efeito da maioria das substancias
farmacolégicas quando introduzidas no ambiente (Fent et al, 2006; Santos et al,
2007; Aga, 2008). A acumulagédo destes compostos no ambiente pode trazer graves
consequéncias, embora actualmente, para a maioria dos compostos e respectivos
metabolitos ndo se possuam dados suficientes de ecotoxicidade e
biodegradabilidade, o que dificulta a previsdo dos seus efeitos em humanos,
organismos aquaticos e ecossistemas. Talvez a maior preocupagédo relativa a
exposi¢cdo de organismos aquaticos e terrestres aos farmacos seja que os seus
efeitos poderdao ser tdo subtis que ndo se possam detectar. Como consequéncia,
podera registar-se uma acumulagdo dessas alteragdes imperceptiveis até que
ocorra um impacto significativo, ndo necessariamente ao nivel dos organismos
individuais mas sim em toda uma populagéo, talvez apds varias geragoes (Joss et
al., 2005; Fent et al., 2006).

A reactividade redox especifica dos farmacos esta na base dos seus
respectivos efeitos bioldgicos, metabolismo, eliminagio e toxicidade. A exposi¢do a
estes produtos pode alterar o estado oxidativo das células e assim aumentar o
stress oxidativo. O biota aquatico exposto a estes compostos farmacéuticos pode
sofrer danos extensos, uma vez que nao sao tdo eficientes como os mamiferos em
eliminar drogas lipofilicas e radicais de oxigénio. Num estudo recente, observou-se
que a CB, efectivamente, pode induzir um metabolismo oxidativo no cnidario Hydra
altenuata (Quinn et al., 2004).

O que mais contribuiu para o défice de informagao actual sobre o efeito da
entrada de farmacos e respectivos metabolitos no ambiente, especialmente em

aguas, foi a inexisténcia de métodos analiticos adequados a sua determinagao,
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aliada a sua diversidade de propriedades quimicas e a complexidade das matrizes
onde se encontram (Daughton e Ternes, 1999; Gros et al., 2006a; Gentili et al.,
2008; Bueno et al., 2009; Dordio et al., 2009).

A analise de farmacos e respectivos metabolitos em amostras ambientais
(ex. efluentes de ETARs, aguas superficiais e subterrdneas), requer ainda o
desenvolvimento de métodos mais sensiveis para a deteccdo de concentragdes na
faixa das ng — pgL™. Tal como ja foi descrito, a grande maioria dos farmacos pode
ser excretada através da urina ou fezes na sua forma original ou como metabolitos
biologicamente activos (Reemtsma e Quintana, 2006). Uma vez nas ETARs, estes
compostos permanecem estaveis, mesmo apés tratamentos convencionais e/ou
tratamentos avangados. Por esta razdo a descarga destas aguas residuais tem sido
identificada como o principal percurso de exposi¢cdo ambiental dos ecossistemas a
estes compostos (Gedhardt e Schriider, 2007). Os residuos farmacéuticos mais
comummente encontrados estdo sumarizados na tabela 1, juntamente com a gama

de concentragdes reportada na literatura e o tipo de agua onde séo encontrados.

Tabela 1- Tipo e concentragio de farmacos e seus metabolitos encontrados em amostras ambientais (ug L'1).

Agua Agua Agua  Efluentes de .
Composto . Referéncias
superficial subterrdnea potavel ETARs

Analgésicos e anti-inflamatérios

Ibuprofeno <2 <2 <2 30 (Lin et al., 2005)
152 - <12 6900 (Hernando et al., 2006b)
5850 - 510-1350 - (Loraine and Pettigrove, 2006)
0.34.5 0.2-0.6 - 20-220 (Rabiet et al., 2006)
(28) 38 - - (65) 137 (Kim et al., 2007)
- - - (0.8)24.6 (Miege et al., 2009)
3400 (Boxall, et al 2004)
(22) 48 - - (236)424  (Kasprzyk-Hordem et al., 2009)
Cetoprofeno 30 <2 <2 <2 (Lin et al., 2005)
<26 - <26 <75 (Hemando et al., 2006a)
2.8-15 2.8-15 - 20-1080 (Rabiet ef al., 2006)
- - - (0.21) 1.62 (Miége et al., 2009)
Naproxeno 30 <1 <1 170 (Lin et al., 2005)
70 - - 630 (Hemando et al., 2006a)
(11)18 - - (128) 483 (Kim et al., 2007)
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Continuagéo Tabela 1

Composto Agua Agua Agua  Efluentes de Referéncias
superficial subterrAnea potével ETARs
Diclofenac - <2 <2 <2 (Lin et al., 2005)
72 <7 - 1420 (Hernando et al., 2006a)
1.4-33 - 1.4-2.5 210490 (Rabiet et al., 2006)
(3.0)6.8 - - (40) 127 (Kim et al., 2007)
- - - (0.42) 1.95 (Miége et al., 2009)
Reguladores lipidicos do sangue
Acido clofibrico (66) 550 - - (360) 1600 (Ternes, 1998)
- <18 - - (Sacher et al., 2001)
35 - <17 107 (Hermando et al., 2006a)
(14.7) 1185 - - - (Moder et al., 2007)
- - - (0.15) 0.23 (Miege et al., 2009)
Gemfibrozil (6.6) 9.1 - - (11.2) 17 (Kim et al., 2007)
Bezafibrato 3100 - - (2200) 4600 (Ternes, 1998)
3100 - - - (Boxall, 2004)
<2 - - - (Hao et al., 2006)
Beta-bloquedores
Atenolol - <82 - - (Sacher et al., 2001)
10-60 - - 160 (Bendz et al., 2005)
- - - (0.15)0.38 (Miége et al., 2009)
(63) 258 - - (2870) 7602 (Kasprzyk-Hordern et al., 2009)
Metoprolol - - - 10-390 (Andreozzi et al., 2003)
22 - - - (Boxall, 2004)
30-70 - - 190 (Bendz et al., 2005)
Sotalol - 560 - - (Sacher et al., 2001)
Compostos neuroactivos
Fluoxetina 1.7 - - NA (Kim et al., 2007)
Carbamazepina (250) 1100 - - (2100) 6300 (Ternes, 1998)
60-1500 - 258 - (Stackelberg et al., 2004)
<8 <6 <6 420° (Lin et al., 2005)
1100 - - - (Boxall, 2004)
24.56 1443 - 160-290 (Rabiet et al., 2006)
(25) 61 - - (226) 729 (Kim et al., 2007)
- - - (0.52) 2.30 (Miége et al., 2009)
(11) 27 - - (2499) 4596 (Kasprzyk-Hordemrn et al., 2009)
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Continuagdo Tabela 1

Composto Agua- Agua Agua  Efluentes de Referncias
superficial subterrdnea potavel ETARs
Cafeina 6 - - - (Boxall, 2004)
Antibiéticos
Sulfametoxazol (20) 36 <50 - - (Stackelberg et al., 2004)
10 - - 70 (Bendz et al., 2005)
70 - - - (Weigel et al., 2004)
- - - (0.07)0.32 (Miége et al., 2009)
Ofloxacina - - - 120-580 (Andreozzi et al., 2003)
Tetracilina 280 - - - (Boxall, 2004)
Ciprofloxacina - - - 250 (Zuccato et al., 2005)

Devido a continua entrada dos famacos no ambiente aquatico,
nomeadamente através das descargas pontuais de aguas residuais, estes sao
considerados compostos “‘pseudopersistentes”’. Para avaliar a persisténcia de um
composto, tanto a transformacgéo e/ou degradagdo do composto, bem como a sua
taxa de entrada no ambiente devem ser consideradas (Stackelberg et al., 2003;
Gomez et al., 2007). A sua persisténcia no ambiente aliada a outros factores como a
producdo em grandes quantidades, baixa solubilidade em agua, resisténcia a
actividade metabdlica e a apresentacdo de actividade biolégica durante largos
periodos temporais, sdo factores problematicos em termos ambientais (Boxall et al,
2004:; Chen et al., 2008). Muitos dos compostos que foram encontrados em aguas
superficiais e aguas residuais tratadas sdo, na sua maioria, da classe dos anti-
inflamatorios, antibiéticos, reguladores lipidicos, beta-bloqueadores ou drogas
neuroactivas (Nikolaou et al., 2007; Aga, 2008; Miége et al., 2009). Entre os
compostos neuroactivos, a CB, a fluoxetina e o diazepam sédo as substéncias mais
estudadas e frequentemente detectadas, sendo que a CB tem uma presenca
especialmente comum em ambientes aquaticos devido a um longo historial de uso
clinico e um comportamento bastante recalcitrante (Heberer, 2002a; Putschew e
Jekel, 2007).

Entre os farmacos mais consumidos, os mais dificeis de biodegradagéo
normalmente tendem a ter uma maior presenga quer em aguas residuais tratadas
quer em amostras ambientais. Contudo, a presenga de alguns compostos mais
biodegradaveis pode ainda ocorrer em efluentes de ETARs, mesmo que os

processos de tratamento convencionais possam atingir elevada eficiéncia na
8
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remogéao de alguns destes compostos (tabela 2). Todavia, as elevadas quantidades

de alguns dos farmacos mais consumidos presentes no influente ira resultar, mesmo

apés um tratamento eficiente, na descarga de alguns destes compostos nos meios

hidricos receptores.

Tabela 2- Percentagem de remog3o de farmacos e seus metabolitos encontrados em ETARs.

Composto

Percentagem de remocao
em ETARs

Referéncias

Acido clofibrico

15-34
<0
0
20-40

(Stumpf et al., 1999)
(Heberer, 2002b)
(Tauxe-Wuersch et al., 2005)
(Miége e et al., 2009)

|buprofeno

60-70
80-100
>90
98
95
88-93
80

(Carballa et al., 2004)
(Clara et al., 2005)
(Nakada et al., 2006)
(Roberts and Thomas, 2006)
(Gémez et al I., 2007)
(Santos et al., 2007)
(Miége et al., 2009)

Carbamazepina

<20
<45
20
0-25
-121
<20

(Heberer, 2002b)
(Clara et al., 2005)
(Nakada et al., 2006)
(Gémez e et al., 2007)
(Santos et al., 2007)
(Vieno et al., 2007)
(Miége et al., 2009)

Atenolol

<10 (0-10)
<0
40
76
58
<20

(Andreozzi et al., 2003)
(Bendz et al., 2005)
(Lee et al., 2007)
(Maurer et al., 2007)
(Vieno et al., 2007)
(Miége et al., 2009)
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Os dados publicados existentes mostram que a maioria dos farmacos detectados
mundialmente é também largamente prescrita em Portugal de acordo com o
INFARMED. Notoriamente, todavia, ndo ha estudos publicados da sua prevaléncia
em Portugal até a data e a caracterizagdo do cenario portugués relativamente a

contaminagéo de aguas com farmacos tera ainda de ser feita.

2.3 Caracterizagio e problemas ambientais associados a CB

A CB tem sido uma das drogas anti-epilépticas mais usadas desde a sua
intervengédo clinica em meados dos anos 60. A CB é usada no tratamento da
epilepsia e como estabilizador do humor na doenga bipolar (psicoses maniaco-
depressivas). E também usada no tratamento de outras desordens neuroldgicas
como esquizofrenia resistente, comportamento psicético associado a deméncia e
desordens de stress pos-traumatico (Leikin e Paloucek, 2007). Em seguida
apresenta-se na tabela 3 as principais propriedades fisico-quimicas e

farmacolégicas da CB.

Tabela 3- Propriedades fisicas — quimicas e farmacolégicas da CB.

Propriedades Referéncias
Benz(b,f)azapina-5- Farmacopeia
Nome IUPAC carboxamida Portuguesa Vil
Fammacopeia
Estrutura Q )‘\ O Portuguesa VII
o NH,
Numero de registo (CAS) 298-46-4
Fammacopeia
Férmula molecular CysH12N0 Portuguesa VIi
- . S Farmacopeia
Classe terapéutica Analgésico e anti-epilético Portuguesa VIl
Peso molecular 236.27 mol g”'
Solubilidade em agua a 25°C 17.7mg L Scheytt ef al., 2005
13.9 Jones et al., 2002
Constante de ionizagdo, pKa
14 Scheytt ef al., 2005
log Kow 245 SRC, 2009
Constante de Henry 25°C 1.08x10™"° atm m*mol™ SRC, 2009
Press&o vapor a 25°C 2.45x10™"° bar SRC, 2009
Amax (@bsorgéo em agua) 210 nm
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A dose usual para um adulto sdao 400-1200 mg dia™ em 2 a 4 doses. Para
criangas com idades compreendidas entre 12-15 anos a dose maxima é de 1000 mg
dia™, e para individuos com mais de 15 anos é de 1200mg dia™, contudo, alguns
pacientes necessitam de 1600 a 2400 mg dia™ (Leikin e Paloucek, 2007).

Relativamente a metabolizagdo da CB esta é metabolizada no figado dando
origem a um epdxido estavel e outros metabolitos. Os estudos publicados
identificam 33 metabolitos da CB em urina humana e de ratos (Miao e Metcalfe,
2003; Aga, 2008; Leclercq et al., 2009), os principais sao apresentados na tabela 4.
Cinco metabolitos da carbamazepina foram também ja detectados em amostras de
influentes e efluentes de ETARs (Miao e Metcalfe, 2003; Miao et al., 2005; Petrovic e
Barcel6, 2007; Aga, 2008; Zhang et al., 2008; Leclercq et al., 2009). Contudo,
apenas a CB e o 10,11- dihidro-10,11-dihidroxicarbamazepina (CB-DiOH) foram
detectados em aguas superficiais (Miao e Metcalfe, 2003).

A principal via metabélica é a oxidagdo da carbamazepina em 10,11-dihidro-
10,11-epoxicarbamazepina (CB-EP) por enzimas como CYP3A4 (E.C. 1.14.13.97) e,
CYP2C8 (E.C. 1.14.14.1.). De seguida, ocorre a hidratagio deste metabolito em CB-
DIOH e em 10,11-dihidro-10- hidroxicarbamazepina (CB-100H) e por fim a
conjugacdo destes com glucuronido (Miao e Metcalfe, 2003; Miao et al., 2005;
Leclercq et al, 2009). A outra via inclui a oxidaggo da CB em 2-
hidroxicarbamazepina (CB-20H) e 3-hidroxicarbamazepina (CB-30H) e
consequente conjugagao com glucuronido (Miao et al., 2005; Leclercq et al., 2009).

Tal como ja foi dito a CB é altamente resistente quer a biodegradagio no
meio aquatico quer durante os processos biolégicos convencionais de tratamento
das aguas residuais (Stamatelatou et al., 2003; Petrovic e Barceld, 2007; Aga, 2008;
Kimmerer, 2008; Zhang et al., 2008; Leclercq et al., 2009) e foi proposta como
marcador antropogénico de contaminagao urbana devido é sua persisténcia (cerca
de 100 dias) em efluentes e aguas superficiais (Clara et al., 2004).

O tipo de reacgdes adversas mais frequentes em humanos que ocorrem
devido a ingestdo deste farmaco sdo desequilibrios gastrointestinais (nauseas,
vomitos, dores estomacais, anorexia, dores abdominais, diarreia, obstipagéo,
pancreatite) e desequilibrios do sistema nervoso central (sonoléncia, tonturas,

fadiga, ataxia, confusdo, dor de cabega, meningite) (Leikin e Paloucek, 2007).
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A Typha spp. € uma planta erecta que pode atingir os 2 a 3 metros de altura.
Geralmente cresce junto as margens mas podem ser encontradas na agua a
profundidades de 0.9 — 1m. As folhas sdo em forma de fita, planas e com cerca de
25 mm de largura e as flores encontram-se numa densa espiga cilindrica que
normalmente é mais alto que as folhas (figura 13a). A sua propagagao faz-se
através de rizomas e/ou sementes. Varias espécies de Typha spp. encontram-se em
solos humidos, pantanos e aguas pouco profundas.

A Typha spp. possui um crescimento rapido e um bom desenvolvimento do
sistema radicular, é facil de propagar, é resistente a pragas e doengas € € uma
infestante (0 que a toma menos vulneravel a variagdes que possam ocorrer no seu
habitat). Estudos efectuados com esta espécie tém revelado significativos sucessos
na remocdo de diversos pesticidas e outros compostos organicos dificiimente
biodegradaveis (Amaya-Chavez et al., 2006; Hadad et al., 2006; Dordio et al., 2007,
Dordio et al., 2009b), sendo uma das espécies frequentemente seleccionadas como
componente vegetal em LCMs (Langan e Hoagland, 1996; Davis, 1998; Wilson et
al., 2000; Belmont et al., 2004, Amaya-Chavez et al., 2006; Dordio et al., 2007;
Dordio et al., 2009b). As principais caracteristicas fisiologicas desta espécie
apresentam-se na tabela 8.

Tabela 8- Caracteristicas fisiolégicas da Typha spp.

Typha spp.
Familia Typhaceae
Nome comum Tabua, Murrao dos fogueteiros
Ocorréncia Lugares humidos e arenosos, pantanos
Duragédo Planta perene
Porte Planta de caule erecto ascendente com folhas lineares mais largas que os

caules. Altura aprox. 2.5 m

Epoca de floragdo | Junho a Agosto

Fruto Extremidade cilindrica-aquénio
Reprodugao Semente ou propaga¢io vegetativa
Indicador Solos lodosos/arenosos

ecoldégico

(Fonte: Flora Vascular de Andalucia Ocidental, 1987; Flora Portuguesa, 1988; Atlas Classificatério de la
flora de Espafa Peninsular e Balear, 1996)

Phragmites € um género botanico pertencente a familia Poaceae. A planta é

comummente conhecida pelo nome de canigo-de-agua ou simplesmente canigo. A
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Phragmites australis é uma graminea perene que cresce até 6-12 metros de altura,
originalmente nativa da Eurasia e Africa encontra-se agora distribuida por todo o
mundo (figura 13b). Trata-se de uma planta lenhosa, rizomatosa, emersa ou
parcialmente submersa, até 2 m de altura. As flores agrupam-se em paniculas
amplas com espiguetas que possuem duas a oito flores afastadas, sdo vermelhas
escuras com longos pélos sedosos (Flora Portuguesa, 1988; Flora Vascular de
Andalucia Ocidental, 1987). Geralmente cresce a beira de ribeiras, rios, lagoas,
pantanos e zonas de escorréncia, distribuindo-se em varias regiées de Portugal. A
sua propagacdo € essencialmente vegetativa. As principais caracteristicas

fisiologicas desta espécie apresentam-se na tabela 9.

Tabela 9- Caracteristicas fisiologicas da Phragmites australis.

Phragmites australis
Familia Graminaea
Nome comum Canigo
Ocorréncia Margens dos rios, ribeiras e lagoas
Duracgao Planta perene
Porte Planta lenhosa, rizomatosa, emersa ou parcialmente submersa, até 2 m de

altura. Caule sob a forma de colmo erecto. Folhas planas, linear-

lanceoladas, com 0.8-3.5 cm de largura

Epoca de floragdao | Julho a Setembro

Reprodugao Semente ou propaga¢ao vegetativa
Indicador Solos lodosos/arenosos
ecologico

(Fonte: Flora Vascular de Andalucia Ocidental, 1987; Flora Portuguesa, 1988; Atlas Classificatério de la
flora de Espafia Peninsular e Balear, 1996)

Microrganismos
A matriz de suporte constitui um bom habitat para a fixagdo e
desenvolvimento de uma vasta comunidade biolégica incluindo bactérias aerdbias,
anaerdbias e facultativas, fungos, algas, protozoarios, nematodos e também alguns
animais superiores como larvas de insectos, formigas, caracéis, minhocas e outros
animais. A actividade microbiana tem especial importancia na transformagao do
azoto organico em diversas formas com utilidade biolégica, bem como na conversao
de formas insoltveis de fosforo em formas sollveis, que assim ficam disponiveis
para serem absorvidas pelas plantas. Analises a diferentes amostras de terra e
raizes retiradas de LCMs, demonstraram que o numero e diversidade de
29




Remocgdo de CB em dgua e efluentes domésticos. Avaliagéio da capacidade de depuragéo de LCMs e novos adsorventes.

microrganismos presentes na regiao fora da zona das raizes € muito menor doquea
presente junto aos rizomas. Por outro lado constatou-se que a populagdo microbiana
presente num solo idéntico mas sem plantas era muito reduzida, o que da relevo a
accdo da vegetacéo. As elevadas densidades populacionais microbianas, explicam,
em parte, a elevada capacidade depurativa de efluentes em LCMs (Hatano, 1994;
Dordio et al., 2008a; Dordio et al., 2008b).

O numero, tipo e actividade dos diversos grupos de organismos estéo inter-
ligados entre si e dependem das condigdes ambientais prevalecentes a cada
momento. A actividade microbiana varia sazonalmente, sendo menor nos meses
mais frios. Isto ocorre devido a desactivagdo de enzimas, as quais tem uma
actividade optima entre 20 e 30°C. Geralmente, os aumentos de temperatura
promovem o crescimento microbiano. Verifica-se que a populagdo microbiana se
ajusta rapidamente as variagdes das condigdes ambientais e que sao estas que
fundamentalmente determinam o sentido em que a actividade dessas populagbes se
desenvolve, mais do que a espécie ou o nimero de microrganismos presentes
(Botelho da Costa, 1991).

A acgdo microbiana na matriz depende, entre outros factores, de:

» Quantidade e tipo de nutrientes disponiveis;

» Temperatura;

» pH;

» Grau de oxigenacgdo e condigdes de humidade;

» Interacgdes entre espécies microbianas;

» Presenga de raizes e rizomas e a extensao do sistema radicular,

» Presenca de substancias tdxicas e inibidoras.

Existem varios estudos sobre os diversos microrganismos com capacidade
para degradar pesticidas e farmacos, entre os quais podemos encontrar bactérias
como Burkholderia, Rhodobacter, Lysobacter, Nocardioides, Acidovorax,
Pseudomonas (Balcke et al., 2004; Ramos et al., 2005).

Os invertebrados, como os insectos e vermes, contribuem para o processo de
tratamento fragmentando os detritos e consumindo matéria orgénica. As larvas de
muitos insectos sdo aquaticas e consomem quantidades significativas de matéria
organica durante o seu estado larvar, que pode durar varios anos (Silvestre e Jesus,

2002). Neste trabalho nao foi feita qualquer quantificagédo da remogao por actividade

microbiana dos leitos uma vez que ja foi referido por alguns autores que a CB € um
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farmaco de dificil biodegradagdo e fracamente eliminado, independentemente do
tempo de retengéo, sendo que apds os tratamentos biolégicos das ETARs sofre em
média uma eliminagdo que varia entre os 7 e 8% (Ternes, 1998; Heberer, 2002b:;
Clara et al., 2004; Fent et al., 2006).

2.5 Métodos analiticos para a determinacdo de farmacos em amostras
ambientais

Para a determinacdo de farmacos, diferentes métodos analiticos sdo descritos
na literatura, os quais sédo principalmente validos para matrizes biolégicas como
sangue, tecido e urina, sendo que algumas modificagées nestes métodos poderdo
ser suficientes para a analise de amostras ambientais. No entanto, a analise de
farmacos em efluentes de ETARSs, aguas superficiais e subterraneas, e agua potavel
requer ainda o desenvolvimento de métodos mais sensiveis para a sua detecgdo
dada a baixa concentragdo ambiental destes compostos (ng-pg L) (Hao et al,
2007, Dordio et al., 2009a)

A analise de farmacos compreende basicamente as etapas de extracgédo e pré-
concentragdo do analito, eliminagdo de interferentes, separagdo, detecgdo e

quantificagao.

2.5.1 Preparagao de amostras

Este processo, consiste essencialmente na conversido de uma matriz
complexa numa amostra adequada para analise, provocando modificagdes nas
interacgées quimicas do composto com o meio em que se encontra. Estas
interacgbes afectam a aplicabilidade de diferentes técnicas para preparacdo de
amostras e os meétodos analiticos, bem como a sua eficiéncia e reprodutibilidade.
Assim, para a prepara¢do das amostras, € muito importante ter informagdes sobre
as propriedades fisicas e quimicas do analito (Reemtsma e Quintana, 2006; Pavlovic
et al., 2007). A maioria dos farmacos tem caracter acido e/ou basico e a sua taxa de
ionizacédo depende da constante de acidez (valores do pKa) e é controlada pelo pH
da solugdo. Com este conhecimento, podemos escolher a melhor opgdo para a
extracgédo dos farmacos, por exemplo, o valor do pKa permite o ajuste do valor de

pH da solugdo da amostra. Parametros como o /log K,w mostram também a afinidade
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dos compostos para a agua ou meios apolares (Reemtsma e Quintana, 2006;
Pavlovic et al., 2007).

A preparacdo da amostra pode ser conseguida empregando um grande
numero de técnicas, mas todos os métodos tém os mesmos objectivos principais
(Smith, 2003; Paviovic et al., 2007):

* remover potenciais interferéncias;

* aumentar a concentragcdo de um analito;

* se necessario, converter um analito numa forma mais apropriada para a

analise;

« obter um método robusto e reprodutivo que seja independente das variagdes

na matriz da amostra.

A preparagdo da amostra deve também ser ajustada a analise final,
considerando os métodos de quantificagdo e/ou identificagdo a usar e o grau de
exactidao requerido, tanto quantitativo como qualitativo. Dado que a maioria dos
farmacos estdo presentes no ambiente em concentragbes muito reduzidas, a
utilizacdo de técnicas que possibilitem a pré-concentragdo dos analitos é

indispensavel.
Extrac¢do em fase sélida (Solid-Phase Extraction — SPE)

Para a extracgdo e/ou pré—concentragdo de farmacos em amostras
ambientais a extraccdo em fase sélida (Solid Phase Extraction-SPE) é uma das
técnicas de extracgdo mais usadas na preparagdo de amostras aquosas e tem sido
muito utilizada na extracgdo e pré-concentragdo de farmacos ambientais em aguas
contaminadas (Rodriguez-Mozaz et al., 2007; Cueva-Mestanza et al., 2008; Lacey et
al., 2008; Zorita et al., 2008).

A técnica de SPE tem sido muito utilizada na extracgéo e pré — concentragdo
de farmacos e pesticidas, entre outros analitos (Gros ef al., 2006a).

A técnica de SPE consiste numa separagdo baseada nos mecanismos da
cromatografia liquida de baixa pressdo, mas quando comparada com o método
classico, a técnica de SPE minimiza o volume de amostra e solvente utilizados, bem
como o tempo e o esforgo necessarios para a analise, com maiores recuperagées,
reprodutibilidade e selectividade. O procedimento geral deste método consiste em
fazer passar a amostra por uma coluna de SPE devidamente condicionada
ajustando o pH e a forga iénica para optimizagdo da retencéo dos analitos (Barker,
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2000: Rial-Otero et al., 2007). Com este procedimento, os analitos que tém afinidade
para o adsorvente sélido ficam retidos, enquanto os restantes compostos passam
sem sofrer retengdo na coluna de SPE (Barker, 2000; Rial-Otero et al., 2007). Em
seguida os analitos retidos sdo recuperados mediante eluicédo do cartucho com um
solvente adequado, em geral, aquele que possibilita a utilizagdo da técnica de
analise instrumental posterior. A selectividade do processo depende da escolha
adequada do adsorvente e do solvente utilizado para a eluigido (Barcel6 e Hennion,
1997; Rial-Otero et al., 2007).

Os principais objectivos da técnica de SPE s&o: reduzir o nivel de
interferentes, minimizar o volume final de amostra e fornecer a frac¢gdo de analito em
solvente compativel com a técnica instrumental que posteriormente vai ser utilizada.

As etapas envolvidas no procedimento de SPE (figura 14) sdo basicamente
divididas em (Ulrich, 1997; Lancas, 2004; Rial-Otero et al., 2007; Vieno et al., 2006;
Zhang e Zhou, 2007):

i. Condicionamento do enchimento - activagdo do adsorvente com um
solvente adequado para ajustar as forcas do solvente de eluigdo com o
solvente da amostra, permitindo disponibilizar os sitios activos, sendo que o
material contido no cartucho ndo pode secar. A secagem pode criar varios

problemas, como caminhos preferenciais, comprometendo a separagao;

i. Introdugdo da amostra - a amostra cujo volume pode ser de alguns mililitros
até algumas centenas de mililitros, & adicionada ao dispositivo de SPE,
podendo ainda ser vantajoso o controlo do pH ou da forga ionica para a
retencdo mais efectiva do(s) analito(s) alvo no enchimento seleccionado. No
caso de volumes significativos, a aplicagao de vacuo torna-se uma ferramenta
indispensavel, sendo necessario controlar a velocidade do fluxo uma vez que

a mesma poder influenciar o fenémeno de reteng¢éo associado;

iii. Limpeza do enchimento - com recurso a solventes adequados, no sentido

de remover potenciais interferentes;

iv. Eluigdo e recolha do analito: o objectivo principal deste passo & eluir ou
remover os compostos alvo retidos no enchimento, sendo seleccionado um
solvente com polaridade adequada. Para uma melhor e mais eficiente eluicao,
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5. Conclusodes

No presente estudo avaliou-se a eficiéncia de um microcosmos de leitos
construidos de macrdfitas, utilizando como matriz de suporte a LECA e plantado
com Typha spp. ou Phragmites australis, para a remogdo de carbamazepina de
efluentes domésticos, tendo-se obtido elevadas eficiéncias de remogédo deste
farmaco, o que demonstrou o potencial deste tipo de sistemas para tratar efluentes
com este tipo de poluentes.

Verificou-se que a matriz de suporte, LECA 2/4, foi responsavel pela remogéao
da maior parte da carbamazepina presente no efluente, mas a presencga tanto da
Typha spp. como de Phragmites australis contribuiram para uma remogéo adicional
do farmaco, obtendo-se valores maximos de remog¢do proximos de 90% (leitos
plantados com Typha spp. e condi¢des de verdo).

As plantas também contribuiram para que o processo de remogao se tornasse
ligeiramente mais rapido nos leitos plantados. A cinética do processo de remogao
caracterizou-se por um passo inicial mais rapido (durante as primeiras 6h de
contacto), evoluindo depois para uma etapa mais lenta em que a quantidade de
carbamazepina removida tende a estabilizar ao fim de 120 h.

Verificou-se existir uma influéncia das condi¢cbes sazonais na performance
destes sistemas biolégicos, com uma diminuicdo quer da eficiéncia quer da
velocidade de remogéao da carbamazepina durante a estagdo de Inverno. Este efeito
da sazonalidade estd muito provavelmente relacionado com os ciclos vegetativos
das plantas, uma vez que estes efeitos sdo principalmente notérios nos leitos
plantados indicando uma menor sensibilidade a temperatura dos processos de
sorgdo. Por outro lado, dada a baixa biodegradabilidade da carbamazepina, nédo é
de prever que as variagées sazonais da actividade microbiana se possam considerar
uma importante influéncia no comportamento observado. Dada a menor
sensibilidade dos processos de sor¢do a temperatura e a importante contribuigéo
destes processos na remogdo da carbamazepina, verifica-se assim que a matriz de
suporte desempenha um relevante papel na atenuagdo dos efeitos inerentes a
sazonalidade e consequentemente na performance do sistema, em contraste com
outro tipo de processos de tratamento bioldgico. Comprova-se, portanto, que a
seleccdo do material usado como matriz de suporte em leitos construidos de
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macroéfitas € um passo decisivo para a obtengdo de uma melhor performance deste
tipo de sistemas.

Com o objectivo de procurar optimizar o papel da matriz de suporte, procurou-
se ainda neste trabalho avaliar materiais alternativos com maior eficiéncia do que a
LECA, nomeadamente entre uma classe de materiais que tém, ultimamente, atraido
um crescente interesse — os bioadsorventes. Neste contexto, testaram-se as
propriedades de sor¢do da carbamazepina exibidas por um seleccionado granulado
de cortica. Este material demonstrou elevada eficiéncia de remog¢ao, muito superior
aos valores exibidos pela LECA, o que o qualificam como um material alternativo
com elevado potencial. No entanto, para a sua utilizagdo como matriz de suporte em
leitos construidos de macroéfitas, € ainda necessaria a realizagdo de estudos mais
aprofundados sobre algumas das suas caracteristicas, nomeadamente a
condutividade hidraulica, a adequagao deste material para o crescimento de plantas,
entre outras.

Este trabalho constitui uma abordagem inicial a potencial utilizagdo destes
leitos para a remogdo de farmacos de efluentes. No entanto, a sua possivel
aplicagdo a uma escala real exige a realizagdo de estudos adicionais destes
sistemas em condi¢gées de campo. Sera necessario, no dimensionamento dos leitos
a uma escala real, estudar a optimizagdao dos parametros de operagao e avaliar o
comportamento do sistema para periodos mais prolongados de funcionamento. Em
condigbes reais & de esperar alguma perda de eficiéncia em relagdo as condigdes
mais ideais usadas neste estudo, mas os resultados promissores aqui obtidos
permitem encarar o desempenho deste tipo de sistemas com algum optimismo.

Foi ainda conseguido neste estudo uma optimizagdo adequada das
metodologias analiticas indispensaveis a quantificagdo da CB em solugdo aquosa
(agua e efluente). Para quantificar a CB em solugao aquosa foi necessario optimizar
um procedimento de pré concentragao da amostra, testando a eficiéncia de remogéao
da CB por diferentes cartuchos de SPE (LiChrolut® RP-18 e Oasis® HLB), a
diferentes valores de pH. Apds a andlise estatistica dos resultados, concluiu-se que
os valores mais elevados de recuperagdao foram conseguidos com os cartuchos

LiChrolut® RP-18, para amostras com um pH de 7.0.
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A. Avaliagdo da capacidade de remogdao de CB em LCMs

Doseamento da CB

De modo a determinar a concentragédo de CB presente nas amostras foi
necessario construir duas rectas de calibragdo com varias concentragbes do
padrdo de CB. Fizeram-se 5 injecgbes no HPLC-UV, para cada réplica da
solugao padrao de CB.

Os valores médios estao apresentados na tabela seguinte:

A1 - Recta de calibragido 0.25-5.0 mg CB L™

Tabela A1: Valores de concentragdo, area e desvio padrio utilizados para construgio da recta de
calibragio de 0.25-5.0 mg CB L™,

Concentragdes (mg L") Area média (mAu) Desvio Padrio
0.25 137481.3 156.0
0.50 281908.7 109.0
0.75 435986.3 619.6

1.0 577283.3 1207.4
1.5 879530.3 2415.2
2.0 1169732.7 785.4

2.5 - 14492140.0 1715.7
3.0 1740664.0 3467.7
4.0 2311593.5 11316.0
5.0 2876926.0 4276.4

Para encontrar a melhor recta aplicavel aos dados experimentais, fez-se
uma andlise de regressao linear com os valores médios das areas do pico para
cada uma das concentragbes de padrdo. A analise de regressio linear é
apresentada de seguida:

SUMARIO DOS RESULTADOS

Estatlstica de regresséo

R multiplo 0.999955789
Quadrado de R 0.99991158
Quadrado de R ajustado 0.999900527
Erro-padrao 9072.481356
Observacdes 15
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ANOVA

gl SQ MQ F F de significancia
Regresséao 1 7.44648E+12 7.4464BE+12  90468.859 1.67141E-17
Residual 13 658479343.7 82309917.96
Total 14 7.44714E+12

Coeficientes Ermo-padrdo valor P

Interceptar 2743.23434 4869.069142 0.588601317
Variavel X 1 577214.028 1919.054553 1.67141E-17

Desta forma obteve-se a recta que se encontra na figura seguinte:

3500000 -

3000000 -

2000000

Area (mAu)

1500000

1000000 -

500000 -

0

2500000 -

&

* RC1

¥

&

@

Y

o y=577214x + 2743
R?=0,9999

b3

¥ t ¥ 3

1 2 3 4 5 6
Concentracao de CB (mg L)

Figura A1: Recta de calibragdo da CB.

Assim, a partir da ordenada na origem, do declive € do desvio padrao é

possivel calcular o limite de detecgdo instrumental (LDI) e o limite de

quantificagéo instrumental (LQlI):
LQlI=yo + 10 x DP « LQI = 2743 + 10 x 4869 — LQl = 51434

Sabendo que y = mx + b, temos que a concentragdo de carbamazepina

correspondente ao valor de LQI é obtida da seguinte maneira:
y=mx + b « 51434= 577214x +2743 «~ x =0.0844 mg L-1 CB = 84.4 pgL™

LDI =yo + 3 x DP « LQIl = 2743+ 3 x 4869 LDI = 17350

Procedendo de forma analoga, temos que a concentragdo de CB para o LDI &

de 25.3 pgL™
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Por uitimo, sabendo que o LQI é de 0.0844 mg L™, determinou-se o LOQ. O
limite de quantificagdo (LOQ) de todo o método analitico (incluindo o passo de
concentragdo das amostras por SPE) foi calculado recorrendo a seguinte

equacéo (Vieno et al., 2006):
LOQ = (LQI x 100) / (Rec (%) x C)

LOQ - Limite de Quantificagéo

LQI - Limite de Quantificagao Instrumental (mg L™);

% Rec — média da percentagem de recuperagdo da CB no passo de pré-
concentragéo por SPE;

C - factor de concentragao (foi o usado o valor maximo de 25).

Assim, sabendo o valor de LQI e sabendo que a % recuperagéo da CB por
SPE ¢ de 97.8%, obtemos o valor de LQO: 3.45 pgL ™"

A2 - recta de calibragdo 5.0-60 mg CB L™

Tabela A2: Valores de concentragao, area e desvio padrio utilizados para construgdo da recta de
calibragio de 5.0-60 mg CB L™

Concentragées (mg L") Area média (mAu) Desvio Padriao

1 1032207.5 13649.3
5 4502487.5 146473.6
10 8211449.5 245323.8
20 16319310.5 1007599.6
35 26925014.5 385338.2
50 38230773.8 759468.8
60 45140752.3 1048865.8

SUMARIO DOS RESULTADOS

Estalistica de regresséo

R multipio 0.999770672
Quadrado de R 0.999541396
Quadrado de R

ajustado 0.999449675
Erro-padrao 402331.8319
Observacdes 15

A3



Anexos

ANOVA
F de

gl SQ MQ F significancia
Regressao 1 1.764E+15 1.76401E+15 10897.65796 1.529E-09
Residual 13 8.094E+11 1.61871E+11
Total 14 1,765E+15

Erro-
Coeficientes _ padrdo valor P

Ordenada na origem

765668.5592 239281.72 0.023998869
Declive 745869.1473 7144.8984 1.52948E-09

Desta forma obteve-se a recta que se encontra na figura seguinte:
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35000000 -
30000000 -
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Figura A2: Recta de calibragao da CB

Para esta recta, também a partir da ordenada na origem, do declive e do
desvio padrao se calculou o limite de detec¢ao instrumental (LDI) e o limite de
quantificagao instrumental (LQI):

LQl =yo + 10 x DP « LQl = 765670 + 10 x 239281 « LQI = 3158487

Sabendo que y = mx + b, temos que a concentragdo de carbamazepina
correspondente ao valor de LQI € obtida da seguinte maneira:

y=mx + b « 3158487 = 745870x +765670 « x = 3.2081 mg L' CB = 3208.1 pg
L-1

LDl =yo + 3xDP & LQI =765670 + 3 x 239281 « LDI = 1483515
Procedendo de forma analoga, temos que a concentragdo de CB para o LDI é
de 96.2 pgL™".
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B. Optimizagao das condi¢bes de SPE

Tabela B1: Percentagens médias de recuperagido de CB obtidas com os diferentes cartuchos de
SPE testados aos diferentes valores de pH.

Condigoes pH 2 pH7
% recuperagao Desvio % recuperag¢ao Desvio
Cartuchos . .
média padréao média padrao
LiChrolut C18 97.15 1.31 97.81 0.79
Oasis HLB 89.30 1.79 95.94 3.61

Anova: factor Unico: comparagao de eficiéncia para os cartuchos SPE Lichrolut
RP-18 apH2epH 7.

Anova: factor Gnico

SUMARIO
Grupos Contagem _ Soma Meédia  Varidncia
pH 2 9 1165.856 97.15467 1.713907
pH 7 9 1173.756 97.81301 0.625755
ANOVA
Fonte de
variagéo SQ gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 2.600417 1 2.600417 2.222899 0.150177 4.300944
Dentro de
grupos 25.73629 16 1.169831
Total 28.3367 17

Anova: factor Unico: comparagdo de eficiéncia para os cartuchos SPE Oasis
HLBapH2epH?7

SUMARIO
Grupos Contagem  Soma Média Varidncia
pH 2 9 1071.592 89.29936 3.192161
pH 7 9 1130.546 95.94107 23.2537
ANOVA
Fonte de
variagdo SQ gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 144.8125 1 144.8125 10.95162 0.003191 4.300944
Dentro de
grupos 290.9045 16 13.22293
Total 435.717 17
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Anova: factor Unico: comparagao da eficiéncia dos cartuchos de SPE LiChrolut
RP-18 e Oasis HLB para pH =2

Anova: factor unico

SUMARIO

Grupos Contagem Soma Média  Varidncia

Lichrolut 9 1165.856 97.15467 1.713907

HLB 9 1071.592 89.29936 3,192161
ANOVA

Fonte de

variagado SQ gl MQ F valor P F critico
Entre grupos __ 370.2362 1 370.2362 150.9299 2.53E-11 4.300944
Dentro de
grupos 53.96676 16 2.453034
Total 424.203 17

Anova: factor Unico: comparagdo da eficiéncia dos cartuchos SPE LiChrolut
RP-18 e Oasis HLB parapH =7

Anova: factor Unico

SUMARIO
Grupos Contagem  Soma Média _ Varidncia
Lichrolut
9 1173.756 97.81301 0.625755
HLB 9 959.4107 95.94107 13.00843
ANOVA
Fonte de
variagdo SQ gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 19.11347 1 19.11347 3.083834 0.094377 4.35125
Dentro de
grupos 123.9591 16 6.197957
Total 143.0726 17

Alguns autores sugerem que um passo de lavagem com &agua, apds a
percolagéo da amostra através do cartucho, pode permitir a eliminagdo de
alguns interferentes presentes na matriz € aumentar a percentagem de

recuperagao dos farmacos no pré-tratamento por SPE. Assim este parametro
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foi avaliado para o cartucho LiChrolut RP18 comparando a recuperagao de CB
num pré-tratamento por SPE (i) sem passo de lavagem, (i) com um passo de
lavagem com agua a pH de 2 e (i) com um passo de lavagem com agua a pH
de 7 (tabela B2).

Tabela B2: Percentagens médias de recuperagio de CB com o cartucho SPE LiChrolut RP-18
testado sem dgua se lavagem, com dgua de lavagem a pH 2 e com agua de lavagem a pH 7.

Condigdes % Recuperagao média Desvio Padrao
Sem agua de lavagem 97.81 0.79
Agua de lavagem, pH 2 93.76 1.50
Agua de lavagem, pH 7 97.14 2.85

Anova: factor Unico: Comparacgéo de eficiéncia para a Lichrolut com pH 7 (sem

agua de lavagem) e com agua de lavagem a pH 7

Anova: factor Gnico

SUMARIO
Grupos Contagem Soma Média  Varidncia
Slagua de lavagem 9 1173.756 97.81301 0.625755
C/ agua de
lavagem, pH 7 9 1165.691 97.14092 8.124676
ANOVA
Fonte de variagdo SQ gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 2.710237 1 2.710237 0.619452 0.439648 4.300944
Dentro de grupos 96.25475 16 4.375216
Total 98.96498 17

Anova: factor Unico: Comparagéo de eficiéncia para a Lichrolut com pH 7 (sem
agua de lavagem) e com agua de lavagem a pH 2

Anova: factor unico

SUMARIO
Grupos Contagem Soma Média Varidncia
Slagua de lavagem 9 1173.756 97.81301 0.625755
C/ 4gua de
lavagem, pH 2 9 1125.092 93.75764 2.256062
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ANOVA

Fonte de variagdo SQ gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 98.67618 1 98.67618 68.48193 3.35E-08 4.300944
Dentro de grupos 31.69998 16 1.440908

Total 130.3762

17

Anova: factor unico: Comparagao de eficiéncia para a Lichrolut com pH 7 e com

agua delavagemapH2epH7

Anova: factor unico

valor P F critico

68.67948 13.2321 0.001454 4.300944

SUMARIO

Grupos Contagem  Soma Média  Varidncia
C/ agua de lavagem, pH 2 9 1125.092 93.75764 2.256062
C/ agua de lavagem, pH 7 9 1165.691 97.14092 8.124676
ANOVA

Fonte de variagdo SQ gl MQ F

Entre grupos 68.67948 1
Dentro de grupos 114.1881 16 5.190369
Total 182.8676 17

Para testar a possibilidade de decréscimo na recuperagao de CB quando

se utiliza grandes volumes de amostra realizaram-se varias experiéncias

fazendo variar o volume das amostras.

recuperagao de CB estao apresentadas na tabela:

As percentagens médias da

Tabela B3 : Percentagem média da recuperagdo de CB obtida para cada volume testado

Volume (mL)

% Recuperagdo de CB

10

25

981ax1.0

97.8a0.80

96.9at1.7
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Anova: factor tunico: comparagao da eficiéncia de remogao entre os volumes de

amostra: 10 e 25 mL

Anova: factor Unico

SUMARIO

Grupos Contagem  Soma Média  Varancia

10 ml 9 1173.756 97.81301 0.625755

25 ml 9 775.3587 96.91984 2.736823
ANOVA
Fonte de variagdo SQ gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 3.829178 1 3.829178 2.646789 0.121138 4.413863
Dentro de grupos 26.04107 16 1.446726
Total 29.87025 17

Anova: factor tnico: comparagao da eficiéncia de remogao entre os volumes de

amostra: 10e 2 mL

Anova: factor unico

SUMARIO

Grupos Contagem  Soma Média  Variancia

10 ml 9 1173.756 97.81301 0.625755

2mi 9 588.4674 98.0779 0.956541
ANOVA
Fonte de variagdo SQ gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 0.280667 1 0.280667 0.384937 0.54371 4.493998
Dentro de grupos 11.66601 16 0.729126
Total 11.94668 17
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C. Caracterizagdo da LECA

A LECA é obtida da expanséo de granulos de argila natural em fornos

rotativos a temperatura de 1200°C. Através deste processo a argila transforma-

se em granulos esféricos com uma estrutura alveolar e uma superficie externa

dura, porosa e de cor castanha (Johansson,1997; Zhu et al.,1997; Brix et al.,

2001). E usada como material de enchimento de blocos de construgao e como

material de isolamento térmico e acustico. Recentemente tem tido uma

utilizagao crescente em processos de tratamento, nomeadamente como meio

filtrante e como matriz de suporte em Leitos Construidos de Macrofitas

(Johansson, 1997, Zhu et al.,1997; Brix et al., 2001).

Tabela C1 - Valores estimados para o d1g, 0 deo, 0 coeficiente de uniformidade e caracteristicas da

LECA (Dordio et al., 2009a)

Meio filtrante LECA 2/4
d10 (mm) 3.00
d60 (mm) 3.95
Coeficiente de Uniformidade (U) 1.32
Porosidade (%) 46 = 1
Densidade aparente (kg m™) 486+ 7
pH (em agua) 9.93 1+ 0.02
Condutividade a 20°C (mS cm™) 537 + 15

Os valores de d10, d60 e coeficiente de uniformidade (d60/d10) sdo a média de 3 analises. Os

valores de porosidade e densidade aparente correspondem a médiaiDP (n=25).0pHea

condutividade eléctrica correspondem a médiatDP (n = 4).
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D. Eficiéncia de remogao da CB em LCMs

Tabela D1: Valores de concentragio e de percentagem de CB removida ao longo do tempo para
uma concentrac¢ido de CB inicial de 1mg L", para os leitos com plantas e sem plantas para a época

de inverno, verio e inverno (valores indicam a média; n=9)

LCMs Typha Phragmites LECA
Resultados inverno  Verdo Inverno  Verdo Inverno  Verao
CBremovida (Mg 39 048 041 046  0.39 0.44
g~ material)
6 Desvio Padrao 0.07 0.01 0.03 0.00 0.13 0.01
CB removida (%) 46.7 56.3 49.0 54.3 45.9 52.3
Desvio Padrao 8.3 1.7 4.1 1.3 57 2.3
CBremovida (Mg 51  0e0 052 056 048 054
g 'material)
24 Desvio Padrao 0.02 0.05 0.01 0.01 0.04 0.03
CB removida (%) 60.1 70.6 61.5 66.9 57.0 64.1
Desvio Padréao 1.9 5.5 0.7 0.9 42 3.1
CBremovida(Mg  g59 069 058 067 054 061
g 'material)
48 Desvio Padrao 0.06 0.04 0.01 0.05 0.02 0.06
CB removida (%) 70.1 81.4 69.0 79.4 64.2 72.4
Desvio Padrao 7.4 4.4 0.5 6.0 23 7.1
CBremovida(ug  ggq4 072 063 070 057 064
g 'material)
72 Desvio Padrao 0.01 0.01 0.03 0.03 0.02 0.05
CB removida (%) 76.0 84.7 75.0 82.8 69.5 75.6
Desvio Padrao 0.8 0.4 3.5 3.1 2.8 5.5
CBremovida (Mg gg7 073 065 071 063 066
g 'material)
9% Desvio Padréo 0.01 0.01 0.05 0.02 0.02 0.07
CB removida (%) 79.0 86.9 77.0 84.0 75.0 78.4
Desvio Padréo 1.2 1.6 6.0 1.8 1.8 8.8
CBremovida(g g9 074 068 072 066  0.68
g 'material)
120 Desvio Padrao 0.02 0.02 0.01 0.01 0.02 0.01
CB removida (%) 81.6 87.9 80.2 85.1 78.4 80.8
Desvio Padrao 2.3 1.1 1.0 1.5 24 0.5
CBremovida (Mg o971 o075 069 072 068 068
g 'material)
144 Desvio Padrao 0.02 0.01 0.01 0.02 0.02 0.01
CB removida (%) 83.7 88.5 81.2 85.8 80.5 80.6
Desvio Padrao 21 0.8 1.0 0.5 3.4 1.2

All
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Continuagao da tabela D1

CBremovida (g g 74 075 069 073 069 070
g~ material)
168 Desvio Padrio 002 000 000 000 000  0.02
CBremovida(%) 843 889 815 82 820 828
Desvio Padrdo 26 0.2 0.1 0.6 0.2 21
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E. Ensaios de avaliagio da capacidade de remogao de CB pela cortica

Ensaios em solugdo aquosa contendo CB
Tabela E1: Valores de concentragido e de percentagem de CB removida, em solugédo

aquosa, obtidos para a cortica para os varios tempos de retengio estudados (média; n=9).

Tempo de Concentragdo inicial de CB (mg L™)
exposigdo Resultados
(Horas) 1 5 10 26 35
- =
CB removida (ug g 6.91 26.43 40.29 7068  102.30
cortica)
6 Desvio Padréo 0.09 0.24 6.82 11.51 4.97
CB removida (%) 71.3 55.1 46.9 27.3 29.1
Desvio Padréo 0.9 0.5 7.9 45 1.4
CB removida (ug g~
cortica) 7.60 30.71 52.69 127.18  167.91
24 Desvio Padréo 0.06 0.80 1.18 12.78 12.57
CB removida (%) 78.3 64.0 61.3 49.2 477
Desvio Padréo 06 1.7 1.4 49 36
CB removida (ug g
cortica) 8.08 32.20 57.98 153.08  201.01
48 Desvio Padréo 0.09 0.19 0.35 5.31 1.27
CB removida (%) 83.4 71.2 67.4 59.2 57.1
Desvio Padréo 0.9 0.4 0.4 2.1 0.4
. -
CB removida (4g g 8.22 35.15 5077 16272  214.32
corti¢a)
72 Desvio Padro 0.03 0.16 0.20 2.14 1.67
CB removida (%) 84.8 73.2 69.5 63.0 61.0
Desvio Padrao 0.3 0.3 0.2 0.8 0.5
T -
CB removida (ug g 8.34 36.29 62.21 169.76  222.28
corti¢a)
96 Desvio Padrao 0.04 0.07 0.24 1.03 2.26
CB removida (%) 85.9 75.6 72.3 65.7 63.1
Desvio Padrao 0.4 0.1 0.3 0.4 0.6
- T
CB removida (g g 8.43 37.49 6395 17503  230.86
cortiga)
Desvio Padréo 0.23 0.11 0.16 0.29 0.84
120 CB removida (ug g
emovida {ug g 86.9 78.1 74.4 67.7 65.6
cortica)
Desvio Padro 0.3 0.2 0.2 0.1 0.2
- T
CB removida (ug g 8.53 38.96 6557  177.91  238.91
cortiga)
144 Desvio Padr&o 0.02 0.21 0.17 0.44 1.74
CB removida (%) 87.9 81.2 76.1 68.8 67.9
Desvio Padrdo 0.2 0.4 0.2 0.2 0.5
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Ensaios em solugdo aquosa contendo CB e outros farmacos

Tabela E2: Valores de concentragio de CB removida, em solugdo aquosa contendo
apenas CB e em solugdo aquosa dopada com os 3 compostos (carbamazepina, acido

clofibrico e ibuprofeno apés 144 horas (os valores representam a média; n=9).

Concentragio inicial de CB (mg L")

Resultados y - 10 26 35
Solugdo CB removida (mg
aquosa o" cortica) 0.009 0.039 0.065 0.180 0.244
apenascOM  nogvioPadrdo  0.0001  0.0002  0.0002  0.0004  0.0016
Solugao CB removida (mg
aquosa g-1 cortlga) 0008 0038 0065 0178 -
dopada com

3 compostos  DesvioPadrdo  0.0001  0.0004  0.0003  0.0003 -

Ensaios com efluente doméstico contendo CB

Tabela E2: Valores de concentragio de CB removida, em solugdao aquosa contendo
apenas CB e em efluente dopado com CB, apos 144 horas (os valores representam a

média; n=9).

Concentragéo inicial de CB (mg L")
1 5 10 26 35

Resultados

Solugao  CB removida (mg g~
aquosa cortica) 0.009 0.039 0-085 180 024

penen  Desvio Padrao 0.0001  0.0002  0.0002  0.0004  0.0016
: =

Efuente CBremovida(mag™ o407 0031 0053  0.143  0.229

dopado cortica)

comCB  Desvio Padréo 0.0001 00001  0.0006  0.0009  0.0010
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F. Comparagio da cinética e capacidade de remog¢do de CB em solugao

aquosa (LECA vs cortiga)

Tabela F1- Remogdo da CB pela cortica e pela LECA 2/4 para uma concentragéo inicial

em solucdo aguosa de 35 mg L’ (os valores representam a média; n=9).

Tempo de Material
exposi¢do Resultados -
(Horas) Cortica LECA
6 CB removida (mg g'1 material) 0.102 0.009
Desvio Padréo 0.0050 0.0001
" CB removida (mg g ' material) 0.168 0.015
Desvio Padrao 0.0126 0.0003
CB removida (mg g'1 material) 0.201 0.018
4 Desvio Padrao 0.0013 0.0005
72 CB removida (mg g'1 material) 0.214 0.020
Desvio Padréo 0.0017 0.0002
%6 CB removid (mg g ' material) 0.222 0.021
Desvio Padrao 0.0023 0.0005
120 CB removida (mg g material) 0.231 0.021
Desvio Padrao 0.0008 0.0007
CB removida (mg g'1 material) 0.239 0.022
4 Desvio Padrao 0.0003 0.0002

Tabela F2- Quantidade de CB removida pela LECA e pela cortica para as diferentes
concentragdes de CB em agua apds 144h (os valores representam a média; n=9).

Concentragio inicial de CB mg L’
1 5 10 26 35

Resuitados

CB removida (mg
Cortia g material)
Desvio Padrao 0.0000 0.0002 0.0002 0.0004 0.0016

0.009 0.039 0.065 0.180 0.244

CB removida (mg
LECA g material)
Desvio Padréo 0.0001 0.0001 0.0001 0.0002 0.0002

0.001 0.008 0.018 0.022 0.029




