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Resumo

O atenolol é um firmaco B-bloqueador normalmente encontrado em aguas
residuais devido a incapacidade que os processos convencionais de tratamento destas
aguas tém em remové-lo. Neste trabalho foram utilizados microcosmos de leitos
construidos de macréfitas de fluxo sub-superficial utilizando uma matriz de argila
expandida (LECA) e plantados com Phragmites australis para avaliar a sua capacidade
em remover atenolo] das aguas residuais. Para a detecgdo e quantificagéo do atenolol em
solugBes aquosas (4dguas e efluentes) desenvolveu-se e optimizou-se uma metodologia
analitica usando separagdo cromatografica por HPLC e detecgdo espectrofotométrica por
diode array (HPLC-DAD) ou por ultravioleta visivel (HPLC-UV-Vis). Desenvolveu-se
também um procedimento de limpeza e concentragio de amostra por extracg¢do em fase
solida (SPE), o qual foi utilizado sempre que as concentragdes do analito se encontraram
abaixo dos limites de quantificagio do equipamento. A utilizagio desta metodologia de
HPLC, combinada com uma eficaz pré-concentragéo por SPE, resultou num método
analitico com um limite de quantificagdo muito reduzido (9 ngmL"') e elevada
reprodutibilidade (RSD<4%). A eficiéncia de remogdo de atenolol pelos sistemas de
macrofitas estudados foi de 93% apos um tempo de retengdo de 4 dias. Foram testados
leitos s6 com LECA e com LECA e plantas para remogio do atenolol. Nos leitos s6 com
LECA, a cinética de remogao foi caracterizada por um rapido passo inicial (uma remogao
de aproximadamente 75% apés apenas 24 h), o qual é frequentemente atribuido a
adsor¢do na matriz de LECA. A remogdo de atenolol nos leitos de LECA continuou a
aumentar de forma constante até ao final do ensaio (8 dias), sendo contudo cerca de 5-
10% mais baixo do que o valor observado nos leitos das plantas apos os 4 primeiros dias.
Para o tempo de retengdo de 4 dias a maioria do atenolol é removido pela matriz de
LECA, porém um acréscimo de cerca de 12-14% relativamente 3 eficiéncia de remogdo
global pode ser atribuido s plantas (Phragmites australis), o que estd de acordo com
trabalhos anteriormente publicados. Apesar de ser necessario realizar mais testes
utilizando sistemas em larga escala, de modo a conseguir avaliar totalmente o
comportamento do atenolol num sistema de leitos construidos de macroéfitas, o presente
estudo apresenta a possibilidade de aplicar este tipo de sistemas, relativamente baratos,

no tratamento de aguas residuais contaminadas com atenolol.
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Atenolol removal efficiency in microcosm constructed wetlands by
Phragmites australis

Abstract

Atenolol is a B-blocker drug commonly found in wastewaters due to the inability
of the conventional wastewater treatment processes to remove it. In this study, subsurface
flow constructed wetland microscosm systems have been established with a matrix of
light expanded clay aggregates (LECA) and planted with Phragmites australis in order to
evaluate their ability to remove atenolol from wastewater. For the detection and
quantification of atenolol in aqueous solutions (water and wastewater), an adequate
analytical methodology was developed and optimized using chromatographic separation
by HPLC and diode array (DAD) or UV-Vis spectrophotometric detection. A sample
clean-up and preconcentration procedure by solid phase extraction (SPE) was also
developed for use whenever the concentration levels of the analyte were below the
instrument’s limit of quantification. Combined with an efficient SPE concentration step,
the use of HPLC yielded an analytical method for atenolol quantification with very low
LOQ (9 ngmL') and high reproducibility (RSD< 4%). Overall atenolol removal
efficiency of 93% was achieved after a retention time of only 4 days with the microcosm
systems planted with Phragmites australis. The removal kinetics was characterized by an
initial fast step (removal of about 75% after just 24h) which is mainly attributable to
adsorption on the LECA matrix. Atenolol removal in LECA beds continues to increase in
a steady pace up to the end of the assay (8 days) being nevertheless about 5-10% lower
than those observed in the planted beds after the first 4 days. For the retention time of 4
days most of the atenolol is removed by the LECA matrix but an additional 12-14% to
the overall removal efficiency can be attributed to the Phragmites plants, which comes in
agreement with other published reports. Despite the fact that further tests using larger-
scale systems are required to fully evaluate the atenolol behavior in a constructed wetland
system, this study points out to the possible application of these low-cost wastewater

systems to treat atenolol contaminated wastewater.
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LM-ESSV — Leitos de macréfitas de sistema de escoamento sub-superficial vertical
LM-ESSM - Leitos de macréfitas de sistema de escoamento sub-superficial misto
LOD - Limite de detecgéo (Limit of detection)

LOQ - Limite de quantificagio (Limit of quantification)

mAU — Miliunidades de absorvancia

MeOH — Metanol

MS — Espectrometria de massa (Mass spectrometry)

MS-MS — Espectrometria de massa tandem

PC — Cromatografia em papel (Paper chromatography)

PCZ —Ponto de carga zero

RSD — Desvio-padrio relativo (Relative standard deviation)
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SPE — Extracgdo em fase solida (Solid-phase extraction)

SSFCW — Leitos construidos de fluxo sub-superficial (Subsurface flow constructed
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SST — Solidos suspensos totais
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TOF — Tempo de voo (Time-of-flight)

t; — Tempo de retengio

UV ou UV-Vis — Ultravioleta-visivel
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Introduc¢io

A contaminagdo dos meios aquaticos com residuos de farmacos tem vindo a
destacar-se recentemente como uma das questdes-chave em quimica ambiental. Devido
aos avangos nas técnicas analiticas desenvolvidas e disponibilizadas nos ultimos anos, as
quais reduziram significativamente os limites de detecgdo e quantificagdo de substincias
organicas em matrizes ambientais, tém-se ultimamente conduzido numerosos estudos de
monitorizagio, 0s quais revelaram uma vasta gama de compostos farmacéuticos activos
(CFAs) presentes em baixas concentragdes (p.gL'l - ngL") em Aguas naturais € em
efluentes (Daughton e Ternes 1999; Fent et al. 2006; Hernando et al. 2007; Nikolaou et
al. 2007).

Na sociedade moderna, um niimero crescente de farmacos ¢ usado no tratamento €
na prevengdo de varias doengas. As drogas ingeridas sdo apenas parcialmente absorvidas
pelo organismo o que, em adi¢do as suas crescentes taxas de consumo global, resulta na
introdugdo continua de uma ampla variedade de farmacos e seus metabolitos nos sistemas
de tratamento de aguas residuais. Os estudos t€m demonstrado que os CFAs sdo apenas
parcialmente removidos pelos processos convencionais de tratamento de 4guas residuais
utilizados nas estagdes de tratamento de aguas residuais (ETARs), resultando na descarga
de efluentes contaminados nos meios receptores hidricos (Fent et al. 2006; Gros et al.
2006; Maurer et al. 2007).

Os B-bloqueadores como o atenolol sdo utilizados no tratamento da pressdo
arterial elevada, assim como na recuperagdo de ataques cardiacos. Em vérios estudos
foram detectados vestigios destas substincias em aguas superficiais, subterrdneas ¢
residuais, indicando assim a sua incompleta degradagdo em ETARs (Gros et al. 2006;
Hernando et al. 2007; Maurer et al. 2007; Palmer et al. 2008; Snyder 2008). Para além
das baixas concentragdes detectadas, esses estudos também mostram alguns dos efeitos
prejudiciais destes compostos em ecossistemas aquaticos.

Tendo em vista o aumento da eficiéncia das ETARs na remogdo de CFAs tais
como o atenolol, tém-se tentado optimizar os processos convencionais de tratamento de
aguas residuais, como por exemplo através do aumento dos tempos de residéncia das

lamas. Algumas tecnologias avangadas tém também sido avaliadas, nomeadamente
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processos oxidativos avangados, adsorg¢do com carvio activado, filtragdo por membrana e
bio-reactores de membrana (Benner et al. 2008; Esplugas et al. 2007; Fent et al. 2006;
Kim et al. 2007; Radjenovic et al. 2007; Snyder et al. 2007). Porém, apesar das, por
vezes, elevadas eficiéncias de remogdo atingidas, a relagdo custo-eficacia destes
processos € desfavoravel em larga escala (Fent er al. 2006). Consequentemente, existe
uma necessidade crescente de encontrar novos sistemas de tratamento de dguas residuais
para a remogdo de CFAs das dguas e que possuam maior eficdcia a um custo razoavel de
operagdo/manutengdo (Lens et al., 2001; Sezerino et al., 2004).

Os sistemas de leitos construidos de macrofitas com fluxo sub-superficial
(LCFSS) sdo sistemas de tratamento de dguas residuais com baixo custo de operagio e
manutengdo, consistindo em leitos vegetais inundados, projectados para tirar partido da
bem conhecida capacidade depurativa dos leitos naturais (Vymazal et al. 1998). Estes
sistemas tém sido cada vez mais utilizados para providenciar uma forma de tratamento
secunddrio ou terciario de aguas residuais e ja foram aplicados com sucesso na remogio
de alguns compostos orgénicos recalcitrantes de aguas contaminadas, como pesticidas,
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPs) ou explosivos (Haberl et al. 2003;
Williams 2002). Contudo, até ao momento, apenas um pequeno niimero de estudos foi
realizado abordando o tema da remogfio de residuos de farmacos por estes sistemas
(Dordio et al. 2007; Gross et al. 2004; Matamoros et al. 2005; Matamoros et al. 2007;
Matamoros et al. 2008a; Matamoros et al. 2008b), provavelmente devido a apenas
recente sensibilizag@o e preocupagdo com estes contaminantes aquaticos.

A depurag@o de aguas residuais em LCFSSs € alcangada pela acg¢do conjunta entre
rizomas de plantas, microorganismos e componentes da matriz de suporte. A eficiéncia
dos LCFSSs pode ser significativamente melhorada através da optimizagfo das condigdes
de operagdo e da selecgdo do tipo de matriz de suporte e plantas a usar. Assim, quando se
projecta um LCFSS ¢ importante seleccionar uma matriz com elevada capacidade de
sor¢do, a qual vai depender das propriedades fisico-quimicas do material escolhido.
Estudos anteriores demonstraram que os agregados de argilas expandidas a luz (Light
Expanded Clay Aggregates, LECA) sdo capazes de remover da dgua, por sorgio, outros
farmacos (Dordio et al. 2007; Dordio et al. 2009b). No que respeita a vegetagdo, as

plantas aquiticas desempenham um papel central nos mecanismos de depuragdo que
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ocorrem num LCFSS uma vez que proporcionam suporte para o crescimento de
microorganismos e promovem a remog@o de uma variedade de poluentes por adsorg@o
nas raizes, absorgdo ou degradacio (Brix 1997; Vymazal et al. 1998). A vegetacdo
emergente mais frequentemente utilizada em LCFSSs inclui varias espécies de macrofitas
tais como a tabua (Typha spp.) € o cani¢o (Phragmites australis) (Vymazal et al. 1998,
Turgut 2007; Cooper et al. 1996).

O objectivo principal do presente trabalho foi avaliar a eficiéncia de microcosmos
de leitos construidos de macrofitas na remogdo de atenolol de aguas residuais
contaminadas, utilizando LECA como matriz de suporte ¢ plantados com Phragmites
australis. Pretendeu-se também desenvolver ¢ optimizar uma metodologia analitica
adequada para a detec¢fio e quantificagdo do atenolol em amostras aquosas (aguas e
efluentes), utilizando separagdo cromatogréfica por HPLC e detecgdo espectrofotométrica
(UV-Vis e¢ DAD). Considerando a possibilidade de, em algumas amostras, as
concentragdes do analito se encontrarem abaixo dos limites de quantificagdo dos
equipamentos, pretendeu-se também desenvolver um procedimento de limpeza e pré-

concentragio de amostra por extracgdo em fase solida (SPE).

O presente trabalho esta dividido em quatro partes principais: na primeira parte
faz-se uma breve revisdo bibliografica sobre as perspectivas gerais associadas a
ocorréncia, presenga, destino e persisténcia de fairmacos no ambiente, os B-bloqueadores,
com especial destaque para o farmaco que se pretende remover (atenolol), 0s processos
de remogdo de firmacos e tratamento das 4guas e os métodos de extracgdo € analise
destes compostos; a segunda parte do trabalho corresponde a descrigdo dos materiais €
métodos utilizados; na terceira parte apresentam-se e discutem-se 0s resultados obtidos, e,
por 1ltimo, na quarta parte do trabalho tecem-se algumas conclusdes € perspectivam-se
possiveis trabalhos futuros para complementar o estudo efectuado.
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I - Revisao Bibliografica

1.1. Compostos de origem farmacéutica

Hoje em dia estdo registadas 100.000 substincias quimicas diferentes na Unido
Europeia, dos quais 30.000 destes produtos sio comercializados em quantidades maiores
que 1 tonelada (Giger, 2002). Entre eles, estio os compostos farmacéuticos, que nos
ultimos anos foram classificados como contaminantes ambientais emergentes (Bila e
Dezotti, 2003).

Por farmaco entende-se qualquer substincia biologicamente activa, de origem
externa ao organismo, capaz de modificar o metabolismo das células sobre as quais vai
actuar. No campo da medicina utilizam-se com fins terapéuticos, de diagndstico ou
preventivos (Daughton e Ternes, 1999). O constante progresso da medicina faz com que
novas drogas com novas substincias activas sejam disponibilizadas no mercado para
diversos tratamentos. Os produtos farmacéuticos representam mais de 4.000 moléculas
em 10.000 especialidades diferentes (Beausse, 2004).

Os farmacos sdo assim considerados contaminantes ambientais devido a serem
compostos bio-activos geralmente desenvolvidos e sintetizados de acordo com alguns
requisitos rigidos, de modo a desempenharem plenamente o seu papel no diagndstico,
profilaxia e tratamento de doengas. Deste modo séo desenhados e produzidos de modo a
permitirem uma boa bio-disponibilidade, uma alta actividade farmacol6gica, uma baixa
incidéncia de efeitos secundarios, ¢ um modo de administragio simples (Halling-
Sorensen et al., 1998; Daughton e Ternes, 1999; Jones et al., 2002; Miao et al., 2002).

A excepgio dos antibidticos e dos anti-neoplasicos, o objectivo da maior parte das
classes de farmacos é simplesmente controlar os sintomas e n@o curar realmente as
doengas. Como tal, muitos farmacos sdo tomados por periodos muito longos, por vezes,
durante boa parte da vida do utilizador (Daughton e Ternes, 1999).

De modo a estarem coniventes com estas necessidades gerais, os farmacos
possuem normalmente caracteristicas comuns, tais como actividades biolégicas
especificas e resisténcia relativa a bio-transformagdo. Contudo, essas caracteristicas

comuns s3o também responsaveis pela maioria das preocupagdes ambientais associadas
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aos farmacos, uma vez que, uma grande quantidade farmacolégica pode conduzir a uma
actividade biol6gica noutras espécies presentes no ambiente. Concomitantemente, a
resisténcia a bio-transformagdio implica que os farmacos sejam de alguma forma,
resistentes 4 degradac¢@o e isto pode levar a um certo grau de persisténcia ambiental.
(Halling-Sorensen ef al., 1998; Daughton e Ternes, 1999; Jones ef al., 2002; Miao e al.,
2002).

O efeito dos farmacos no ambiente e na saide humana deve entfio ser analisado de
maneira ordenada e qualitativa tendo em consideragdo as preocupagdes especiais € as
necessidades da sociedade dentro das classes e produtos (Melo et al., 2009).

Muitos acreditam que, de todos os poluentes emergentes, os antibi6ticos sdo os
mais preocupantes, ja que as suas emissdes no ambiente podem para além de contaminar
os recursos hidricos aumentar a ocorréncia de bactérias resistentes na natureza. O
aumento do uso e tipos de antibidticos durante as ultimas cinco décadas resultou numa
selecgdio genética de bactérias resistentes, com efeito a longo prazo e provavelmente
irreversivel (Sanderson ef al., 2004).

Contudo, outros compostos emergentes, especialmente os polares, tais como os
farmacos acidos, os pesticidas acidos e os metabolitos acidos de surfactantes ndo-ionicos,
também merecem particular atengdo (Daughton e Ternes, 1999).

Sanderson et al. (2004), estudando a toxicidade de farmacos, demonstraram que
as hormonas sexuais encontram-se entre os mais toxicos para uma série de organismos
aquaticos. Essas hormonas sintéticas sdo compostos que actuam c€omo sinais €
desencadeiam as suas fun¢®es mesmo em concentragdes extremamente baixas (na ordem
dos nanogramas), portanto representam um perigo potencial para a biota aquatica
residente nos locais de despejo de efluentes ou esgotos in natura (F ilho et al., 2001).

Os metabolitos e os produtos de transformagéo fisico-quimica, como por exemplo
aqueles que resultam da dissociagdo ou da fotodegradagio do farmaco, podem ter maior
ou menor actividade fisiolégica que o composto inicial (Daughton e Ternes, 1999).

Ao estudar a contamina¢do de ambientes aquaticos através de farmacos, t€m que
ser considerados varios factores que podem gerar confusfio. Os residuos de farmacos na
natureza ndo estdo restritos a medicamentos receitados, € um elevado nimero de

farmacos é também utilizado em veterinaria. Para além disto, outras drogas podem ser
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usadas para consumo ilegal, € nio podem ser seguidas através dos circuitos comerciais
habituais, deixando de ser elegiveis para monitorizagdo uma vez que € impossivel ter
estatisticas oficiais de uso/consumo. Além da contaminagdo devida aos compostos
primérios, os produtos de degradagdo e os metabolitos destes compostos sdo também um
problema ambiental adicional. A actividade biologica de alguns destes metabolitos €
semelhante 2 actividade farmacologica descrita para os compostos primdrios, ndo o sendo
para outros. A avaliagdio toxicoldgica em pacientes humanos também pode ser diferente
da toxicidade exibida em modelos utilizando animais, e as correlagdes entre dados para
toxicidade humana e animal sdo escassas € mal compreendidas (Olson et al., 2000).

Os efeitos de toxicidade costumam ser observados somente em concentragles
acima de 1 pgL™”, no entanto, é importante salientar que os bioensaios de toxicidade
focam efeitos agudos, quando na realidade os organismos sio expostos a baixas
concentragdes de forma continua e, portanto, efeitos cronicos sdo mais provaveis Melo
et al., 2009). Para a maioria dos farmacos, os valores de EC50 (concentragao maxima
efectiva de meia vida) variaram entre 10 ¢ 100 mgL™"' (toxicidade moderada) (Melo et al.,
2009).

Ainda que actualmente nio se conhegam bem os seus riscos, uma das prioridades
actuais esta assim relacionada com a presenca destes farmacos residuais na agua e ja se
comegou a investigar quais sdo os potenciais efeitos adversos para a saude humana,
animal e de organismos aquéticos € a forma de elimina-los no meio ambiente (Daughton

e Ternes, 1999).

1.1.1. Ocorréncia e destino de firmacos no meio ambiente

A ocorréncia de farmacos nas dguas naturais e residuais representa actualmente
um importante tépico internacional. Algumas toneladas de medicamentos sdo produzidas
por ano e aplicados na medicina humana e veterinaria (Bila e Dezotti, 2003).

Os farmacos sio projectados para atingirem Orgdos ou rotas metaboélicas e
moleculares especificas tanto nos humanos como em animais, mas também possuem
frequentemente efeitos colaterais importantes. A presenca desses multiplos compostos no

ambiente pode assim interferir significativamente na fisiologia, no metabolismo e no
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comportamento das espécies e além de causar efeitos secundarios, os quais podem alterar
a defesa imunolégica de organismos tornando-os mais susceptiveis 4 presenga de
parasitas e doengas (Petrovic et al., 2003).

O consumo mundial de fArmacos € assim bastante significativo, um exemplo disso
pode ser visto na Unido Europeia (UE) onde aproximadamente 3.000 diferentes
substincias sdo usadas em medicamentos para consumo humano como analgésicos e
antiinflamatdrios, antibidticos, -bloqueadores, reguladores de lipidicos, € muitos outros
(Ponezi et al., 2006). A Tabela 1 apresenta o consumo de alguns farmacos em vérios

paises da Europa em diferentes anos.

Tabeia 1 - Consumo (toneladas/ano) anual de diferentes classes de farmacos em diferentes paises (Fent
et al., 2006; Infarmed, 2009).

Composto Alemanha Austria Portugal Austrilia inglaterra ttdlia Suica
(2001) (1997) (2006) (1998) (2000) {2001) (2004)
Analgésicos, Antipiréticos e Anti-inflamatérios
Paracetamol 621,65 35,08 40,34 295,90 390,90 95,20
Naproxeno - 4,63 - 22,80 35,07 - 1,70
Ibuprofeno 344,89 6,70 28,90 14,20 162,20 1,90 25,00
Diclofenac 85,80 6,14 17,43 - 26,12 - 4,50
B - bloqueadores
Atenolol - - 25,67 - 28,98 22,07 3,20
Metroprolol 92,97 2,44 - - - - 3,20
Antiepilépticos
Carbamazepina 87,60 6,33 7,82 9,97 40,35 - 4,40
Diazepam - - - 0,21 - - 0,05

Datas: representam o ano de amostragem.

Estudos demonstram que o nivel de concentragdo dos firmacos encontrados em
ambientes aquaticos estd relacionado com o padrdo de consumo dos mesmos pela
populagdo, pela taxa de remogdo nas ETARs, pelo tipo de efluente que aporta nas ETARs
e pela sazonalidade (Ternes et al., 1998; Lindqvist et al., 2005; Castiglioni et al., 2006;
Melo et al., 2009).

Embora alguns firmacos ndo sejam persistentes, a sua entrada continua no

ambiente aquatico pode conduzir a descoberta de niveis residuais. Os agentes
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terapéuticos podem assim ser considerados como a maior classe de compostos quimicos
caracterizada pelo seu uso continuo e indiscriminado e pela sua actividade biologica.
(Halling-Sorensen et al., 1998; Daughton e Ternes, 1999; Jones et al., 2002; Miao et al.,
2002).

Verifica-se assim que os efluentes das ETARSs sdo a principal fonte de introdugéo
de fairmacos e seus metabolitos em ecossistemas aquaticos, tendo sido detectados e
quantificados uma enorme variedade de farmacos em efluentes provenientes de ETARs
de diversas cidades Europeias (Daughton e Ternes, 1999; Ternes et al., 2002; Petrovic et
al., 2003; Carballa et al., 2004; Larsen et al., 2004; Stackelberg et al., 2004).

Para além dos farmacos de uso humano, um sem nimero de outros compostos t€m
sido libertados no ambiente como consequéncia do seu uso. Entre estes, os farmacos para
veterindria/agricultura € os produtos de higiene pessoal sdo de extrema importincia, uma
vez que representam uma elevada carga de compostos inimigos do ambiente, despejados
em grandes quantidades nos ecossistemas aquaticos. As concentragdes destes residuos até
a0 momento nio supdem um risco para a saude humana. O que preocupa os especialistas
e investigadores é que em cada litro de 4gua ndo s6 podera haver um farmaco isolado,
como também muitos outros farmacos que poderdo interagir entre eles. Outro factor a ter
em conta é, deste modo, o efeito acumulativo no ecossistema (Melo et al., 2009).

Largos esforgos tém sido dedicados nas tltimas décadas ao aumento progressivo
na eficacia de eliminag#o de varios compostos pelas ETARSs.

No entanto o aumento incontestavel na capacidade das ETARs em lidar com os
poluentes convencionais (nutrientes, micrébios), ndo contemplou certos compostos
quimicos naturais ou sintéticos, tais como os farmacos seus metabolitos ¢ compostos de
degradagio, uma vez que estes compostos sdo libertados em elevado nimero e sdo
geralmente resistentes a biodegradagio. Tém sido publicados diversos estudos
estabelecendo uma ligagdo entre residuos de farmacos nas aguas residuais e sua
consequente presenga na natureza, onde exercem efeitos nocivos nos organismos
aquaticos. Para além da simples questdo ambiental, a presenga de residuos de farmacos
no ciclo da dgua também pode ser uma questio de saide humana, uma vez que € de
absoluta importancia a obten¢dio de padrdes de qualidade da 4gua adequados para uso

humano e para consumo (Petrovic et al., 2003). A presenga de firmacos em ambientes
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aquaticos, evidenciada em numerosos estudos, encontra-se reportada num artigo de
revisdo por Daughton e Ternes (1999).

As unidades hospitalares também sfo obviamente uma fonte de residuos de
farmacos que, para além da sua actividade bioldgica intrinseca, também podem conter
compostos organo-halogenados adsorviveis, que sdo toxicos para humanos e outros
organismos, sendo ainda persistentes no ambiente e possivelmente bioacumulados nas
cadeias alimentares (Kummerer et al., 1998). As aguas residuais provenientes de
instalagdes hospitalares podem também ser responsaveis pela introdugdo de substancias
mutagénicas/carcinogénicas no ambiente, tais como o agente antineoplasico
ciclofosfamida, como demonstrado por Steger-Hartmann (1997).

Uma outra fonte de contaminagio ambiental resulta da deposicdo de residuos
provenientes de industrias farmacéuticas em aterros sanitrios, contaminando as 4guas de
subsolo nas proximidades do aterro (Bila e Dezotti, 2003).

Viarios autores relataram assim que as principais vias de exposi¢do destas
substincias no ambiente provém de efluentes hospitalares, produgdo industrial, efluente
doméstico e também da deposigdo em aterros e excregdes animais como por exemplo, os
promotores de crescimento utilizados em aquicultura ou da aplicagdo no campo de
excremento de animais tratados com drogas (Ternes et al., 2002; Beausse, 2004;
Sanderson et al., 2004; Fent et al., 2006).

De acordo com Richardson e Bowron (Richardson e Bowron, 1985), nas ETARs
hé trés destinos possiveis para qualquer farmaco individual:

1. Pode ser biodegradado, ou seja, mineralizado a gés carbonico ¢ agua, como por

exemplo, o 4cido acetilsalicilico;

2. Pode passar por algum processo metabdlico ou ser degradado parcialmente,

como as penicilinas;

3. Pode ser persistente.

Apesar de tudo, ainda pouco se conhece sobre as rotas dos farmacos no meio
ambiente. A Figura 1 apresenta um esquema que sugere possiveis rotas para os farmacos,
quando libertados no meio ambiente (Halling-Sorensen et al., 1998; Hirsch et al., 1998;
Heberer et al., 2002; Bila e Dezotti, 2003).
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Figura 1 — Possiveis rotas de firmacos no meio ambiente; adaptado de (Bila e Dezotti, 2003).

Um grande problema é que os farmacos ndo sdo prontamente degradados durante
o tratamento de efluentes e sdo langados nos corpos de agua, resultando na contaminagio
de rios, lagos, estudrios, oceanos € em poucos casos em aguas subterrineas. As lamas
geradas no processo sdo por vezes langadas em campos agricolas, estas podem causar
contaminagdo do solo, aguas superficiais € percolagio para dguas subterrdneas. O mesmo
pode ocorrer com substincias utilizadas no uso veterinario (Bila e Dezotti, 2003).

Os farmacos sdo habitualmente eliminados na urina ou nas fezes, geralmente
quando sdo quimicos mais soliveis em &agua, quando comparados a compostos
semelhantes. O aumento da solubilidade na 4gua ¢ de grande importéncia, uma vez que €
a causa da presenga dos fairmacos e/ou dos seus metabolitos no meio ambiente. Para além
disso, os tratamentos de efluentes que utilizam plantas que existem actualmente, ndo
estio significativamente preparados nem foram concebidos para tratar os quimicos inertes
e 0s compostos estaveis tais como alguns farmacos. Esta lacuna na depuragdo de alguns
farmacos da agua dos esgotos conduz a uma capacidade de eliminag@o geralmente baixa

(Petrovic et al., 2003). As metodologias de tratamento utilizadas na actualidade revelam
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assim frequentemente ineficiéncias cruciais e eficiéncias de eliminacdo insatisfatorias as
quais conduzem a entrada continua destes compostos no meio ambiente (Nunes, 2006).

A seguranga para os consumidores estd protegida por legislagdo que obriga a
industria farmacéutica a prolongados estudos para avaliar possiveis reac¢des adversas dos
medicamentos nos seus utilizadores. Em contraste pouco se sabe sobre os possiveis
efeitos destes compostos nos organismos aquiticos ou terrestres que possam
acidentalmente entrar em contacto com eles, ou sobre os efeitos que estes possam
provocar no meio ambiente (Fent ef al., 2006).

Actualmente, um ponto critico neste tema é saber se existe um nivel elevado de
farmacos no meio ambiente, que sejam suficientes para exercer efeitos adversos em seres
vivos. Esta questdio estimula o desenvolvimento de estudos de impacto ambiental causado
por diferentes farmacos presentes no meio ambiente. Dados ecotoxicolégicos tém sido
levantados por pesquisadores, para se identificarem farmacos que sdo potencialmente
perigosos para o meio ambiente, porém, os dados disponiveis na literatura sdo escassos €
insuficientes. A ocorréncia desses firmacos residuais em 4guas superficiais e
subterrineas demonstra uma necessidade de estudos que determinem os efeitos toxicos
desses farmacos relativamente ao meio ambiente (Bila et al., 2003).

Trabalhos de pesquisas no campo de analises quimicas tem relatado a presenga de
farmacos em efluentes de (ETARs), 4guas de abastecimento (ETAs) e em outras matrizes
ambientais tais como solos, sedimentos e 4guas naturais em concentragdes na faixa de
ugL'1 e ngL'l, em varias partes do mundo (Vree, 1994; Ternes et al., 1998; Ternes, 2001).

Vieno ef al. (2006), desenvolveram um método analitico que permitiu a detecgdo
e quantificagio de B-bloqueadores em aguas residuais provenientes de estagdes de
tratamento e obtiveram uma recuperagio de atenolol em quantidades muito superiores ao
esperado inicialmente, constituindo desta forma uma preocupagio ambiental, pois €
utilizado em grandes quantidades, ndo € facilmente removido em estagdes de tratamento €
pode causar efeitos negativos e irreversiveis em ambientes aquaticos.

Calcula-se, que em média se encontrem, nas aguas residuais mais de 20 farmacos
de composigdo distinta, segundo o pais e o nivel de consumo. O anti-depressivo Prozac
(fluoxetina) foi encontrado em lagos e rios do Canada e dos Estados Unidos. Na Suécia

um estudo revelava em meados de 2005 que as Aguas do rio Hoje transportavam
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diclofenac, um anti-inflamatério de uso comum, para além disso continham também o
antiepiléptico carbamazepina, propanolol, atenolol (B-bloqueadores para a insuficiéncia
cardiaca) e antibioticos. Em Espanha um trabalho do concelho superior de investigagdes
cientificas foi o primeiro que deu o alerta em 2005. Foram rastreados os residuos
farmacol6gicos em 18 pontos distintos do rio Ebro. Em todos apareceram residuos de
medicamentos sendo que os maiores niveis foram encontrados em varios pontos da
provincia de Saragog¢a e Navarra. Entre os farmacos encontrados em maior propor¢io
salienta-se um regulador do colesterol: o acido clofibrico, os analgésicos naproxeno e
diclofenac, o anti-inflamatério ibuprofeno, o antiepilético carbamazepina e o atenolol
(Sanchez, 2007).

Na Tabela 2 sdo apresentados exemplos de alguns farmacos frequentemente

detectados em aguas naturais e efluentes de ETAR.

Tabela 2 - Tipo e concentracdo de farmacos e seus metabolitos encontrados em amostras ambientais
(neL”)

Agua Agua Agua Efluentes de

Composto superficial subterrdnea potivel ETARs Referéncias
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)
0,3-4,5 0,2-0,6 - 20-220 (Rabiet et al., 2006)
(28) 38 - - {65) 137 (Kim et al., 2007)
(22) 48 - - (236) 424 (Kasprzyk-Hordern et al., 2009)
Cetoprofeno 30 <2 <2 <2 (Lin et al., 2005)
<26 - <26 <75 (Hernando et al., 2006a)
2,8-15 2,8-15 - 20-1080 (Rabiet et al., 2006)
- - - (0,21) 1,62 (Miege et al., 2009)
Naproxeno 30 <1 <1 170 (Lin et al., 2005)
70 - - 630 (Hernando et al., 20063)
{(11) 18 - - (128) 483 {Kim et al., 2007)
Diclofenac - <2 <2 <2 {Lin et al., 2005)
72 <7 - 1420 (Hernando et al., 2006a)
1,4-33 - 1,4-2,5 210-490 (Rabiet et al., 2006)
(3,0)6,8 - - (40) 127 (Kim et al., 2007)
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Tabela 2 (continuagdo)

Composto ?:::rﬁdal gug:taerrinea ggtu:vel E‘fl'l:::tes e Referéncias
Reguladores lipidicos do sangue
Acido clofibrico (66) 550 - - (360) 1600 (Ternes, 1998)

- <18 - - (Sacher et al., 2001)

35 - <17 107 (Hernando et al., 2006a)

(14,7) 118,5 - - - (Moder et al., 2007)

- - - (0,15) 0,23 (Miége et al., 2009)
Gemfibrozil (6,6)9,1 - - (11,2) 17 (Kim et al., 2007)
Bezafibrato 3100 - - (2200) 4600 (Ternes, 1998)

3100 - - - (Boxall et al., 2004)

<2 - - - (Hao et al., 2006)
Beta-bloquedores
Atenolol - <8,2 - - (Sacher et al., 2001)

10-60 - - 160 (Bendz et al., 2005)

- - - (0,15)0,38 (Miege et al., 2009)

(63) 258 - - (2870) 7602 (Kasprzyk-Hordern et al., 2009)
Metoprolol - - - 10-390 (Andreozzi et al., 2003)

30-70 - - 190 (Bendz et al., 2005)
Sotalol - 560 - - (Sacher et al., 2001)
Compostos neuroactivos
Fluoxetina 1,7 - - N3o disponivel (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)

24,56 14-43 - 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-Hordern et al., 2009)
Antibi6ticos
Sulfametoxazol (20) 36 <50 - - (Stackelberg et al., 2004)

10 - - 70 (Bendz et al., 2005)

70 - - - (Weigel et al., 2004)

- - - (0,07) 0,32 (Miege et al., 2009)
Ofloxacina - - - 120-580 (Andreozzi et al., 2003)
Ciprofloxacina - - - 250 (Zuccato et al., 2005)

O comportamento e destino de farmacos e seus metabolitos no ambiente aquético

ainda ndo & bem conhecido, assim ndo esta claro quais os organismos que sdo afectados e

em que grau. A baixa volatilidade destes compostos indica que a distribui¢do no ambiente
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inicio apds 1 h, alcanga o pico em 2 a 4 h e persiste 24 h apds a administragfio oral do
farmaco. O efeito anti-hipertensivo e bloqueio B adrenérgico de uma dose oral de 50 a
100 mg persistem por 24 h (McEvoy, 1994).

O atenolol é assim amplamente distribuido na maioria dos tecidos excepto no
sistema nervoso central, embora sejam relatadas pequenas fracgdes da dose administrada
atravessando a barreira hemato-encefilica (Wadworth et al., 1991; Korolkovas et al.,
1993).

Uma vez que o composto se dissolve muito bem em agua, a eliminag¢do do
atenolol ¢ predominantemente renal, sendo que a fracg¢dio da dose absorvida € recuperada
na urina dentro de aproximadamente 48 h (Mason et al., 1979; Wadworth et al., 1991;
Leite et al., 2006). Em pacientes com fun¢io renal normal, o atenolol tem uma meia-vida
de 6 a 8 h. A eliminagdo é cerca de 6 Lh™ (100 mLmin™). O metabolismo hepatico é
minimo. Aproximadamente 40 a 50 % de uma dose oral é excretada inalterada na urina.
O restante ¢ excretado inalterado nas fezes, principalmente como farmaco ndo absorvido.
Cerca de 1 a 12 % ¢ removivel por hemodialise. O farmaco tem muito baixa solubilidade
lipidica (Wadworth et al., 1991; Korolkovas et al., 1993; McEvoy, 1994; USP, 2000).

Os efeitos adversos mais frequentemente relatados durante a terapia oral de
atenolol para hipertens3o, angina de peito e arritmias s3o: bradicardia, extremidades frias,
sintomas gastrointestinais, fadiga, fraqueza, pesadelos, alucinag¢des, distirbios do sono,
dor de cabega, depressdes, disturbios sexuais. Em geral, esses efeitos so moderados,
usualmente tornando-se menos frequentes com a terapia continuada. Os f-bloqueadores
podem ainda provocar aumento dos triglicéridos, redugdo dos niveis de colesterol, e
hiperglicemia, ¢ podem mascarar os sintomas habitualmente associados a crises
hipoglicémicas.

Deste modo a sua utilizagdio deve sempre estar sujeita a indica¢gdo médica € na
maioria dos casos estudados, foi necessario suspender o tratamento em apenas 3 a 6 %
dos pacientes (Wadworth et al., 1991).

Devido aos elevados consumos do firmaco a nivel mundial ¢ a sua frequente
detec¢do em aguas superficiais e subterrdneas, nas aguas destinadas ao consumo humano
e nos efluentes das ETARs, o atenolol foi seleccionado para o presente estudo de

remogdo por sistemas de leitos construidos de macrofitas, dado que os factos referidos o
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tornam num problema ambiental real e preocupante (Halling-Sorensen er al., 1998,
Daughton e¢ Ternes, 1999; Azevedo et al., 2000; Lacorte et al., 2001; Heberer, 2002;
Heberer et al., 2002; Lagana et al., 2002; Cerejeira et al., 2003; Ferrari et al., 2003;
Packer et al., 2003; Vieno et al., 2006).

1.1.3.1.1. Propriedades fisico-quimicas do atenolol

O atenolol é um farmaco de elevada importincia sob o ponto de vista
farmacéutico e econémico entre os bloqueadores adrenérgicos B. No entanto os dados que
se encontram na literatura, relativos 4 sua caracterizagdo estrutural, sdo escassos €
resumem-se essencialmente 4 determinagdo de propriedades correntes de caracterizagdo
fisico-quimica.

Uma das propriedades do atenolol, que ja foi objecto de estudo por varios
investigadores, ¢ a solubilidade. Na Tabela 3 sdo indicados os valores publicados para a

solubilidade do atenolol em diferentes solventes.

Tabela 3 — Solubilidade do atenolol em diferentes solventes a 25°C; adaptado de (Castro, 2006).

Solvente Solubilidade/mgL™
Cloroférmio 3,00
Etanol 3,40
Dimetilsulféxido 18,00
Agua 13,30
Sol, HCI 1IN 300,00

Dada a sua constituigdo quimica, o atenolol ¢ bastante soluvel em agua e em
solventes polares e menos solivel em solventes néo polares. O valor da sua solubilidade
nestes ultimos solventes &, todavia, apreciavel. A solubilidade elevada em meio de acido
cloridrico deve-se a formagdo do sal (Castro, 2006).

Dos grupos polares do atenolol o tinico que apresenta comportamento acido-base
em solugio aquosa é o grupo amina. Os valores publicados para a constante de

dissocia¢do como acido sdo apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4 - Valores de pKa do atenolol; adaptado de (Castro, 2006).

Composto pK,
9,60
9,57
(R,$)-atenolol
9,56
9,40

O valor encontrado para a constante de equilibrio mostra que em solugéo aquosa o
grupo aminico encontra-se protonado para valores de pH inferiores aproximadamente 8,5,
e na forma de base para valores de pH superiores aproximadamente 10,5.

A primeira sintese do atenolol foi patenteada em diversos paises por Barrett et al,
da Imperial Chemical House Limited, em 1970 (Barrett et al., 1970; Castro, 2006). Desde
entdo, t€ém aparecido mais patentes relacionadas com o processo de sintese do composto,
sendo também de registar o esforgo para se conseguir sintetizar o enantidmero S-atenolol
por se tratar da forma activa (Bose € Narsaiah, 2005).

O espectro na regido do ultra violeta (UV) do composto (R,S)-atenolol dissolvido
em metanol mostra maximos de absorgdo a 230, 275 e 283 nm, os quais indicam que o
unico croméforo detectavel por esta técnica € o grupo fenilo (Burger et al., 1999; Castro,
2006).

Através de estudos efectuados por Castro e Ceresole verificou-se que o atenolol era
relativamente estavel no estado solido, ndo sofrendo degradagdo, no entanto verificou-se
que era instavel no estado liquido, sendo o grupo amina a parte mais vulnerdvel da

molécula, tal como seria de esperar (Ceresole et al., 2006; Castro, 2006).

1.2. Processos de remogio de firmacos das aguas residuais

O tratamento de aguas residuais tem como principal objectivo a remogdo da sua
carga poluente, manifestada pelas suas caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas, de

forma a produzir um efluente final de qualidade conforme as normas de descarga ou de
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reutilizagio impostas pela legislagio vigente ¢ pelos objectivos de qualidade definidos
para o meio receptor ou para futuras aplicagdes (Oliveira, 2008).

A eficacia do tratamento de 4guas residuais encontra-se intrinsecamente ligada a
determinados pardmetros. As massas hidricas, dependendo das suas caracteristicas
bidticas, apresentam uma capacidade natural de auto depuragio que lhes podem permitir
recuperar dos efeitos da incorporagio de massas poluentes num periodo de tempo
limitado. Contudo, a descarga de substincias que, pela sua composigdo ou quantidade,
alterem profundamente as caracteristicas da 4gua, podem tornd-la incompativel com a
vida aquética e com a utilizagio humana (Sezerino, 2006).

Entre os poluentes de maior preocupagdo encontram-se€ Os cOmMPpostos
consumidores de oxigénio (e.g. poluentes de origem orgénica) que interferem,
essencialmente, com os ciclos naturais do azoto e do fésforo, e substincias persistentes e
bio acumuldveis que podem causar mortalidade, morbilidade, perturbagdes genéticas e
outros efeitos nos organismos vivos, ou mesmo desequilibrar de forma significativa os
ecossistemas (Oliveira, 2008).

Recentemente, a monitorizagdo de firmacos residuais no meio ambiente vem
ganhando grande interesse devido ao facto de muitas dessas substincias serem
frequentemente encontradas em efluentes de ETARs e aguas naturais, em concentragdes
na faixa de pgL" e ngL™ (Stumpf et al., 1999).

A presenga de farmacos em efluentes de ETARs ¢ reflexo da baixa eficiéncia de
remogio de alguns destes compostos pelos processos convencionais de tratamento
utilizados nas ETARs o que leva a contaminagdio dos meios receptores hidricos. Na
tentativa de remover este tipo de poluentes das 4guas (como o atenolol), o
desenvolvimento e aplicagdo de novas tecnologias de tratamento que permitam a remogéo
ou diminui¢3o desses compostos tém sido objecto de interesse na 4rea do saneamento
ambiental (Filho ef al., 2001). Um dos principais objectivos dessas tecnologias € assim
melhorar a eficiéncia do tratamento de residuos através de processos que consumam
menos recursos, especificamente no que respeita a energia e aos materiais (Galvéo et al.,
2005).

A remogdio ou a redugdio significativa da carga poluente veiculada pelas aguas

residuais numa ETAR envolve a combinagio de operagdes € processos unitarios, que se
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distribuem por diferentes niveis de tratamento (preliminar, primario, secundario, terciario
e de afinagdo e o tratamento de lamas). A remogio de solidos grosseiros € sedimentaveis
¢ conseguida através de processos fisicos de separagdo, como gradagem, tamisagdo €
decantagdo. A remogdo da carga organica na forma soluvel e/ou coloidal €, no essencial,
realizada por microrganismos, através de processos que privilegiam biomassa fixa, em
suspensio ou mista. Uma vez que a preven¢do da entrada de farmacos nos ecossistemas
aquaticos pode ser a melhor estratégia para enfrentar possiveis problemas ambientais, €
dado as ETARs constituirem importantes fontes de contaminagio, € necessario aumentar
a informagio disponivel acerca do comportamento dos fairmacos e o seu destino final nas
ETARs (Castiglioni et al., 2006).

Alguns investigadores recomendam a separagdo das aguas do esgoto das demais
para serem especificamente tratadas e disponibilizadas. Porém, apds estudos regulares
que venham a ser implementados, algumas modificagdes menores talvez possam ser ja
adoptadas nas ETARs operantes, como tentativa de se alcangar uma maior eficiéncia na
remogdo de farmacos. Por exemplo, o aumento do tempo de reten¢fio hidraulica e
consequente aumento de produgio de lamas (maior envelhecimento da lama) pode trazer
resultados positivos no decréscimo de alguns farmacos, devido ao incremento da
actividade microbiana (Metcalfe et al., 2003a; Metcalfe et al., 2003b).

Actualmente, € possivel recorrer a varios processos de afinagdo para
remogdo/reducdo de poluentes refractarios como alguns farmacos das aguas, cuja
eficiéncia, esta dependente das caracteristicas do poluente, das caracteristicas da dgua, do
destino a dar as 4guas tratadas, sejam residuais ou para consumo humano, ¢ da
disponibilidade or¢amental da entidade que pretende depurar a agua. Alguns dos
processos avangados de tratamento que tém sido testados neste ambito incluem processos
de membranas, oxidagdo catalitica e adsor¢do em carvio activado (Filho et al., 2001).

Dentro do complexo panorama sanitario nacional, parece claro que as tecnologias
indicadas como proximas as ideais para remogdo deste tipo de poluentes séo inviaveis de
serem adoptadas pelos 6rgdos responsaveis pelo saneamento, devido ao elevado custo de
implantagdo principalmente dos tratamentos terciarios ou de afinagéo (Filho et al., 2001).

A implementa¢do de leitos construidos de macrdfitas como complemento as

unidades de tratamento convencional tem vindo a ser ha algum tempo avaliada como uma
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alternativa viavel (relagdo custo-beneficio) para a redugfio de compostos orginicos
xenobidticos como os pesticidas. Embora os estudos da eficiéncia destes sistemas para a
remogio de firmacos sejam ainda escassos, Matamoros e Bayona (2006) comprovaram ja
a viabilidade desses sistemas naturais para a remog¢fo de alguns destes poluentes. De
qualquer forma, além da procura de solu¢des que propiciem a redugdo/eliminag¢do da
carga de produtos farmacéuticos, ¢ essencial a utilizagdo de ensaios de toxidade
especificos na detecgdo de actividade farmacodindmica nas aguas que sdo encaminhadas
para as ETARs (Metcalfe et al., 2003a; Metcalfe et al., 2003b).

1.3. Processos de tratamento por leitos de macrofitas

Os leitos construidos de macrofitas também designados por zonas humidas
construidas tém recebido cada vez mais atengio por parte da comunidade cientifica
mundial (Bastian e Benforado, 1983; Reddy e Smith, 1987; Reed et al., 1988; Hammer,
1989; Cooper e Findlater, 1990; Etnier e Guterstam, 1991; Vymazal et al., 1998; Kadlec
et al., 2000; Andreozzi, 2003; Njau ez al., 2003). Este facto parece dever-se ao crescente
interesse em tecnologias ecologicas mais consistentes com a conservag¢do de recursos,
protecgdio do ambiente ¢ maior fiabilidade deste tipo de processos ecolégicos em
detrimento de processos de tratamento consumidores de mais energia, produtos quimicos
e utilizadores de meios mecanicos mais intensivos (Bastian ¢ Hammer, 1993).

Os leitos construidos de macréfitas (Figura 4) s3o sistemas de tratamento
biologico de 4guas residuais em superficie livre (as de escoamento superficial) ou por
filtragdo em meio poroso (as de escoamento sub-superficial), previamente projectados
para permitir o tratamento de efluentes por optimizagio dos processos fisicos, quimicos e
biolégicos que ocorrem nas zonas humidas naturais. Estes sistemas consistem em
depressdes escavadas no terreno com fundo impermeével, cheias com materiais
drenantes, onde se desenvolvem microrganismos e espécies de plantas hidrdéfilas,
caracteristicas de terrenos encharcados, as macréfitas (Cabral, 2004).

A remogdo de poluentes ¢ obtida pela acgio concertada da populag@o microbiana,

vegetagio e matriz de suporte, sendo principalmente influenciada pelo tipo de fluxo do
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Trata-se de uma espécie que ndo resiste a cortes abundantes e prolongados,
podendo estes ser efectuados na fase de crescimento, contudo, para se obter o maximo de
produgdo, ndo deve ser cortado mais de 50% do peso obtido neste periodo. Devem,
também, ser periodicamente podadas para que os nutrientes incorporados nos tecidos nio

sejam devolvidos a 4gua apds decomposigio (Corregidor e Parejo, 1999).

1.4. Métodos analiticos utilizados na separacio e analise de farmacos

Os farmacos ou outro tipo de quimicos s6 sdo considerados como contaminantes
ambientais emergentes mediante a existéncia de métodos analiticos que os consigam
detectar (Snow et al., 2007).

Os principais métodos descritos na literatura sdo baseados na extracg¢do de fase
solida (SPE), em alguns casos derivatizagdo da substincia acida e subsequentemente
determinagdo do derivado por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa
(CG-MS) ou cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massa
(LC-MS) (Palmgren et al., 2006). Uma grande dificuldade encontrada ¢ a auséncia de
métodos validados para muitas destas substincias (Ponezi et al., 2006). Vérios métodos
analiticos tém sido publicados no que respeita a determinagdo e analise de farmacos e
seus metabolitos em amostras bioldgicas como o sangue, soro humano ou urina, a escala
pgl', sendo que algumas modificagSes nesses métodos podem ser suficientes para
algumas amostras ambientais. No entanto, quando se passa para amostras a nivel
ambiental, os baixos limites de detec¢do (na ordem dos ngL™) tornam essencial a
utilizagdo de técnicas e procedimentos analiticos mais avangados (Bila e Dezotti, 2003).

O desenvolvimento € implementagdo de novas técnicas analiticas mais precisas €
sensiveis tornou possivel a detec¢do em meios receptores hidricos em pouco por todo o
mundo de firmacos de varias classes, bem como alguns dos seus metabolitos. O
aparecimento de novas técnicas de extrac¢do e separagGes associadas aos avangos
instrumentais providenciou a sensibilidade e especificidade para as detecgbes €
quantificagdes que eram necessarias. Os métodos que utilizam a espectrometria de massa,
tornaram-se rapidamente os mais utilizados na analise de contaminantes emergentes, uma

vez que permitem assegurar a identificagfio das substincias, sendo que a técnica de LC-
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MS é especialmente utilizada na detecgdo deste tipo de compostos devido as
caracteristicas quimicas dos mesmos (Snow et al., 2007).

De modo a permitir a quantificagio da maioria dos farmacos nas dguas a escala
dos ngL'l, Ternes (2001) resumiu os conhecimentos existentes acerca das metodologias
analiticas nesta area de investiga¢do, tomando em conta as caracteristicas gerais dos
farmacos. Os autores dividiram os residuos por categorias (drogas acidas, B-bloqueadores
e ap-simpatomiméticos, fArmacos neutros, antibidticos, estrogénios, anti-inflamatorios,
reguladores lipidicos, anti-epilépticos, vasodilatadores) e elaboraram protocolos
analiticos dedicados a cada uma das categorias mencionadas.

Técnicas como o uso combinado de extrac¢do em fase solida (SPE), derivatizagio,
detecgdo e identificagdo por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa
(GC-MS) e GC-MS-MS, cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massa (LC-MS) ou cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massa fandem com ionizagdo por electrospray (LC-ESI-MS-MS) provaram a sua
eficacia. A técnica de LC-MS-MS foi a metodologia escolhida por Vieno et al. (2006)
para detectar farmacos neutros e bésicos (B-bloqueadores) em dguas para consumo
humano, aguas superficiais ¢ em efluentes. Recentemente tem sido o método mais
utilizado neste tipo de anélises principalmente devido a sua versatilidade, especificidade,
e selectividade uma vez que proporciona detecgdes na ordem dos ngL'l.

No entanto as técnicas de HPL.C-DAD e HPLC-UV, que foram utilizadas neste
trabalho podem ser uma excelente alternativa as outras técnicas analiticas uma vez que
apresentam bons resultados € menores custos para a determina¢io de compostos
organicos vestigiais tais como farmacos.

Contudo, os autores referem que a gama de aplicabilidade destes procedimentos
analiticos pode ser criticamente reduzida na presenga de amostras fortemente
contaminadas, como as lamas, e um passo de purificagdo devera ser incluido (durante a
preparagio de amostra) ou devera ser feita dopagem com um padrdo substituto
apropriado, antes da concentragdo por SPE (Hirsch et al., 1998).

Durante a implementagio de métodos cromatograficos, estdo genericamente
associadas diversas etapas prévias para preparagio das amostras, podendo incluir

matrizes gasosas (e.g. ar, misturas de gases, emissdes de plantas, etc.), liquidas (e.g. agua,
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misturas de solventes, fluidos biologicos, etc.) ou solidas (e.g. sedimentos, produtos
farmacéuticos, polimeros, etc.), consoante o(s) tipo(s) de analito(s) em estudo,
nomeadamente, compostos volateis, semi-volateis ou ndo-volateis. Estas etapas
contemplam fundamentalmente a extrac¢do ou enriquecimento dos analitos da matriz,
mas também limpeza ou fraccionamento, concentragdo e em certos casos derivatizagio,
tendo em conta todas as vantagens analiticas inerentes a cada sistema em particular,
podendo estes procedimentos envolver até cerca de 80 % do tempo analitico despendido.
O principal objectivo dos métodos de preparagdo de amostras € transferir os analitos com
interesse da matriz original, numa forma mais adequada para introdu¢do na
instrumentag¢do cromatografica, podendo a analise ser directa no caso de estarmos em
presenca de teores significativos ou com recurso a estratégias para o enriquecimento de
tragos vestigiais, no sentido de ganho de sensibilidade (Almeida et al., 2004).

As duas técnicas tradicionais, como a extrac¢do liquido-liquido (LLE) ¢ a
extracgdo de fase sélida (Solid Phase Extration - SPE) tém sido amplamente aplicadas
para o tratamento prévio das amostras liquidas ou na limpeza de alguns extractos para

posterior analise de farmacos (Wang et al., 2008).

1.4.1. Extraccéio em fase sélida (Solid-phase extraction, SPE)

A década de 1970 constituiu um periodo de rapido crescimento e
desenvolvimento para a técnica de SPE. No entanto, nesta fase, ainda ndo tinha o0 nome
que hoje possui. As particulas s0lidas como o carvdio activado e as resinas poliméricas
porosas eram conhecidas como sorventes para os micro-poluentes organicos encontrados
nas amostras de dgua. As colunas preenchidas com um sorvente solido eram designadas
por colunas de acumulaggo (Fritz, 1999). Durante as décadas do seu desenvolvimento a
SPE era encarada, durante a maior parte do tempo, como uma técnica apenas
experimental, ao invés da extracg¢do liquido-liquido (liquid-liquid extraction, LLE), na
altura aceite como técnica-padrdo na analise de aguas. Contudo, a situag@o alterou-se
completamente. Actualmente, a SPE ¢é amplamente aceite e reconhecida como
ferramenta-padrio no manuseamento de amostras de dgua antes da andlise a micro-

poluentes organicos (Liska, 2000).
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De um modo geral, a técnica pode ser descrita como um procedimento de
preparagdo de amostra que recorre a um material s6lido para a retengdo de compostos
especificos de uma solugdo. A retengdo acontece por passagem da solugéo a analisar
através de uma fase solida porosa finamente dividida e contida numa pequena coluna,
cartucho ou disco. Os compostos retidos podem depois ser libertados utilizando um
eluente (Moldoveanu e David, 2002). E assim uma técnica vulgarizada, utilizada para
extracgiio, concentragio e limpeza do(s) analito(s) com interesse de diversos tipos de
matrizes.

O manuseamento desta técnica, consiste num conjunto de passos que
normalmente tem inicio na escolha do formato e capacidade do dispositivo para SPE,
relacionada com o volume da amostra, seleccdo e quantidade (50-1000 mg) do
enchimento adequado a natureza do meio e & retengdo completa do(s) analito(s) em
estudo. Um factor determinante na selecgiio e quantidade do enchimento é o volume de
breakthrough durante a preparagdo das amostras, relacionado com a ineficiente retengéo
dos analitos ou com fenémenos de saturagdio do enchimento quando sdo eluidos grandes
volumes de amostra, com o0 consequente prejuizo nas respectivas recuperagdes. Os
actuais tipos de enchimentos s6lidos devem ser assim seleccionados de acordo com os
mecanismos de retencio pretendidos, podendo genericamente ser classificados como
apolares (e.g. octadecil, octil, fenil, etc.), polares (e.g. cianopropil, diol, etc.), de troca-
iénica (e.g. trimetilaminopropil, carboximetil, etc.), adsorgdo (e.g. silica-gel, florisil,
carvio grafitizado, etc.), covalentes (p. e.g. 4c. fenilboronico) ou multiplos, baseados na
interacgdo analito/enchimento ou somente na natureza do(s) analito(s) em estudo.
Recentemente tém-se utilizado polimeros novos nas colunas da técnica de SPE que
permitem excelentes recuperagdes de analitos polares e conseguem extrair
simultaneamente um vasto niimero de analitos com diferentes funcionalidades (Williams
et al., 2006).

Existem no mercado dois formatos de dispositivos ou invélucros para
implementar a SPE, nomeadamente, em cartucho de polipropileno ou vidro ¢ em disco,
possuindo este tltimo enchimento com tamanho de particula inferior, genericamente
compreendido entre 8 e 40 pm. Esta caracteristica proporciona uma maior capacidade de

retengio dos analitos alvo e consequentemente, maior reprodutibilidade com redugdo do
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Os sistemas de fase normal apresentam o problema de os compostos mais polares
poderem ficar irreversivelmente retidos na coluna, o que pode resultar numa alteracdo
gradual das caracteristicas da separag@o. Assim, as colunas de fase reversa (RPC- Reverse
phase column) sdo normalmente escolhidas para separar farmacos. Usualmente sdo
utilizadas colunas Cs ou C;5 e fases moéveis aquosas com modificadores orgénicos como
metanol ou acetonitrilo (Robards e Antolovich, 1997; Teixeira, 2006).

A coluna cromatografica é feita de um material inerte que resiste a todas as
pressdes em que ela vai ser usada. A capacidade da coluna ¢ determinada pelo
comprimento, didmetro e pelo material de recheio. As colunas geralmente utilizadas s&o:
octadecil (Cis, RP1s, ODS), octil (Cs, RPs), CN (cianopropil) ¢ NH, (amina). A fase
movel deve ser compativel com o detector empregado e, também possuir polaridade
adequada para permitir uma separagdio conveniente dos componentes da amostra. A
eluicio isocratica também tem sido utilizada, particularmente para separar compostos de
uma familia especifica. Os sistemas mais comuns para separar compostos de origem
farmacéutica incluem uma eluigdo isocratica binaria de solventes, em que um dos
solventes é normalmente agua acidificada ou com aditivos (solvente A), € o outro ¢

geralmente constituido por metanol ou acetonitrilo, puros ou acidificados (solvente B). A

separagio normalmente ¢ feita utilizando um fluxo de 1,0-1,5 mLmin—l. Em fase reversa,
os compostos mais polares sdo geralmente cluidos em primeiro lugar (Robards e
Antolovich, 1997).

O isolamento de compostos por HPLC também ¢ possivel através da utilizagdo de
colunas semi-preparativas, que permitem a injec¢dio de maiores quantidades de amostra.
Normalmente, os compostos sdo obtidos através de injecgdes e recolhas sucessivas no
modo isocratico (Costa, 1999; Teixeira, 2006).

Actualmente, existe um grande nimero de referéncias bibliograficas sobre a
identificagdo e quantificagio de compostos de origem farmacéutica por HPLC nas mais
diversas matrizes, o que prova a grande aplicabilidade desta técnica ao estudo destes
compostos (Castiglioni ef al., 2005; Nikolai et al., 2006; Vieno ef al., 2006; Dordio et al.,
2009a; Dordio et al., 2009b);

A cromatografia por HPLC nas suas diferentes variantes (diferentes fases moveis

e estacionarias, colunas e tipos de detec¢do) pode, hoje em dia, ser seguramente
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considerada uma das técnicas de elei¢do para separar fairmacos e os seus produtos de

degradagdo (Tsao e Deng, 2004; Teixeira, 2006; Dordio et al., 2009a).

1.4.2.1. Detecgiao em HPLC

Quanto aos detectores, ndo existe um que apresente todas as propriedades para
que ele seja ideal para HPLC. Nio sdo versateis, ou universais, mas existem detectores
que apresentam ampla faixa de aplicagdes. A sensibilidade de um detector é determinada
a partir da relagdo entre o sinal produzido e a quantidade de amostra que gera este sinal.
A linearidade é a faixa linear do sistema, onde o sinal do detector ¢ directamente
proporcional & concentra¢do do soluto (Teixeira, 2006).

Os detectores mais utilizados em HPLC sdo os de espectrometria de massa (MS),
espectrofotometria ultravioleta visivel (UV-Vis), diode-array (DAD), indice de refracgio,

fluorescéncia e electroquimicos (Hanai, 1999).

1.4.2.1.1. Detecgio ultravioleta-visivel (UV-Vis) e diode-array (DAD)

A detec¢do de compostos B-bloqueadores em HPLC pode ser realizada com um
detector UV, pois a maioria destes compostos possuem duplas ligagdes conjugadas ou
sistemas aromaticos, que absorvem radia¢@o desta regido do espectro electromagnético.
No entanto, a introdu¢do nos anos 80 de espectrofotometros de diode-array como
detectores para HPLC melhorou substancialmente a analise destes compostos, porque
este tipo de detectores permitem, ndo sé obter as caracteristicas de reten¢do, como os
espectros UV-Vis de cada um dos compostos. Em HPLC-DAD pode-se obter o espectro
UV-Vis 2 medida que o eluente cromatografico chega ao detector. Os espectros de cada
pico, obtidos online, sio gravados e podem depois ser comparados com bibliotecas de
espectros. Este tipo de detector permite também a gravagdo simultdnea dos
cromatogramas a comprimentos de onda (c.d.o.) diferentes, permitindo assim, a detecg¢do
selectiva de diferentes grupos nos seus c¢.d.o. méximos de absorvéincia. Esta caracteristica
dos detectores de DAD aumenta também as possibilidades de quantifica¢do, uma vez que
a sensibilidade pode ser ampliada com a escolha adequada dos c.d.o., 0 que pode tornar a

quantificagio de um determinado composto possivel, mesmo que a resolugdo dos picos
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ndo seja muito boa. O ruido e as flutuagdes da linha de base dos cromatogramas podem
também ser corrigidos, subtraindo ao cromatograma do c.d.o. escolhido para a gravagéo,
o obtido a um c.d.o. de referéncia onde o composto praticamente ndo absorva. Além
disso, com os detectores de DAD pode ser obtida alguma informagdo acerca do grau de
pureza dos picos: examinando os espectros UV-Vis obtidos ao longo do pico e calculando
as razdes entre absorvancias a diferentes c.d.o.; se estas razées forem constantes ao longo
de todo o pico pode-se assumir que o pico esta puro, a ndo ser que dois compostos com

exactamente o mesmo espectro tenham co-eluido naquele pico (Teixeira, 2006).

1.4.2.1.2. Outros tipos de detectores

A espectrometria de massa € uma técnica que permite obter a massa molecular do
analito em estudo € também alguma informag3o estrutural sobre a molécula. Esta técnica
tem-se demonstrado muito 1til na identificagio de compostos de origem farmacéutica, ¢ a
sua principal vantagem ¢ a quantidade minima de composto que € necessiria para a
analise (Gros et al., 2006; Teixeira, 2006; Lee et al., 2007).

O desenvolvimento das interfaces de ionizagdo a pressdo atmosférica (API-
Atmospheric pressure ionization) possibilitaram enormes avangos na andlise destes
compostos, uma vez que permitiram incorporar a utilizagdo da detecgdo por
espectrometria de massa, com a separagdo por HPLC. A combinagdo da capacidade de
separa¢do da cromatografia liquida, que permite a introdugdo de compostos “puros” no
espectrometro de massa, com a capacidade de identificag@o da espectrometria de massa €
muito vantajosa, particularmente porque compostos com tempos de retengdo iguais ou
semelhantes tém normalmente espectros de massa muito diferentes e podem assim ser
diferenciados. A combina¢do destas duas técnicas permite portanto, uma identificagdo
mais definitiva ¢ a determinagdo quantitativa de compostos, que ndo se encontram
completamente resolvidos cromatograficamente (Teixeira, 2006).

As duas interfaces mais utilizadas na analise de compostos farmacéuticos por LC-
MS (Liquid-chromatography mass-spectrometry) sio APCI (Atmospheric pressure
chemical ionization) e ESI (Electrospray ionization). Apesar de ndo existir uma divisdo
inequivoca, a ionizagdo por ESI é mais utilizada para compostos idnicos ou polares, € a

ionizagio por APCI para compostos nio iénicos e menos polares. Em ambos os tipos de
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ionizagdo os espectros de massa podem ser obtidos em modo positivo ou negativo
(Ardrey, 2003; Hernando et al., 2004).

Existem varios tipos de analisadores de massa mas os mais frequentemente
utilizados em LC-MS sdo os analisadores de quadrupdlo, de armadilha de ides
(Radjenovic et al., 2008), de sector de dupla focagem e de tempo de voo (TOF-Time-of-
flight). A espectrometria de massa tandem ¢ também uma ferramenta importante para a
quantificagdo de analitos, pois muitos compostos possuem igual massa molecular o que
torna a determinagdo por MS pouco especifica, principalmente em matrizes muito
complexas. Existem varios tipos de instrumentos que permitem realizar experiéncias de
MS-MS como sejam o triplo quadrupélo, o espectrometro de massa hibrido, o analisador
TOF tandem MS, o TOF quadrupdlo e ion trap tandem MS, entre outros. O
processamento dos resultados em LC-MS pode ser realizado em varios modos, mas 0s
mais comuns sdo o cromatograma de corrente ionica total (TIC — Total ion current), a
monitoriza¢do do ido seleccionado (SIM — Single ion monitoring) e a monitorizagdo da
reac¢do seleccionada (SRM — Selected reaction monitoring) (Ardrey, 2003; Lee et al,
2007).

O detector de massa €, portanto, uma ferramenta fundamental para identificagéo e
quantificagio de compostos organicos, devido 4 complexidade e variedade de estruturas
destes compostos e as baixas concentragdes em que estes se encontram muitas vezes no
ambiente. A detecgdo electroquimica, de fluorescéncia e de indice de refrac¢do sdo
exemplos de outros tipos de detec¢do que também podem ser utilizados em HPLC, apesar
da sua utilizagdo para a analise de compostos farmacéuticos, ser menos comum que 0s

detectores DAD e de massa (Teixeira, 2006).

1.4.3. Métodos para a determinagiio do atenolol

Diversas metodologias tém sido propostas para a determinagdio de farmacos P
bloqueadores como atenolol e propranolol, e o principal foco tém sido nas metodologias
envolvendo cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), isoladamente, ou em
combinagdo com outros métodos. A técnica de HPLC foi descrita na farmacopeia

americana como metodologia para o doseamento tanto do farmaco quanto de
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comprimidos de atenolol (USP, 2000). Esta técnica foi utilizada para quantificagido de
atenolol simultaneamente a antagonistas do calcio, com eluigdo em condig¢des isocraticas
(Patel et al., 1998).

Uma outra tendéncia € a busca de metodologias para a determinag@o simultinea
de diferentes farmacos em associa¢do, ou optimiza¢do de metodologias para uma mesma
classe de farmacos (Argekar e Powar, 2000).

A farmacopeia europeia apresenta como método de doseamento para o atenolol a
titulagdo potenciométrica em meio nio aquoso, utilizando acido perclérico como titulante
(Yang et al., 1997). O mesmo método de doseamento em meio ndo aquoso € apresentado
na monografia do firmaco na farmacopeia britdnica (BP, 2000). Nao ha método
farmacopeico para o doseamento de capsulas de atenolol.

Para os comprimidos, a farmacopeia britinica apresenta o método da
espectrometria de absor¢do no ultravioleta utilizando uma solugdo contendo 0,01 % de
atenolol analisada nos comprimentos de onda de 235 ¢ 275 nm (BP, 2000).

Para a completa resolugcdo e determinagdo do atenolol e as suas principais
impurezas foi desenvolvidlo um método cromatografico. O método permite a
determinagdo precisa das impurezas ¢ da poténcia do atenolol, na forma de farmaco puro
ou em comprimidos. A técnica utiliza uma coluna C-18 de ago inoxidavel com 300 x 3,9
mm e fase mével contendo metanol, di-hidrogeno-ortofosfato de potassio (Rouge et al.,
1998b) com 0,06 % (v/v) dibutilamina (20:80, v/v) pH 3. Foi usado um fluxo de 1

mLmin

¢ detec¢do em comprimento de onda 226 nm. A aplicagdo do método a
comprimidos de 50 ¢ 100 mg proveu recuperagdo de 99 % e reprodutibilidade de 1,1 ¢
0,52 %, respectivamente (Pawlak e Clark, 1992).

A andlise de amostras comerciais de comprimidos e capsulas de B-bloqueadores
inclusive atenolol e propranolol foi descrita utilizando as técnicas de HPLC e
cromatografia liquida acoplada & espectrometria de massa (LC-MS). O conteudo de uma
unica cépsula ou de um anico comprimido foi diluido, colocado no aparelho de ultra-sons
aproximadamente meia hora e foram recolhidas amostras para anélise (Abdel-Hamid,
2000).

Foram deste modo validadas diversas metodologias analiticas usando HPLC com

deteccdo ultravioleta para a quantificagio de [-bloqueadores, demonstrando
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proporcionalidade, precisdo e exactiddo. O uso de apenas um tipo de coluna de fase
reversa e fase movel para todos B-bloqueadores permite a analise de um grande nimero
de amostras em pouco tempo (Modamio et al., 1996). O tipo de coluna € a composi¢do da
fase movel influenciam a separa¢do cromatografica. Uma selecg¢@o inapropriada das
condi¢des cromatograficas pode levar a falhas na detecgio, separacdo incompleta e
resultados erroneos (Abdel-Hamid, 2000).

A polaridade da fase mével tem um efeito dominante sobre o comportamento
cromatografico de solutos em HPLC. Assim, a retengfo de B-bloqueadores em diferentes
concentragdes de acetonitrilo em tampdo fosfato (10 mM, pH 3,0) foi averiguada. O
aumento da concentragdo de acetonitrilo em tampdo fosfato reduz os factores de
capacidade dos B-bloqueadores por causa da diminuig¢io da polaridade da fase movel. O
farmaco atenolol ndo é adequadamente separado por uma fase mével contendo 30 % de
acetonitrilo por causa de sua alta hidrofilicidade ¢ a adigdo de alquil sulfatos € aminas
organicas ndo foi capaz de melhorar esta separagdo (Castro, 2006). Utilizou-se metanol
concomitantemente com acetonitrilo, optimizando a separagdo, com maior simetria de
pico. Foi também demonstrado, que o metanol ¢ bem adsorvido em silica, promovendo
uma fase estaciondria homogénea; podendo ser este o mecanismo de melhora da simetria
de picos. Foi alcangada uma boa simetria de pico com a fase movel constituida por
metanol, acetonitrilo, tampao fosfato (10 mM) (15:15:70, v/v/v, pH 3,0), € utilizando uma
coluna C-18 com tamanho de particula 10 um e 300 x 3,9 mm de didmetro interno (Basci
et al., 1998). Encontra-se também descrita a técnica de HPLC acoplada a ionizagdo por
electrospray e espectrometria de massa na determinagio de B-bloqueadores, incluindo o

atenolol (Needham e Brown, 2000, Hernando et al., 2004, Castro, 2006).
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Materiais e Métodos

I1. Materiais ¢ Métodos

2.1. Equipamentos

As andlises por HPLC foram realizadas em dois aparelhos com caracteristicas
diferentes, Agilent 1100 system ¢ VWR HITACHI. O equipamento Agilent 1100 system
(Agilent Technologies, Alemanha) estd equipado com detectores UV e DAD, com um
injector manual Rheodyne 7725i e software HP Chemstation. O aparelho VWR
HITACHI tem uma bomba L-2130 (Elite Lachrom), ¢ é equipado com um aufosampler
L2200 (Elite Lachrom) e com um detector UV L-2400 (Elite Lachrom). A coluna
analitica utilizada foi uma coluna de fase reversa Zorbax Eclipse XDB C; 4,6x15mm com
5 um de particula (Agilent, USA).

Sempre que foi necessario secar amostras em vacuo foi utilizado um evaporador
rotativo Biichi R-200, um banho termostatizado Biichi B-490 ¢ uma bomba de vacuo
Biichi vac V’500. Os valores de pH foram obtidos num aparetho medidor de pH inoLab
pH Level 1 da WTW. A condutividade eléctrica foi determinada utilizando um
condutivimetro Crison Micro CM 2202.

2.2. Reagentes e materiais

As caracteristicas, grau de pureza e os fabricantes dos materiais e reagentes

utilizados neste trabalho sdo apresentados nas Tabelas 5 e 6, respectivamente.

Tabela 5 — Caracteristicas e fabricantes dos materiais utilizados.

Material Caracteristicas Fabricante
Filtro de Nylon, poro de 0,45um VWR Internacional {West Chester, PA, USA).
membrana 25mm de didmetro
Sep—Pak‘ Vac (500mg, 3mL) Waters Corporation (Milford , MA, USA)
Colunas SPE OASIS’ HLB (200mg, 6mL) Waters Corporation (Milford , MA, USA)
LiChrolut” C,s{RP18) (500mg, 3mL) Merk {Darmstadt, Alemanha)
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Tabela 6 — Grau de pureza e fabricantes dos reagentes utilizados.

Reagente Grau de Pureza (%) Fabricante
Acetonitrilo HPLC gradiente Merck (Darmstadt, Germany)
. .. J.M. Gomes dos Santos, Lda. (Odivelas
Acido fosférico 85,0
Portugal)

Atenolol 98,0 Aldrich (Steinheim, Alemanha)

HPLC gradiente VWR (Lisboa, Portugal)
Metanol

p.a Merck (Darmstadt, Germany)
Nitrato de célcio tetra-hidratado 98,0 Fluka (Madrid, Espanha)
Fosfato de potassio di-hidrogenado 99,0 Panreac (Barcelona, Espanha)
Acido bérico 99,8 Panreac (Barcelona, Espanha)
Molibdato de sédio di-hidratado 99,5 Riedel-de Haén (Seelze, Alemanha)
Sulfato de manganés (II) mono-hidratado 99,0 Riedel-de Haén (Seelze, Alemanha)
Nitrato de potassio 99,0 Panreac (Barcelona, Espanha)
Sulfato de magnésio hexa-hidratado 99,0 Riedel-de Haén (Seelze, Alemanha)
Sulfato de cobre (ll) penta-hidratado 99,0 Scharlau (Barcelona, Espanha)
Etilenodiaminatetracetato (EDTA) de

( ) 99,0 Sigma (St.Quentin Fallavier, Franga)

ferro (111} e sédio

A 4gua utilizada na preparagdo das solugdes padrdo e em dilui¢des foi obtida
através de um sistema de purificagio de 4gua Milli-Q (Simplicity® UV, Millipore Corp.,

Franga).

2.3. Farmaco Estudado (atenolol)

Neste trabalho, o composto que se pretendeu remover através de leitos construidos

de macrofitas com fluxo sub-superficial foi o atenolol (um farmaco B-bloqueador).
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Na Tabela 7 estdo listadas algumas propriedades fisico-quimicas mais relevantes

deste farmaco:

Tabela 7 — Propriedades fisico-quimicas relevantes do atenolol; adaptado de (Gros et al., 2006).

Nome comum Atenolol
Nome IUPAC 2-[4-[2-hidroxi-3-(1-metiletilamino) propoxilfenil]etanamida
ou
2-(4-(2-hidroxi-3-isopropilamino) propoxi)fenil)acetamida
Numero CAS 29122-68-7
Actividade farmacolégica (B-bloqueador)

90 % excretado sem alteracdo

Estrutura )\
NH /@/\‘r NH,
k(\ 0 0]

OH
Massa molar (g mol™) 266,34
Ponto de fusdo (°C) 152,0
Constante de ionizagdo, pK, 9,6
Solubilidade em &gua (25 °C, mg L) 13300
log Kow 0,16

2.4. Procedimento Experimental

2.4.1. Métodos Analiticos

2.4.1.1. Caracterizagio das dguas residuais

O efluente foi recolhido na ETAR de N.* Sr® de Machede, um pequeno
aglomerado populacional inserido num ambiente rural, pertencente ao distrito de Evora, ¢
foi caracterizado pela determinagdo dos seguintes pardmetros de qualidade das aguas
residuais de acordo com os métodos APHA-AWWA-WPCF (APHA, 1998): sélidos
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suspensos totais, pH e a caréncia quimica de oxigénio total e soluvel (CQO; e CQOy) de

amostras filtradas através de filtros de 0,45um.

2.4.1.2. Preparacio das solucoes-padrio de atenolol

Prepararam-se vérias solugdes padrio de atenolol com concentragdes de 100 mgL
"l Para tal, pesou-se rigorosamente cerca de 0,01 g de atenolol, dissolveu-se em 50 mL de
agua, transferiu-se para baldes volumétricos de 100 mL e perfez-se com agua
desionizada. Estas solugdes foram armazenadas refrigeradas (dentro de um frigorifico a
uma temperatura de 4°C) e na escuriddo, uma vez se degradam a temperatura ambiente e

em exposigdo a luz.

2.4.1.3. Optimizacdo das condicdes de quantificacdo espectrofotométrica

Para se obterem os melhores resultados na quantificagdo do composto em estudo,
determinou-se o valor de comprimento de onda (c.d.0.) para o qual a sua absorvancia
apresentava um valor maximo. Para tal, utilizou-se uma solugdo padréo de atenolol com

uma concentragio de 10 mgL™.

2.4.1.4. Optimizacdo do método de SPE

Para a optimizagdo do método foram testadas varias colunas de SPE, fazendo
passar por elas determinados volumes de amostras de agua e efluente dopadas tendo em
vista a quantificagdo do atenolol. As colunas utilizadas foram de fase reversa, uma
polimérica (Oasis® HLB) e duas de silica modificada (Cy5) (Waters Sep-Pak® Vac e
Merck Lichrolut® RP18).

Todas as colunas foram testadas utilizando duas condigdes de pH para a amostra,
nomeadamente pH=12 (ajustado com NaOH) e sem qualquer ajuste de pH (pH =7-8).

Inicialmente, as colunas foram condicionadas com 10 mL de metanol, seguido de
10 mL de agua Milli-Q.

Apds as amostras serem filtradas com os filtros de 0,45um, e sem deixar secar a

coluna, foram percoladas lentamente através dos cartuchos. Depois disto fez-se passar 5,0

-56-



Materiais e Métodos

mL de agua Milli-Q por algumas colunas para testar a influéncia do passo de lavagem na
obtengio de melhores resultados de recuperag@o. As colunas foram posteriormente secas
durante cerca de 15-20 minutos sob vacuo para remogio do excesso de agua. O analito
(atenolol) retido nas colunas foi eluido para um baldo de fundo redondo com 5,0 mL de
metanol. Apés a eluigdo o metanol foi evaporado num rotavapor a 30°C até as amostras

ficarem totalmente secas e em seguida foram redissolvidas com 1,0 mL de dgua Milli-Q.

2.4.1.5. Quantificac@o do atenolol e validacdo do método analitico

2.4.1.5.1. Construcdo das rectas de calibracdo do atenolol

As rectas de calibragio do atenolol (concentragio vs area do pico) foram
construidas utilizando uma solugdo padrdo de 100 mgL" de atenolol a partir da qual se
prepararam os padroes de diferentes concentragdes através de diluigdo e usando agua
ultra pura (Milli-Q), tal como se pode observar na Tabela 8. Em seguida foram feitas trés
réplicas para cada solugdo padrio e cada solugdo foi injectada 5 vezes no equipamento de

HPLC utilizando as condigdes de trabalho previamente optimizadas.

Tabela 8 - Solugdes padrdo de atenolol (mgL?) preparadas para construgio das rectas de calibragdo.

Padrdo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

[atenolol}gna 0,20 0,25 0,50 0,75 1,00 2,00 3,00 500 10,00 20,00 40,00 60,00
(mgL?)

2.4.1.5.2. Limites Instrumentais de detec¢io e quantificagdo

Os limites de quantificagio e de detec¢do instrumentais, do inglés (IDL-
Instrumental Detection Limit e IQL — Instrumental Quantification Limit) utilizados para a
analise cromatografica neste trabalho foram determinados a partir das concentragdes do
analito que originam um sinal igual ao sinal do branco mais 3 vezes o desvio padrdo e

mais 10 vezes o desvio padriio, respectivamente (Miller ¢ Miller, 2000).
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Tendo em vista testar os possiveis efeitos negativos na performance da coluna
LiChrolut C5 devido ao uso de grandes volumes de amostra, foram feitos uma serie de
testes utilizando variados volumes da solugdo (5, 50 e 100 mL) todas contendo a mesma
quantidade de analito. O efeito da concentragdo de atenolol foi também investigado
utilizando amostras de aguas residuais dopadas com atenolol nas concentragdes de 0,5;
1,5 e 2,5 mgL'l, para 0 mesmo volume de amostra (5,0 mL) percolada através do
cartucho de SPE. Foram feitas trés analises em replicado (n=3) para cada volume de
amostra percolada e cada concentragdo de atenolol. As recuperagdes absolutas de atenolol
foram calculadas através da razio entre as areas dos picos obtidas por HPLC das
amostras pré-concentradas por SPE e dos respectivos padrdes ndo extraidos. O limite de
quantificagdo do método global (LOQ — Limit of Quantification) englobando todos os
procedimentos analiticos utilizados neste estudo, foi calculado através da seguinte
equagio:

LOQ = (IQL x 100) / (Rec (%) x C),

onde: IQL — instrumental quantification limit, é o limite de quantificagdo instrumental
(mgL™), Rec (%) ¢ a recuperagio absoluta média do atenolol nas amostras de agua
residual por SPE e o C é o factor de concentragdo obtido por SPE (Vieno et al., 2006).
Sempre que se obtiveram concentrages abaixo dos limites de quantifica¢do
instrumental para este composto, as amostras foram pré-concentradas através do método

de SPE previamente optimizado.

2.4.1.5.3. Quantificagio do atenolol por HPLC-DAD e HPLC-UV

Na quantificagio do atenolol foram utilizados dois equipamentos de HPLC, um
Agilent 1100 com detector DAD e detector UV, de injec¢do manual ¢ um VWR-
HITACHI com detector UV e equipado com autosampler. A coluna analitica utilizada foi
uma coluna de fase reversa Zorbax Eclipse XDB Cs 4,6x15mm com 5 um de particula
(Agilent, USA). O detector DAD funcionou no intervalo 200-500 nm (step: 2nm), € o
perfil cromatografico foi gravado a 230 nm, o que estd de acordo com a bibliografia
consultada (Andrisano ef al., 1999; Liu e Williams, 2007).
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2.4.1.5.3.1. Condicdes utilizadas na quantificagcdo do atenolol

A separagio ocorreu em modo isocratico, € a fase movel usada foi composta por
um sistema binario de solventes: A - Acetonitrilo (ACN) e B — Agua, na proporgdo 10:90
(v/v) e fluxo da fase movel de 1,0 mLmin". A 4gua foi acidificada com 0,1 % (v/v) de
acido fosforico (H3PO,). Todas as analises foram realizadas & temperatura ambiente ¢ as
injeccOes foram executadas manual e automaticamente, no equipamento Agilent 1100 e
VWR - HITACHI, respectivamente. O volume de cada injecgdo foi de 20 pL. Foram
feitas trés injec¢des em replicado para cada amostra previamente filtrada através de um
filtro de 0,45 pm.

2.4.1.5.4. Validacdo do método analitico, reprodutibilidade, repetibilidade

A repetibilidade e a reprodutibilidade dos métodos analiticos e dos métodos de
quantificagiio na sua totalidade (procedimentos de extracgdo por SPE e andlise por
HPLC) foram avaliadas através da medigio das areas dos picos cromatograficos, do perfil
cromatografico correspondentes ao atenolol.

Para a construgdo das rectas de calibragdo foram preparadas trés solugdes padréo
para cada concentragio utilizada, efectuaram-se no minimo trés injecg¢des por HPLC-
DAD ¢ por HPLC-UV e foram obtidas no minimo trés réplicas para cada solugéo padrio.
Os ensaios de SPE foram repetidos no minimo trés vezes para cada método € para cada
coluna.

A repetibilidade dos sistemas HPLC-DAD ¢ HPLC-UV foi testada através de seis
injecgdes consecutivas em replicado da mesma solugdo padrdo usando a mesma fase
mével e as mesmas condigdes de eluigdo, e foi avaliada como a dispersdo (desvio padrdo
relativo) das 4reas dos picos calculadas. A reprodutibilidade dos sistemas HPLC-DAD e
HPLC-UV foi determinada efectuando a injec¢do de seis solugdes padrio diferentes em
dias diferentes usando sempre solvente recém preparado como fase mével em cada dia, e
foi avaliada como a dispersdo ou desvio padrdo relativo (% RSD) das éreas dos picos
calculadas.

A reprodutibilidade do método analitico global foi determinada através da

quantificagio da remogdo do atenolol em dias diferentes, de cinco solugdes de efluente
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dopadas com concentragdes de atenolol (0,5-2,5 mgL™') e diferentes volumes de amostra
(5-100 mL), usando sempre em cada dia solvente recém preparado como fase méovel. A
reprodutibilidade foi avaliada como a disperséo ou desvio padréo relativo (% RSD) das
recuperagdes de atenolol.

Os resultados obtidos foram analisados através do método de analise de varidncia

(ANOVA, factor inico), para um nivel de significancia P <0,05.

2.4.2. Remogio do atenolol pelos microcosmos de leitos construidos de macrofitas

2.4.2.1. Colheita e aclimatizacdo da Planta (Phragmites australis)

Os rizomas da Phragmites australis com rebentos foram colhidos em zonas
ambientais aquéticas no Alentejo, Portugal em Abril de 2007. Os rizomas foram
cuidadosamente lavados de modo a serem removidas quaisquer particulas de
solo/sedimentos agarradas as superficies das plantas sendo posteriormente colocadas em
vasos para aclimatizacdo. As plantas requerem nutrientes para o seu crescimento e
reprodugdo. Esses nutrientes sdo assimilados principalmente através do seu sistema
radicular. Como estas plantas sdo muito produtivas, podem ser incorporadas na sua
biomassa consideraveis quantidades de nutrientes (Brix, 1997). De modo a fornecer
nutrientes as plantas, usou-se uma solug¢do nutritiva de Hoagland modificada, gaseificada
com arejamento forgado, adaptada de Fediuc e Erdei (2002) com o pH ajustado a 6.0 e
com a seguinte composi¢io quimica inicial: 2,5 mmolL™" K*, 2 mmolL™ Mg?*, 2 mmolL*
Ca®™, 2 mmolL" SO, 2 mmolL! NOs, 0,5 mmolL"' H,PO™, 10 pmolL! Fe**, 10
pmolL™! H3BO;, 1 pmolL™ Mn?*, 0,5 pmolIL™" Cu **, 0,1 pmolL! MoO,*.

Salienta-se o facto de que foi obtido um melhor crescimento dos rebentos da
planta fazendo uma dilui¢do de 10 % da solugdo inicial de Hoagland previamente
preparada. A solugdo nutritiva foi reposta 2 vezes por semana.

O crescimento das plantas e dos seus rebentos (Figura 15) ocorreu numa estufa
(Fitoclima, Portugal) a uma temperatura de 22°C, com 70 % de humidade relativa e com
um ciclo de luminosidade/escuriddo de 12:12 h. A densidade de fluxo de fotdo foi de 270

pmolm™s™.
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detectores diferentes (DAD e UV, respectivamente), para as quais se determinaram os
respectivos limites de detecgdo (LOD) e os limites de quantificagio (LOQ)
correspondentes a cada equipamento. Utilizaram-se para a quantifica¢@o do atenolol duas
rectas de calibragiio, uma para concentragdes altas e outra para concentragbes baixas,
sendo que os dados foram tratados utilizando-se a recta mais adequada, tendo em conta a

gama de valores a que pertence cada concentra¢io.

3.1.2.1. Rectas de Calibragcdo

Recorrendo ao software Microsoft® Excel, obtiveram-se as equa¢des das rectas de
calibragiio para o equipamento HPLC da Agilent e para o equipamento HPLC da VWR,
cujos pardmetros caracteristicos se encontram nas Tabelas 9 e 10. A taxa de linearidade
determinada para os padrdes de atenolol foi muito boa R*> 0,99);

Analisando as equagdes das rectas anteriormente apresentadas ¢ possivel concluir
que sendo o coeficiente de determinagio, (R>>0,99) para todas elas entfio pode afirmar-se
que 99 % do comportamento da 4area pode ser explicado pelo efeito da concentragdo de
atenolol. Uma vez que se obtiveram boas rectas de calibragdo, com bons coeficientes de
correlagdio para os dois equipamentos, isso indica que os valores obtidos para as
concentragdes determinadas a partir delas serdo fiaveis.

Para a construgio das rectas de calibrag@io foram realizados no minimo trés réplicas
de cada solu¢do padrdo, e cada solugdo foi analisada trés vezes em cada um dos
equipamentos, permitindo assim o tratamento estatistico dos resultados por andlise de
varidncia - ANOVA factor Unico e analise estatistica das regressdes (Microsoft® Excel,
2007). Os valores das areas dos picos do atenolol nos cromatogramas, bem como o

tratamento estatistico dos resultados, podem ser consultados no Anexo 2.
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Tabela 9 - Rectas de calibragdo (y = ax + b), LOD e LOQ relativamente ao atenolol, para os dois
equipamentos de HPLC — VALORES BAIXOS.

Equipamentos

VWR Agilent
Equagdo da recta y=134565x+13022 y=39,744x-5,0879
a (intervalo de conﬁangal) 134565 (131518 — 137611) 39,7440 (0,0236 — 0,2472)
b (intervalo de confian¢a’) 13022 (6606 — 19438) -5,0879 (0,0186 — 1,7609)
R’ 0,9994 0,9960

Limites inferior e superior do intervalo com 95 % de confianga (Estatistica de regressdo, Microsoft® Excel
2007)

Tabela 10 - Rectas de calibra¢do (y = ax + b), LOD e LOQ relativamente ao atenolol, para os dois
equipamentos de HPLC — VALORES ALTOS.

Equipamentos

VWR Agilent
Equagdo da recta y=109356x+71300 y=31,5410x-33,6890
a (intervalo de conﬁangal) 109356 (106529 —112183) 31,5410 (35,6205 - 42,7301)
b (intervalo de conﬁangal) 71300 (-7,6178 — 142607) -33,6890 (-13,2115 — 1,7609)
R* 0,9992 0,9993

'Limites inferior e superior do intervalo com 95 % de confianga (Estatistica da regressdo Microsoft® Excel
2007)

3.1.2.2.  Pardmetros de validacdo do método para o HPLC-DAD e HPLC-UV

O IDL e IQL das separagdes cromatograficas, calculados através do método de
Miller e Miller (2000) a repetibilidade, a reprodutibilidade ¢ 0 LOQ do método analitico
desenvolvido para os equipamentos de HPLC foram calculados de acordo com Vieno et

al. (2006) e sdo apresentados nas Tabelas 11 e 12.
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Tabela 11 - Pardmetros de validagdo do método para o HPLC-DAD.

Sistema HPLC-DAD Método analitico completo
Gama de
QL IDL Repetibilidade Reprodutibilidade LOQ Reprodutibilidade
linearidade 4 . 1
A (mgl™) (mgL") %RSD %RSD (mgL™) %RSD
(mgL™) (R')
0,2-60 (0,99) 0,81 0,24 1,40 2,30 8,90E-3 3,35

IQL e IDL: limites de quantificagdo e detecgdo instrumentais (instrumental quantification and detection

limits); LOQ: limite de quantifica¢do (l/imit of quantification)

Tabela 12 — Parametros de validagdo do método para o HPLC-UV.

Sistema HPLC-UV Método analitico completo
Gama de
QL IDL Repetibilidade Reprodutibilidade LOQ Reprodutibilidade
linearidade 4 . 4
a2 (mgL™) (mgL™) %RSD %RSD (mgL™) %RSD
(mgL") (R)
0,2-60 (0,99) 0,30 0,09 1,52 2,51 3,40E-3 3,69

IQL e IDL: limites de quantificagdo e deteccdio instrumentais (instrumental quantification and detection

limits); LOQ: limite de quantifica¢do (/imit of quantification)

Na realizag¢@o deste trabalho foram utilizados dois equipamentos de HPLC com
detectores diferentes (HPLC-UV e HPLC-DAD), sendo que um permite analises
cromatograficas a comprimento de onda fixo e o segundo a comprimento de onda
variavel, além de fornecer o espectro UV-Vis online para cada pico. Uma vez que neste
tipo de analises poderdo existir duvidas sobre a natureza dos picos obtidos nos
cromatogramas foram utilizados os dois aparelhos recorrendo-se a0 HPLC-DAD sempre
que se pretendeu confirmar a identificagiio do pico do atenolol ¢ a existéncia de outros
compostos na amostra.

Além disso, o equipamento VWR uma vez que estd equipado com um
autosampler permite realizar analises mais rapidas, fidveis e sem necessitar de estar

sempre um operador presente para injectar as amostras.
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3.2. Optimiza¢ao do método de SPE

Tendo em vista a optimizagdo de um método de SPE para a pré-concentragdo de
atenolol em amostras de aguas residuais foram testadas varios cartuchos SPE incluindo
um polimérico (Oasis HLB®) da Waters e dois cartuchos apolares (Merck LiChrolut® C s
e Waters Sep Pak® Cis). Utilizaram-se estas colunas uma vez que foram referenciadas em
diversos estudos como apresentando elevadas recuperagdes em condigdes basicas (Gros
et al., 2006).

A eficiéncia dos diferentes cartuxos de SPE foi primeiramente comparada usando
uma solugdo padrio de dgua dopada com atenolol numa concentrag@o exacta e conhecida
de 0,5 mgL'l. Deste modo, a solugdo aplicou-se nas diferentes colunas de SPE, e avaliou-
se a percentagem de recuperagéo obtida para cada coluna e cada método. O atenolol é um
composto farmacéutico basico (pKa= 9,6) o qual a valores de pH basicos devera
encontrar-se predominante na forma ndo protonada, aumentando a sua afinidade ao
material de enchimento da coluna. Em 2006, Gros et al. testaram varios cartuchos de SPE
para pré-concentrar um nuimero de compostos farmacéuticos, incluindo o atenolol, e
concluiram que a valores de pH baixos (pH=2) as recuperagdes de atenolol da coluna
Oasis HLB® foram significativamente mais baixas do que as obtidas se ndo fosse feito
qualquer ajuste no pH (pH neutro) (Gros et al., 2006). Do mesmo modo Vieno et al.
(2006), utilizando uma coluna Oasis HLB®, evidenciaram nos seus estudos que as
recuperagdes obtidas para o atenolol eram muito baixas para valores de pH baixos
(pH=4.0). No entanto a pH=10, foram obtidas boas recuperagdes para o atenolol, o que
evidencia uma melhor recuperagdo por SPE do farmaco a valores de pH mais elevados.
Isto verificou-se uma vez que os B-bloqueadores sdo bases fracas, com valores de pK,
entre 92 e 9,7 e desta forma a valores de pH elevados eles encontram-se
maioritariamente como compostos sem carga, sendo deste modo mais facilmente retidos
pelo material de enchimento do cartucho (Vieno et al., 2006).

Assim, foram testados dois valores de pH (ajustado a pH=12 e sem ajustes de pH
(pH=7)) para avaliar a eficiéncia de recuperagdo das diferentes colunas de SPE (Ternes et

al., 2001; Gros et al., 2006).
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qual a sor¢io na LECA ¢ também elevada (Dordio et al., 2009b). As interacg3es
electrostaticas no caso dos farmacos de origem acida e as interacgdes de Van der Waals
no caso de compostos neutros sdo hipoteticamente responsaveis pelas afinidades destes
compostos com a superficie da LECA. Porém considerando que tanto a LECA como o
atenolol possuem natureza alcalina ¢ ambos sdo positivamente carregados nas condigdes
do pH de trabalho (pH=8) a influéncia das interacgdes electrostaticas ndo explica a forte
sor¢do do atenolol na LECA. Provavelmente, para este composto o fenémeno de troca
i6nica pode ser responsavel de alguma forma pela eficiéncia de remogio do atenolol pela
LECA. Este mecanismo é conhecido como sendo responsavel pela remogdo de outros
compostos organicos carregados, tais como os pesticidas, através de materiais argilosos
(Gomez et al., 2006; Li et al., 2006).

A eficiéncia de remogdo obtida pelos leitos plantados de LECA ¢ tal como seria
de esperar superior a observada para os leitos ndo plantados (Figura 52). Apesar da
maioria do atenolol ficar retido na matriz sélida, a presenga de plantas, tais como as
Phragmites contribuem com uma eficiéncia adicional de 12-14 % em comparagdo com 0s
leitos de apenas LECA. A contribuigio das plantas € deste modo coerente com as
contribui¢des apresentadas por outros autores (Vymazal et al., 1998; Dordio et al., 2007,
Dordio et al., 2009b)

Para além de outras vantagens de opera¢do dos sistemas SSFCW atribuidos a
presenga de plantas, estes resultados demonstram também o importante papel
desempenhado pela vegetagdo na remog¢do do atenolol a qual possibilita que a
performance dos sistemas plantados supere as que possuem um simples filtro de LECA.
(Vymazal et al., 1998; Turgut, 2007; Dordio et al., 2009a).

A performance global dos sistemas SSFCW, plantados com Phragmites, ¢
largamente superior as apresentadas na remogdo do atenolol pelos processos
convencionais usados nas ETARs. Este tipo de sistemas esta a ser cada vez mais usado
como forma alternativa de tratamento terciario nas ETARs e os presentes resultados
sugerem que pode ser uma solugdo eficiente e pouco dispendiosa para tratar aguas
residuais contaminadas por farmacos e seus metabolitos.

Existem também alguns estudos semelhantes ao realizado neste trabalho mas

utilizando plantas diferentes (Thyphas,), com o mesmo objectivo de remover farmacos de
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efluentes. Nesses estudos verificou-se também que essas plantas apresentam uma
capacidade de remogfo ligeiramente superior & das Phragmites. Isto foi verificado
particularmente para o farmaco em estudo, o atenolol. No entanto, salvaguarda-se a ideia
de que um bom sistema SSFCW, devera possuir na sua constitui¢do ambas as plantas
(Thyphas e Phragmites), pois assim conseguem-se maiores taxas de remogdo de farmacos
(Dordio et al., 2009b; Dordio et al., 2009a).
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IV - Conclusdes e Perspectivas Futuras

Os B-bloqueadores sdo um grupo de poluentes emergentes nos ultimos anos, em
todo o mundo. No entanto pouco se sabe sobre os efeitos destes compostos € dos seus
produtos de degradagéo.

No presente estudo foi montado e testado um sistema de leitos construidos de
macrofitas de fluxo sub-superficial, constituido por LECA e pela espécie de macrofita
Phragmites australis, e foi feito um estudo relativamente a sua capacidade na remogéo do
atenolol num efluente. Este estudo proporciona um acesso ao potencial destes sistemas no
tratamento das contaminagdes por farmacos.

Apds pesquisa na literatura concluiu-se que os métodos mais utilizados na
detec¢do e quantificagdo de farmacos sdo os métodos cromatograficos, com especial
destaque para a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Em conjunto com um
eficiente passo de pré-concentragdo por SPE. estabeleceu-se um método cromatografico
para detectar e quantificar o atenolol em agua e em efluente.

Através da utilizagdo da técnica analitica de HPLC-DAD e HPLC-UV, bastante
disponivel e pouco dispendiosa, conseguiu-se obter um método analitico com um LOQ
muito baixo para os dois aparelhos utilizados, abaixo dos valores descritos na bibliografia
para amostras ambientais e elevada reprodutibilidade (RSD <4 %).

Para a optimizagdo do método foram testadas varias colunas de SPE: uma
polimérica (Oasis® HLB) e duas de fase reversa (Waters Sep-Pak® Vac e Lichrolut®
RP18). Embora as colunas testadas ndo tenham mostrado diferencas significativas em
termos de recolha de atenolol, foram escolhidas as colunas Merck LiChrolut® RP18, por
serem as que apresentam menores custos. Utilizando a melhor coluna, foram testadas
varias alteragdes ao método de concentragdo dos farmacos por SPE tendo-se concluido
que o melhor método era aquele em a amostra foi alcalinizada a pH=12, seguida de um
passo de lavagem com 5 mL de 4gua, e eluida com metanol.

Ap6s a optimizagdo do método de pré-concentragdo por SPE, foram feitos
estudos de estabilidade e conservagio de solugbes de atenolol, tendo-se concluido que

estas podem ser acondicionadas em recipientes de vidro ou de plastico, desde que estejam
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devidamente protegidas da luz, uma vez que sofrem fotodegradag3o, e preferencialmente
no congelador (-17°C).

Através da realizag@o de estudos de sorg@io na matriz de suporte, foi possivel
demonstrar as boas propriedades de sor¢do da LECA na remogio de atenolol presente em
solugdes aquosas (agua e efluente). Verificou-se alguma perda na eficiéncia de remogio
para o efluente, uma vez que as quantidades de atenolol sorvidas sd3o menores,
provavelmente devido ao aumento da solubilidade promovido pela matéria organica
dissolvida presente no efluente. As primeiras 24 h parecem ser a etapa mais importante
em todo o processo de sorgéo. O equilibrio é obtido geralmente entre as 72 e as 96h, € o
comportamento cinético parece ser semelhante nas duas condigdes testadas.

Procedeu-se 4 montagem e optimizag@o dos ensaios finais pretendidos. Foram
construidos quatro leitos construidos de macréfitas de fluxo sub-superficial, cheios com
LECA lavada e dois deles foram plantados com rebentos de Phragmites australis. Todos
os sistemas foram cheios com efluente dopado com atenolol a 0,78 pgmL™".

A LECA usada como matriz s6lida nos leitos testados, foi responsavel pela
maioria de remogdo de atenolol das aguas residuais, mas as plantas usadas contribuiram
com uma percentagem de 12-14 % em relagdo & remogdo total pelos sistemas plantados.
Para além disso, as plantas abreviaram significativamente a cinéticas de remogiio do
atenolol, o que possibilitou que o tempo de retengdo das Aguas residuais nos leitos
plantados fosse reduzido para 96 h, em comparagdo com o tempo necessario muito mais
longo para atingir a mesma eficiéncia de filtragio nos leitos de LECA.

Deve-se salvaguardar que sdo necessérios testes futuros usando sistemas em larga
escala (quando a escala ¢ aumentada pode perder-se alguma eficiéncia), para garantir o
pleno sucesso dos estudos efectuados, porém, os resultados obtidos mostraram a elevada
eficiéncia destes sistemas na remogéo do atenolol e possivelmente de outros compostos
orginicos semelhantes provenientes das dguas residuais. Verificou-se também que os
resultados sugerem que os sistemas em larga escala de sistemas deste tipo podem ser
constituir alternativas eficientes e pouco dispendiosas relativamente a outras tecnologias
mais caras, tais como a ozonizagdo ou biorreactores de membrana usadas como fase

terciaria de tratamento.

- 116 -



Conclusdes e Perspectivas Futuras

Um outro aspecto que requer uma posterior investigagdo ¢ o risco potencial de
toxicidade para o ecossistema aquatico, devido as concentragdes residuais que se
encontram presentes nos efluentes de leitos plantados ou ndo plantados, apds o
tratamento. De facto, mesmo se uma larga percentagem de remoggo for conseguida, isto
ndo assegura niveis ndo toxicos de farmacos nos efluentes tratados.

Este tipo de estudo também poderad ser realizado utilizando outros tipos de
vegetagdo, outras classes de farmacos, outros tipos de efluente e outros tipos de matriz de
suporte, permitindo assim alargar a aplicabilidade do método a situagGes reais, num
futuro préximo.

Naturalmente, no terreno, sob condigdes reais, as performances dos leitos andardo
muito longe dos resultados pretendidos. A interac¢dio entre os varios componentes dos
leitos construidos (matriz de suporte, plantas e microorganismos) assim como as
diferentes composig¢Ges de efluente (sazonais, populacionais, etc.) e condigdes ambientais
irdo influenciar o sistema. No entanto, salvaguarda-se a extrema importancia deste estudo
uma vez é visto como um primeiro passo na projecgdo, constru¢do e optimizagio de
sistemas naturais, preferencialmente com orgamentos relativamente baixos e que
permitam a monitorizagdo, quantificagdo e sobretudo a eliminagdo de compostos de

origem farmacéutica.
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Microcosm constructed wetland systems established with a matrix of light
expanded clay aggregates (LECA) and Typha spp. or Phragmites australis were
used to evaluate their ability to remove atenolol from wastewater. Combined with
an efficient SPE concentration step, the use of HPLC-DAD yielded an analytical
method for atenolol quantification with very low LOQ (9ngmL™ 'y and high
reproducibility (RSD <4%). Overall removal efficiencies of 92.5% and 94.5%
were achieved after a retention time of only 4 days with the microcosm systems
planted with Phragmites australis and Typha spp., respectively. The removal
kinetics was characterised by an initial fast step (removal of about 75% after just
24 h) which is mainly attributable to adsorption on the LECA matrix. Atenolo]
removal in LECA beds continues to increase in a steady pace up to the end of
the assay (8 days) being nevertheless about 5-10% lower than those observed in
the planted beds after the first 4 days. For the retention time of 4 days most of the
atenolol is removed by the LECA matrix but an additional 12-14% of the overall
removal efficiency can be attributed to the Typha and Phragmites plants, which is
in agreement with other published reports. Despite the fact that further tests using
larger-scale flowing systems are required to evaluate fully the atenolol behaviour in
constructed wetlands, this study points to the possible application of these
low-cost wastewater treatment systems to treat atenolol contaminated wastewater.

Keywords: pharmaceuticals; atenolol; subsurface flow constructed wetlands
(SSFCWs); LECA; Phragmites australis; Typha spp.

1. Introduction

Contamination of aquatic systems with pharmaceutical residues has emerged recently as
one of the key issues in environmental chemistry. Analytical techniques made available in
the past few years have significantly lowered the detection and quantification limits for
organic substances in environmental matrices. Thanks to these advances numerous
monitoring studies have been conducted lately that revealed a wide range of pharmaceu-
tical active compounds (PhACs) present in low amounts but in great diversity in water
bodies [1-4].
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In modern society, an ever increasing number of pharmaceuticals are used for the
treatment and prevention of various diseases. Ingested drugs are only partially absorbed
by the body. In addition to their increasingly high global consumption rates, this results in
a wide variety of pharmaceuticals along with their metabolites being continuously
introduced in domestic wastewaters. Studies have shown that PhACs are only partially
removed by conventional wastewater treatment processes used in wastewater treatment
plants (WWTPs) resulting in the discharge of contaminated effluent into the receiving
water bodies [1,5,6].

B-blockers like atenolol are used in the treatment of high blood pressure as well as in
recovery from heart attacks. In several studies, traces of these substances were detected
in wastewaters, as well as in surface and groundwaters, indicating their incomplete
removal in WWTPs [3,5-8]. Despite the low concentrations detected, those studies also
show some damaging effects of these compounds on aquatic ecosystems [6,8].

With the aim of improving the efficiency of WWTPs in removing PhACs such as
atenolol and others, optimisation of wastewater treatment processes has been attempted,
e.g. by increasing sludge residence times. Some advanced technologies have also been
evaluated such as advanced oxidative processes, activated carbon adsorption, membrane
filtration and membrane bioreactors [1,9-13]. However, despite the sometimes high
removal efficiencies attained, these processes are generally not cost-effective on a large
scale [1]. Consequently, there is a growing need for new wastewater treatment systems for
removing PhACs from waters that have higher efficiencies at reasonable costs of
operation/maintenance.

Subsurface flow constructed wetland (SSFCW) systems are low cost wastewater
treatment systems consisting of inundated vegetated beds, designed to emulate the well-
known water depurative capacity of natural wetlands [14]. These systems are increasingly
being used to provide a form of secondary or tertiary treatment for wastewaters. They
have already been used with success to remove some organic recalcitrant compounds from
contaminated waters such as pesticides, PAHs, organic solvents or explosives [15-17].
However, only a few studies have until now been conducted on the removal of
pharmaceutical residues [18-23] probably due to the only recent awareness and concern
with these water contaminants.

Wastewater depuration in SSFCWs is achieved by the concerted action between plant
rhizomes, microorganisms and the support matrix components. SSFCWs’ efficiency can be
significantly improved by optimisation of the operation conditions. The performance of
these systems is highly dependent on the solid matrix materials and the plant species
chosen. When designing a SSFCW it is important to select a matrix with a high sorption
capacity, which will depend on the physico-chemical properties of the material chosen.
Previous studies have shown that light expanded clay aggregates (LECA) are able to
remove, by sorption, other pharmaceuticals from water [23,24]. With respect to the
vegetation, aquatic plants play a central role in the depuration mechanisms occurring in
a SSFCW. They provide support for the growth of microorganisms and promote
the removal of a variety of pollutants by adsorption on the roots, uptake or degradation
[1425]. The most commonly used emergent vegetation in SSFCWs includes
macrophyte species such as the cattail (Typha spp.) and the common reed (Phragmites
australis) [14,26,27].

The aim of the present work was to evaluate the efficiency of microcosm
constructed wetland systems to remove atenolol from contaminated wastewater, using
LECA as the solid matrix, and planted with Phragmites australis or Typha spp. plants.
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For pre-concentration of the samples, a SPE (solid-phase extraction) method was
developed and optimised using water and wastewater spiked with atenolol which was
quantified using high performance liquid chromatography coupled with a diode array
detector (HPLC-DAD) instrumentation.

2, Experimental
2.1 Atenolol removal by microcosm SSFCW systems

2.1.1 SSFCW microcosm assays setup

Nine SSFCW microcosms were built using PVC containers (0.6mlong x 0.5m
wide x 0.4 m deep) filled with washed LECA (2/4) with a depth of 0.3m. Water level
was maintained just below the LECA surface, corresponding to a flooding rate of
approximately 100%. Three beds were planted with pre-grown reeds (density of 20 plants/
m?), three beds were planted with pre-grown cattails (density of 20 plants/m?) and another
three were left unplanted. In addition to the nine SSFCW microcosms, three additional
vessels were used, filled only with the tested wastewater solutions and without any plants
or solid media, for the purpose of assessing the biodegradation of atenolol in the
wastewater alone (see Figure 1).

2.1.2 Physical and chemical characterisation of the support matrix

In this study, LECA with a granulometric grade of 2/4 (commercial name Filtralite® NR
2-4), that was used as the solid matrix for the SSFCW microcosms, was supplied by
MaxitGroup Portugal.

The commercially available media contain considerable amounts of fine materials
which were significantly reduced by washing the LECA material with Millipore water
(Simplicity® UV, Millipore Corp.) until no further suspended materials were visible. The
washed media were then air dried and used throughout this study.

The particle-size distribution on a weight basis was analysed in triplicate by the
conventional dry-sieving technique [28]. Grain-size distribution plots were used to estimate
d;, (effective grain size) and dgo, and the uniformity coefficient (U =dgo/d¢). The apparent
porosity (void space) of the media was determined from the amount of water needed to

(©

wastewater

Figure 1. Schematic diagram of the experimental setup used in the atenolol removal assays; (a) the
planted beds (with either Phragmites or Typha), (b) unplanted LECA beds and (c) the wastewater
only systems. Three replicates of each system were constructed.
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saturate a known volume of the solid [29,30]. Bulk density was determined based on the
ratio between the dry weight and the bulk volume of the media [29]. Hydraulic
conductivity was measured as described by Cooper [27]. All these measurements were
replicated five times.

The mineralogical composition of the media was studied by X-ray diffraction (XRD)
using a Bruker AXS-D8 Advance diffractometer with Cu Ko radiation and a speed of
0.05 °/s, from 3to 75°: 20, after grinding the samples so as to pass a 106 um sieve.

2.1.3 Plant collection and acclimation

Phragmites australis and Typha spp. rhizomes with shoots were collected in water streams
in Alentejo, Portugal, during April 2007. The rhizomes were thoroughly washed to remove
any soil/sediment particles attached to the plant surfaces and then were placed in vessels
for acclimation. An aerated modified Hoagland nutrient solution was used, adapted from
Fediuc and Erdei [31], having the following starting chemical composition, with pH
adjusted t0 6.0:2.5mmol L' K*, 2mmol L™' Mg?*, 2mmol L~' Ca?*, 2mmol L™ SOZ~,
6mmolL™" NOj, 0.5mmolL™' H,PO;, 10umolL™' Fe**, 10umolL™' H3BO;,
1pmol L™ Mn?*, 0.5pmol L' Cu 2¥, 0.1 umol L™' MoO?~. In the case of Typha this
solution was used without any dilution, but in the case of Phragmites better shoot
development was obtained with a dilution to 10% of the starting Hoagland solution.
The nutrient solution was replaced twice every week.

Plants were grown in a growth chamber (Fitoclima, Portugal) at 22°C, with 70% of
relative humidity and a light-dark cycle of 12:12h. The photon flux density was
270 umolm~2s~'. After 6 weeks, when new roots and leaves had developed, plants of
uniform size were selected and planted in LECA beds, in a greenhouse, where they were set
for a period of acclimation of approximately one year.

2.1.4 SSFCW microcosms operation and sample collection

Both the SSFCW microcosms as well as the three additional empty vessels described in
(2.1.1) were filled with wastewater spiked with atenolol at 0.78 pugmL ™. This solution was
prepared from a wastewater collected at a secondary treatment stage in a WWTP serving
a small rural community population of ca. 400 inhabitants. The treatment processes used
in this WWTP include screening, primary sedimentation and conventional activated sludge
treatment. The wastewater collected at the WWTP was spiked with atenolol by dissolution
of a stock aqueous solution of 100 pgmL ™" of atenolol.

The systems were operated in a batch mode, i.e. with the initial load of the solution and
without any solution flow during the assay.

During the assays, samples of atenolol solution were collected after the periods of 6,
12 and 24 hours for the first day and then with a daily periodicity for a total of 8 days
of retention time. Collection of the liquid was made at half depth of the beds at
random points on the beds surface. After collection, the samples were kept refrigerated
until the time of analysis, which was always carried out within 2 hours from the time
of collection.

Evapotranspiration in the beds was daily controlled and the water volumes lost
through evapotranspiration were restored with distilled water.
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Table 1. Relevant physical-chemical properties of atenolol [5].

Common name Atenolol

IUPAC name 2-[4-[2-hydroxy-3-(1-methylethylamino)
propoxylphenyljethanamide OR
2-(4-(2-hydroxy-3-(isopropylamino)

propoxy)phenyl)acetamide
CAS number 29122-68-7
Pharmacological class B-Blocker

90% excreted unchanged
Structure

)\NH /@/\H/NHz
H/\ o
(o)
OH

Molecular weight (g mol™") 266.34
Melting point (°C) 152.0
Ionisation constant, pKa 9.6
Water solubility (25°C) (mg L) 13,300
Log Kow 0.16

2.2 Reagents and materials

Atenolol (>98% purity) was purchased from Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany). Some
of the most relevant physical-chemical properties of this pharmaceutical are listed in
Table 1. HPLC gradient grade acetonitrile and methanol were supplied by Merck
(Darmstadt, Germany). All other high purity chemicals and solvents were purchased from
Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany), Merck (Darmstadt, Germany) and Panreac
Quimica SA (Barcelona, Spain), and were used without further purification. Ultra-pure
water was obtained with a Milli-Q water purification system (Simplicity® UV, Millipore
Corp., France).

The cartridges used for solid phase extraction were: LiChrolut® C;s (500 mg, 3mL)
from Merck (Darmstadt, Germany), and Sep-Pak® Vac (500 mg, 3 mL) and Oasis® HLB
(200 mg, 6 mL) from Waters Corporation (Milford, MA, USA). Filters with 0.45 pm nylon
membrane were purchased from VWR International (West Chester, PA, USA).

2.3 Analytical methods

2.3.1 Wastewater characterisation

The collected WWTP effluent was characterised by the determination of the following
wastewater quality parameters, according to the APHA-AWWA-WPCF methods [32]:
total suspended solids (TSS), pH and total and soluble chemical oxygen demand (COD,
and CODy) of samples filtered through 0.45 pm filters.

2.3.2 Solid phase extraction

Several SPE cartridges were tested with spiked water and wastewater for the extraction of
atenolol: LiChrolut® C;s, Sep-Pak® Vac and Oasis® HLB (conditioned with 10.0 mL of
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methanol and 10.0mL of water). All columns were tested at two different sample pH
conditions, namely pH =12 (adjusted with NaOH) and without any pH adjustment
(pH ~ 7-8). Three replicates were done for every test.

After sample filtration through 0.45 um filters, the samples were percolated through the
cartridges. Afterwards some cartridges were rinsed with 5.0 mL of Milli-Q water to test
the influence of a washing step. The cartridges were then air dried for about 15min under
vacuum to remove excess water. The analyte (atenolol) retained in the columns was eluted
with 5.0mL of methanol. Following elution, the solutions were evaporated on a rotary
evaporator at 30°C to dryness and redissolved with 1.0 mL of Milli-Q water.

The optimised SPE conditions used for the analysis of the remaining atenolol in the
SSFCW microcosm assays were as follows: the samples were filtered through 0.45pum
filters and their pH adjusted to 12 before being percolated through LiChrolut® C,g. The
cartridges were then rinsed with 5.0mL of Milli-Q water and dried under vacuum
conditions for 15min after which the atenolol was eluted with 5.0mL of methanol.
Solutions were evaporated on a rotary evaporator at 30°C to dryness and redissolved with
1.0mL of Milli-Q water. Three replicate analyses were done for each plant assay.

2.3.3 Quantification of atenolol and analytical method validation

Analysis was performed using HPLC equipment Agilent 1100 with a DAD detector
(Agilent Technologies, Germany). The reversed phase analytical column used was a
Zorbax Eclipse XDB-Cg (4.6mm x 150 mm) with Sum particle size. The DAD detector
was scanned from 200 to 500 nm, and the chromatographic profile was recorded at 230 nm.

The separation was performed in isocratic mode, and the mobile phase used was
composed of 10:90 (v/v) acetonitrile : water, at a flow rate of 1.0mL min~!. The water
was acidified with 0.1% (v/v) phosphoric acid. All analyses were performed at room
temperature and the injection volume was 20 uL. Three replicate injections were made for
each sample previously filtered through a 0.45 um filter.

Identification of the atenolol peak in the HPLC-DAD chromatogram was achieved
by comparing the retention time and UV spectra of each sample with that of the
corresponding atenolol reference and, whenever necessary, co-elution studies were
performed. Calibration curves were constructed using a standard solution of
100.0 ug mL™! of atenolol to prepare the standards of 0.20, 0.25, 0.50, 0.75, 1.0, 2.0, 3.0
and 5.0 pgmL™". Three replicates were made for each standard solution, and each solution
was injected five times. Instrumental quantification and detection limits (IQL and IDL) for
the chromatographic measurement were determined as the analyte concentrations giving
a signal equal to the blank signal plus 10 standard deviations, and plus three standard
deviations, respectively [33]. The repeatability of the HPLC-DAD system was tested by
performing six consecutive replicate injections of the same standard solution using the
same mobile phase, and it was evaluated as the dispersion (relative standard deviation)
of the measured peak areas. The reproducibility of the HPLC-DAD system was
determined by performing injections of six different standard solutions in different days
always using fresh solvent as the mobile phase each day, and it was evaluated as the
dispersion (relative standard deviation) of the measured peak areas.

In order to test for possible negative effects on the LiChrolut® C,;g column’s
performance due to the use of large sample volumes, a series of trials were also performed
using varying volumes of solution (5, 50 and 100 mL) all containing the same amount of
the analyte. The effect of atenolol concentration was also investigated using wastewater
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samples spiked with atenolol at concentration levels of 0.5, 1.5 and 2.5 pg mL~!, for the
same volume (5.0mL) of sample percolated through the SPE column. Three replicate
analyses were performed for each sample volume percolated and atenolol concentration
level. Atenolol absolute recoveries were calculated as the ratio of the peak areas obtained
by HPLC-DAD in the solid phase extracted sample and in the non-extracted standard.
The average absolute recovery percentage obtained for the different volume assays was
used to calculate the analytical method’s LOQ.

Limits of quantification of the entire analytical methods (LOQ) were calculated
following the equation [34]:

LOQ = (IQL x 100)/(Rec(%) x C)

where IQL is the instrumental quantification limit (ugmL~"), Rec (%) is the average
absolute recovery of atenolol in wastewater samples and C is the concentration factor
(100).

The reproducibility of the entire analytical method was determined by performing, in
different days, quantification of atenolol recovered from five spiked wastewater solutions
with different atenolol concentrations (0.5-2.5 ug mL™') and sample volumes (5-100mL),
always using fresh solvent as the mobile phase each day. Reproducibility was evaluated as
the dispersion (relative standard deviation) of atenolol recoveries.

3. Results and discussion
3.1 Analytical method for the quantification of atenolol
3.1.1 Chromatographic analysis

The quantification of pharmaceuticals such as atenolol is mainly performed using
chromatographic techniques like liquid chromatography coupled with a mass spectrometer
using electrospray ionisation (LC-ESI-MS), LC-ESI-MS tandem and gas chromatography
coupled with a mass spectrometer (GC-MS) because of the lower quantification limits
that these techniques can achieve (ng L~ range) [35]. However, the ESI-MS detector has a
significant drawback associated with the ESI ionisation which is highly susceptible to other
components in the matrix that may induce signal suppression (more often) or signal
enhancement leading to erroneous results {5]. The determination of pharmaceuticals
in water samples using GC-MS always requires sample derivatisation. In the g-blockers
case, a two-step derivatisation by silylation of the hydroxy groups and trifluoroacetylation
of the secondary amino moieties is needed. Since the derivatisation of the hydroxy groups
can be incomplete, the use of GC-MS can become inappropriate for the quantification of
those pharmaceuticals in water samples [35]. HPLC-DAD, when coupled with an
appropriate method of analyte concentration, can be a suitable and less expensive
alternative for the determination of trace organics such as atenolol. In this work, an
HPLC-DAD method was developed to evaluate the efficiency of SSFCW microcosms to
remove atenolol from contaminated wastewater. To optimise the chromatographic
separation, a series of preliminary experiments were performed, testing different mobile
phases consisting of methanol, acetonitrile or mixtures of methanol and acetonitrile as
organic solvent and water with different additives, such as formic acid and phosphoric
acid. The best quantification conditions were achieved using isocratic separation with the
mobile phase composed by 10:90 (v/v) acetonitrile: water acidified with 0.1% (v/v)
phosphoric acid. The linearity range (R* > 0.99) determined for the atenolol standards,
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Table 2. Method validation parameters.

LC-UYV system Entire analytical method
Linearity range IQL IDL Repeatability Reproducibility = LOQ  Reproducibility
g mL™H (R®) (ugmL™" (ugmL~") % RSD % RSD (pgmL™}) % RSD
0.2-60 (0.991) 0.81 0.24 1.52 2.51 0.009 3.69

Notes: IDL and IQL: instrumental detection and quantification limits; LOQ: limit of quantification
of the entire method.

the IDL and IQL of the chromatographic separations calculated according to Miller and
Miller [33], the repeatability, the reproducibility and the LOQ of the analytical method
developed for the HPLC-DAD equipment, calculated according to Vieno et al. [34], are
presented in Table 2.

3.1.2 SPE method optimisation

In order to optimise a solid-phase extraction method for the pre-concentration of atenolol
in wastewater samples, several SPE columns were tested, including one polymeric sorbent
(Oasis HLB®) and two apolar cartridges (Merck LiChrolut® C,5 and Waters Sep Pak®
Ciz). The performance of the different SPE columns was compared first using water spiked
with atenolol at a concentration level of 0.5 ugmL~". Atenolol is a basic pharmaceutical
compound (pKa =9.6) [5] and at basic pH values, it should be predominantly at the non
protonated form, increasing its affinity to the SPE sorbent. In 2006, Gros et al. [5] tested
several SPE columns to pre-concentrate a number of pharmaceutical compounds,
including atenolol, and they concluded that at lower pH values (pH =2) the recoveries
of atenolol from an Oasis HLB® column were significantly lower than those obtained if no
pH adjustment was done (neutral pH). However, in that work, the recoveries at more basic
pH values of the sample were not evaluated. In our work, the efficiency of recovery of the
different SPE columns was compared at pH 12 and without pH adjustment of the samples
(pH about 7). There are several references [5,36] suggesting that a washing step with water,
after the percolation of the sample through the cartridge, can clean up the matrix of some
interfering compounds and improve the recoveries of the pharmaceuticals in SPE pre-
concentration methods. This parameter was evaluated as well. The results obtained with
the four different SPE methods tested are shown in Figure 2.

There was no improvement in the SPE recoveries when the sample pH was adjusted to
12. However, when an additional washing step was added to the procedure a significant
improvement was observed in the atenolol recoveries, only on the samples where the pH
had been previously adjusted to 12. For the optimal conditions, the three tested columns
did not show significant differences in terms of atenolol recovery. Therefore, Merck
Lichrolut® C,3 columns were chosen to be used throughout this study because they were
less expensive.

SPE method validation was performed using the optimised conditions (sample at pH
12 and using a washing step with SmL of water) and wastewater samples spiked with
atenolol. In order to test the possible detrimental effect on the atenolol recoveries when
large volumes of wastewater were percolated through the LiChrolut® Cys, a series of SPE
experiments were established, varying the sample volumes but maintaining the same
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3.2.2 Kinetics of atenolol removal

The effect of contact time and type of vegetation (Phragmites or Typha) in the removal of
atenolol from spiked wastewater is shown in Figure 3 and compared with unplanted
LECA beds. In the same figure, the kinetics of the biodegradation of atenolol in the
wastewater (i.e. not in contact with planted or LECA beds) is also presented.

In every assay the kinetics are characterised by an initial fast step (first 6 hours) that is
mostly due to adsorption over the LECA’s surface (although, in the planted beds, some
adsorption onto the plant’s roots is likely to occur also) through which more than half the
initial atenolol is removed within this short period. Subsequently, a slower process is
responsible for additional compound removal. At this stage, removal in the unplanted
LECA beds is slower than in planted ones. After 96 hours, almost no further atenolol is
removed in planted beds while it continues to be removed in unplanted LECA beds until
the end of the assays. However, the amounts of atenolol removed in the planted beds at
96 hours are higher than those removed in the unplanted LECA beds at 192 hours
(see Figure 3).

The kinetic behaviour observed for the sorption process occurring in the unplanted
LECA beds has similarities with that observed for other compounds sorbed on the same
material, namely other PhACs such as clofibric acid, ibuprofen and carbamazepine [23,24].
After the first step of 6 hours, the process has been observed, in the period of 6 to 96 hours,
to follow a first-order kinetics which fits the equation

In[atenolol](f) = —1.23 —0.0077h™'tr R? =0.994 )

In first-order kinetics the half-lives of the consumed species are independent of their initial
concentrations for a given removal rate constant. For this process, therefore, a similar
profile should be followed by the time evolution profile of relative concentrations removed
([PhAC],/[PhAC],) for all the initial concentrations of the compound.

Considering the profile of the atenolol removal kinetics, very little advantage can be
obtained in terms of percent removal by extending beyond 96 hours the retention time of
the atenolol spiked wastewater in the planted systems.

3.2.3 Atenolol removal efficiency by the SSFCW microcosms

Within the period up to 96 hours, as much as 93% and 95% of atenolol were removed by
the Phragmites systems and the Typha systems, respectively. A decrease in atenolol
concentration is also observed (Table 5) in the wastewater only, not submitted to any
treatment, which may be indicative of the atenolol biodegradability by the microorganisms

Table 5. Removal efficiencies+1SD (n=3) of atenolol in SSFCW
microcosm assays as well as in the unplanted LECA beds and in the
wastewater only, after 96 h of retention time.

System Atenolol removed (%)
Wastewater only 143+1.2
Unplanted LECA beds 82.0+1.5
Phragmites planted beds 92.5+0.6
Typha planted beds 94.5+1.1
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present in the wastewater. As can be observed, the biodegradability of atenolol is rather
low, as has already been reported in other studies [1,4,6].

For the same period of 96 hours, the unplanted LECA beds were able to achieve high
removal efficiencies (82%, Table 5) that are indicative of the strong sorption capacity of
this material towards atenolol. The good sorbent characteristics of LECA have already
been reported for other pharmaceuticals such as the acidic compounds clofibric acid and
ibuprofen as well as the neutral carbamazepine for which the sorption by LECA is also
high [24]. Electrostatic interactions for the case of the acidic pharmaceuticals and van der
Waals interactions for the case of the neutral compounds have been hypothesised as being
responsible for the affinities of these compounds towards LECA’s surface. However,
considering that both LECA and atenolol have alkaline nature and both are positively
charged at working pH conditions (pH ~ 8) the influence of electrostatic interactions does
not explain the strong sorption of atenolol onto LECA. Probably, for this compound, ion
exchange phenomena may be responsible to some extent for the efficiency of atenolol
removal by LECA. This mechanism is known to be responsible for the removal into clay
materials of other charged organic compounds such as some pesticides [37-39].

Enhanced efficiency is achieved by the planted LECA beds in comparison with that
observed for the unplanted beds (Table 5). Even though most atenolol is retained at the
solid matrix, the presence of the plants, either Typha or Phragmites, contributes with
additional 12-14% efficiency in comparison with that due to the LECA material alone.
This contribution by the plants is consistent with the contributions reported by other
authors [14]. In addition to other benefits for the SSFCW system operation which derive
from the presence of plants [14,25,27], these results demonstrate the equally important and
active role played by the vegetation in the removal of atenolol, which enables the
performance of planted systems to surpass that of a simpler LECA filter setup.

The comparison between the performance attained with Phragmites and Typha planted
beds seems to suggest that the latter species is somewhat more efficient than the former
one. However, it should be noted that although both Typha and Phragmites plants were
planted in the beds at the same time, it was observed (by visual inspection) that during the
acclimation period aerial parts of Typha were slightly more grown than were those
of Phragmites. Also, probably due to a more developed aerial part, the transpiration rate
of Typha was higher than for Phragmites (data not shown) which may have contributed to
the slightly higher efficiency of the Typha.

The overall performance of these SSFCW systems, either planted with Typha or
Phragmites, is largely superior to that reported for atenolol removal by the conventional
processes used in WWTP [1,3,4]. This type of system is being increasingly used as an
alternative form of tertiary treatment stage in WWTPs and the present results suggest that
it may be an efficient and cost-effective solution to deal with contamination of wastewaters
by pharmaceuticals.

4. Conclusion

In the present study, two types of LECA-based SSFCW microcosm planted with two
different macrophyte species, Typha and Phragmites, were tested for their atenolol removal
capabilities from wastewaters. The study provides an assessment of the potential of these
systems to deal with pharmaceutical contamination.
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A chromatographic method of analysis was established to measure atenolol in
wastewater. Combined with an efficient SPE concentration step, the use of the widely
available and inexpensive DAD detector yielded an analytical method with very low LOQ
(9ngmL~') and high reproducibility (RSD <4%).

The material LECA, used as solid matrix in the tested microcosms, was responsible for
most of atenolol removal from the wastewater, but both plant species used did contribute
with an additional 12-14% to the overall removal by the planted systems. In addition,
plants significantly increased the rate of atenolol removal, which enables retention time
of the wastewater in the planted beds to be reduced to 96 hours in comparison to the much
longer times needed to attain the same efficiency in a LECA filter bed. Although Typha
presented a slightly higher efficiency than Phragmites, this may be related to the more
advanced stage of development of the former species at the beginning of the assays.

Further tests are still required for assessing the impact on performance caused by more
realistic conditions such as the removal during a longer time period with several cycles of
loading in a microcosm wetland. Differences in changing from a discontinuous feed (batch
mode), such as is used in this work, over to a continuous mode of feed and also a possible
decrease in performance when going to a full scale wetland should also be evaluated.
Nevertheless, the studied microcosms showed the high efficiency of these systems in
removing atenolol and possibly other similar organic compounds from wastewaters
and suggest that larger scale SSFCW systems may be efficient and cost-effective
alternatives to other high-cost technologies, such as ozonisation or membrane bioreactors,
to be used as a tertiary treatment stage.

Another aspect requiring further research is the potential risk of toxicity for the aquatic
ecosystems by the residual concentrations still present in the effluents of the planted or
the unplanted beds, after the treatment. In fact, even if large percentage removals are
attained that does not ensure non toxic levels of the pharmaceuticals in the treated
effluent.
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Tabela A 11 — Método 1, Coluna Waters® Sep Pack Vac.

Réplicas Areas (mAUxmin) Concentragdio de atenolol (mgl'l) Recuperagdo ( %)
65,1603 1,8093 72,3739
1 61,9829 1,7283 69,1301
65,4982 1,8180 72,7189
Média 1 64,2138 1,7852 71,4076
65,3595 1,8144 72,5774
2 63,0892 1,7565 70,2595
64,7349 1,7985 71,9397
Média 2 64,3945 1,7898 71,5922
83,7662 2,2842 91,3693
3 81,5562 2,2278 89,1130
88,3592 2,4015 96,0584
Média 3 84,5606 2,3045 92,1802
Média final 69,8286 1,9285 71,4999
Desvio-padrao 0,1278 0,0033 0,1305
Tabela A 12 - ANOVA, Método 1.
Anova: factor tnico
SUMARIO
Grupos Contagem Soma Média Varidncia
Coluna OASIS® HLB 3 221,7432 73,9144 58,7131
Coluna Merck® LiChrolut RP-18 2 141,1666 70,5833 0,5355
Coluna Waters® Sep Pack Vac 2 142,9998 71,4999 0,0170
ANOVA
Fonte de varia¢Go 5Q gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 14,9879 2 7,4940 0,2541 0,7873 6,9443
Dentro de grupos 117,9787 4 29,4947
Total 132,9666 6
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e Método 2 — pH nao ajustado e sem passo de lavagem

Tabela A 13 - Método 2, Coluna Oasis® HLB.

Réplicas Areas (mAUxmin) Concentrago de atenolol (mgL™) Recuperagio ( %)
55,1832 1,5590 63,4727
1 57,2791 1,6127 65,6609
58,3417 1,6400 66,7703
56,3002 1,5876 64,6388
Média 1 56,7761 1,5998 65,1357
56,0291 1,5807 64,3558
2 56,3299 1,5884 64,6699
57,2856 1,6129 65,6677
Média 2 56,5482 1,5940 64,8978
53,1813 1,5076 61,3825
3 56,6699 1,5971 65,0248
54,5508 1,5427 62,8123
Média 3 54,8006 1,5491 63,0732
Média final 56,0416 1,5829 64,3689
Desvio-padrao 1,0808 0,0382 1,1284

Tabela A 14 — Método 2, Coluna Merck® Lichrolut RP-18.

Réplicas Areas (mAUxmin) Concentragio de atenolol (mgl'l) Recuperagdo ( %)
76,4779 2,1050 85,7059
1 77,2466 2,1247 86,5084
80,5645 2,2098 89,9726
Média 1 78,0964 2,1465 86,1072
55,8195 1,5753 64,1370
2 60,0609 1,6840 68,5653
65,7887 1,8309 74,5456
Média 2 60,5564 1,6967 71,5555
55,4439 1,5656 63,7448
3 64,6533 1,8018 73,3601
66,2937 1,8439 75,0728
Média 3 62,1303 1,7371 74,2164
Média final 66,9277 1,8601 72,8859
Desvio-padrao 9,7043 0,2489 1,8816
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Tabela A 15 - Método 2, Coluna Waters® Sep Pack.

Réplicas Areas (mAUxmin) Concentragio de atenolol (mgL'I) Recuperagdo ( %)
58,5306 1,6448 66,9676
1 60,2091 1,6878 68,7200
59,3511 1,6658 67,8242
Média 1l 59,3636 1,6662 67,8373
59,3857 1,6667 67,8604
2 58,5073 1,6442 66,9432
59,9245 1,6805 68,4229
Média 2 59,2725 1,6638 67,6830
62,0024 1,7338 70,5923
3 60,8397 1,7040 69,3784
59,5003 1,6697 67,9800
Média 3 60,7808 1,7025 69,3169
Média final 59,8056 1,6775 68,2791
Desvio-padrdo 0,8457 0,0217 0,9021
Tabela A 16 - ANOVA, Método 2.
Anova: factor unico
SUMARIO
Grupos Contagem Soma Meédia Varidncia
Coluna OASIS® HLB 3 193,1066 64,3689 1,2733
Coluna Merck® LiChrolut RP-18 2 145,7719 72,8859 3,5404
Coluna Waters® Sep Pack Vac 3 204,8372 68,2791 0,8138
ANOVA
Fonte de variagdo sQ Gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 87,5236 2 43,7618 28,3633 0,0019 5,7861
Dentro de grupos 7,7145 5 1,5429
Total 95,2381 7
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e Método 3 — pH 12 e com passo de lavagem

Tabela A 17 - Método 3, Coluna Oasis® HLB.

Anexos

Réplicas Areas {(mAUxmin) Concentrag¢do de atenolol (mgl'l) Recuperacdo { %)
65,3798 1,8150 72,5980
1 68,4205 1,8926 75,7024
67,5345 1,8699 74,7979
Média 1 67,1116 1,8592 74,3661
63,1696 1,7585 70,3416
2 75,7792 2,0804 83,2151
69,8385 1,9288 77,1501
Média 2 69,5957 1,9226 80,1826
77,6508 2,1281 85,1258
3 83,2312 2,2706 90,8231
85,8502 2,3374 93,4969
Média 3 82,2441 2,2454 89,8153
Média final 72,1420 1,9875 81,4546
Desvio-padrao 8,1152 0,2071 7,8027

Tabela A 18 — Método 3, Coluna Merck® Lichrolut RP-18.

Réplicas Areas (mAUxmin) Concentragdo de atenolol (mgl'i) Recuperagio ( %)
70,8508 1,9546 78,1836
1 78,2374 2,1431 85,7248
79,7793 2,1825 87,2990
Média 1 76,2892 2,0934 86,5119
69,3979 1,9175 76,7002
2 74,8904 2,0577 82,3077
78,5679 2,1516 86,0622
Média 2 74,2854 2,0423 84,1850
91,5193 2,4821 99,2846
3 99,4463 2,6844 107,3775
92,6016 2,5097 100,3896
Média 3 94,5224 2,5588 99,8371
Média final 80,5332 2,2017 90,1780

Desvio-padrio 11,1505 0,2846 8,4456
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Tabela A 19 - Método 3, Coluna Waters® Sep Pack Vac.

Réplicas Areas (mAUxmin) Concentragdo de atenolol (mgl'l) Recuperacgdo ( %)
67,1358 1,8598 74,3908
1 67,4734 1,8684 74,7354
66,9205 1,8543 74,1710
Média 1 67,1765 1,8608 74,4324
70,1489 1,9367 77,4670
2 71,9478 1,9826 79,3035
73,0892 2,0117 80,4688
Média 2 71,7287 1,9770 79,0798
74,1467 2,0387 81,5484
3 74,6127 2,0506 82,0242
79,8579 2,1845 87,3792
Média 3 76,2058 2,0913 83,6506
Média final 71,2944 1,9659 79,0543
Desvio-padrdo 4,5147 0,1152 4,6092
Tabela A 20 - ANOVA, Método 3.
Anova: factor unico
SUMARIO
Grupos Contagem Soma Média Variéncia
Coluna OASIS® HLB 3 244,3639 81,4546 60,8828
Coluna Merck® LiChrolut RP-18 3  270,5339 90,1780 71,3277
Coluna Waters® Sep Pack Vac 3 237,1628 79,0543 21,2444
ANOVA
Fonte de variacdo SQ Gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 205,5954 2 102,7977 2,0097 0,2148 5,1433
Dentro de grupos 306,9098 6 51,1516
Total 512,5052 8
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e Meétodo 4 — pH nio ajustado e com passo de lavagem

Tabela A 21 — Método 4, Coluna Oasis® HLB.

Réplicas Areas (mAUxmin) Concentragdo de atenolol (mgL") Recuperagiio (%)
46,1735 1,3279 50,9975
1 40,1839 1,1743 45,0988
48,1445 1,3785 52,9385
Média 1 44,8340 1,2936 49,6783
42,2935 1,2284 54,3456
2 36,3887 1,0770 47,6467
35,4329 1,0525 46,5623
Média 2 38,0384 1,1193 49,5182
31,8260 0,9600 42,4704
3 44,1399 1,2758 56,4402
38,1498 1,1222 49,6446
Média 3 38,0386 1,1193 49,5184
Média final 40,3036 1,1774 49,5716
Desvio-padrao 3,9234 0,1006 0,0924

Tabela A 22 — Método 4, Coluna Merck® Lichrolut RP-18.

Réplicas Areas (mAUxmin) Concentragio de atenolol (mgl.‘l) Recuperacdo ( %)
53,9249 1,5267 67,5411
1 52,9969 1,5029 66,4884
55,2504 1,5607 69,0449
Média 1 54,0574 1,5301 67,6914
57,8371 1,6270 71,9795
2 50,0205 1,4266 63,1117
57,0264 1,6062 71,0597
Média 2 54,9613 1,5533 68,7169
50,8864 1,4488 64,0940
3 55,2513 1,5607 69,0459
51,9365 1,4757 65,2853
Média 3 52,6914 1,4951 66,1418
Média final 53,9034 1,5261 67,5167
Desvio-padr3o 1,1428 0,0293 1,2965
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Tabela A 23 — Método 4, Coluna Waters® Sep Pack Vac.

Réplicas Areas (mAUxmin) Concentragdo de atenolol (mgL™) Recuperagio ( %)
54,9529 1,5531 68,7074
1 67,0135 1,8623 82,3899
56,3442 1,5887 70,2858
Média 1 59,4369 1,6680 73,7944
50,2837 1,4333 63,4103
2 51,9410 1,4758 65,2905
50,3214 1,4343 63,4531
Média 2 50,8487 1,4478 64,0513
51,2935 1,4592 64,5558
3 46,3759 1,3331 58,9769
51,0484 1,4529 64,2778
Média 3 49,5726 1,4151 64,4168
Média final 53,2861 1,5103 67,4208
Desvio-padrdo 5,3648 0,1376 5,5227
Tabela A 24 - ANOVA, Método 4.
Anova: factor Gnico
SUMARIO
Grupos Contagem Soma Média Varidncia
Coluna OASIS® HLB 3 148,7149 49,5716 0,0085
Coluna Merck® LiChrolut RP-18 3 202,5501 67,5167 1,6808
Coluna Waters® Sep Pack Vac 3  202,5829 67,5276 29,4542
ANOVA
Fonte de variagcdo sQ gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 644,4444 2 322,2222 31,0391 0,0007 5,1433
Dentro de grupos 62,2871 6 10,3812
Total 706,7314 8
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Anexo 4 - Validacao do método analitico

Anexos

o Efeito da concentragido da amostra

Tabela A 25 - Valida¢do do método analitico — Efeito da concentra¢do da amostra (0,5 pgmL'l).

Réplicas Areas (mAUxmin) Concentragio de atenolol (mgL”) Recuperagio ( %)
76321 0,4339 84,6537
1 73530 0,4130 86,7770
74072 0,4171 82,6097
Média 1l 74641 0,4213 83,5954
72129 0,4026 83,4189
2 76898 0,4382 80,5178
74570 0,4208 87,6385
Média 2 74532 0,4210 83,5487
74280 0,4186 84,1625
3 74845 0,4229 83,7295
72053 0,4020 84,5731
Média 3 73726 0,4192 84,2177
Média final 74359,7000 0,4192 83,8485
Desvio-padrdo 1561,1490 0,0110 2,3310

Tabela A 26 - Validagdo do método analitico — Efeito da concentragdo da amostra (1,5 pgml.'l).

Réplicas Areas (mAUxmin) Concentragio de atenolol (mgl.‘l) Recuperagdo ( %)
244396 1,6887 84,4333
1 245225 1,6948 84,7424
243133 1,6792 83,9616
Média 1l 244287 1,6874 84,6643
246218 1,6592 82,9622
2 245659 1,6981 84,9046
240455 1,7023 85,1133
Média 2 244765 1,6843 84,7769
242886 1,6554 82,7708
3 243056 1,6787 83,9331
239943 1,6774 83,8696
Média 3 241889 1,6699 83,5533
Média final 244080,9697 1,6815 84,7700
Desvio-padrao 2191,7010 0,0163 1,9300
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Tabela A 27 — Validagio do método analitico — Efeito da concentra¢do da amostra (2,5 ugmL?).

Réplicas Areas (mAUxmin) Concentragio de atenolol (mgL) Recuperagio (%)
295490 2,0701 82,8044
1 296853 2,0056 80,2252
292515 2,0479 81,9160
Média 1 294663 2,0376 81,8874
292253 2,0459 81,8377
2 296481 2,0775 83,1003
316424 2,2264 89,0558
Média 2 301559 2,1177 84,4499
318057 2,2386 89,5434
3 313609 2,2054 88,2151
317482 2,2343 89,3717
Média 3 315887 2,2176 89,1287
Média final 303240,4444 2,1280 85,5947
Desvio-padrdo 12814,6996 0,0957 3,9091

Tabela A 28 - Validacdo do método analitico — Efeito da concentragdo da amostra: Comparagao entre
0,5 e 1,5 ugmL " (ANOVA factor tnico).

Anova: factor unico

SUMARIO
Grupos Contagem Soma Média Varidncia

0,5 pgmL-1 9 167,6970 83,8485 0,1281
1,5 uygmL-1 9 169,5400 84,7700 4,9298
ANOVA

Fonte de variagdo sQ gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 0,8491 1 0,8491 0,3358 0,6209 18,5128
Dentro de grupos 5,0579 2 2,5290
Total 5,9070 3
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Tabela A 29 - Validacdo do método analitico — Efeito da concentra¢do da amostra: Comparac¢do entre
05e25 ugmL'1 (ANOVA factor unico).

Anova: factor unico

SUMARIO
Grupos Contagem Soma Média Varidncia

0,5 ugmlt-1 9 167,6970 83,8485 0,1281
2,5 ygmi-1 9 171,1894 85,5947 26,1794
ANOVA

Fonte de variagdo 5Q gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 3,0491 1 3,0491 0,2318 0,6777 18,5128
Dentro de grupos 26,3075 2 13,1538
Total 29,3566 3

Tabela A 30 - ValidacZo do método analitico — Efeito da concentragdo da amostra: Comparagdo entre
2,5 e 1,5 pgmL™ (ANOVA factor Gnico).

Anova: factor unico

SUMARIO
Grupos Contagem Soma Média Varidncia

2,5 ygmt-1 9 171,1894 85,5947 26,1794
1,5 ugmlL-1 9 169,5400 84,7700 4,9298
ANOVA

Fonte de varia¢@o 5Q gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 0,6801 1 0,6801 0,0437 0,8537 18,5128
Dentro de grupos 31,1092 2 15,5546
Total 31,7893 3
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e Efeito do volume da amostra

Tabela A 31 - Valida¢do do método analitico — Efeito do volume da amostra (5 mL).

Réplicas Areas (mAUxmin) Concentracio de atenolol (mgl'l) Recuperagdo ( %)
293490 2,0552 82,8044
1 296853 2,0803 80,2252
292515 2,0479 81,9160
Média 1 294665 2,0632 81,6485
292253 2,0459 81,8377
2 296481 2,0775 83,1003
293490 2,0552 89,0558
Média 2 294998 2,0589 82,9411
296853 2,0803 89,5434
3 292515 2,0479 88,2151
292253 2,0459 89,3717
Média 3 294532 2,0654 84,6054
Média final 294078,1111 2,0596 85,5947
Desvio-padrao 2043,7201 0,0153 4,0137

Tabela A 32 - Validagio do método analitico — Efeito do volume da amostra (50 mL).

Réplicas Areas (mAUxmin) Concentrag3o de atenolol (mgL?) RecuperagSo (%)
293490 2,0552 82,2071
1 296853 2,0803 83,2114
292515 2,0479 81,9160
Média 1 294286 2,0611 82,4448
292253 2,0459 81,8377
2 296481 2,0775 83,1003
316424 2,2264 89,0558
Média 2 297472 2,0849 83,3961
318057 2,2386 89,5434
3 319609 2,2502 90,0069
317482 2,2343 89,3717
Média 3 303175 2,1274 85,0992
Média final 304796,0001 2,1396 85,5834
Desvio-padrdo 12548,0576 0,0937 3,7771
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Tabela A 33 - Valida¢io do método analitico — Efeito do volume da amostra (100 mL).

Réplicas Areas (mAUxmin) Concentragio de atenolol (mgl.‘l) Recuperacdo ( %)

302922 2,1256 85,0237
1 298611 2,0934 83,7364
292862 2,0505 82,0196

Média 1 298131 2,0898
290537 2,0331 81,3253
2 296375 2,0767 83,0687
296375 2,0767 83,0687

Média 2 296544 2,0780
297042 2,0817 83,2678
3 300097 2,1045 84,1801
303871 2,1327 85,3071

Média 3 297578 2,0857
Média final 297632,4444 2,0861 83,2565
Desvio-padriao 4337,9720 0,0324 1,3579

Tabela A 34 — Valida¢io do método analitico — Efeito do volume da amostra: Compara¢do entre 5 e 50
mL (ANOVA factor tnico).

Anova: factor unico

SUMARIO
Grupos Contagem Soma Média Varidncia

5mL 9 855,9468 85,5947 15,2813
50 mL 9 770,2502 85,5834 14,0411
ANOVA

Fonte de variagdo 5Q gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 0,0006 1,0000 0,0006 4,1283E-05 0,9949 4,4513
Dentro de grupos 249,8603 17,0000 14,6977
Total 249,8609 18,0000
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Tabela A 35 - Validacdo do método analitico — Efeito do volume da amostra: Comparagdo entre 5 e 100
mL (ANOVA factor Unico).

Anova: factor Gnico

SUMARIO
Grupos Contagem Soma Média Variéncia

S5mL 9 855,9468 85,5947 15,2813
100 mL 9 832,5649 83,2565 1,8438
ANOVA

Fonte de variagdo sQ gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 27,3357 1 27,3357 3,1925 0,0908 4,4139
Dentro de grupos 154,1263 18 8,5626
Total 181,4620 19

Tabela A 36 — Validagio do método analitico — Efeito do volume da amostra: Comparagéo entre 50 e
100 mL (ANOVA factor tinico).

Anova: factor unico

SUMARIO
Grupos Contagem Soma Média Varidncia

50 mL 9 770,2502 85,5834 14,0411
100 mL 9 832,5649 83,2565 1,8438
ANOVA

Fonte de variagdo 5Q g/ MQ F valor P F critico
Entre grupos 25,6469 1 25,6469 3,3818 0,0835 4,4513
Dentro de grupos 128,9233 17 7,5837
Total 154,5701 18
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Anexo 5 - Ensaios de estabilidade e conservag¢ao do atenolol

¢ Vidro vs plastico

Tabela A 37 — Valores medidos para a concentracdo de atenolol em fun¢do do material de
armazenamento (média;n=9).

Concentracdo média (mgl.'l) (sp)*

Vidro Plastico
|
oncentragdo (mglL ) 10 50 10 50
Tempo {h)

0 7,42 (0,17) 42,93 (1,84) 7,42 (0,17) 42,93 (1,84)
24 6,77 (0,03) 37,88 (2,02) 6,63 (0,05) 38,87 (0,55)
48 6,68 (0,10) 37,01 (0,10) 6,53 (0,03) 37,26 (0,08)
72 6,64 (0,06) 36,06 (0,20) 6,44 (0,08) 36,27 (0,34)
144 6,58 (0,08) 35,48 (0,48) 6,37 (0,03) 34,06 (1,30)
264 6,30 (0,10) 34,15 (0,15) 6,24 (0,13) 33,39 (0,82)
432 5,80 (0,03) 27,43 (0,11) 6,02 (0,03) 25,82 (0,16)
672 5,71 (0,08) 24,73 (1,13) 5,78 (0,32) 24,35 (0,97)
864 4,67 (0,51) 22,19 (0,97) 5,29 (0,38) 21,44 (0,79)

1 N -~
Desvio-padrao

e Frigorifico vs congelador

Tabela A 38 — Valores medidos para a concentracdo de atenolol em fungdo da temperatura de

armazenamento {média;n=9).

Concentragdo média {mgL?) (sp)*

Frigorifico Congelador
o -1
oncentragdo (mglL ) 10 50 10 50
Tempo (h)

0 7,42 (0,17) 42,93 (1,84) 7,42 (0,17) 42,93 (1,84)
24 7,07 (0,02) 38,38 (0,94) 6,95 (0,10) 38,85 (0,20)
48 7,02 (0,01) 37,95 (0,05) 6,88 (0,04) 38,69 (0,03)
72 6,99 (0,06) 37,61 (0,03) 6,68 (0,01) 38,53 (0,07)
144 6,96 (0,11) 37,41 (0,52) 6,55 (0,19) 38,33 (0,30)
264 6,62 (0,23) 36,83 (0,73) 6,26 (0,07) 37,69 (0,22)
432 5,52 (0,05) 28,44 (0,08) 6,15 (0,03) 36,88 (0,08)
672 5,15 (0,40) 24,69 (0,34) 6,04 (0,14) 36,54 (0,14)
864 4,50 (0,26) 19,76 (1,33) 5,86 (0,22) 35,03 (1,50)

1 N e
Desvio-padrao
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e Luz vs escuridio

Tabela A 39 — Valores medidos para a concentragdo de atenolol em fungdo da exposigdo a luz

(média;n=9).

Concentragdo média (mgl.'l) (SD)1

Luz Escuriddo
oncentra¢do (mglL %) 10 50 10 50
Tempo (h)

0 6,90 (0,08) 41,94 (2,77) 6,90 (0,08) 41,94 (2,77)
24 6,45 (0,03) 35,95 (2,01) 6,77 (0,04) 37,88 (1,97)
48 6,25 (0,09) 33,93 (0,08) 6,69 (0,08) 37,02 (0,24)
72 6,21 (0,06) 33,65 (0,17) 6,68 (0,05) 36,02 (0,28)
144 6,10 (0,03) 33,29 (0,21) 6,35 (0,01) 35,74 (0,23)
264 5,97 (0,23) 33,09 (0,82) 6,18 (0,15) 35,63 (0,36)
432 5,68 (0,20) 32,24 (0,80) 6,05 (0,14) 35,46 (0,46)
672 5,55 (0,34) 21,52 (0,30) 5,84 (0,11) 29,11 (0,49)
864 5,02 (0,13) 18,08 (0,29) 5,71 (0,08) 24,71 (0,70)

1 . ~
Desvio-padrao
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Anexo 6 - Ensaios de avaliagdo da capacidade de remocio de

atenolol pela LECA

e Ensaios em solu¢io aquosa contendo atenolol

Tabela A 40 - Valores de concentragio e de percentagem de atenolol removido, em solugdo aquosa,
obtidos para a LECA para os vérios tempos de retengdo estudados (média; n=9).

Tempo de Concentracdo inicial de atenolol (mg L'l)
exp:):)l;ao Resultados 1 10 35 50
Atenolol removido (mg g'1 LECA) 6,75E-04 3,64E-03 1,41E-02 1,76E-02
2 Desvio Padrdo 2,78E-06 1,87E-04 1,11E-03 1,45E-03
Atenolol removido (%) 68,55 45,66 36,39 34,33
Desvio Padrdo 0,28 2,34 2,86 2,84
Atenolol removido (mg g‘1 LECA) 7,43E-04 4,28E-03 1,87€-02 2,01E-02
P Desvio Padrdo 9,58E-06 1,50E-04 9,74E-04 1,60E-03
Atenolol removido (%) 75,44 53,66 48,28 39,26
Desvio Padrdo 0,97 1,88 2,51 3,13
Atenolol removido (mg g'1 LECA) 8,76E-04 4,93E-03 2,03E-02 2, 56E-02
72 Desvio Padrao 3,23E-06 1,15E-04 5,10E-04 3,26E-04
Atenolol removido (%) 88,90 61,82 52,36 49,96
Desvio Padrao 0,33 1,44 1,32 0,64
Atenolol removido (mg g'1 LECA) 9,05E-04 5,83E-03 2, 1202 2, 66E-02
96 Desvio Padrao 5,25E-06 1,39€-04 9,02E-04 9,26E-04
Atenolol removido (%) 91,82 73,09 54,72 52,02
Desvio Padrdo 0,53 1,74 2,33 1,81
Atenolol removido (mg g'1 LECA) 9,12E-04 6,19€-03 2,49E-02 3,26E-02
120 Desvio Padrao 1,11E-05 1,60E-04 6,12E-04 3,20E-04
Atenolol removido (%) 92,58 77,58 64,18 63,60
Desvio Padrdo 1,12 2,00 1,58 0,62
Atenolol removido (mg g'1 LECA) 9,17e-04 6, 74E-03 3,01E-02 3,74E-02
144 Desvio Padrdo 4,49E-06 6,01E-05 4,19E-04 6,85E-04
Atenolo! removido (%) 93,10 84,59 77,66 72,63
Desvio Padrdo 0,46 0,75 1,08 1,34
Atenolol removido (mg g LECA) 9,54E-04 7,10E-03 3,23E-02 4,13E-02
168 Desvio Padrdo 4,24€-06 1,04E-04 4,24E-04 4,44E-04
Atenolol removido (%) 96,80 89,10 83,48 80,74
Desvio Padrdo 0,43 1,31 1,10 0,87
Atenolol removido (mg g‘1 LECA) 9,63E-04 7,68E-03 3,59E-02 4, 70E-02
192 Desvio Padrdo 5,27E-06 7,97E-05 7,97E-05 1,186-04
Atenolol removido (%) 97,76 96,35 92,60 91,89
Desvio Padrdo 0,53 1,00 0,21 0,23
Atenolol removido (mg g'1 LECA) 9,70e-04 7,81E-03 3,69E-02 4,86E-02
Desvio Padrdo 5,27E-06 4,76E-05 1,31E-04 1,15e-04
216 Atenolol removido (%) 98,50 97,92 95,19 94,86
Desvio Padrdo 0,54 0,60 0,34 0,23
Atenolol removido (mg g'1 LECA) 9,85E-04 7,95E-03 3,81E-02 5,02E-02
280 Desvio Padrdo 4,70E-07 4,61E-05 9,78E-05 4,28E-05
Atenolol removido (%) 99,95 99,74 98,30 98,11
Desvio Padrdo 0,05 0,58 0,25 0,08
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e Ensaios com efluente doméstico contendo atenolol

Tabela A 41 — Valores de concentragdo e de percentagem de atenolol removido, em efluente, obtidos
para a LECA para os varios tempos de retengiio estudados (média; n=9).

Tempo de Concentragdo inicial de atenolol (mg I.'l)
exp:»hs)lgao Resultados 1 10 35 50

Atenolol removido (mg g LECA) 5,62E-04 3,41E-03 1,12E-02 1,46E-02

24 Desvio Padrdo 5,02E-06 1,57E-04 8,83E-04 1,22E-03
Atenolol removido (%) 71,95 39,18 37,19 29,81
Desvio Padrdo 0,64 1,80 2,94 2,49

Atenolol removido (mg g'1 LECA) 6,14E-04 4, 05e-03 1,25E-02 1,66E-02

Desvio Padrao 3,87E-06 1,06E-04 9,74E-04 1,17E-03
48 Atenolol removido (%) 78,72 46,46 41,70 33,85
Desvio Padrao 0,50 1,22 3,24 2,40

Atenolol removido (mg g'1 LECA) 6,45E-04 4, 44E03 1,35E-02 1,77E-02

Desvio Padrao 4,41E-06 1,36E-04 8,16E-04 7,77E-04
72 Atenolol removido (%) 82,70 50,97 44,89 36,09
Desvio Padrdo 0,56 1,56 2,72 1,59

Atenolol removido (mg g'1 LECA) 6,79E-04 4,65E-03 1,41E-02 1,85E-02

Desvio Padrao 3,86E-06 1,65E-04 9,37E-04 6,98E-04
96 Atenolol removido (%) 87,00 53,35 46,97 37,84
Desvio Padrdo 0,50 1,89 3,12 1,43

Atenolol removido (mg g'1 LECA) 7,17E-04 5,01E-03 1,46E-02 1,96E-02

Desvio Padrdo 1,49E-06 5,21E-05 4,76E-04 1,22E-03
120 Atenolol removido (%) 91,89 57,49 48,73 39,99
Desvio Padrao 0,19 0,60 1,58 2,49

Atenolol removido (mg g'1 LECA) 7,35E-04 5,70E-03 1,60E-02 2,04E-02

Desvio Padrdo 8,14E-07 9,27E-05 4,67E-04 9,84E-04
168 Atenolol removido (mg g'1 LECA) 94,17 65,38 53,19 41,70
Desvio Padrdo 0,10 1,06 1,55 2,01
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Anexo 7 - Eficiéncia de remoc¢ao do atenolol em LCMs

Tabela A 42 — Valores de concentra¢do e de percentagem de atenolol removido ao longo do tempo para
uma concentracao inicial de 1 mg L, para os leitos com plantas e sem plantas para a época valores

indicam a média; n=9).

Tempo de Phragmites LECA Efluente
exposicdo LCMs
(h) Resultados
Atenolol removido (mg L) 0,46 0,49 0,02
6 Desvio Padrdo 1,04E-02 1,32E-02 1,04E-02
Atenolol removido (%) 59,11 62,79 2,06
Desvio Padrio 2,94 0,75 1,33
Atenolol removido (mg L?) 0,52 0,49 0,03
12 Desvio Padrdo 8,53E-03 2,51E-03 8,53E-03
Atenolol removido (%) 66,63 66,63 3,37
Desvio Padrdo 1,47 1,20 1,09
Atenolol removido (mg L) 0,59 0,56 0,04
24 Desvio Padrdo 1,20E-02 2,84E-02 1,20E-02
Atenolol removido (%) 75,31 69,19 4,84
Desvio Padrdo 1,43 3,36 1,54
Atenolol removido (mgL™) 0,67 0,61 0,07
a8 Desvio Padrao 2,83E-03 2,39E-02 2,83E-03
Atenolol removido (%) 86,12 74,32 9,49
Desvio Padrdo 0,45 2,47 0,36
Atenolol removido (mg LY 0,70 0,65 0,10
72 Desvio Padrao 1,45E-02 2,24E-02 1,45E-02
Atenolol removido (%) 89,51 78,16 12,56
Desvio Padrdao 1,69 6,64 1,86
Atenolol removido (mg LY 0,71 0,68 0,11
96 Desvio Padrdo 7,77E-03 1,99E-02 7,77E-03
Atenolol removido (%) 92,49 82,01 14,27
Desvio Padrdo 1,02 2,13 1,00
Atenolol removido (mg L") 0,74 0,72 0,12
Desvio Padrdo 6,25E-04 2,17E-02 6,25E-04
144 Atenolol removido (%) 94,27 85,97 15,02
Desvio Padrdo 0,62 2,17 0,08
Atenolol removido (mg L™) 0,74 0,73 0,13
Desvio Padrao 4,39E-03 1,14E-02 9,39E-03
192 Atenolol removido (%) 95,45 89,70 16,34
Desvio Padrao 0,46 1,14 1,20
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