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RESUMO

O crescimento exponencial do consumo de medicamentos a nivel global e o risco
ecolégico causado pela libertagio de farmacos em ambientes aquaticos, tém sido um topico
fulcral nos debates e investigagoes da comunidade cientifica. Sao necessarios mais estudos de
modo a compreender-se os possiveis efeitos a longo prazo destes na desregulagao do bom

funcionamento dos ecossistemas e das cadeias troficas.

As Estacées de Tratamento de Aguas Residuais (ETARs) funcionam como a nossa linha
da frente no combate a poluicao aquatica causada pelos nossos residuos. Consiste num
processo em que as aguas provenientes de origem doméstica e industrial sao tratadas de
modo a reduzirem os seus niveis de poluicao para valores aceitaveis, para serem novamente

devolvidas ao meio ambiente.

Neste estudo, em parceria com o projeto “GreenTreat”, coordenado pelo “Centro de
Ciéncias do Mar” (CCMAR) da Universidade do Algarve (UALG), pretendemos detetar a
ocorréncia de farmacos, em amostras de aguas residuais da ETAR da “Quinta do Lago” em
Almancil, antes e depois de serem submetidas a um tratamento de remogao de farmacos

com recurso a fotobiorreactores que continham microalgas.

Nas amostras recolhidas, pesquisaram-se |8 farmacos diferentes, pertencentes a
diferentes grupos farmacoterapéuticos, através de uma extragao em fase solida (SPE) seguida
por uma cromatografia liquida acoplada a detegao por massa (LC/MSn). Nos resultados
obtidos apenas foram detetados quatro farmacos nas amostras de agua, a sertralina (SER), o

citalopram (CIT), o naproxeno (NPX) e a ciprofloxacina (CIP).

Devido aos baixos valores detetados, nao se conseguiu tirar conclusoes sobre a

eficacia de remocao de farmacos por este tratamento terciario com recurso a microalgas.

Uma das hipoteses consideradas para o baixo nimero de fairmacos detetados pode ser o
facto de a ETAR onde se realizou a amostragem se localizar numa zona turistica, onde
ocorreu uma redugao populacional bastante significativa devido aos efeitos pandémicos do

ano de 2020.

Palavras-chave: ETARs, Aguas Residuais, Sertralina, Citalopram, Contaminantes

Ambientais.



Abstract

The ecological risk caused by the release of drugs in aquatic environments, associated
with the exponential growth in the consumption of medicines at a global level, has been a
central topic in the debates and investigations carried out by the scientific community. The
long-term effects that these can have on the dysregulation of the proper functioning of

ecosystems and food chains are not yet well known.

Woastewater Treatment Plants (WWTPs) work as our front line of the fight we waged
against the water pollution caused by our waste, in which water from domestic and
industrial sources are treated in order to reduce pollution levels to acceptable levels to be

returned to the environment again.

In this project, in partnership with the “GreenTreat” project, coordinated by the
“Center for Marine Sciences” (CCMAR) of the University of Algarve (UALG), we intend to
detect the occurrence of drugs, in wastewater effluent samples from the WWTP “Quinta do

Lago” in Almacil, before and after undergoing a drug removal treatment using microalgae.

In the samples collected, evidence was sought for 18 different chemical compounds
used in the production of drugs, through a solid phase extraction (SPE) followed by a liquid
chromatography coupled to mass detection (LC/MSn). In the results obtained, only evidence
of 4 drugs were detected in the water samples, sertraline (SER), citalopram (CIT),

ciprofloxacin (CIP) and naproxen (NPX).

One of the hypotheses considered for the small number of chemicals detected, comes
from the fact that the WWTP where the sampling took place, is located in a tourist area,
which due to the pandemic effects of the year 2020 felt a very significant reduction in
population density, therefore, with less population, there is a decrease in the production of

domestic waste associated with the consumption of medicines.

Keywords: WWTPs, Wastewaters, Sertraline, Citalopram, Environmental Contaminants.



Objetivos

Este estudo teve como objetivo avaliar a capacidade de remogao de diferentes tipos de
farmacos em aguas residuais, através da incorporagao de fotobiorreatores com microalgas

no tratamento de polimentos numa estagao de tratamento de aguas residuais.
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I.I. INTRODUCAO

Devido a diversas atividades humanas menos sustentaveis, os ecossistemas estao cada
vez mais pressionados, o que pode promover alteragoes que afetem inclusive o préprio
Homem. Por esse motivo é importante uma mudanga de paradigma que permita a
sustentabilidade de todo o ecossistema. Estes objetivos podem ser atingidos de diversas
formas, sendo uma delas o tratamento mais ecoldgico e sustentavel das aguas residuais
produzidas pela atividade humana.

As dguas residuais, que tém a denominagao comum de esgotos, podem ser definidas
como aguas alteradas/contaminadas, nomeadamente pela adicio de soélidos organicos
dissolvidos ou em suspensao, que resultam dos residuos produzidos pela sociedade (Sonune
et al, 2004). O tratamento destas aguas assenta principalmente na remogao e decomposi¢ao
parcial dos solidos organicos putresciveis em solidos minerais ou relativamente estaveis, de
forma a minimizar as consequéncias da sua devolugao ao meio ambiente (Sonune et dl.,
2004).

O presente estudo encontra-se inserido no projeto “GreenTreat”, que visa encontrar
solugoes sustentaveis para o tratamento terciario de aguas residuais urbanas através da
utilizagdo de microalgas. Sendo o foco desta dissertagao os efeitos que determinadas
misturas de microalgas podem ter no tratamento terciario de aguas residuais nomeadamente
na remocao de farmacos.

A selecao dos farmacos a estudar teve por base o seu consumo, toxicidade,
persisténcia, legislagdo e ocorréncia em outros estudos. Estes estao divididos em 6 grupos
farmacoterapéuticos; antidepressivos (citalopram, fluoxetina, sertralina), anti-inflamatorios
(diclofenac, naproxeno, Ibuprofeno, 4'-hidroxi diclofenac, acetaminofeno), antibidticos
(ciprofloxacina, eritromicina, azitromicina, claritromicina), anticonvulsivo (carbamazepina),
hormonas (estrona, estradiol, etinilestradiol) e reguladores lipidicos (bezafibrato,
gemfibrozil).

As aguas residuais foram submetidas a um tratamento com microalgas dentro do
circuito de aguas da ETAR para verificar a capacidade de remocao de farmacos através deste
tratamento terciario.

Por um lado, este projeto tem um grande potencial por procurar ajudar a reduzir os
niveis de contaminagao aquatica produzidos pelo Homem, tentando encontrar métodos mais
financeiramente e ecologicamente sustentaveis, permitindo adicionalmente obter um
subproduto com algum valor econémico e uma energia renovavel. Por outro, é um processo

pouco dispendioso, podendo ser posto em pratica em paises com menos recursos.



1.2. ENQUADRAMENTO TEORICO

A d4gua é um dos recursos naturais mais imprescindiveis e importantes para o Homem,
mas o acesso a agua potavel em paises em desenvolvimento e a qualidade desta nos paises
industrializados tém atingido valores e proporg¢oes preocupantes (Munoz et al, 2009). A
poluicao de aguas residuais domeésticas, agricolas e industriais € despoletada por diversos
fatores e praticas de origem humana que libertam para o meio ambiente contaminantes
organicos e inorganicos. Tais como altas concentragoes de nitratos, fosfatos e compostos de
carbono, microplasticos e metais pesados que causam enormes pressoes nas cadeias
alimentares em todos os niveis troficos (Wollmann et al., 2019).

Devido a esta grande panoplia de contaminantes e as condigoes regionais envolvidas, o
tratamento de aguas residuais deve reger-se por varios métodos de tratamento e
tecnologias, aliados a diversos métodos de monotorizagao e andlises das aguas, por forma a
garantir a aplicagao das melhores técnicas para a resolugao de cada situagao (Wollmann et
al,, 2019).

Nos dias de hoje, os medicamentos estao enraizados no quotidiano de quase todos os
seres humanos, sendo imprescindiveis para a saude publica de toda a populagao. Sem eles a
nossa esperan¢a média de vida seria bastante mais baixa, como era comum no mundo pobre
e pré-moderno (Roser et al.,, 2013), no qual a taxa de mortalidade infantil era muito elevada
e qualquer minima patologia podia levar a um desfecho fatal. Desde 1900 que a esperanca
média duplicou os seus valores, muito devido aos avangos cientificos nos diversos campos da
medicina e a melhoria das condi¢oes de vida.

A utilizagao em massa de medicamentos contribui para diversos disturbios e impactos
ambientais associados a sua utilizagao. Visto serem bens indispensaveis para o nosso sucesso
enquanto espécie, € necessario realizar avaliagoes de risco bem estruturadas e completas
sobre a presenga e o impacto que estes podem ter no meio ambiente, de modo a
conseguirmos cumprir a Diretiva-Quadro da Agua da Unido Europeia (EU) (DQA) (Robles-
Molina et al., 2014).

Desde ha cerca de 20 anos que as pesquisas ambientais tém incidido, para além dos
poluentes ambientais mais comuns como os PCBs (bifenilos policlorados), dioxinas e
pesticidas, em poluentes provenientes de produtos de origem farmacéutica e de higiene
pessoal, que contaminam o ambiente sobretudo através das aguas residuais domésticas
(Daughton et al., 1999).

Apesar da comunidade cientifica incidir cada vez mais o foco dos seus estudos nos

efeitos ecotoxicoldgicos associados a compostos farmacéuticos ativos (APls) no meio



ambiente, ainda muito pouco se sabe sobre os seus efeitos a longo prazo nos ecossistemas
aquaticos.

Adicionalmente, tém sido identificados, cada vez mais, diferentes tipos de substancias
ativas de farmacos no meio ambiente, devido ao desenvolvimento e aprofundamento das
metodologias analiticas de dete¢ao dos mesmos (Gonzalez-Rey et al., 201 3).

Na Uniao Europeia sao utilizadas mais de 3 000 substancias no fabrico de
medicamentos como  analgésicos, contracetivos, anti-inflamatorios, tranquilizantes,
betabloqueadores, entre outros. Durante e apds os tratamentos médicos que requerem a
utilizagao destes farmacos, os humanos acabam por excretar alguns destes produtos
quimicos intactos e outros metabolizados pelo organismo, o que leva a que muitos destes
compostos bioativos entrem nas aguas residuais afetando os seres vivos que possam entrar
em contacto com as mesmas (Ternes et al., 2004).

Estima-se que haja um aumento exponencial do consumo de farmacos, que levara a um
aumento da pressao que estes exercem no meio ambiente, ao longo dos préximos anos. Isto
deve-se muito ao aumento das condigoes de vida, a diminuicao do pre¢o e aumento de
oferta de farmacos, e ao aumento da esperan¢a média de vida da populagao, que levara a que
exista uma populagao cada vez mais idosa, que maioritariamente necessitara de regimes
terapéuticos didrios, que incluem muitas vezes cinco ou mais medicamentos (Kimmerer,

2010).

1.3. ORIGEM E DISSEMINAGCAO DE FARMACOS EM AGUAS RESIDUAIS

Nos ecossistemas aquaticos sao libertadas diariamente grandes quantidades de
substancias organicas e inorganicas, causando contaminagao e poluicao ambiental (Abdel-
Raouf et al., 2012). Muitas das vezes, esta disseminagao de substancias é protagonizada pelas
aguas residuais. Assim sendo, € necessario promover o desenvolvimento de métodos e
tratamentos de maneira a conseguir dar resposta a este flagelo ambiental da uma maneira
rapida, econdmica e ambientalmente sustentavel.

A poluicao ambiental causada por produtos quimicos produzidos para medicamentos
humanos e veterinarios geralmente nao advém do seu processo de fabrico, visto que as
industrias farmacéuticas, na maioria dos casos, apresentam maneiras eficazes para eliminar os
seus residuos. Deve-se, contudo, ao seu uso generalizado e continuo ao longo de varios
anos, a sua incorreta eliminagao por parte dos utilizadores e as excre¢oes biologicas dos

seres vivos que os consomem (Jones et al., 2003).



1.3.1. ORIGEM

Uma das principais vias de entrada de farmacos nos recursos hidricos € através das
secregcoes humanas, em que a maioria das doses administradas de alguns medicamentos pode
ser excretada totalmente inalterada. Além disto, os metabolitos podem ser reconvertidos
nas substancias ativas por meio de a¢oes bacterianas (Jones et al., 2003).

Nos paises em desenvolvimento, infelizmente, s6 uma pequena proporgao das aguas
residuais produzidas pela populagao chega a ser tratada antes de voltar a ser libertada na
natureza. Por exemplo, no caso da América Latina, apenas 15%, por vezes até menos, destas
aguas é tratada, o que leva a um grande perigo para a saude publica (Pan American Health
Organization, 2000).

Varios estudos comprovam que a degradagao no meio ambiente da maioria dos
farmacos presentes em aguas residuais € de tal forma dificil que chega a afetar negativamente
varios niveis das cadeias troficas dos ecossistemas (Debska et al., 2004).

Existem diferentes tipos aguas residuais geradas pela sociedade e pelo nosso modo de
vida, tais como as aguas residuais resultantes das atividades industriais e outras instituigoes,
aguas residuais domésticas, aguas provenientes de esgotos industriais, infiltragoes e fossas
sépticas. E, nas ETARs, acabam por ser também gerados outros tipos de aguas contaminadas
que necessitam de ser submetidas a tratamentos, como por exemplo as aguas provenientes
das lavagens de filtros e equipamentos (Henze et al., 2008).

Todavia, de um modo geral, as aguas residuais podem ser divididas em dois grandes
tipos: aguas residuais de origem doméstica, que resultam das atividades domésticas e
sanitarias do ser humano no seu dia-a-dia, e aguas residuais de origem industrial, que
geralmente sao motivo de maior alarme, dado que no decorrer do processo de fabricagao
industrial, podem ser contaminadas por compostos toxicos para os ecossistemas. Em suma,
as aguas residuais urbanas acabam entiao por ser uma jungao das residuais domésticas com

industriais e/ou pluviais (provenientes da chuva).

1.3.2. PADROES DE CONSUMO

A quantidade de farmacos que podem representar um risco para os ecossistemas pode
ser estimada através da porgao de medicamentos utilizados na medicina humana (Almeida et
al, 2014), mas a obtencao destes dados é dificil e nem sempre fidedigna, até porque em
varios casos as estatisticas nao incluem os medicamentos hospitalares ou medicamentos nao

sujeitos a receitas médicas (Grung et al., 2008).



O incremento de doengas a nivel global sera causado maioritariamente pelo constante
aumento do envelhecimento da populagao, e trara piores consequéncias em paises onde
predominam as classes sociais baixa ou média baixa. Cerca de 23% da carga global de
doengas surge em pessoas com mais de 60 anos de idade, e as principais doengas que
acabam por atingir a populagao idosa sao as doengas respiratorias, as patologias musculo-
esqueléticas, o cancro, as doengas cardiovasculares e os disturbios mentais e neurologicos
(Prince et al., 2015).

Através dos dados fornecidos de 2010 e de 2019 pela OCDE (Organizagao para a
Cooperagao e Desenvolvimento Econémico) podemos verificar um aumento geral da DDD
(dose diaria definida) por cada 1000 habitantes ao dia dos seguintes grupos terapéuticos de
farmacos em alguns paises da U.E. Na Tabelal podemos verificar que os valores de DDD

cresceram praticamente em todos os casos.

Tabela | - Comparagiao dos niveis de DDD obtidos em 2010 e 2019 de 4 grupos farmacoterapéuticos em
alguns paises da U.E. (dados fornecidos pelo website OECD .Stat, no dia 20 de julho de 2021).

- Analgésicos Antidepressivos Sistema Sis.tem'a.
cardiovascular respiratorio
EEAENEIEIEED
234 27,2 46,7 60,3 635,7 754,2 69,8 72,8
m 10,3 14,4 54,2 62,0 270,3 329,1 39,8 41,1
14,4 23,5 68,7 81,9 486,6 476,9 104,8 105,6
M 16,9 23,3 44,1 63,3 545,1 558,4 62,9 76,0
m 36,5 56,4 61,2 83,6 401,5 448,5 91,6 100,0
m 6,4 83 26,4 29,5 690,4 726,9 63,9 66,2
30 30,5 50,1 53,8 344,7 31,9 71,9 70
13,4 9,6 40,4 47,9 410,1 453,0 101,5 11,6
18,4 21,5 78,7 123,7 408,8 410,7 81,6 100,9



1.3.3 PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS

Na Tabela seguinte apresentam-se as propriedades fisico-quimicas dos farmacos em

estudo. E de realcar que o pKa ¢ calculado pelo logaritmo negativo da constante de acidez

(Ka) e quanto menor for o pKa, maior ¢é a acidez do composto e maior a sua tendéncia para

ionizagao a pH neutro (Chang et al., 2013).

Tabela 2 - Propriedades fisico-quimicas dos farmacos em estudo (dados fornecidos dos websites Chemspider e
Drugbank) (CHANG, R; GOLDSBY, K. A. Equilibrios acido-base e equilibrios de solubilidade. In CHANG, R;
GOLDSBY, K. A. - Quimica. | I* Edigdo. AMGH Editora, 2013. ISBN 0073402680. p. 753-754.
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1.3.4. ANTIDEPRESSIVOS

Os antidepressivos sao farmacos amplamente prescritos por médicos em todo o
mundo a pacientes que sofrem de problemas ao nivel do foro psicolégico e que se podem
manifestar através de sintomas como perturbagoes de ansiedade, distimia ou depressoes
(Calza et al, 2021). Segundo a OMS (2017), a depressao € o maior contribuinte da
incapacidade para a atividade produtiva, sendo também a perturbagao que mais contribui
para as mortes por suicido, que chegam a quase 800 000 por ano.

Estes farmacos atuam principalmente ao nivel do Sistema Nervoso Central (SNC),
causando alteragoes ao nivel dos neurotransmissores de noradrenalina e serotonina, fazendo
variar os seus niveis de concentragao (Hilal-Dandan et al., 2014). A serotonina e a
noradrenalina sio monoaminas que regulam e influenciam varios campos e que influenciam o
nosso comportamento, como por exemplo ao nivel da aprendizagem, memoria, sono,
humor, desejo sexual e dor (Berger et al, 2009). Estes neurotransmissores tém
transportadores especificos, que se encontram na membrana dos neuronios pré-sinapticos,
o Transportador de Serotonina (SERT — Serotonin Transporter) e o Transportador de
Noradrenalina (NET — Norepinephrine Transporter) (Katzung, 2012).

Os antidepressivos inserem-se na categoria dos farmacos psicotropicos, e para este
grupo nao existe uma classificagdo farmacoterapéutica consistente, por isso a sua
categorizacao € realizada de acordo com a sua estrutura quimica, uso clinico ou alvo
bioquimico e efeito farmacolégico (Rang et al., 2012).

Os antidepressivos triciclicos (ADT) foram os primeiros a ser descobertos, seguidos
pela descoberta acidental dos antidepressivos inibidores de monoamina oxidase (IMAO) no
inicio da década de 50. Os ADT inibem de forma nao seletiva a recaptagao de serotonina,
norepinefrina e dopamina nas vesiculas de armazenamento pré-sinaptico e, apesar de terem
demonstrado bons resultados no tratamento de sintomatologia depressiva, cairam em
desuso devido a efeitos secundarios adversos associados a sua toma. Ja os IMAO atuam
através da inibicao da enzima monoamina oxidase (Ferguson, 2001).

Em 1988, a Fluoxetina foi o primeiro antidepressivo inibidor seletivo de recaptagao de
serotonina (ISRS) a ser introduzido no mercado norte-americano. Desde entio sio os
antidepressivos mais utilizados globalmente devido a sua seguran¢ca em sobredosagem e a
baixa probabilidade de ocorréncia de efeitos secundarios de baixo risco, aliadas a boa
relagao custo/beneficio, a elevada tolerabilidade do organismo, a facilidade de uso e ao amplo

espectro de utilizagio para tratamentos de varias patologias (Katzung, 2012).



A inibicao da recaptagao da serotonina pelo SERT leva um aumento de concentragao
deste neurotransmissor na fenda sinaptica, causando uma constante estimulagao do neuroénio
pos-sinaptico e transmissio do impulso nervoso (Coleman et al, 2019). Como esta
monoamina € um importante modelador do humor, o aumento da sua quantidade e
expressao nos neuronios ira reprimir as sensagoes e episodios depressivos (Katzung, 2012).

O mesmo processo ocorre também com a noradrenalina, com a toma de inibidores de
recaptacao de serotonina e noradrenalina (IRSN). Neste caso, levando ao aumento de
concentragao de serotonina e noradrenalina, devido a inibigao da recaptagao destes
neurotransmissores, por ligagdo aos transportadores SERT e NET. Os antidepressivos
triciclicos (ADT) também funcionam através deste mecanismo, exercendo alteragoes sobre
os recetores muscarinicos, histaminicos e a-adrenérgicos (Khushboo, 2017).

A sertralina € um antidepressivo pertencente a classe dos ISRS, muito utilizado
globalmente e com altos niveis de eficicia em tratamento de doentes que sofrem com
depressao, perturbagoes obsessivo-compulsivas e ataques de panico (Pohl et al, 1998).
Atualmente, é o unico ISRS aprovado para tratamentos de perturbagoes de stresse pos-
traumatico (PSPT), revelando uma alta eficacia em pacientes do sexo feminino e que sofrem
de PSPT nao induzida por combates (Comer et al., 2000). Apesar de nao se saber ao certo
as causas que levam ao aparecimento desta perturbagao, existem fatores bioldgicos comuns
entre estes pacientes, nomeadamente um aumento dos niveis sanguineos de corticotrofina e
de cortisol e um aumento da ativagao do sistema nervoso simpatico (Comer et al., 2000).

O mecanismo de acao da sertralina funciona através da inibicao da recaptagao seletiva
de serotonina nas fendas sinapticas dos neuronios, levando a um aumento da concentragao
de serotonina no encéfalo (DeVane et al., 2002). A sertralina pode ser administrada a
pacientes idosos, nao apresentando efeitos cardiovasculares ou anticolinérgicos, mas pode
causar alguns problemas gastrointestinais, como diarreia e nauseas, e disfungao sexual
masculina associada a disturbios ejaculatorios, como acontece com alguns medicamentos
com fungao inibitoria de serotonina (Murdoch et al, 1992). Estes efeitos secundarios
negativos tendem a ser leves e a desaparecer com a continuidade do tratamento (Murdoch
et al., 1992).

O citalopram, tal como a sertralina, pertence ao grupo dos antidepressivos ISRS e tem
um efeito de acao semelhante. Comparado com outros agentes antidepressivos, o
citalopram é bem tolerado pelo organismo, nao causando efeitos adversos ao nivel do
sistema cardiovascular nem causando convulsoes ou efeitos sedativos. Pode apenas causar

efeitos anticolinérgicos residuais, como pequenas nauseas em cerca de 20% dos pacientes, e



aumento de transpiragao, insénias e dor de cabega em cerca de 15% dos consumidores
(Milne et al.,1991).

E um medicamento prescrito maioritariamente em pacientes com grandes
perturbagoes depressivas, onde se verificam melhorias acentuadas nos sintomas entre 30% a
70% dos doentes, o que o torna um antidepressivo muito prescrito devido aos bons indices
de resultados e baixos riscos associados a sua toma (Milne et al., 1991).

Quando ingerido pelo Homem, cerca de 12% do citalopram é excretado sem sofrer
qualquer tipo de metabolizagao (Bachour et al., 2020). Os restantes 88% sao metabolizados
no organismo nos derivados ativos citalopram-N-oxido, desmetilcitalopram,
didesmetilcitalopram e no derivado inativo acido propionico deaminado. Todos estes
metabolitos sao inibidores seletivos de recaptacao de serotonina e a sua meia-vida de
eliminagao do organismo é de cerca de 36 horas (Bachour et al., 2020).

A fluoxetina é maioritariamente metabolizada ao nivel hepatico, dando origem ao seu
seu principal metabolito ativo, a norfluoxetina. E é excretada principalmente através da urina,
onde cerca de 10% da fluoxetina chega a ser excretada inalterada (Levy et al., 1996).

A sertralina apresenta um tempo de vida no nosso organismo de cerca de 22 horas e
também é metabolizada ao nivel hepatico. O seu principal metabolito é a desmetilsertralina,
que apresenta um efeito semelhante ao da sertralina mas bastante mais fraco, por isso o seu
efeito clinico é negligenciavel (Owens et al, 1997).

Na maioria dos casos, apos o consumo de antidepressivos, o metabolismo humano nao
consegue sintetizar todos os componentes presentes no medicamento, havendo uma
biotransformagao em metabolitos biologicamente ativos que sao posteriormente excretados
pelo organismo (Metcalve et al., 2010). Depois de excretados, estes quimicos acabam por
entrar em ecossistemas aquaticos, maioritariamente através de efluentes de ETARs e de
aguas residuais hospitalares (Calza et al, 2021). Varias classes de antidepressivos foram
detetadas em aguas residuais nao tratadas e tratadas para consumo Humano em estudos

realizados nos E.U.A,, na Europa e no Canada (Metcalve et al., 2010).

1.3.5. ANTICONVULSIVOS

Os anticonvulsivos sao uma classe de farmacos utilizados para a prevenciao e
tratamento de pacientes com crises convulsivas e epiléticas, sendo por vezes também
utilizados em terapias associadas a tumores cerebrais e no tratamento de pacientes com
patologias com dores persistentes associadas, funcionando como alternativa a utilizagao de

medicamentos anti-inflamatorios ou antidepressivos (Shannon et al., 2005).



Os anticonvulsivos tém mecanismos de agao semelhantes aos anestésicos locais e aos
antiarritmicos, atuando maioritariamente nos canais de soédio dos neurénios (Tikhonov et dl.,
2017). Anticonvulsivos bastante utilizados globalmente como a fenitoina, a carbamazepina e a
lamotrigina sao moléculas eletroneutras, com grupos polares nao ionizaveis numa
extremidade da molécula e com composto hidrocarboneto aromatico na outra extremidade
(Tikhonov et al., 2017).

A carbamazepina, que é o principal antiepilético utilizado para o tratamento de
pequenas crises, tem como mecanismo de agao o bloqueio de os canais de sodio (Lages,
2011). A sua presenga no meio ambiente tem aumentado devido a sua baixa capacidade de
biodegradacao e alta resisténcia molecular. A sua metabolizagao ocorre principalmente ao
nivel hepatico e é eliminada pelas vias renais, excretando os seus metabolitos para as aguas
residuais, promovendo a sua contaminagao (Moya-Llamas et al., 2017). Este quimico é um
composto muito toxico para os organismos cnidarios, sendo o seu principal metabolito o
composto ativo carbamazepina-10, | |-epoxido. Este composto ativo chega a constituir cerca
de 1% da urina excretada por humanos que utilizam medicamentos cuja carbamazepina é a
principal substancia ativa (Lages, 2011).

A carbamazepina é excretada principalmente através da urina, onde por vezes é
expelida inalterada, e o seu principal metabolito ativo é a carbamazepina-10,I |-epoxido, que

€ encontrada nas fezes e urina humana que utilizam este anticonvulsivo diariamente (Bernus

et al., 1996).

1.3.6. ANTI-INFLAMATORIOS

Os anti-inflamatorios, tal como o nome indica, servem para combater os processos
inflamatorios que surgem como resposta do sistema imunitario a uma lesao de tecidos ou
infecao, e apresentam também propriedades analgésicas. A sua utilizagao a nivel global data
de ha milhares de anos, onde inicialmente comecaram a serem utilizados para o tratamento
de febres, dores e inflamagoes pelas autoridades médicas Romanas, Egipcias e Gregas
(Rainsford, 2007).

As drogas anti-inflamatorias analgésicas comegaram por ser produzias através de
extratos de plantas que continham salicilato, como os salgueiros (Salix alba), e, em meados
do século XIX; iniciou-se a primeira produ¢ao em massa de acido acetilsalicilico, o primeiro

anti-inflamatorio comercializado mundialmente, conhecido popularmente como Aspirina

(Rainsford, 2007).



Estes farmacos podem ser divididos em dois grupos: os anti-inflamatérios nao
esteroides (AINE) e os anti-inflamatorios esteroides (AIE).

Os AINE sao dos medicamentos mais consumidos em todo o mundo devido a sua
elevada taxa de eficacia no tratamento de inflamagdes e de disturbios clinicos, tais como
osteoartrite, artrite reumatoide, gota, dismenorreia, dor de cabega e dor dentaria. Porém, o
seu uso cronico pode, por vezes, causar problemas gastrointestinais, lesoes hepaticas,
alteragdes na fungao renal e efeitos na pressao arterial (Ong et al., 2007).

O seu modo de atuagao baseia-se na inibicao da produgao das prostaglandinas, que sao
sinais quimicos lipidos, através da inativagao da enzima ciclooxigenase (COX), a qual é
responsavel pela produgao destes sinais (Vane et al., 1998).

O metabolismo do diclofenac ocorre maioritariamente no figado onde ocorrem varios
processos de hidroxilagao aromatica e conjugacao. Os principais metabolitos que resultam
deste processo sao o 4-hidroxidiclofenac e o 5-hidroxidiclofenac, que posteriormente
podem ser encontrados na urina, plasma ou bilis dos consumidores de diclofenac (Bort et dl.,
1999). Este anti-inflamatorio esta associado a casos de toxicidade hepatica ocasional, devido
a formagao de metabolitos toxicos que interferem com o bom funcionamento dos
hepatocitos (Bort et al., 1999).

O naproxeno e o ibuprofeno sao ambos metabolizados no figado e partilham algumas
enzimas no seu processo metabodlico tais como a P450, a sulfotransferase, a UDP-
glucuronosiltransferase. No caso do ibuprofeno, cerca de 2% ¢é excretado na urina
inalterado, e o seu principal metabolito é o 2-hidroxi-ibuprofeno. 95% do naproxeno
ingerido é excretado através da urina, onde cerca de |% deste farmaco é excretado
inalterado e, durante o seu metabolismo, ocorre a formagao do seu principal metabolito, o
6-dismetil-naproxeno (Sanoh et al., 2012).

O acetaminofeno, também apelidado de paracetamol, tem uma biodisponibilidade
bastante elevada que ronda os 88% e a sua metabolizagao ocorre ao nivel do figado, rins e
intestino delgado, onde sao produzidos varios metabolitos tais como o glucuronideo, que é
um metabolito inativo que representa 57% dos metabolitos urinarios do acetaminofeno.

Menos de 5% do acetaminofeno é excretado inalterado, e entre 5-10% é excretado
sob a forma de N-acetil-B-benzoquinona amina, um metabolito altamente reativo que é
responsavel pela hepatoxicidade associada ao consumo de paracetamol (Mazaleuskaya et al,

2015).



1.3.7. ANTIBIOTICOS

A primeira vez que a palavra antibiotico foi utilizada na literatura cientifica foi em 1941,
por Selman Waksman, que descreveu um antibidtico como qualquer molécula feita a partir
de um microrganismo, que inibe o crescimento e combate infegoes causadas por outros
microrganismos (Clardy et al., 2009).

Os antibioticos sao dos medicamentos mais prescritos por médicos em todo o mundo,
e tém varias formas de atuagao contra as bactérias. Por exemplo, alguns antibioticos sao
bactericidas, o que significa que o seu mecanismo de agao levara a morte bacteriana, e
outros sao bacteriostaticos, ou seja, funcionam através da inibicao da multiplicagao
bacteriana (Kimmerer, 2003).

A agao de inibicao bacteriana pode-se dar de varias formas, dependendo do tipo de
antibiotico, mas os mecanismos mais comuns de atuagao funcionam através de uma inibicao
da capacidade da bactéria em formar parede celular, ou numa inibicdo no metabolismo
celular, nao havendo consequentemente uma produgao de energia, causando, por sua vez, a
morte da bactéria (Kimmerer, 2003).

A era dos antibioticos comegou em 1945, com o inicio da produgao em massa da
penicilina, que é produzida através de um fungo, e da produgao de cloranfenicol,
estreptomicina e tetraciclina, que sao produzidas por bactérias (Clardy et al., 2009).

Hoje em dia, alguns dos primeiros antibidticos produzidos tém-se tornado ineficazes
para combater organismos patogénicos humanos devido a resisténcia que estes tém
adquirido ao longo da sua evolugao nos ultimos anos, dai ser importante a investigagao e a
inovagao continua de antibiéticos, bem como a sua utilizagao consciente (Clardy et al., 2009).

O desenvolvimento e a seleciao de bactérias resistentes a antibioticos e outros agentes
anti-infeciosos constituem uma grande ameaca para a saude publica, por isso a sua utilizagao
deve ser prudente e devemos tentar limitar ao maximo a sua utilizagao (Kummerer, 2003).

Existem seis classes principais de antibioticos, nomeadamente os Aminoglicosideos,
Cefalisporinas, Fluoroquinolonas, Macrolideos, Penicilinas e Tetraciclinas (Bayarski, 2006).

A eritromicina, azitromicina e claritromicina pertencem ao grupo dos Macrolideos, que
atuam ao nivel dos ribossomas bacterianos, impedindo a produgao de proteinas. Mas a sua
utilizagao continua pode causar problemas no estomago (Kimmerer, 2003).

Ja a ciprofloxacina pertence ao grupo das Fluoroquinolonas, que atuam afetando a
replicacao do DNA bacteriano, ou seja, sao antibioticos bacteriostaticos. Sao farmacos que
nao devem ser tomados durante a gravidez e podem causar pequenos problemas de curta

duragao no sistema digestivo (Kiimmerer, 2003).



A ciprofloxacina é parcialmente metabolizada no figado em quatro metabolitos, a
desetilenociprofloxacina, a sulfociprofloxacina, a oxociproloxacina e a formilciprofloxacina.
Cerca de 50% das doses orais ingeridas de ciprofloxacina sao excretadas inalteradas na urina,
e a percentagem de metabolitos na urina ronda os 15% (Al-Omar, 2005).

A claritromicina também é metabolizada principalmente no figado, onde da origem ao
metabolito ativo |4-hidroxi-claritromicina, que € um metabolito que apresenta propriedades
que juntamente com a claritromicina, contribuem na eliminagao de agentes patogénicos
(LeBel, 1993).

Cerca de 10 metabolitos diferentes resultam do processo de metabolizagao da
azitromicina, e nenhum destes apresenta atividade antimicrobiana. A excregao biliar
representa um papel fulcral na sua eliminagao, juntamente com a urina e fezes, onde cerca de
20% deste farmaco é excretado inalterado (LeBel, 1993).

A eritromicina € inativada pelo acido gastrico e é um farmaco absorvido
maioritariamente no intestino delgado. Entre 2 a 5% de eritromicina ingerida é excretada na

forna ativa através da urina e a sua metabolizagao ocorre no figado (LeBel, 1993).

1.3.8. HIPOLIPEMIANTES

Os Hipolipemiantes tém como principal fungao a regulagao dos niveis de colesterol no
sangue, com o intuito de diminuir o risco de ocorréncia de hipercolesterolemia, que pode
levar ao aparecimento de aterosclerose. Este é um fator de risco para o surgimento de
doenga arterial coronaria que podera levar a enfartes do miocardio ou acidentes vasculares
cerebrais (Simons, 1986).

Existem varias classes de medicamentos Hipolipemiantes, tais como os fibratos, a
niacina e as estatinas (Fiegenbaum et al., 2006).

O gemfibrozil e o bezafibrato pertencem ambos a classe dos fibratos e a sua agao
causa uma diminuicao do nivel dos triglicerideos plasmatico e do colesterol, levando a uma
diminuigao da concentragao sanguinea do colesterol LDL (Low Density Lipoproteins) e a um
aumento do colesterol HDL (High Density Lipoproteins). A sua atuagao funciona através de
alteragoes de transcricio de genes para o RNAm (4cido ribonucleiro mensageiro), que
codificam nos ribossomas proteinas que atuam ao nivel do metabolismo de lipoproteinas
(Staels et al., 1998).

O colesterol é uma molécula anfipatica (hidrofilica) com estrutura tetraciclica e
composto por 27 atomos de carbono (Nelson et al., 2014). Este é imprescindivel para o bom

funcionamento celular, visto que é necessario para a formagao e regulacao da fluidez das
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membranas celulares. Nas células dos mamiferos constitui cerca de 30% a 40% das suas
membranas plasmaticas (Pinkwart et al., 2019).

O risco de morte cardiaca subita encontra-se ligado diretamente ao ratio entre o
colesterol LDL e HDL, pelo que é necessario controlarmos regularmente estes valores
(Kunutsor et al., 2019).

O bezafibrato é metabolizado a nivel hepatico e excretado através da urina e fezes,
onde cerca de 40% é excretado inalterado. Como resultado do seu metabolismo obtém-se
varios compostos polares, hidroxi e glicuronideos. A biossintese do colesterol é reduzida
pelo bezafibrato, estimulando o catabolismo da lipoproteina mediada pelo recetor de LDL
(Abshagen et al., 1979).

O Gemfibrozil ¢é absorvido pelo trato gastrointestinal e apresenta uma
biodisponibilidade proxima de 100%. Durante o seu processo de metabolismo este sofre
oxidagoes do grupo metilo, originando os seus metabolitos principais: hidroximetilo e
carboxilo. Cerca de 76% deste farmaco eliminado através da urina e fezes, onde em média

6% da sua dose total é excretada inalterada (labeling.pfizer, 2020).

1.3.9. HORMONAS

A palavra hormona foi utilizada pela primeira vez em 1905 pela comunidade cientifica e
deriva da palavra grega “hormon”, que significa “excitar”. As hormonas sao substancias
quimicas produzidas por glandulas ou células do sistema enddcrino, que sao transportadas
pelo sangue até um alvo especifico no organismo, onde, em baixas concentragoes, exercem
um efeito de regulagao de varias funcionalidades imprescindiveis para o bom funcionamento
do nosso organismo (Silverthorn, 2010).

A estrona, o etinilestradiol e o estradiol pertencem ao grupo dos estrogénios, que sao
hormonas femininas produzidas pelos ovarios e pela placenta durante a gravidez (Marieb,
2013). Apresentam varias fungdes tais como a manutengao e desenvolvimento das
caracteristicas sexuais secundarias femininas, regulacio do ciclo menstrual e ovarico,
capacidade reprodutiva e manutengcao da gravidez. A principal atividade biologica dos
estrogénios incide sobre o esteroide |73-hidroxi (Kushnir et al., 2008).

E importante uma correta regulacio dos valores sanguineos destes estrogénios
enddgenos para a prevencgao de disturbios relacionados com hormonas sexuais, tais como a
amenorreia (auséncia de menstruagao) e a oligomenorreia (menstruagao com frequéncia

anormal), menopausa precoce, osteoporose, doencgas cardiovasculares, doengas neurologicas

e deficiéncias na puberdade (Kushnir et al., 2008).



Os estrogénios sintéticos sao utilizados no fabrico de contracetivos hormonais e em
tratamentos contra sintomas mais incobmodos da menopausa por milhdes de mulheres em
todo o mundo (Sitruk-Ware et al., 2011). A utilizagdo e consumo mundial de estrona, de
etinilestradiol e de estradiol, leva a que estes sejam diariamente descarregados no meio
ambiente em grandes concentragoes, causando efeitos de desregulagao enddcrina para os
organismos vestigiais (Koh et al., 2008).

Nos ecossistemas aquaticos, a origem principal de estrona e estradiol provém da urina
e das fezes de animais pelo que sempre existiram no meio ambiente, enquanto que o
etinilestradiol atinge as aguas residuais principalmente através da urina de mulheres que
consomem pilulas anticoncecionais que contém este farmaco (Rocha et al., 2019).

Apos a sua metabolizagao, os estrogénios originam varios tipos de metabolitos, entre
estes destacam-se o 2-hidroxi-estrona e o 2-hidroxi-estradiol, que também tém atividades

funcionais semelhantes aos estrogénios (synlab, 2021).

1.4. OCORRENCIA

Devido ao progresso das metodologias analiticas, desde meados dos anos 70 que tém
sido cada vez mais detetados farmacos, e os seus metabolitos em ecossistemas aquaticos
(Simazaki et al., 2015). A ocorréncia de farmacos no meio ambiente geralmente esta
associada ao PIB de cada pais, onde se verifica uma ligagao entre os niveis de poluicao e a
economia. Quando a economia de um pais cresce, a poluicao nele também aumenta, mas
quando a riqueza do pais atinge niveis elevados, os niveis de poluicao acabam por melhorar,
devido a ETARs mais eficientes e a maiores niveis de educagao da populagao (Segura et dl,
2015).

Existem varios parametros que podem influenciar as concentragoes de fairmacos nos
meios aquaticos. Nas ETARs e nas aguas superficiais, a época do ano, a temperatura, o tipo
de ETAR, a luz solar sao sé alguns dos parametros que podem influenciar a ocorréncia de
farmacos (Pereira et al., 2016).

Atualmente a ocorréncia de farmacos nos ecossistemas aquaticos a nivel mundial é
uma realidade inquestionavel que tem vindo a aumentar constantemente. Tal como se pode
verificar na Figura |, elaborada por Pereira (2020), tendo por base a informagao que este
autor recolheu de uma grande diversidade de artigos cientificos recentes relacionados com a
tematica em questao.

A eficacia de remocao da carbamazepina pelas ETARs é, na maioria dos casos, inferior

a 10%, atingindo niveis de remogao maximos na ordem dos 53% em alguns casos. No caso
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ng L1

de ETARs que utilizam tratamento por lamas ativadas, foram detetadas taxas de remogao na
ordem dos 0%, revelando uma gigantesca ineficacia que deve ser combatida e melhorada

(Zhang et al., 2008).
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Figura | - Grafico Boxplot com as concentragdes médias, maximas e minimas de varios farmacos detetados em
afluentes de aguas residuais. ALP — alprazolam, LOR — lorazepam, ZOL — Zolpidem, Anx — ansioliticos, AZIl —
azitromicina, CLA — claritromizina, CIP — ciprofloxacina, ERY — eritromicina, Antib — antibioticos, BEZ —
bezafibrato, GEM — gemfibrozil, SIM — sinvastatina, Lip reg — reguladores lipidicos, CAR — carbamazepina, CIT —
citalopram, N-CIT — Desmetilcitalopram, FLU — fluoxetina, Nor-FLU — norfluoxetina, PAR — paroxetina, SER —
sertralina, Nor-SER — desmetilsertralina, SSRIs — inibidores seletivos de reabsor¢ao de sertralina, DIC —
diclofenac, IBU — ibuprofeno, NAP — naproxeno, PARA — paracetamol, anti-inf — anti-inflamatérios, El —

estrona, E2 — estradiol, EE2 — etinilestradiol, horm — hormonas.

Este grafico permite visualizar as concentragoes médias de farmacos detetados em
varios afluentes de aguas residuais por todo o mundo, e podemos verificar que em alguns
casos atingem valores de mg/L. Também podemos verificar que os anti-inflamatérios sao o
grupo de farmacos detetado em maiores concentragoes, seguido pelos antibioticos e pelos
anticonvulsivos.

Em todos os grupos de farmacos, podem-se verificar variagdes nas concentragoes
detetadas entre os diferentes firmacos, como por exemplo nos anti-inflamatoérios, as
concentragoes médias detetadas de paracetamol chegam as 10 pg/L, enquanto que a
concentragao média de diclofenac nao atinge | pg/L. Isto ocorre devido as diferentes taxas
de consumo, popularidade e venda de farmacos, e devido aos diferentes processos de

metabolizagao e excregao que ocorrem no NOsso organismo.
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Foi realizado um estudo em 2013, em que foram recolhidas amostras de agua em
afluentes e efluentes de |5 ETARs portuguesas durante as quatro estagoes do ano, com o
intuito de verificar a presenga e as concentra¢oes de citalopram, setralina, paroxetina e
fluoxetina, que sao quatro dos antidepressivos ISRS mais utilizados em Portugal (Silva et al.,
2014). Os resultados, demonstrados na Tabela 3, revelam que o citalopram foi o
antidepressivo mais detetado, e as maiores concentragoes foram detetadas no outono, e as
menores no verao. A fluoxetina e a sertralina apenas foram detetadas em amostras de
afluentes e as percentagens de remogao mostram que as ETARs portuguesas nao se
encontram completamente capazes de remover na totalidade estes farmacos das suas aguas,
visto que a percentagem de remogao média foi de 82,24% (Silva et al., 2014).

A Unica ETAR em que foram detetados os quatro antidepressivos em estudo foi a
ETAR 2, que se encontra na regiao Norte de Portugal e que trata aguas residuais domésticas
e industriais para o rio Tua. Abrange uma populagao pequena de cerca de 10000 pessoas, e
o processo de tratamento posto em pratica no tratamento de estas aguas foi o de lamas
ativadas com aeragao prolongada, que é um tipo de tratamento terciario com recurso a UV
(Silva et al., 2014). Por outro lado, podemos verificar que algumas das |5 ETARs em estudo

nao revelaram qualquer indicio de contaminagao por estes quatro antidepressivos.

Tabela 3 - Concentragées médias em ng/L de antidepressivos detetados em amostras recolhidas nos afluentes
e efluentes de |15 ETARSs portuguesas, e a estagao do ano em que foram recolhidas as amostras contaminadas.

Estacdo do

Antidepressivo

(ngL) ETAR Afluente Efluente = Remocao (%)

Inverno 137,40 87,10 36,50
) Primavera 101,20 n.d. 100,00
Verao 172.00 n.d. 100,00
Outono 213,60 n.d. 100,00
3 Inverno 99,20 n.d. 100,00
Outono 158,30 n.d. 100,00

o 5 Inverno 125,70 82,80 34,55
7 Primavera 167,20 n.d. 100,00
8 Inverno 110,50 n.d. 100,00

10 Outono 162,20 89,70 44,56
I Inverno 100,50 n.d. 100,00
Primavera 179,70 n.d. 100,00

13 Verao 167,70 94,90 44,03

Outono 170,30 95,60 44,02
2 QOutono 120,70 n.d. 100,00
Fluoxetina 6 Outono 157,40 n.d. 100,00
10 Outono 105,80 n.d. 100,00
) Primavera 186,40 n.d. 100,00
Paroxetina Outono 185,60 n.d. 100,00
10 Outono 137,90 81,10 41,12
Setralina 2 Primavera 100,40 n.d. 100,00

(n.d. — n2o detetado).
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Em 2013 foi iniciada uma investigagao pela Universidade de Coimbra, em que foram
procurados indicios de || fairmacos muito consumidos pela populagio portuguesa, em
amostras de aguas residuais recolhidas na primavera e no verao em afluentes e efluentes de
I5 diferentes ETARs portuguesas. As concentragoes meédias obtidas encontram-se na
seguinte tabela, bem como as percentagens de remogao dos firmacos realizadas pelas
ETARs (Pereira et al.,, 2015).

Como podemos verificar através dos dados da Tabela 4, a capacidade de remogao das
ETARs para o Gemfibrozil e Diclofenac, apresentaram percentagens relativamente baixas em
comparagao com os outros farmacos. Como seria de esperar, as concentragoes de

Paracetamol foram as mais elevadas detetadas.

Tabela 4 - Concentragées médias em ng/L de farmacos detetados em amostras recolhidas nos afluentes e
efluentes de ETARs portuguesas.

Lorazepam 195 - 205 - N.E. -

_ 14,4 - - 08 100 N.E.
_ 8,1 1300,2 11,9 261,7 N.E. 79,9
_ 1,3 331,8 2,6 68,9 77,2 79,2
_ 10,6 103,2 7,3 45,9 31,0 55,5
_ 7,8 639,6 91 - 100 98,6
_ 8,7 46 3,1 26,7 64,6 42,0
_ 404,4 505,2 20,7 33,3 94,9 93,4
_ 2987,4 4084,6 6,1 - 99,8 100

(N.E. — ndo eliminado, farmacos cujas concentragdes nos efluentes foram superiores a nos afluentes).

Em 2018, foi realizada uma investigagao pela Universidade Murray, no estado de
Kentucky nos E.U.A, em que foram procurados indicios de farmacos neuropsiquiatricos,
legais e ilegais, como estimulantes, opioides, alucinogénios, antidepressivos e sedativos. As
amostras de agua foram recolhidas no rio Clark e num riacho nas imediagoes (Bee Creek),
ambos com ligagao direta a uma ETAR, de onde também foram recolhidas amostras para
analise (Skees et al., 2018). Na Tabela 5, encontram-se os valores médios detetados para 5

diferentes antidepressivos em ng/L.
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Tabela 5 - Concentragdes em ng/L de antidepressivos detetados em amostras recolhidas de uma ETAR
centralizada numa comunidade no Oeste dos E.U.A,, e de um riacho e rio onde desaguam as aguas da ETAR.

Antidepressivos ETAR Rio Rio
(ng/L) Efluente Montante | Jusante

54,9 24,5 24,2 6,10 3,80
31,5 13,4 9,60 3,50 <LQ
350 362 243 2,60 84,5
278 144 95,1 3,80 4,90
10,7 <LQ 3,90 2,70 <LQ

(< LQ — inferior ao limite de quantificagao).

Posto isto, este estudo permite concluir que os tratamentos aplicados a aguas residuais
nas ETARs para remogao de fairmacos devem ser melhorados, sobretudo no caso dos
antidepressivos. O aumento do consumo destes medicamentos levara a uma maior
contaminagao dos nossos recursos hidricos. Nos cinco exemplos estudados, verifica-se que
as concentragoes que chegam a ETAR sao elevadas e, quando as aguas sao devolvidas ao
ecossistema, ainda apresentam valores significativos destes quimicos, revelando que os
tratamentos aplicados nao sao muito eficazes. Neste caso em particular, os valores das
amostras recolhidas no riacho sao bastante elevados, provavelmente devido ao facto de este
ser o elo de ligagao entre a ETAR e o rio e de serem aguas com menor caudal e com menos
circulagao.

Em 2014, foi realizado um estudo na ETAR de Beirolas, em Lisboa, em que foram
recolhidas amostras de aguas residuais durante sete meses, para determinar a presencga de
farmacos e a eficacia de remogao dos tratamentos realizados pela ETAR. As concentragoes
mais altas detetadas de anti-inflamatorios foram de 42 pg/L de Ibuprofeno, e as percentagens
de remocao mais baixas foram de 38,9% e 17,2% para o diclofenac e indometacina (Gaffney
et al., 2017). Estes valores revelam uma realidade preocupante, da quantidade de farmacos
que diariamente nao conseguimos tratar e que acabam entao por ser libertados no meio
ambiente.

Em 2020 realizou-se um estudo em Lisboa, no qual foram executadas quatro
campanhas de recolhas de amostras de aguas residuais em afluentes e efluentes de 5 ETARSs
portuguesas localizadas em Evora, Reguengos de Monsaraz, Borba, Redondo e Portel. Este

trabalho foi realizado com o intuito de verificar a ocorréncia e a eficiéncia de remogao de
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farmacos por estas ETARs. Os resultados obtidos estao expressos na seguinte Tabela 6

(Silva et al., 2021).

Tabela 6 - Concentragdes médias detetadas em afluentes e efluentes de 5 ETARs portugueses e respetivas
percentagens de remogao.

0,17 0,099 41,8
0,15 0,11 26,7
0,26 - 100
1,69 1,6 53
8,0 0,25 96,9
12,1 0,32 97,4
0,67 0,089 86,7
0,30 0,36 -20
0,12 - 100
0,051 - 100

Com os dados obtidos neste estudo podemos verificar a importancia que as ETARs
tém no tratamento e remog¢ao de farmacos de aguas residuais, mas por outro lado
verificamos que em alguns farmacos, as percentagens de remogao sao bastante baixas. Pelo
que é importante realizar estas monitorizagoes para melhorar e adaptar as técnicas de

tratamento utilizadas pelas ETARs.

1.5 TOXICIDADE AMBIENTAL

Os efeitos de farmacos para organismos-alvo, como para humanos, sio bem
conhecidos e estudados, no entanto, existem poucos estudos sobre o efeito de farmacos em
organismos nao alvo (Petrie et al., 2021). Os farmacos sao introduzidos continuamente no
meio ambiente, e apenas em 1985 é que comegou a surgir interesse e apreensao por parte
da comunidade cientifica em relagio a ameaca dos recursos hidricos e dos organismos
aquaticos causada pelas concentragoes de farmacos presentes nos sistemas hidricos (Pereira
et al., 2020).

Os efeitos provocados pelos farmacos nos organismos aquaticos sao diretamente
influenciados pelo tempo de exposiciao, pelas concentragoes presentes e pelo tipo de

farmaco (Kimmerer, 2008). Mas cada vez mais assistimos a um aumento da variedade de
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substancias quimicas presentes no meio ambiente, que consequentemente podem levar a
alteragdes no mecanismo de agao farmacoldgico, visto que o comportamento de um
farmaco pode ser alterado pela presenca de outro, e estes podem ter efeitos antagonistas
em conjunto com substancias que funcionem através do mesmo mecanismo de agao
(Kimmerer, 2008).

Estas misturas de farmacos que existem nos ecossistemas aquaticos tornam mais dificil
a elaboragao de uma previsio das consequéncias associadas a estas contaminagoes, e
dificulta os processos de tratamentos.

O efeito de bioacumulagao, de biomagnificagao (aumento das concentragoes de
farmacos em niveis mais elevados nas cadeias troficas) e da sorgao (processo absorgao e
adsorgao a ocorrer simultaneamente) sao parametros que influenciam e aumentam os
valores de toxicidade de um determinado farmaco (Zenker et al., 2013).

A toxicidade pode-se dividir em toxicidade aguda e croénica. A toxicidade aguda é
expressa pelos seguintes parametros: a concentragao efetiva (ECs,), que é a concentragao
em que uma substancia toxica provoca uma resposta em 50% da populagao em estudo, e a
concentragao letal (LCyy), que é a concentragao a que uma substancia toxica consegue
provocar a morte de metade da populagao em estudo (Costa et al., 2008).

Ja a toxicidade croénica pode ser manifestada pelos seguintes parametros: nivel sem
efeito observado (NOEL), ou concentragao sem efeito observado (NOEC), e nivel mais
baixo com efeito observado (LOEL), ou menor concentragao com efeito observado (LOEC)
(Costa et al., 2008).

Com estes parametros podemos ainda calcular a “Predicted No-Effect Concentration”
(PNEC) e a “Predicted Effect Concentration” (PEC), que representam uma estimativa das
concentragoes que podem causar algum tipo de efeito toxicologico nos organismos (Jager et
al., 2006).

Na seguinte Tabela 7 temos representados os valores de PNEC (ng/L) calculados para
a toxicidade em organismos aquaticos (algas, invertebrados e peixes) obtidos nos estudos de

Minguez e colaboradores (2016) e de Tran e colaboradores (2018).
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Tabela 7 - Valores de PNEC (ng/L) para a toxicidade ecoldgica em organismos aquaticos (Minguez et al., 2016)
(Tran et al., 2018).
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1.5. ESTACOES DE TRATAMENTO DE AGUAS RESIDUAIS

A histéria do tratamento de aguas residuais com recurso a ETARs iniciou-se em
Stahnsdorf, na Alemanha ha pouco mais de 100 anos (Monte et al., 2016). O principal
objetivo final da ETAR (Figura 1) é devolver ao meio ambiente as aguas residuais por elas
recebidas e tratadas, de uma forma segura para os sistemas ecologicos.

Geralmente, as ETARs iniciam o seu processo com um tratamento preliminar, onde as
aguas sao inicialmente recebidas e filtradas, seguido por 3 fases de tratamento; a fase de
tratamento primario em que sao removidas as suspensoes formadas por particulas solidas; a
fase de tratamento secundario, que consiste na remogao da matéria organica (com utilizagao
de bactérias), e a fase de tratamento terciario que geralmente envolve maiores custos
associados (Ziajahromi et al., 2017).

Sobretudo em zonas aridas e semiaridas, a dgua é cada vez mais um recurso escasso,

dai ser necessario economizar e reutilizar ao maximo as fontes deste recurso natural
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(Pescod, 1992). Hoje em dia vao sendo introduzidas novas formas de tratamento primario e
secundario das aguas residuais, com o objetivo de eliminar mais facilmente os materiais que
assentam no fundo destas 4guas e para oxidar e eliminar o material organico nelas presente
(Abdel-Raouf et al., 2012).

O tratamento primario resulta numa remogao fisica, com recurso a uma peneira, dos
solidos presentes nas aguas residuais que geralmente € seguida por processos de coagulagao
e floculagio para remocio de particulas dissolvidas e substincias coloidais. E de salientar que
este processo ¢ ineficaz para a remogao de farmacos e produtos quimicos (Luo et al., 2014).

No processo de tratamento secunddrio ocorre uma remogao dos farmacos através de
varios processos, incluindo dispersao, diluicao, biodegradagao, particao e transformacgao
abiotica (Luo et al., 2014). Durante este tratamento podem ser aplicados diferentes tipos de
processos e técnicas de tratamentos, podendo serem sistemas de tratamento bioldgico de
biomassa fixa, como os leitos percoladores, ou sistemas de biomassa em suspensao, como
por exemplo lamas ativadas, que sao atualmente um dos processos mais amplamente
utilizado em ETARs por todo o mundo (Du et al., 2018).

As lamas ativadas tém como principal objetivo reduzir a procura bioquimica de
oxigénio, nutrientes e poluentes como produtos farmacéuticos, de higiene pessoal e
produtos quimicos domésticos das aguas residuais, através de um processo de
autodepuragao (Du et al., 2018).

A concentragao de oxigénio dissolvido (OD) é um parametro muito importante
durante todo o tratamento por lamas ativadas, e devido as variadas atividades microbianas
que estao presentes durante o tratamento, uma pequena mudang¢a nas condigoes do
tratamento, como por exemplo um pequeno aumento da temperatura das aguas residuais
nos reatores, podem afetar os valores de concentracao de OD, afetando a eficacia do
tratamento (Du et al., 2018).

Ja os leitos percoladores, também conhecidos por filtros biologicos, sao um processo
simples de leito fixo em que a 3agua percola um meio poroso insaturado, através de
processos biologicos aerobios, até chegar a um sistema de drenagem inferior para recolha da
agua residual previamente percolada (El Haouti et al., 2015).

Por fim, a fase de tratamento terciario em que sao removidos organismos patogénicos
e nutrientes em excesso, como azoto e fosforo, que sao das principais causas do processo
de eutrofizagao (crescimento excessivo de plantas aquaticas) (Monte et al., 2016). S6 no fim
de serem submetidas a estas 3 fases de tratamento é que as aguas residuais estao aptas para
serem reintroduzidas no meio ambiente, de uma maneira ecologicamente segura e sem criar

grandes alteragoes nos ecossistemas aquaticos.
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Tém sido aplicados novas formas de tratamentos terciario com maior eficiéncia de
remogao, mas alguns destes novos métodos envolvem altos custos de construgao,
manutengao e energia, como por exemplo processos de oxidagao avangados que utilizam
UV, ultrafiltragao ou peréxido de hidrogénio (He et al., 2016). Apesar da elevada eficacia de
remogao de farmacos associada a aplicagao de tratamentos terciarios, o seu elevado custo
de execugao leva em que alguns paises nao seja tao frequente a sua utilizagao, mas no
continente europeu, a maioria das ETARs compreende este tratamento (Papageorgiou et dl.,
2016).

Podem ser ainda aplicados tratamentos de efluentes adicionais, como por exemplo as
lagoas de polimento, que sao um procedimento inodoro que combina um tratamento
aerobio com um tratamento anaerobio, e tém como finalidade a remogao complementar de
matéria organica. A matéria organica é oxidada e depositada no fundo da lagoa, formando
bancos de sedimentos com colonias de algas que existem nas lagoas (Nascimento, 2014).

Sendo as aguas residuais um dos principais meios de transporte de farmacos para o
meio ambiente, a eficiéncia e o bom funcionamento das ETARs minimizam a contaminagao
ambiental, reduzindo o risco de estes estarem presentes nas aguas para consumo humano.

Em Portugal, o Decreto-Lei n° 152/97, de 19 de junho de 1997, estabelece as normas
para recolha, tratamento e descarga de aguas residuais urbanas e industriais no meio
aquatico e, desde entao, ja sofreu diversas alteracoes, sendo a alteragao mais recente a do
Decreto-Lei n.° 133/2015, que transpos a Diretiva n® 91/271/CEE.

Este documento especifica os métodos a utilizar, em Portugal, para o tratamento
destas aguas, tendo em consideragao o equivalente populacional da regiao e os tipos de
zonas, as quais podem ser sensiveis ou menos sensiveis. As zonas sensiveis sao constituidas
pelos lagos de agua doce, naturais ou artificias, que estejam eutroéficos ou suscetiveis de se
tornarem num futuro proximo, e as aguas doces superficiais destinadas a captagao de agua
potavel. As zonas menos sensiveis sao consideradas as baias abertas, estuarios e outras aguas
costeiras com uma boa renovagao de agua.

A titulo de exemplo, os artigos n.° 6 e n.° 7 definem os tratamentos a que as aguas
residuais devem ser sujeitas conforme a sua inser¢ao em zonas sensiveis ou menos sensiveis.
Por sua vez, o artigo n.° 8 especifica o modo como deve ser escolhido o tratamento
apropriado para cada caso.

Com o aumento constante das concentragoes de produtos farmacéuticos em aguas
residuais, devem ser implementadas cada vez mais medidas e mudangas na legislagao em

vigor. A titulo de exemplo, nao existe legislagio que limite a quantidade de fairmacos que
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uma ETAR em Portugal pode libertar para o meio ambiente, nem existem estipulados limites

maximos permitidos de farmacos em aguas superficiais, como rios e em lagoas.

Figura 2 - ETAR do Choupal (Coimbra) Imagem Online: https://www.diariocoimbra.pt/noticia/55825 (acesso
em junho de 2020).

1.6. MICROALGAS NO TRATAMENTO DE AGUAS RESIDUAIS

As microalgas sao algas de pequenas dimensoes unicelulares ou constituidas por
poucas células, que tém a capacidade de converter dioxido de carbono em alimentos
bioativos de alto valor ou até mesmo combustiveis (Walker et al, 2005). Estes
microrganismos fotossintéticos sao também Uteis em aplicagoes de biorremediagao e como
biofertilizantes para fixagdo de nitrogénio (Munoz et al., 2006). Apesar de apenas serem
conhecidas cerca de 35 000 espécies diferentes, estima-se que possam existir até 800 000
espécies, pelo que é fundamental apostar em mais estudos relacionados com a tematica.

As microalgas sao um recurso biolégico que apresenta bastante flexibilidade e varias
multifuncionalidades que podem ser aproveitadas durante os seus sistemas de crescimento.
Uma dessas vantagens € que sao culturas capazes de serem produzidas durante todo o ano e
que requerem um relativamente baixo consumo de agua, podem também crescer em
praticamente todos os meios aquosos e podem utilizar nutrientes das aguas residuais como
aditivos para o seu crescimento (Umamaheswari et al., 2016).

A utilizagao de microalgas como tratamento de dguas comegou a receber mais atengao
a partir de 1950 (Oswald et al., 1957), quando comegaram a ser aplicadas em biotratamentos

terciarios de ETARs (remogao de nutrientes em excesso e compostos toxicos) com
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produgao final de biomassa. Tal é possivel devido a capacidade que as microalgas tém em
usar nitrogénio e fosforo inorganico para o seu crescimento e também devido a sua
capacidade de remogao de metais pesados e compostos organicos toxicos, nao criando
poluicao secundaria (Abdel-Raouf et al., 2012).

Varias espécies de microalgas apresentam ainda uma flexibilidade metabdlica, sendo,
por isso, capazes realizar metabolismos fotoautotrofico, mixotrofico ou heterotrofico
consoante as condicoes do meio (Hu et al., 2018), o que é uma vantagem que deve ser
aproveitada para o tratamento de aguas residuais.

Geralmente nas produgoes de microalgas, estas realizam metabolismo fotoautotrofico,
que significa que durante o processo de fotossintese, apenas é utilizado carbono inorganico
como fonte de energia, para a produgao dos compostos organicos utilizados pelas algas. No
crescimento heterotrofico as microalgas utilizam fontes de carbono organico, como glicose
ou carbono organico como fonte de energia para os processos metabdlicos. O metabolismo
mixotrofico permite que as algas consigam utilizar carbono organico e inorganico como
fonte de energia para realizarem fotossintese e as varias vias metabdlicas (Babaei et dl.,
2018).

A biomassa de microalgas resultante da sua utilizagao para remogao de contaminantes
em fluxos de aguas residuais oferece uma panodplia de opgoes com grande potencial de
producao de bioprodutos sustentaveis, tais como biofertilizantes, ragoes para animais ou
producao de acidos gordos e proteinas, que podem ser utilizados em contextos de
economia circular com bases biologicas (Venkata Mohan et al.,, 2016). Nos dltimos 10 anos,
varias empresas, principalmente no Reino Unido, Austrilia e E.U.A. tém-se dedicado a
producao de biomassa de algas através de aguas residuais (Wollmann et al., 2019).

A utilizagao de microalgas em ETARSs revé-se em dois objetivos principais: melhoria de
desempenho dos sistemas bacterianos utilizados, fornecendo oxigénio adicional proveniente
dos processos fotossintéticos, e absorgao/transformagcao direta dos contaminantes
(Wollmann et al., 2019).

Recentemente, as pesquisas associadas a esta tematica tém utilizado maioritariamente
cianobactérias e microalgas convencionais, devido as suas capacidades de acumulagao de
elevados niveis de amido e lipidos e aos baixos custos de produgao, tais como algas dos
géneros Chlorella, Arthrospira e Scenedesmus (Sirin et al., 2015).

Os processos mais utilizados em ETARs para tratamentos de aguas domeésticas sao os
de lamas bacterianas em tanques agitados, que apresentam limitagdes quanto a remogao de
metais pesados, fosforo e azoto, que podem ser suprimidas com a utilizagio de microalgas

em sistemas de fotobiorreatores (Wollmann et al., 2019).
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Na Austrdlia ja foram colocados em pratica sistemas de tratamento para varios tipos
de dguas residuais em que sao usados fotobiorreatores fechados com microalgas que
utilizam como fonte de energia radiagao fotossinteticamente ativa. A biomassa proveniente
deste processo é utilizada na produgao de um gas bioldgico rico em metano que,
posteriormente, € utilizado na produgao de eletricidade (Montingelli et al., 2015).

A “Algae Systems” é uma empresa Norte Americana fundada em 2009 que criou um
sistema offshore de fotobiorreatores flutuantes de policulturas de algas dos géneros Chlorella,
Scenedesmus e Cryptomonas, que utilizam apenas luz e didxido de carbono ambiental como
fontes de energia (Novoveska et al., 2016). Este sistema permite tratar cerca de 19 000 litros
didrios de aguas residuais municipais, com uma eficiéncia de remogao de 75% de azoto e de
93% de fosforo e procura biologica de oxigénio. A biomassa resultante de algas é depois
processada em terra por um sistema de liquefagao hidrotérmica e é reencaminhada para
produgao de combustiveis renovaveis e fertilizantes (Novoveska et al., 2016).

Outro exemplo dos varios tipos de técnicas que utilizam microalgas para tratamento
de aguas residuais € o sistema de biofilme giratério de algas (RAB) (Figura 2) da empresa
americana “Gross-Wen Technologies”, em que as algas crescem verticalmente em cintos
transportadores que estao constantemente em movimento a passar por agua contaminada.
Para além das grandes percentagens de remogao de azoto e fosforo, a remogao da biomassa
resultante, que depois € utilizada para produgao de fertilizantes e bioplasticos, € bastante
rapida e pouco dispendiosa (Gross et al., 2013).

Em 2020 foi realizado um estudo em Barcelona (Espanha), em que foram testadas as
capacidades de remogao de farmacéuticos sob condigdes ambientais normais, de aguas
residuais submetidas a um tratamento secundario em lagoas com microalgas, em
comparagao com o método classico utilizado de lamas ativadas. No tratamento com
microalgas foram utilizadas aguas previamente submetidas a um tratamento primario, e aguas
sem tratamento primario, como forma de testarem a necessidade da realizagao deste
procedimento (Garcia et al., 2020).

A investigagdo comprovou que o tratamento secundario com microalgas representa
uma alternativa viavel mais sustentavel e de menor custo, tendo os resultados revelado
percentagens de remociao de farmacos, metabolitos, produtos de transformagio e
micropoluentes organicos geralmente mais elevadas ou semelhantes aos valores recolhidos
nas aguas residuais submetidas ao tratamento com lamas ativadas. Também se concluiu que
no tratamento com microalgas, nao é estritamente necessario a realizagao de um tratamento
primario antecipadamente, logo a nao concretizacao desta etapa podera trazer beneficios

economicos (Garcia et al., 2020).
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Figura 3 - Sistema de tratamento de aguas residuais com recurso a microalgas RAB, da empresa “Gross-Wen
Technologies”, imagem online: https://algaebiomass.org/blog/1067 | /gross-wen-technologies-gwt-joins-algae-
biomass-organizations-gold-membership/ (acesso em abril de 2021).
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Parte Il — Parte Experimental



2.1. MATERIAIS E METODOS

2.1.1. AMOSTRAGEM

No presente trabalho foi testado um tratamento terciario com recurso a
fotobiorreatores com microalgas, onde as aguas residuais foram colocadas durante cerca de
48 horas. Nos reatores deixou-se desenvolver um bloom natural de microalgas que se
encontravam presentes naquelas aguas.

Neste bloom natural, ocorreu a proliferacao de varios organismos, tais como
cianobactérias, clordfitas e populagoes de bactérias que variam bastante de acordo com as
estagoes em que foram recolhidas as amostras. Algumas das espécies de microalgas
identificadas em grande nimero foram os géneros de algas verdes Chlorella, Scenedesmus e
Desmodesmus.

Chlorella sao algas verdes unicelulares, de morfologia esférica, cujas culturas sao
bastantes faceis de manusear e apresentam crescimentos bastante rapidos e previsiveis, por
estas razoes, estas algas pertencem ao grupo dos protistas fotossintéticos mais utilizados
pela comunidade cientifica como organismo modelo experimental (Krienitz et al., 2015).

Scenedesmus também sao algas verdes, nao moveis, coloniais, e foram das primeiras
algas estudadas em laboratorio, visto que apresentam taxas de crescimento bastante rapidas
e sao faceis de manusear (Lirling, 2003). Sao muito resistentes a variagoes do meio
ambiente, e adaptam-se com facilidades a condi¢coes adversas, pelo que se encontram entre
os géneros de algas de agua doce mais comuns em todo o mundo (Lirling, 2003). A
producao de biodiesel através do o6leo deste género de algas tem sido um tema muito
investigado pela comunidade cientifica, como excelente alternativa aos combustiveis fosseis
(Mamo et al., 2019).

Desmodesmus sao um género de algas verdes de agua doce da familia Scenedesmaceae,
que tem sido investigada como forma de tratamento tercidrio anaerdbico para remogao de

nutrientes de aguas residuais e producao de biomassa nos ultimos anos (Ji et al., 2014).
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Figura 4 - Fotobiorreatores com microalgas onde foi aplicado o tratamento tercidrio as aguas residuais da
ETAR da Quinta do Lago, imagem online:
https://www.ccmar.ualg.pt/en/project/greentreat-integrated-sustainable-process-tertiary-treatment-urban-
wastewater-using (acesso em abril 2021).

Este trabalho incluiu um total de 66 amostras que foram recolhidas em seis pontos do
circuito efetuado pelas aguas residuais na ETAR. Na zona de saida da ETAR (efluente), antes
e apos os trés pontos intermédios adicionados ao circuito de aguas da ETAR que eram os
fotobiorreatores com microalgas onde se realizou o tratamento tercidrio experimental, na
zona de entrada da ETAR (afluente), e de um tratamento de lago de polimento. Na Figura 5

podemos verificar onde se situaram os pontos de recolhas das amostras.

Recolha a entrada
da ETAR antes de
qualquer
tratamento

Recolha durante
tratamento terciario
de lagoa de
polimento

-
(afluente) secundario

Recolha apos Recolha a saida da
tratamento
primario e
secundario

Recolha apos
tratamento terciario
com microalgas
(TUT2T3)

ETAR, depois de todos
os tratamentos
aplicados

Figura 5 - Esquema do circuito de aguas dentro da ETAR e locais de recolha das amostras.

No outono de 2019, inverno de 2020 e verao de 2020 foram recolhidas amostras a

saida dos trés fotobiorreatores e do local Ew/entrada piloto. O tempo de retencao
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hidraulica foi de 48 horas, com excegao de alguns ensaios realizados no inverno e verao em

que se fizeram experiéncias com 24 horas. No outono de 2020 recolheram amostras na

lagoa de polimento, afluente e efluente final da ETAR, e entrada e saida piloto.

As amostras foram armazenadas em recipientes de polietileno de alta densidade e

foram acidificadas a ph 3 com acido formico e congeladas de forma a nao existirem

alteragoes das propriedades fisico-quimicos durante o processo de transporte até ao

laboratorio.

Nas seguintes Tabelas 8, 9, 10 e ||, temos representada as amostras recolhidas por

estagao do ano, com os respetivos locais de recolha.

Tabela 8 - Amostras recolhidas no outono de 2019 e concentragcdes de farmacos detetados.

Cadigo interno Semana

Local de recolha

1.0 Wi Ewl
2.0 Wi TI
3.0 Wi T2
4.0 Wi T3
5.0 W2 Ew2
6.0 W2 TI
7.0 W2 T2
8.0 W2 T3
9.0 W3 Ew3
10.0 W3 TI
11.0 W3 T2
12.0 W3 T3
13.0 W4 Ew4
14.0 W4 Tl
15.0 W4 T2
16.0 W4 T3
17.0 W5 Ew5
18.0 W5 TI
19.0 W5 T2
20.0 W5 T3
Legenda: WI — semana |, Ewl — agua de entrada nos fotobiorreatores, T| — saida do fotobiorreator I, T2 —

saida do fotobiorreator 2, T3 — saida do fotobiorreator 3.
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e e e
_WI Ewl (WCS)
R i
R g
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_WI Ewl (WCS2)
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R g
A ;
_ W2 Ew2 (WCS)
- i
- -
- ;
_ W2 Ew2 (WCS2)
- 7
B g
- ;
_ w3 Ew3 (WCS)
" 7
- g
- ;
W Ew3 (WCS2)
" 7
" g
R ;

Tabela 9 - Amostras recolhidas no inverno de 2020 e concentragdes de farmacos detetados.

Legenda: W1 — semana |, Ewl — agua de entrada nos fotobiorreatores, T| — saida fotobiorreator |, T2 — saida
do fotobiorreator 2, T3 — saida do fotobiorreator 3, WCS — tempo de retengio hidraulica de 48 horas, WCS2
— retencao hidraulica de 24 horas.
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Tabela 10 — Amostras recolhidas no verao de 2020 e concentracoes de farmacos detetados.

Codigo

interno

1.V
2.V
3.v
4.V
5.v
6.V
1A
8.v

Semana Local de recolha
Wi Ewl (WCS)

Wi T2

Wi Ewl (WCS2)

Wi T2

w2 Ew2 (WCS)

w2 T2

w2 Ew2 (WCS2)

w2 T2

Legenda: W1 — semana |, Ewl- dgua de entrada nos fotobiorreatores, T2 — saida do fotobiorreator 2, WCS —

tempo de retengao hidraulica de 48 horas, WCS2 — retengao hidraulica de 24 horas.

Tabela 11 — Amostras recolhidas no outono de 2020 e concentragdes de farmacos detetados.
ﬁ?::-ﬁ?) Local de recolha
1.02 Saida Piloto
2.02 Entrada Piloto
3.02 Saida Piloto
4.02 Entrada Piloto
5.02 Saida Piloto
6.02 Entrada Piloto
71.02 Saida Piloto
8.02 Entrada Piloto
9.02 WWI
10.02 Entrada Piloto
11.02 Lagoa de polimento
12.02 Efluente final
13.02 WWI
14.02 Entrada Piloto
15.02 Lagoa de polimento
16.02 Efluente final

Legenda: WW/I — afluente ETAR.
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2.1.2. PREPARAGCAO DAS AMOSTRAS - EXTRACAO

Inicialmente as amostras foram colocadas a temperatura ambiente para descongelarem.
Posteriormente, foram filtradas utilizando dois filtros diferentes, primeiro com um filtro de
membrana de 0,45 pm e em seguida com um filtro de membrana de 0,2 ym, de maneira a
eliminar interferentes para os passos seguintes.

Depois das amostras filtradas, foi novamente verificado o pH das amostras e acertado
a pH3 com acido féormico, de maneira a garantir uma correta precipitagao e retengao de
alguns compostos no passo seguinte.

De seguida realizou-se uma extragao em fase soélida com colunas Oasis HLB Prime 6écc
(200mg). Estas colunas permitem fixar no seu enchimento compostos de acordo com as suas
caracteristicas hidrofilicas e lipofilicas. Também apresentam a vantagem de limpar mais
adequadamente as amostras, removendo varios tipos de impurezas como sais, fosfolipidos e
proteinas, que iriam dificultar a obtengao de uma matriz de resultados nos proximos passos.
Em seguida as colunas foram ativadas com 2 ml metanol (CH;OH), que serve como ativador
universal para colunas, e 2 ml de agua, impedindo que estas fiquem secas.

Apos o sistema de extragao em fase solida estar pronto a ser utilizado, passou-se 250
ml de cada amostra pelas colunas devidamente identificadas pela respetiva amostra. No final
da passagem das amostras pelas colunas, estas foram lavadas com uma solugao de 5 ml de
metanol e agua (10:90) e secaram durante |5 minutos. Depois do periodo de secagem, as
colunas foram eluidas com 6 ml de metanol e voltaram a secar durante |5 minutos. O passo
de adicao do eluente serve para diluir e desagregar os compostos do enchimento das
colunas de extracao em fase solida.

Para concluir, as amostras com o eluente foram submetidas a uma corrente suave de

azoto gasoso a 40°C numa hote, de maneira a serem evaporadas até a sua secura.

2.1.3. CONDICOES CROMATOGRAFICAS (HPLC)

As andlises cromatograficas foram realizadas com um sistema de HPLC “Thermo
Finnigan” (Figura 6), acoplada a uma armadilha de ides linear (LIT-MS) “LTQ XL, Thermo

Scientific” (Figura 7), ambas fabricadas em Sao José, na Califérnia, E.U.A.
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Figura 6 - Sistema de HPLC Thermo Finnigan; Imagem Online: https://conquerscientific.com/cq-
product/autosampler-surveyor-thermofinnigan/_(acesso em marco de 2021).

Figura 7 - Espetrometro de massa de armadilha de ides linear LTQ XL; Imagem Online:
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/IQLAAEGAAVFACZMAIK#/IQLAAEGAAVFACZMAIK
(acesso em margo de 2021).

Para a realizacdo do processo de cromatografia foi utilizada uma coluna analitica

“Waters Sherisorb ODS2” (5um, 4,6 mm id x 10 mm) produzida pela empresa “Waters
Corporation” na cidade de Milford, nos E.U.A.
As amostras secas, resultantes dos procedimentos de extragao e limpeza previamente
realizados, foram dissolvidas em 0,50 ml de uma solugio de metanol e agua (10:90) e,
seguidamente, a solugao foi microfiltrada. O volume de injegao utilizado foi de 20 pl (loop
parcial), com um fluxo de 200 pl/min.

Foram utilizados dois sistemas de gradientes: o gradiente (A), constituido por uma
solugao de agua e acido formico 0,1%, e o gradiente (B), de metanol e acido formico 0,1%. A

percentagem de gradientes durante o tempo da analise pode ser observada na Tabela 14.
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Tabela 12 - Percentagem de gradientes durante o tempo de anilise.

Tempo (minutos) Gradiente A Gradiente B
0,00 90 % 10 %
3,00 90 % 10 %
3,10 55 % 45 %
5,00 55 % 45 %
8,00 15 % 85 %
9,00 I5 % 85 %
9,10 5% 95 %
14,00 5% 95 %
14,10 90 % 10 %
30,00 90 % 10 %

A espectrometria de massa foi operada no modo de ionizagao com um electrospray
negativo e um positivo, tendo ainda sido utilizado nitrogénio como gas nebulizador a um
fluxo de bainha de 70 (unidade arbitraria) e a um fluxo de varredura de 10 (unidade
arbitraria). As tensoes da fonte e do capilar foram mantidas a 40 V e a I5V e as
temperaturas foram mantidas a 0°C e 235°C, respetivamente.

O gas de colisao utilizado foi hélio, com uma energia de colisao normalizada entre os

15,0% e os 37,0%, dependendo do composto alvo de cada caso.

2.2. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.2.1. REVALIDACAO DO METODO

A validagdo da metodologia analitica permite-nos garantir a veracidade dos nossos
resultados e, para isso, foi realizada uma revalidagago do método para avaliar a exatidao,
precisao, sensibilidade, linearidade e o efeito de matriz (Sousa et al., 201 I).

A linearidade foi determinada com recurso a curvas de calibracao, através de
fortificacoes, com 8 concentragoes diferentes entre 30 ng/L a 300 ng/L, e de padroes com 8
concentragoes diferentes entre |5 pg/L e 150 pg/L.

Os coeficientes de correlagio (r?) das curvas de calibragio das solugdes padrio e das
amostras fortificadas foram apropriados, tendo apresentado valores entre 0,9994 e |.

O efeito matriz, que permite garantir que nao existem componentes presentes nas
amostras que poderiam causar alteragdes na quantificagao analitica dos resultados, obteve

valores entre 98,18 e 103,90%, portanto foi negligenciado.
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Os valores do limite de detegao (LOD), os valores de limite de quantificacao (LOQ), o
desvio padrao relativo (RSD) e a % média de recuperagao dos firmacos em estudo estao

representados na Tabela I5.

Tabela 13 - Valores de LOD, LOQ, RSD e recuperagao média para todos os farmacos em estudo.

LOD [WeTYe) RSD Recuperacio
(ng/L) (ng/L) (%) (%)
4,75 14,40 0,55 100,33
w 6,49 19,68 0,6l 100,33
2,12 6,42 0,68 100,06
5,23 15,85 0,86 101,18
7,31 22,16 0,44 101,35
8,84 26,78 1,07 101,89
791 23,97 1,13 102,24
2,71 8,21 0,35 100,19
6,11 18,52 0,44 99,91
1,77 5,36 0,31 100,07
w 2,25 6,80 0,36 101,05
m 5,53 16,75 I,14 99,70
9,12 27,65 2,21 100,97
Bezafibrato 7,33 22,21 1,12 101,36
m 9,47 28,70 1,41 110,41
m 8,06 24,41 0,38 102,71
8,71 26,38 1,21 101,94
3,41 10,33 0,69 99,63

A exatidao dos resultados, que foi calculada através dos ensaios de recuperagao
apresentou valores médios que variam entre os 99,63% e os 110,41% e os valores de
precisao entre os 0,31% e os 2,21%. Ja os valores do LOD variaram entre os 2,12 ng/L e os
9,47 ng/L e os valores do LOQ variaram entre os 5,36 ng/L e os 28,70 ng/L. Os ensaios de
recuperacdo foram realizados a partir de trés replicados, um para cada uma das

concentragoes, em 3 dias diferentes, e cada extrato foi analisado trés vezes.
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2.2.2. RESULTADOS E DISCUSSAO

Da analise geral dos resultados, constata-se a presenga de somente quatro farmacos: a
sertralina, a ciprofloxacina, o naproxeno e o citalopram, em apenas oito das 66 amostras
recolhidas para este estudo. Foram estas as amostras 1.0, 9.1, 1., 1.V, 2.02, 4.02, 9.02 e

13.02., como podemos verificar na seguinte Tabela |6.

Tabela 14 - Amostras recolhidas positivas com o respetivo local de recolha e concentragao (ng/L).

Codigo

interno Local de recolha Concentracoes (ng/L)

CIT — 15,25
Ew

SER — 18,58

“ Entrada Piloto CIT - 16,81

CIT- 18,13
Entrada Piloto

SER — 21,06

NPX - 20,93
WWI

SER — 22,45

CIP - 10,67
WWI CIT - 19,77

SER — 24,14

Legenda: SER — sertralina, CIT — citalopram, NPX — naproxeno, CIP — ciprofloxacina, WWI — afluente ETAR,
T2 — saida do fotobiorreator 2, Ew- dgua de entrada nos fotobiorreatores.

As amostras 1.0, 9., 1.V, 2.02 e 4.02 foram recolhidas na entrada piloto, apos os
tratamentos primarios e secundarios realizados pela ETAR, e antes do tratamento terciario
com microalgas. A amostra | |.| foi recolhida no tanque nimero dois, durante o tratamento
com microalgas, e as amostras 9.02 e 13.02 foram recolhidas no afluente a entrada da
ETAR antes de serem submetidos a qualquer tipo de tratamento.

Os teores mais elevados foram detetados para a sertralina, com uma concentragao
maxima de 24,14 ng/L, e a concentragao minima detetada foi de 10,67 ng/L de ciprofloxacina.

Nos graficos seguintes (Figura 8,9,10 e 11) encontram-se as amostras em que foram

detetados os varios farmacos em estudo, bem como as suas respetivas concentragoes (ng/L).
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Resultados das amostras recolhidas no outono 2019
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Figura 8 — Concentragées de farmacos (ng/L) detetadas nas amostras recolhidas no outono de 2019.
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Figura 9 - Concentragoes de farmacos (ng/L) detetadas nas amostras recolhidas no inverno de 2020.
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Figura 10 - Concentragbes de farmacos (ng/L) detetadas nas amostras recolhidas no verao de 2020.
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de 2020.
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A baixa detegdo de farmacos verificada pode ser uma consequéncia direta da baixa
densidade populacional na zona do Algarve no momento da recolha das amostras. Esta foi
iniciada no outono de 2019, momento do ano em que a densidade populacional é mais
reduzida devido ao facto de esta ser uma zona de turismo balnear, tendo-se prolongado até
ao outono de 2020, ano este marcado pela pandemia de COVID-19, que também levou a
deslocagao de menos pessoas a esta zona, devido as restri¢coes de circulagao impostas pelos
varios governos. Tendo em conta que a “Quinta do Lago” é uma zona principalmente
turistica, o nimero da sua populagao acabou por ser afetado drasticamente durante estes
ultimos anos pandémicos.

Por outro lado, seria expectavel que se encontrassem grandes quantidades
antidepressivos nas amostras, sobretudo a partir de marg¢o de 2020, pois o consumo geral
deste tipo de medicamentos em Portugal aumentou com a decorrer da pandemia (Estrela et
al., 2020).

As duas amostras em que foram detetadas o antibidtico e o anti-inflamatorio,
ciprofloxacina e naproxeno respetivamente, foram ambas recolhidas no afluente da ETAR,
que sao aguas nao submetidas a qualquer tipo de tratamento, pelo que sao resultados
expectaveis que confirmam a presenca crescente de farmacos nos ecossistemas aquaticos.

Todas as amostras positivas recolhidas a entrada do teste piloto continham citalopram
e/ou sertralina, pelo que podemos retirar que os tratamentos secundarios aplicados nesta
ETAR nao apresentam uma eficicia muito elevada em termos de remogao de
antidepressivos.

Durante o tratamento terciario com algas foi apenas detetada uma amostra que
continha as concentragoes mais baixas de citalopram detetadas, que foi a amostra | I.I. Isto
revela alguma eficacia do tratamento com fotobiorreatores na remogao de antidepressivos,
visto que apenas foi detetado citalopram e em concentragoes mais baixas relativamente as
concentragoes detetadas a entrada do teste piloto.

Nas amostras recolhidas depois do tratamento terciario com microalgas, na lagoa de
polimento e no efluente final, nunca foram detetadas concentragoes de farmacos, o que
revela dados animadores, visto que nao foram encontrados farmacos a serem devolvidos ao
meio ambiente.

As nossas amostras a entrada dos fotobiorreatores podem ser comparadas com
amostras recolhidas a saida de ETARs onde nao seja aplicada este tratamento, a semelhanga
do que aconteceu nos estudos a seguir mencionados.

Nas 5 amostras positivas recolhidas a entrada dos fotobiorreatores, foram detetadas

concentragoes de citalopram entre 15,25 ng/L e 18,13 ng/L, e no estudo realizado por Silva e
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colaboradores (2014), a concentragio média de citalopram detetada em efluentes de 15
ETARs portuguesas ronda os 90,02 ng/L, pelo que podemos retirar que os valores de
citalopram detetados antes do tratamento tercidrio com microalgas, é bastante baixo
comparativamente com a média.

A sertralina também foi detetada nas amostras a entrada dos fotobiorreatores com
concentragoes entre 17,97 ng/L e 21,06 ng/L, e no mesmo estudo de 2014, a sertralina nao
foi detetada em nenhuma amostra de efluentes de ETARs, pelo que em comparagao com
este estudo, as nossas amostras apresentam valores de sertralina superiores.

Nas amostras recolhidas no afluente da ETAR da Quinta do Lago, foram detetadas
concentragoes de 10,67 ng/L de ciprofloxacina, 20,93 ng/L de naproxeno, 19,77 ng/L de
citalopram, e 22,45 ng/L e 24,14 ng/L de sertralina.

No estudo de Silva e colaboradores (2014), a concentragao média de citalopram
detetada nos afluentes de ETARs em Portugal é de 147,54 ng/L, pelo que, em comparagao, a
concentragao de citalopram por nos detetada é bastante baixa. Neste mesmo trabalho de
2014, foram detetadas amostras de sertralina num afluente de uma ETAR que rondam
valores médios de 100,40 ng/L.

Num outo estudo realizado por Gaffney e colaboradores (2017), os valores médios de
concentragao de naproxeno, e ciprofloxacina em afluentes de uma ETAR, localizada em
Lisboa, sao de 7900 ng/L e 2000 ng/L respetivamente, pelo que, em comparagao, os valores
que obtivemos destes dois contaminantes também nao parecem ser motivo para alarme.

De acordo com os dados representados na Tabela 8, todas as concentragoes obtidas
nas amostras positivas estdo a baixo dos valores de PNEC para organismos aquaticos, logo a
probabilidade de promoverem toxicidade no meio aquatico recetor é bastante baixa.

Devido ao facto de termos recolhido poucas amostras positivas, nao conseguimos
retirar conclusoes neste estudo em relagao as variagoes do tempo de retenc¢ao hidraulicos
aplicados, aos diferentes fotobiorreatores utilizados, e as diferentes estagdes do ano, onde

poderiamos comparar a influéncia da radiagao solar e da temperatura.
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2.3. CONCLUSAO

O principal objetivo desta dissertagdo era avaliar a capacidade de remocgao de
farmacos presentes em dguas residuais através de um tratamento terciario com recurso a
fotobiorreatores com microalgas. Para tal, recolheram-se amostras de agua provenientes de
varios pontos de tratamento da ETAR da Quinta do Lago, em Almancil, e de trés tanques
com microalgas, onde as aguas permaneceram submetidas a este tratamento que durou

entra 24 e 48 horas.

Todavia, este estudo acabaria por ser limitado pelo facto de se ter encontrando um
reduzido niumero farmacos nas amostras de agua. Concretamente, os resultados obtidos
demonstraram uma baixa diversidade de farmacos, tendo apenas aparecido indicios de
apenas quatro farmacos — dois antidepressivos, um anti-inflamatério e um antibidtico —, em

oito das 66 amostras recolhidas.

Das oito amostras positivas, duas delas foram recolhidas, na zona de entrada na ETAR,
antes de serem submetidas a qualquer tipo de tratamento e, como seria de esperar, foram as

amostras que demonstraram maior variabilidade de farmacos detetados.

Cinco amostras recolhidas a entrada do teste piloto apresentaram concentragoes de
citalopram e/ou sertralina. E uma amostra recolhida num dos fotobiorreatores com

microalgas testou positivo para o antidepressivo citalopram.

Estes dados podem demonstrar que os tratamentos aplicados nesta ETAR em
especifico sao adequados para a maioria dos farmacos e tém valores de eficacia e eficiéncia
de remogao de certo modo animadores, visto que s6 foram detetados sinais de
contaminagao com dois farmacos, em |8 possiveis, nas amostras recolhidas durante e apos
os tratamentos da ETAR. No entanto, estes dois farmacos pertencem a classe dos
antidepressivos, o que pode indicar que a eficacia de remogao de antidepressivos pode vir a

ser melhorado nesta ETAR.

Os resultados das amostras de agua submetidas aos dois dias de tratamento nos
fotobiorreatores também siao de certa forma favoraveis uma vez que que sé foram
detetados niveis de contaminagao numa amostra. Esta foi a amostra numero |1.l, que
continha citalopram, revelando que, especificamente para este antidepressivo, este

tratamento tercidrio nao apresenta uma eficacia total.

Ainda assim, as conclusdes que se podem retirar acerca da eficicia do tratamento
aplicado com microalgas nao sao cientificamente muito completas, visto que a agua antes do

teste piloto ja se encontrava pouco contaminada com farmacos, revelando uma boa eficacia
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dos tratamentos primarios e secundarios aplicados nesta ETAR. Por outro lado, foram
poucas as amostras recolhidas a entrada da ETAR. Assim, pode-se dizer que a amostragem
deste projeto poderia ter sido mais linear e complexa uma vez que, como foram recolhidas

poucas amostras de algumas zonas, nao € possivel retirar conclusées muito fidedignas.

Uma das hipoteses consideradas para o baixo nimero de farmacos detetados pode ser
o facto de a ETAR onde se realizou a amostragem se localizar numa zona turistica. E, devido
aos efeitos pandémicos do ano de 2020, ter ocorrido uma redugao bastante significativa da
densidade populacional, o que levou a um decréscimo da produgao de residuos domésticos

associados ao consumo de medicamentos.

Por outro lado, o facto de terem sido detetados maioritariamente antidepressivos
pode também estar ligado a pandemia causada pelo virus SARS-CoV-2, dado que, segundo
Estrela e colaboradores (2020) e segundo o INFARMED, esta teve um grande impacto na

saude mental dos portugueses, levando a um aumento do consumo de antidepressivos.

Tal como mencionado anteriormente, o facto de nao se terem obtido muitas amostras
contaminadas de aguas residuais antes do teste piloto acaba por ser uma limitagao para este
trabalho pois, assim, nao é possivel verificar ao certo a capacidade de remogao deste

tratamento com microalgas. Este pode ser o ponto de partida para estudos futuros.

Para testarmos melhor a capacidade de remogao e as vantagens associadas a aplicagao
do tratamento terciario em causa, dever-se-ia realizar um trabalho em que seriam colocadas
aguas residuais controladamente contaminadas com diferentes tipos de farmacos, e com
diferentes niveis de concentragoes desses farmacos, por forma a verificarmos a verdadeira

eficacia associada a aplicagao deste método de tratamento.

Para se ter a certeza da eficacia dos tratamentos aplicados, deveria igualmente ser
conduzido um estudo em que fossem recolhidas e testadas mais amostras de agua a entrada
e a saida da ETAR, possibilitando a comparagao entre as concentragoes de entrada e saida e
respetivas percentagens de remogao, e também respetivo impacto da aplicagio do
tratamento terciario com fotobiorreatores em comparagdo com outros tratamentos

terciarios.
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