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Resumo

A presenca de farmacos, dos seus metabolitos e produtos de degrada¢dao no
meio ambiente, requer pesquisas e estudos de monitorizacdo para avaliar os potenciais
riscos para a saude humana e para o ecossistema. Este tipo de compostos estd presente
no meio ambiente em concentracdes muito baixas, da ordem do micrograma por litro e
nanograma por litro, ou mesmo inferior. Além da dificuldade na detegao e quantificacao
de valores de concentracdo tdo baixos, existe a necessidade de desenvolver processos
de degradacgao ou remocao eficientes e que simultaneamente sejam menos complexos,
mais rapidos, mais baratos e ecologicamente mais corretos do que as técnicas
tradicionais. Existem varios caminhos possiveis para que os fdrmacos cheguem ao meio
ambiente, tendo sido as estacdes de tratamento de aguas residuais (ETAR) identificadas
como uma das principais fontes. Apds o tratamento realizado na ETAR, os efluentes sao
langados nos rios, e o lodo produzido é descartado ou reutilizado na agricultura como
fertilizante. Em consequéncia da eliminacdo incompleta de farmacos e dos seus
metabolitos na ETAR, estes compostos acabam por atingir quase todas as matrizes
ambientais. Para este estudo, a sertralina foi escolhida por ser um dos antidepressivos
mais prescritos nos ultimos anos em Portugal. Portanto, ndo é surpreendente que seja
regularmente detetada em &guas residuais, aguas superficiais, sedimentos e nos

influentes que chegam a ETAR.

Este trabalho encontra-se organizado em duas etapas experimentais distintas.
Na primeira etapa, realiza-se a implementacdo experimental de um método analitico
usando cromatografia liquida de alta performance com detetor de arranjo de diodos
(HPLC-DAD) para avaliar os niveis de concentragao de sertralina em matrizes aquosas. A
analise é feita com uma coluna SiliaChrom® XT C18 compativel com uma gama de pH
entre 1 e 12, visto que se utilizam solu¢des aquosas com um valor de pH compreendido
entre 4 e 10. Na segunda etapa, apresenta-se um estudo sobre a remocdo de sertralina
por adsorcdo usando carvao ativado obtido de caroco de azeitona. Apresenta-se um
estudo de equilibrio de adsorcdo de sertralina utilizando o método descontinuo,
também designado por método “batch”. Nestes estudos, utiliza-se carvao ativado

obtido diretamente de uma primeira moagem do caroc¢o de azeitona, designado por



“adsorvente 1” e um carvao ativado obtido da moagem do carogo de azeitona para um
didametro inferior a 0,25 mm, designado por “adsorvente 2”. Apresenta-se para ambos
os tipos de adsorvente, a eficiéncia de remocao de sertralina com o tempo de contacto
de 50 mL de uma solugdo de sertralina a 20 mg/L com 250 mg de adsorvente. Estudou-
se ainda a eficiéncia de remoc¢do do “adsorvente 2”, utilizando 50 mg de adsorvente. Em
todos os estudos de adsorgao utilizou-se uma temperatura constante de 25°C. Verificou-
se que o diametro do caroco da azeitona influéncia na adsorc¢ao do farmaco tendo-se
observado melhores resultados utilizando um didmetro de adsorvente de 0,25 mm.
Utilizando o adsorvente com um diametro médio de 0,25 mm, uma concentragao de
sertralina de 20 mg/L e 250 mg de adsorvente, apds 10 minutos de contacto a remogao
foi de 100%. Para a mesma concentragao de sertralina utilizando 50 mg de adsorvente,

a remocdo é completa ao fim de 50 minutos.

Palavras-chave: Farmacos; Sertralina; Cromatografia Liquida de Alta

Performance com Detetor de Arranjo de Diodos; Carvao Ativado; Carocgo de Azeitona.



Abstract

The presence of drugs, their metabolites and degradation products in the
environment requires research and monitoring studies to assess potential risks to
human health and the ecosystem. This type of compound is present in the environment
in very low concentrations, on the order of microgram per liter, nanogram per liter, or
even lower. In addition to the difficulty in detecting and quantifying such low
concentration values, there is a need to develop efficient degradation or removal
processes that are simultaneously less complex, faster, cheaper and more ecologically
friendly than traditional techniques. There are several possible paths for drugs to reach
the environment, with wastewater treatment plants (WWTP) identified as one of the
main sources. After the treatment carried out at the WWTP, the effluents are released
into the rivers, and the sludge produced is discarded or reused in agriculture as fertilizer.
As a result of the incomplete elimination of drugs and their metabolites in the WWTP,
these compounds end up reaching almost all environmental matrices. For this study,
sertraline was chosen because it is one of the most prescribed antidepressants in recent
years in Portugal. Therefore, it is not surprising that it is regularly detected in

wastewater, surface water, sediment and in influents arriving at the WWTP.

This work is organized in two distinct experimental stages. In the first stage,
the experimental implementation of an analytical method using high-performance
liquid chromatography with diode array detector (HPLC-DAD) is carried out to assess the
levels of sertraline concentration in agueous matrices. The analysis is carried out with a
SiliaChrom® XT C18 column compatible with a pH range between 1 and 12, since
aqueous solutions are used with a pH value between 4 and 10. In the second step, a
study on the removal of sertraline by adsorption using activated charcoal obtained from
olive pit is done. An equilibrium study of sertraline adsorption using the batch method,
also known as the “batch” method, is presented. In these studies, activated charcoal
obtained directly from a first milling of the olive pit, called “adsorbent 1” and an
activated charcoal obtained from the milling of the olive pit to a diameter less than 0.25
mm, called “adsorbent 2” are used. For both types of adsorbents, the efficiency of

sertraline removal is shown with a contact time of 50 mL of a 20 mg/L sertraline solution



with 250 mg of adsorbent. The efficiency of “adsorbent 2” adsorbent removal was also
studied, using 50 mg of adsorbent. In all adsorption studies a constant temperature of
25°C was used. It was found that the diameter of the adsorbent influences the
adsorption of the drug, with better results being obtained when the adsorbent was 0.25
mm. Using the adsorbent with an average diameter of 0.25 mm, a sertraline
concentration of 20 mg/L and 250 mg of adsorbent, after 10 minutes of contact the
removal was 100%. For the same concentration of sertraline using 50 mg of adsorbent,

removal is complete after 50 minutes.

Keywords: Pharmaceutical Drugs; Sertraline; High Performance Liquid

Chromatography with Diode Array Detector; Activated Carbon; Olive stones.
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1. INTRODUCAO

1.1 Enquadramento

A presenca de farmacos e dos seus metabolitos e produtos de degrada¢do no meio
ambiente requer estudos de pesquisa e controlo para avaliacdo dos potenciais riscos
para a saude humana e os ecossistemas (Paiga et al., 2019). Estes estudos tém como
objetivo a avaliacdo da presenca de farmacos em diferentes matrizes ambientais, em
particular no que se refere a sua localizacdo e a identificacao de fontes de contaminacgao,
e contribuir para a implementacdao de valores-limite de concentracdo de forma a
proteger o meio ambiente e a salde humana. Em geral, os fdrmacos estdo presentes no
meio ambiente em concentracdes muito baixas, na ordem de grandeza de partes por
milhdo, partes por bilido ou até mesmo inferior. Estes valores tdo baixos de
concentracao implicam uma otimizacdo cuidadosa dos processos de extracdo. Por outro
lado, torna-se vantajoso o desenvolvimento de processos simples, rdpidos, econdmicos

e mais ecoldgicos do que os atuais processos baseados em técnicas tradicionais.

A prevaléncia de farmacos no meio ambiente é um problema bem estabelecido e
bem quantificado, tornando-se numa questdo de interesse cientifico e publico devido

ao seu elevado risco ambiental (Loli¢ et al., 2015; Paiga et al., 2019).

Existem varias fontes e rotas possiveis para que os farmacos cheguem ao meio
ambiente, mas as estacdes de tratamento de dguas residuais (ETAR) foram identificadas
como sendo a principal fonte (Jeli¢ et al., 2012). As fontes de aguas residuais incluem
aguas residuais domésticas, hospitalares, fabricas de medicamentos, lixiviados de
aterros e a eliminacdo direta de medicamentos ndo utilizados no ambiente (Nikolaou et
al., 2007; Ortiz de Garcia et al., 2013). Apds o tratamento realizado na ETAR, os efluentes
tratados sdo lancados em rios, e os lodos produzidos sdo eliminados ou reaproveitados
na agricultura como fertilizantes. Como consequéncia da eliminacdao incompleta de
farmacos e metabdlitos nas ETAR, estes compostos acabam por alcancar todas as
matrizes ambientais (Nikolaou et al., 2007). A presenca de produtos farmacéuticos no
ambiente aquatico é confirmada em daguas residuais, dguas superficiais e subterraneas

e agua potavel (Ortiz de Garcia et al., 2013). Como estes compostos tém a capacidade



de se distribuirem em fases sdlidas ambientais (Minten et al., 2011), também é possivel
encontrar solos contaminados por produtos farmacéuticos em todo o mundo. Os
sedimentos sdo depdsitos naturais de muitas substancias quimicas presentes na agua
(Beretta et al., 2014) e fornecem uma ampla variedade de locais de ligagdo atuando
como grandes sumidouros para a deposicdo de poluentes (Ortega-Calvo et al., 2013;

Sakari et al., 2014).

A sobrevivéncia humana depende de vinculos sustentaveis com o meio ambiente.
Porém, o “presente” mostra uma realidade diferente. A degradacao do meio ambiente
é constante devido as atividades antropogénicas. Portanto, reduzir a poluicdo é um
assunto muito problemdtico do planeta. Nas ultimas décadas, um novo tema tem
chamado a atencdo: a questdo dos produtos farmacéuticos e o seu potencial risco
ambiental, tendo-se observado nos ultimos anos um aumento significativo da avaliacdo

de farmacos em aguas superficiais (Loli¢ et al., 2015; Madureira et al., 2010).

1.2 Objetivos

A presenca de farmacos no meio ambiente tem sido um dos temas mais discutidos
nas ciéncias ambientais nas ultimas décadas. O estudo da ocorréncia, comportamento
e toxicidade desses compostos é essencial para determinar o risco decorrente da
exposicdo e para implementar uma legislacdo adequada (Rowsell et al., 2010). Um dos
principais fatores que influenciam a ocorréncia de um contaminante no meio ambiente
é o tratamento de &guas residuais. Para micropoluentes, como os produtos
farmacéuticos, o tratamento biolégico secundario nas ETAR é, em média, 30% mais
eficiente do que os tratamentos primarios de aguas residuais. Os principais mecanismos
de remocdo durante o tratamento secunddrio sdo a adsorcdo e a biodegradacdo. No
entanto, as técnicas de tratamento existentes sdo apenas parcialmente bem-sucedidas
na sua remocao (Choubert et al., 2011). Consequentemente, o descarte pelas estacbes
de tratamento de dguas residuais costumam ser a principal fonte de contaminacdo das

aguas recetoras (Luo et al., 2014).

Com base em previsdes de toxicidade e avalia¢Oes de risco realizadas por Ortiz de

Garcia et al. (2013), Kuzmanovic et al. (2016), Osorio et al. (2016), Mole et al. (2019) as

2



concentracdOes de sertralina (SER) provavelmente causardo efeitos tdxicos crénicos nos
organismos de rios contaminados. Além disso, varias fontes relatam a bioacumulagao
de SER em organismos aquaticos, incluindo invertebrados (por exemplo, moluscos e

crustdceos), peixes e besouros aquaticos (Solla et al., 2016; Grabicova et al., 2017).

Embora a toxicidade e a ocorréncia tenham sido amplamente estudadas, faltam
ainda dados sobre a biodegradacdao e biotransformag¢dao da sertralina. A pesquisa
bibliografica realizada encontrou poucos artigos que abordam as eficiéncias de remocao
em ETAR (Golovko et al., 2014; Lajeunesse et al., 2008 e 2012; Schliisener et al., 2015;
Silva et al., 2014).

Desta forma, os principais objetivos deste estudo sao:

(i) Desenvolver um método de detecdo e quantificacdo por cromatografia liquida

(HPLC-DAD) para a sertralina em matrizes aquosas. Nomeadamente:

e Selecdo da fase estaciondria (tipo de coluna cromatografica) mais adequada
para analise;

e Otimizacdo da composicdo da fase movel;

e Determinacdo das curvas de calibragao, limites de detecao e de quantificacao,
repetibilidade e reprodutibilidade;

e Validacdo do método de detecdo através da quantificacdo de sertralina num

comprimido comercial.

(i)  Validar o método analitico de extracao, de quantificacdo e de remocao através da

sua implementagdo com amostras reais.

(i) Estudo do equilibrio de adsorcdo de sertralina utilizando diferentes tipos de

adsorventes obtidos do caroco da azeitona.



2. A SERTRALINA COMO MICROPOLUENTE

2.1 Os farmacos como micropoluentes

O problema da presenca de micropoluentes em meios aquosos ja vem de longa
data. Na década de 1970, nos Estados Unidos, Garrison et al. (1976) e Hignite e Azarnof
(1977) realizaram estudos sobre farmacos no meio ambiente, tendo encontrado em
efluentes de esta¢Oes de tratamento de efluentes (ETE), o acido clofibrico na forma de
cloridrato e etofibrato, em quantidades da ordem de micrograma por litro. Este acido é
um metabdlito dos antilipémicos, uma classe de farmacos utilizada no tratamento de

colesterol elevado.

Atualmente, um dos tépicos mais relevantes na quimica ambiental é a qualidade
da dgua. A preocupacdao com os micropoluentes, tem aumentado expressivamente nos
ultimos anos. Os farmacos, os disruptores enddcrinos e os poluentes organicos
persistentes sdo classes de substancias muito estudadas devido, principalmente, aos
seus possiveis efeitos nocivos quer no meio ambiente quer no organismo humano,

mesmo em concentra¢des menores do que partes por milhdo (Bila e Dezotti, 2007).

Entre os micropoluentes mais estudados encontram-se os compostos organicos,
micropoluentes organicos, poluentes emergentes, disruptores enddcrinos e produtos
farmacéuticos (Luo et al.,, 2014). Estas substancias apresentam propriedades
toxicoldgicas, persistentes e bioacumulativas que podem causar efeitos negativos no
meio ambiente e/ou nos organismos vivos. Elas estdo presentes em produtos
consumidos, como por exemplo, remédios, cosméticos, produtos de limpeza e
pesticidas ou sdo excretadas como hormonas, metabdlitos, residuos farmacéuticos nao

metabolizados, entre outros (Pal et al., 2014).

Poluentes emergentes sdao novos produtos ou produtos quimicos sem um
conhecimento regular e cujos efeitos sobre o meio ambiente e a saide humana sao

desconhecidos (Halling-Sorensen et al., 1998; Garric e Ferrari, 2005).

Com estas caracteristicas, os micropoluentes emergentes podem ser agrupados
em varias categorias, como se apresenta na Tabela 1, tais como farmacos, produtos de

cuidado pessoal, hormonas esteroides, quimicos industriais, entre outros. Em cada



categoria é possivel encontrar subclasses de compostos. No caso dos farmacos pode-se
referir as subclasses dos anti-inflamatdrios, antibidticos, analgésicos entre outros, sendo
cada um destes compostos provenientes de diferentes fontes, como por exemplo os
residuos domésticos ou os efluentes hospitalares. Estes produtos quimicos sdo
amplamente utilizados hoje em dia pela sociedade, aumentando cada vez mais a sua

quantidade nos ecossistemas (Filho et al., 2007; Soares e Ledo, 2015).

Tabela 1 - Principais classes de poluentes emergentes. Fonte: Luo et al., 2014.

Categoria Subclasse Fonte
Residuos domésticos,
Drogas (anti-inflamatérios, efluentes de hospitais,
Farmacos antibidticos, analgésicos e escoamento de criadores de
outros) animais confinados,
aquicultura

Fragancias, desinfetantes,

Produtos de cuidado protetores solares, , .
) Residuos domésticos
pessoal repelentes de insetos e
outros
Residuos domésticos,
Hormonas esteroides Estrogénio escoamento de animais
confinados
o s Residuos doméstico,
Surfactantes Surfactantes n3o idnicos . )
efluente industrial
.. . . . Residuos doméstico
Quimicos industriais Retardantes de chama !

efluentes industriais
Residuos doméstico,
escoamento superficial em
areas agricolas

Inseticidas, herbicidas,

Agrotdéxicos .
g fungicidas e outros

2.1.1 Legislagao sobre Micropoluentes

Nos ultimos anos tem vindo a ser cada vez mais reconhecida a necessidade de se
gerir a proliferacdo, a incidéncia ambiental e o risco da presenca de contaminantes
emergentes nas aguas superficiais, em particular na Europa. Os esforcos legislativos
levaram ao surgimento de listas dindmicas de vigilancia de contaminantes emergentes
no contexto da Diretiva do Quadro da Agua (Diretiva 2000/60/CE do Parlamento
Europeu e do Conselho, de 23 de outubro de 2000), a qual estabeleceu a monitorizacdo

obrigatdria em toda a Unido Europeia (Reis-Santos et al., 2018).

Na ultima década, foram publicadas a Diretiva 2008/105/CE, a Diretiva
2013/39/EU e a Decisdo de Execucdo da Comissdo da UE 2018/840, e listas de



observacdo dinamicas estabelecidas de contaminantes emergentes (por exemplo,
amoxicilina, ciprofloxacina ou antibidticos macrolideos) dentro da Diretiva-Quadro da

Agua que estipula a monitoriza¢do obrigatéria em toda a Unido Europeia.

2.1.2 Classes de Farmacos

Os farmacos, sdao substancias quimicas com propriedades terapéuticas. Estas
substéancias incluem compostos organicos e inorganicos e sdo moderadamente soluveis
em agua, hidrofilicos. Podem também ser lipofilicos, isto é, tém a capacidade de ser

dissolvidos em gorduras, 6leos vegetais e lipidos, e sdo biologicamente ativos.

A administracdo de farmacos pode ser feita internamente (via oral), topicamente
(aplicagdo na pele ou inalagdo) ou de modo parental (infusGes e injecdes). Depois de
administradas, as moléculas dos farmacos sdo adsorvidas, distribuidas, metabolizadas e
por fim excretadas pelo corpo. Por segurancga, a maioria dos farmacos sdo produzidos
de forma a serem metabolizados em 6rgaos como os rins ou o figado para que assim se
atinja os efeitos farmacoldgicos desejados. O metabolismo elimina moléculas de
farmacos em excesso, compostos toéxicos, via uma série de biotransformacdes

enzimaticas e converte-os em compostos mais polares e hidrofilicos (Tambosi, 2018).

A Tabela 2 apresenta algumas das varias classes de farmacos, nomeadamente
antibidticos, analgésicos, anti-inflamatdrios, antidepressivos, anticancerigenos, entre

outros.



Tabela 2 - Principais classes de fdrmacos estudadas como poluentes emergentes.

Classe de Farmacos

Exemplo de Compostos

Referéncia

Antibidticos

Amoxicilina; ampicilina; ciprofloxacina; cefalexina; cefazolina; cefotaxima; claritromicina;
cloranfenicol; clorotetraciclina; eritromicina; lincomicina; metronidazol; norfloxacino; ofloxacina;
penicilina; roxitromicina; sulfametazina; sulfametoxazol; sulfapiridina; trimetoprima; tetraciclina.

Jiang et al., 2013

Analgésicos

Paracetamol; codeina; fenoprofeno; metamizol

Silva e Collins,
2011

Anti-inflamataérios

Acido acetilsalicilico; 4cido mefenamico; acido tiaprofénico; carprofeno; cetoprofeno;
diclofenaco; ibuprofeno; indometacina; loxoprofeno; naproxeno.

Jiang et al., 2013

Antidepressivos

Antipirina; aminoantipirina; carbamazepina; citalopram; clonazepam; diazepan; duloxetina;

Gavrilescu et al.,

fluoxetina; mirtazapiana paroxetina; sertralina; venlafaxina. 2015

Reguladores lipidicos Acebutolol; acido clofibrico; acido fenofibrico; bezafibrato; genfibrozila. Barcel6 et al.,
2003

Beta bloqueadores/Anti- Atenolol; acido amido; bendroflumetiazida; betaxolol; clorotiasida; diltiazem; furosemida; Silva e Collins,
hipertensivos hidroclorotiazida; metoprolol; perindopril; propranolol; soltalol; timolol; valsartana. 2011

Contracetivos Hormonais Tinilestradiol; desogestrel, mestranol; Birkholz et al.,
2014

Antidiabéticos Glibenclamida; gliclazida; metformina. Gavrilescu et al.,

2015

Anticancerigenos

Ciclofosfamida; ifosfamida

Gavrilescu et al.,
2015




Existem varias fontes de contaminacdo do ambiente pelos farmacos. Na Figura 1,

apresenta-se uma representagdo sugerida por Halling-Sgrensen et al., 1998.
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Figura 1 - Rotas de exposi¢do de farmacos no ambiente. Fonte: Halling-S@rensen et al., 1998.

O consumo de farmacos esta presente no quotidiano, sendo em hospitais, clinicas

e até mesmo em casa. Esses farmacos sdo excretados através das fezes e da urina

fazendo com que terminem no sistema de tratamento de aguas residuais, assim como




farmacos ndo utilizados ou fora da validade. Os efluentes hospitalares podem ser
tratados separadamente ou combinados com efluentes municipais e, em seguida,

tratados em estagOes de tratamento de 4dguas residuais, ETAR (Machado, 2013).

2.1.3. Antidepressivos

A depressdo é uma desordem do funcionamento cerebral. Pode ser causada por
fatores externos e internos, como consumo de drogas, inseguranca, soliddo, perda de
apetite, até mesmo intengdes de suicidio, delirios, alucinagdes, entre outros (Beck et al.,
1998; Istilli et al., 2010). E um dos transtornos mentais mais recorrentes e é considerada
a quarta doenga mais prevalente na populagdo mundial. Encontra-se entre as dez
principais doencas de destaque na sociedade (Oliveira et al., 2012; Segat e Diefenthaeler

2013; Ribeiro et al., 2018).

Os antidepressivos, como o préprio nome indica, utilizados para o tratamento da
depressdo, sdo medicamentos submetidos a um controlo especial e devem ser
comercializados por meio de apresentacdo de receita (Oliveira et al., 2012). Podem ser
divididos nas seguintes subclasses: Inibidores da Monoaminoxidase (iMAQ),
Antidepressivos Triciclicos (ADT), Inibidores Seletivos da Recapta¢do da Serotonina
(ISRS). Os iMAOs sao farmacos que atuam, de forma seletiva e reversivel ou de forma
nao-seletiva e irreversivel, inibindo a atividade da enzima monoaminoxidase,
responsavel pela degradacao metabdlica de noradrenalina, serotonina e dopamina.
Nessa classe podem-se encontrar os principios ativos iproniazida, moclobemida e
selegilina (Moreno et al., 1999; Souza, 1999; Istilli et al., 2010; Cohen e Derubeis, 2018).
J4 os ADT atuam em nivel pré-sindptico bloqueando a recaptura de monoaminas,
noradrenalina, serotonina e dopamina em menor proporgdo. Os principais
representantes desta classe sdo os principios ativos imipramina, desipramina,
trimipramina, clomipramina, amitriptilina, nortriptilina, protipilina, doxepina,
amoxapina, dotiepina oudosulepina (Segat e Diefenthaeler, 2013; Wannmacher, 2016).
Os ISRS (inibidores seletivos da recaptura de serotonina) referem-se a farmacos que
blogueiam de forma seletiva e potente a recaptacao serotoninérgica. Destacam-se nesta
classe os principios ativos fluoxetina, fluvoxamina, sertralina, paroxetina, citalopram,

norcitalopram, tianeptina, mianserina (Moreno et al., 1999; Wannmacher, 2016; Cohen



e Derubeis, 2018). Os antidepressivos atipicos tém um duplo mecanismo de a¢do. Alguns
atuam tanto na transmissdo de noradrenalina quanto de serotonina. Os principios ativos
gue compartilham este mecanismo de acdo sdo a duloxetina, mirtazapina, maprotilina,
nefazodona, milanaciprana, trazodona, desvenlafaxina e venlafaxina. Outros
apresentam propriedades inibidoras de captacdao de noradrenalina e dopamina. O
principal representante deste segundo mecanismo de a¢do é o principio ativo
bupropiona (Moreno et al., 1999; Isacsson e Rich, 2014; Listunova et al.,2018; Cohen e
Derubeis, 2018). Na Tabela 3 apresenta-se uma lista de antidepressivos comercializados

em Portugal.
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Tabela 3 - Antidepressivos Comercializados em Portugal. (Fonte: INFARMED, Prontudrio Terapéutico on-line, 2021)

Farmaco Classe

Citalopram

Escitalopram

Fluoxetina

Fluvoxamina Inibidores seletivos de recaptagao da serotonina

Paroxetina

Vortioxetina

Sertralina

Amitriptilina

Clomipramina

Dosulepina

Imipramina

Maprotilina

Mianserina Triciclicos e Afins

Mirtazapina

Nortriptilina

Reboxetina

Trazodona

Trimipramina

Duloxetina

Milnaciprano Inibidores seletivos da serotonina e da noradrenalina

Venlafaxina

Miclobemida

— Inibidores da monoaminoxidase do tipo A
Pirlindol

Agomelatina Agonistas dos recetores da melatonina
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2.1.4 Sertralina

Pelo facto de parte da substancia ativa da maioria dos antidepressivos ser
metabolizada pelo organismo e da restante parte ser excretada sem qualquer tipo de
degradacdo, o elevado consumo deste tipo de farmacos tem originado contaminagdes
do meio ambiente em quantidades significativas em particular em aguas superficiais e
residuais.

Estes compostos exibem carateristicas fisico-quimicas e bioldgicas que os tornam
resistentes a biodegradacdo para que seja mais eficaz no organismo e, uma vez nas
aguas, causam problemas de tratamento nas esta¢des de tratamento de dguas residuais
durante a sua remocao.

A sertralina, cuja estrutura se apresenta na Figura 2, pertence ao grupo dos
inibidores seletivos da recaptacdo da serotonina (5-HT) neuronal, que resulta na
potencializacdo dos efeitos serotoninérgicos, isto é, possiveis paradoxais de 5-HT que
provocam um aumento relativo dos recetores 5-HT1 (Esteves, 2015). Possui um efeito
muito fraco sobre a recaptacdo neuronal da dopamina e norepinefrina. E desprovida de
atividades estimulantes, sedativas ou anticolinérgicas ou de cardiotoxicidade. A
sertralina esta disponivel no mercado farmacéutico nacional na forma de comprimidos
revestidos ou nao, nas dosagens de 25, 50 e 100 mg; sendo, a dose maxima diaria
permitida de 200 mg. A sertralina é um dos antidepressivos mais prescritos nos ultimos
anos. Portanto, ndo é surpreendente que seja regularmente detetada em d&guas

residuais, aguas superficiais e sedimentos e em estacdes de tratamento de efluentes.

Cl

Cl

://I/////

T
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/

Figura 2 — Estrutura da sertralina.
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A formula molecular do cloridrato de sertralina é C17H18CIsN, sua massa molar é
de 342,7 g/mol e a sua nomenclatura IUPAC é cloridrato de cis-(1S,4S)-4-(3,4-
diclorofenil)-1,2,3,4-tetra-hidro-N-metil-1-nanftalenamina (Zhou e Foley, 2004). A
sertralina tem uma solubilidade em agua de 3,8 g/L, o seu pKa é de 9,16 e o seu
coeficiente de particdo é de 5,51 (DrugBank). O polimorfo | do cloridrato de sertralina
(SRTL-1) é a forma utilizada comercialmente nos comprimidos (Almarsson et al., 2003).
Os polimorfos, solvatos e hidratos, dependem das condicGes pelo qual o principio ativo
farmacéutico (API, Active Pharmaceutical Ingredient) é utilizado no processo de
producdo. O polimorfo comercializado pode-se converter facilmente em outras formas
polimérficas quando expostos a diversos fatores, como a exposi¢cdao a determinados
solventes (dgua, metanol, etanol, isopropanol, entre outros), exposicdo a diferentes
condicbes de humidade relativa do ar e exposicdo a altas temperaturas. Assim, é
possivel encontrar mais do que uma forma polimdrfica na formulacdao comercializada
devido as caracteristicas de producdo do farmaco, o que justifica a importancia de
realizar a andlise do produto final para avaliar se ocorreu alguma transicao durante o
processo de producdo. Conforme descrito por Farias e Carneiro (2014) a mudanca de
fase cristalina é facilitada no processo de granulagdo por via humida, na qual é
adicionada agua ao processo para a formacdo de granulos e essa granulacdo é alocada
num leito fluidizado, passando pelo processo de secagem seguido do processo de Kiln
drying, onde a humidade é evaporada por troca de calor por meio de correntes de ar
guente. Logo, existe a possibilidade de mais de uma forma polimérfica coexistir na
mesma formulagdo. Além disso, as transi¢cdes polimdrficas ainda podem ocorrer devido
a transferéncia de humidade entre excipientes e APl conforme evidenciado por alguns
pesquisadores (Farias et al., 2016), onde comprovam que a hidratacdo do farmaco

Ezetimiba foi promovida pela humidade presente em excipientes.
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2.2 Monitorizagao de antidepressivos por cromatografia liquida

Os primeiros relatos sobre contaminagdao ambiental com micropoluentes
ocorreram na década de 1970 nos EUA e 1980 na Inglaterra. No entanto, foi com o
avanco das técnicas analiticas e com o desenvolvimento de equipamentos mais sensiveis
qgue, a partir de meados dos anos 90, os micropoluentes passaram a receber maior
atencdo, sendo os farmacos, um dos principais analitos investigados (Santos et al., 2010;
Silva e Collins, 2011). Na determinagao de farmacos em matrizes aquosas, a etapa de
extracdo, limpeza e concentracdo dos analitos é crucial, em virtude das baixas
concentragdes em que os compostos se apresentam no meio ambiente (Petrie et al.,
2015). Petrovic et al. (2005) referem que a extracdo em fase sdlida (SPE) é a técnica mais
utilizada para amostras liquidas, entre tantas outras existentes. As etapas do
procedimento de extracdo envolvem o condicionamento do cartucho contendo o
adsorvente, a adsorgdo dos analitos e a eluicdo dos compostos de interesse com um
pequeno volume de solvente, de forma que sua concentracdo seja apropriada para

analise.

A analise dos produtos farmacéuticos em matrizes ambientais é realizada por
cromatografia e a selecdo da técnica de separacdo do poluente de interesse é feita com
base nas propriedades fisico-quimicas do composto, como a volatilidade e a polaridade
(Giger, 2009; Silva e Collins, 2011). Poluentes volateis, semivolateis e lipofilicos sdo
frequentemente separados por cromatografia gasosa (CG), enquanto compostos com
polaridade mais alta e volatilidade mais baixa sdao mais facilmente separados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Como a maioria dos farmacos apresenta
polaridade intermédia e se enquadra dentro de uma zona de interface, a separagao
pode ser feita pelos dois métodos (Giger, 2009, Silva e Collins, 2011). No entanto, os
métodos de separacdo por HPLC passaram a ser as técnicas mais utilizadas para
investigacdo de farmacos (Nebot et al. 2007, Thomas et al. 2014, Campanha et al. 2015,
Jank et al. 2014, Machado et al. 2016), tendo assim a possibilidade de identificacdo de
substancias em matrizes como aguas superficiais, efluentes, solos, sedimentos, lodos,
amostras bioldgicas, bem como em alimentos, com limites de detecdo da ordem de ng/L
(Costa Junior et al., 2014). Em virtude do desenvolvimento de varios métodos e técnicas

de detecdo de farmacos em matrizes ambientais, especialmente aquosas. A Tabela 4
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apresenta uma sintese de estudos com a relacdo de farmacos, matriz de avaliagdo e

procedimento analitico utilizado.

Tabela 4 - Principais metodologias analiticas utilizadas na extracdo e quantificacdo de farmacos
em meios aquosos.

Farmacos

Metodologias

Referéncias

Acido acetilsalicilico, acido clofibrico, acido
fenofibrico, bezafibrato, cetoprofeno,
diclofenaco, genfibrozila e ibuprofeno

SPE; GC-MS

Stumpfetal.,
1999

Acido clofibrico, 4cido mefenamico,
dextropropoxifeno, diclofenaco, eritromicina,
ibuprofeno, lofepramina, paracetamol,
propanonol, sulfametoxazol, tamoxifeno e
trimetoprima

SPE; HPLC-MS/MS

Nebot et al.,
2007

Acido acetilsalicilico, cafeina e paracetamol

SPE; HPLC-DAD e FL

Sodré et al.,,
2007

Diclofenaco, ibuprofeno, naproxeno,
paracetamol e piroxicam

SPE; HPLC-DAD

Américo et al.,
2012

Amitriptilina, diclofenaco, carbamazepina,
citalopram, metaprolol, propanolol e
sertralina.

SPE; HPLC-MS

Thomas et al.,
2014

Atenolol, cafeina, carbamazepina, diclofenaco,
ibuprofeno, naproxeno, paracetamol,
propanolol e triclosan

SPE; HPLC-MS

Campanha et al.
(2015)

Azitromicina, ciprofloxacina, eritromicina,
norfloxacina, sulfametoxazol, trimetoprima
entre outros.

SPE; HPLC-MS/MS

Jank et al., 2014

Acetaminofeno, acido salicilico, diclofenaco,
bisfenol-A

SPE; HPLC-MS/TOF

Lopes et al.
(2016)

Cafeina entre outros compostos ndo farmacos

SPE; HPLC-MS/EM

Machado et al.,
2016

Cetoprofeno, diclofenaco, ibuprofeno,
indometacina e naproxeno

SPE; GCxGC-MS-TOF

Marsik et al.,
2017
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A aplicacdo da cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) para quantificacdo
de antidepressivos foi relatada inicialmente em 1975. As vantagens do método de HPLC
para a analise de antidepressivos sdo a sua versatilidade e simplicidade de preparacao
de amostras, assim como um amplo intervalo de linearidade nos detetores, fazendo do
método de HPLC o método mais utilizado para a monitorizacdo terapéutica de farmacos.
A cromatografia liquida de alta eficiéncia é o termo geralmente utilizado para descrever
a separacdo diferencial de solutos num liquido (fase mével) através de uma coluna
empacotada com particulas sélidas (fase estacionaria) (Silva, 2007). Além disso, a
técnica de HPLC apresenta uma série de outras vantagens como: rapidez nos resultados,
alta resolugdo, versatilidade, podendo analisar moléculas de alta massa molecular,
espécies idnicas ou ndo idnicas (Ciola, 1998; Lough e Wainer, 1996; Johnson e

Stevenson, 1978).

As fases moveis utilizadas para HPLC sdo misturas de metanol:agua (MeOH:H,0)
ou acetonitrilo:dgua (ACN:H,0) com ajuste da forca cromatografica e seletividade da
fase movel até se obter resolucdo, suficiente para que ocorra a separa¢do de todos os
picos cromatograficos no minimo tempo de andlise (Petrovic et al. 2005). A adicdo de
modificadores acidos ou basicos a fase modvel permite modificar o seu pH e
consequentemente a suprimir ou assegurar a ionizacdo dos analitos. E comum utilizar
acido acético, acido trifluoroacético (TFA) no caso de compostos acidos e dietilamina
(DEA) ou trietilamina (TEA) no caso de compostos bdsicos (Andersson, 2007). E também

comum a utilizacdo de solugcbes tampao.

2.3 Remogao de sertralina utilizando adsorventes de base natural

2.3.1 Métodos de Remogao

Nas ultimas décadas, a acumulacdo generalizada de produtos farmacéuticos em
ambientes aquaticos tem recebido uma maior atencdo (Boxall et al., 2012). Devido a
extensa producdo e uso, os compostos farmacéuticos estdo continuamente a ser
lancados para o ambiente aquatico (Kimmerer, 2009). Varias classes de farmacos, como
os antibidticos, antidepressivos e beta-bloqueadores, tém sido detetados em dguas

superficiais (Khetan e Collins, 2007)
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Atualmente, apesar dos poucos estudos, tem-se comprovado que muitos dos
compostos emergentes causam efeitos a nivel bioquimico, com consequéncias sobre o
sistema enddcrino e, em alguns casos, podem causar deficiéncias no sistema
imunoldgico. Assim, apesar de ser impossivel avaliar a sua real magnitude, o aumento
da utilizagdo destes compostos representa um risco ambiental, principalmente pela
incapacidade de acompanhar o comportamento, a velocidade de distribuicao, os niveis

e efeitos ambientais (Fent et al., 2006).

Apesar das modernas tecnologias de tratamento adotadas nas estacbes de
tratamento de efluentes (ETE), os fdrmacos nao sdo completamente eliminados (Ghiselli
2006). Nas aguas naturais sao lipofilicos, persistentes e, dependendo da capacidade de
autodepuracdo do corpo recetor e da estabilidade das moléculas, podem chegar as
aguas das populacbes a jusante das descargas, e transferirem-se para estacbes de
tratamento de dgua (ETA), onde ndo sao removidos pelos sistemas convencionais (Jones
et al., 2005), estendendo-se, assim, a agua de abastecimento humano, configurando um

potencial risco de exposicdao a saude humana (Webb et al., 2003).

Os principais métodos de remoc¢do de farmacos de matrizes aquosas sao a

degradacdo ou a separacdo por adsorcao.

2.3.1.1 Degradacgao por adsorgao

Alguns estudos recentes revelaram que, quando os organismos aquaticos ingerem
micro plasticos contaminados por farmacos hidrofébicos, estes podem atuar como
transportadores dos farmacos para os tecidos por meio de dessorcao. No entanto, a
guantidade de dessorg¢dao dos contaminantes adsorvidos pode variar consideravelmente
de acordo com as condicdes fisioldgicas, como o pH ou a temperatura dos organismos
envolvidos (Bakir et al., 2014). Outros estudos revelaram que um pH mais baixo e uma
temperatura mais alta podem aumentar a dessor¢cdo de contaminantes organicos
hidrofébicos (HOC) contidos em microplasticos (Bakir et al., 2014). Segundo pesquisas
sobre a degradacdo da sertralina, avaliou-se o potencial de degradacdao do farmaco
sertralina por meio de processos de fotocatdlise, com a combinacdo de energia

ultravioleta (UV) e diferentes semicondutores, TiO2, TiO2-Mn e TiO;-B, onde se obteve
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resultados das degradacdes de Sertralina de 51%, 74%, 75% e 83%. As amostras foram
submetidas a radiagao (UV) em cinco tempos de degradacgao (0, 5, 10, 30, 60 e 120
minutos). A maior eficiéncia no processo de degradacdo, foi determinado para o
semicondutor de TiO, dopado com boro. Deste modo, a aplicagdo do processo de
fotocatalise pode ser de grande importancia nos processos de tratamento de efluentes
e, a inser¢cdo de agentes dopantes pode tornar os semicondutores mais ativos em

processos de fotocatalise.

2.3.1.2 Adsorgao

A adsor¢ao tornou-se uma das tecnologias mais utilizadas, sendo um
procedimento bastante eficiente para tratamento de dguas e dguas residuais quando a
contaminagado quimica das 4guas engloba poluentes organicos e inorganicos, muitas
vezes resistentes a degradacao bioldgica ou quando outros métodos ndo sao eficientes
(Nascimento et al., 2014). A técnica de adsor¢do tem ganhado bastante importancia e
aplicabilidade na remocao de substancias téxicas encontradas em efluentes liquidos e
gasosos, a fim de minimizar os impactes no meio ambiente. O processo de adsor¢ao
acontece devido ao desencontro de forgas descompensadas na superficie adsorvente
atraindo as moléculas da mistura em contacto por um tempo limitado (Coelho et al.,
2014). A adsorgao pode-se dividir em adsorgao fisica ou adsorgao quimica, contudo os
dois tipos de adsorcdao podem ocorrer simultaneamente, além da possivel intervencao

de intermediarios (Coelho et al., 2014).

Um tipo de adsorvente muito utilizado na remoc¢ao de micropoluentes, segundo
Metcalf e Harrison (2017) é o carvao ativado, sendo este material produzido a partir de
diversos materiais organicos, como por exemplo a madeira, cascas de nozes, améndoas
ou de coco, caroco de azeitona e ossos de animais, com alto teor de carbono quando
subordinados a reagfes de carbonizacdo ou ao processo de pirdlise, causando o efeito
de uma estrutura porosa no material. As propriedades de adsor¢do do carvdo como a
area superficial, caracteristicas de regeneracao e distribuicdo dos tamanhos dos poros
sdo fatores que dependem sobretudo do material de origem do carvao, da preparacao

e da natureza dos agentes ativantes, sendo possiveis muitas variacdes (Matos, 2015).
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3. MATERIAIS E METODOS

A parte experimental deste trabalho divide-se em duas etapas principais. Na
primeira etapa realiza-se a otimizacdo do método de quantificacdo de sertralina por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detetor de arranjo de diodos. Na segunda
etapa estuda-se a remocdo da sertralina por adsorcdo utilizando carvao ativado obtido

do carogo da azeitona.

3.1 Reagentes e adsorventes

Como solventes para a preparacao dos padrdes analiticos da sertralina utiliza-se
acetonitrilo (ACN) para HPLC da marca Honeywell-Riedel-de Haen (+99,9%) e dietilamina
(DEA) da marca Sigma-Aldrich (+99,5%). Na preparacdo dos padrdes de sertralina obtida
de comprimidos comerciais utiliza-se metanol (MeOH) da marca Fisher Scientific
(+99,8%) e agua destilada obtida do Laboratdrio de Quimica Analitica. O farmaco
comercial (comprimidos) utilizado foi Sertralina 100 mg da marca Sandoz e a sertralina
(CAS n2 79559-97-0) obtida da Sigma-Aldrich com uma pureza de +96%. Como

adsorvente utilizou-se caroco de azeitona obtido de um lagar da regidao de Braganca.

3.2 Material e Equipamento

Para a identificacdo e quantificacdo de todos os padrdes analiticos da sertralina,
foi utilizado um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) da marca
Jasco (série Extreme), acoplado com um detetor DAD, modelo DAD-MD-4010, uma
bomba modelo PU-4180 RHPLC e um injetor manual Rheodyne com um volume de
injecdo de 20 uL (Figura 3). Utilizou-se uma coluna cromatografica analitica (250 mm x
4.6 mm, com um diametro de 5 um) SiliaChrom XT C18 da SiliCycle, estando a gama de
operacao do pH compreendida entre 1 e 12. Todas as analises de HPLC foram realizadas

em modo isocratico e com um caudal constante de 1 mL/min.
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Figura 3 - Sistema de HPLC-DAD (Jasco Extreme) utilizado na quantificacdo da sertralina.

Para a trituracdo do carogo utilizou-se um moinho ultracentrifugo ZM 200 da
marca Retsch GmbH (Figura 4), com um rotor de 12 dentes e de didmetro até 99 mm

com uma velocidade maxima de 10000 rpm.

Figura 4 - Moinho de laboratério utilizado na trituragdo do carogo de azeitona.
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3.3 Quantificagao de sertralina por HPLC-DAD
3.3.1 Otimizac¢ao das condi¢des de operagao

e Escolha da fase movel

A revisao bibliografica permitiu verificar que na maior parte dos estudos
publicados, é mais utilizada como fase mdvel na quantificacdo de farmacos por
cromatografia liquida, uma mistura de acetonitrilo com dgua, sendo em alguns estudos
utilizado metanol em vez de acetonitrilo. Uma possivel justificacao para a utilizagdao de
misturas de metanol com dgua pode estar relacionada com a solubilidade elevada da
generalidade dos farmacos em metanol e a pequena quantidade de solventes organicos
misciveis em agua. Como o fabricante da coluna escolhida para trabalhar com um pH
elevado, refere a possibilidade de se poder operar com solventes polares puros como o
metanol e o acetonitrilo, decidiu-se optar por proteger o maximo a fase estacionaria

(C18) utilizando apenas acetonitrilo puro.

e Estudo do efeito do pH na separagcdo cromatogrdfica e escolha do tipo de
coluna

De acordo com o referido John Dolan (ACE Technologies) e comprovado por Ana
Oliveira (2019), as bases estao maioritariamente na sua forma ndo ionizada (>99%) se o
valor de pH da solugdo for igual ao seu valor de pKa acrescido de 2 unidades. Como a
forma ndo ionizada serd menos polar (mais hidrofdbica) sera por isso mais retida num
sistema de fase reversa. Os acidos serdo mais retidos para valores de pH baixos e as
bases serdo mais retidas para valores de pH mais elevados. Desta forma, o estudo do
efeito do valor de pH da fase mdvel na retencao e na dispersao cromatografica é um

passo importante na qualidade da separacao cromatografica.

No caso da fase movel para esta experiéncia, verificou-se que um pH mais basico
permite que o sinal de detecdo e o tempo de retencdo tenham melhores resultados. Ao
comparar a fase movel de metanol com TFA e de acetonitrilo com DEA, verifica-se que
o acetonitrilo com DEA tem um melhor sinal de detecdo da sertralina e um tempo de

retencao inferior, isto porque o TFA acidifica a fase mdvel e prejudica nos resultados.
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e Escolha do comprimento de onda para a quantificagéo da Sertralina

Apds a escolha da composicdo da fase mével e da coluna adequada para a
guantificacdo da sertralina, procedeu-se ao estudo de qual o comprimento de onda mais
apropriado para maximizar o sinal do detetor e com isso obter os limites de

guantificacdo e detecdao mais baixos possiveis com o equipamento utilizado.

3.3.2 Estudo da linearidade da quantificagao da sertralina em diferentes

solventes

e Solugoes da sertralina preparada em metanol

Para a preparacdo das solucGes de sertralina (reagente da Sigma-Aldrich), utilizou-
se 10 mg de sertralina com 100 mL de metanol para a obten¢ao de uma solugao padrao
com a concentracdo de 100 mg/L. A preparacdo dos padrdes de sertralina de
concentracdao menor foi realizada por dilui¢des sucessivas de 1 mL para 10 mL de
metanol, a partir da solu¢do de 100 mg/L. Preparam-se 8 padrdes (100, 60, 50, 40, 30,

20, 10, 1) e cada um deles foi analisado por HPLC em triplicado.

e Solugbes de sertralina obtida com um comprimido comercial preparadas em
metanol e dgua destilada

Na preparagdo das solugcbes da sertralina utilizando um comprimido comercial
utilizou-se como solvente dois solventes distintos: agua destilada ou metanol. Para a
preparacao de todos os padroes em ambos os solventes, foi utilizado um comprimido
com massa de 341,9 mg para as solu¢des em metanol e de 312,7 mg para as solugdes
aquosas. O volume de solu¢cdo mae preparado em metanol foi de 250 mL e em agua foi
de 500 mL, tendo-se obtido uma concentragdo de sertralina proxima de 400 mg/L para

a solucdo em metanol e de 200 mg/L em agua.
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3.3.3 Tratamento estatistico das curvas de calibragao

A validacdo de um método analitico deve garantir, por meio de estudos
experimentais, que o método atenda as exigéncias das aplicacdes analiticas,
assegurando a confiabilidade dos resultados. Para tal, deve-se sempre que possivel
determinar a precisdo, a exatiddo, a linearidade e os limites de detecdo e de

quantificacao.

A curva de calibracdo (Equacdo 1) deve ser determinada para uma dada matriz
aquosa, devendo serem utilizados no minimo 6 pontos que contenham o padrdo do
farmaco. O coeficiente de correlacdo linear (R?) deve ser igual ou superior a 0,98% de

forma a garantir a linearidade (Miller, 2018).

A precisdao de um método analitico é definida como a concordancia entre varios
resultados obtidos, quanto mais préximos entre si estiverem, maior é a precisdo. A
precisdao pode ser expressa como desvio padrdo ou coeficiente de variagdao (CV). Para a
equacdo do modelo linear, utiliza-se a equacdo 4 onde o a representa a representa a
ordenada na origem e no b o declive. O coeficiente de variacdo é determinado através
da Equacdo 2 onde Sy, corresponde ao cdlculo do desvio padrdao do método, estimado
com as Equacgdes 3 e 4. A equacdo 4 corresponde ao calculo da estatistica auxiliar,
necessaria para a determinacao dos intervalos de confianca para os valores da ordenada

na origem e do declive da regressao linear.

y=a+ bx (Equacgdo 1)

CV,, = 57’_'1 x 100 (Equacdo 2)
Sy/x ~

Sm = = (Equacao 3)

. )2
Sy/x = ’Z—‘(i‘_ly‘) (Equagdo 4)
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O limite de quantificacdo (LQ) é a menor quantidade do analito que
pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis, sendo determinado
recorrendo a Equacao 5, onde b representa o declive e S; 0 desvio padrao da ordenada

na origem a.
LQ =10 .%a (Equacdo 5)

O limite de detec¢do (LD) do método analitico pode ser definido como a menor
guantidade de analito que pode ser detetada, porém, ndo necessariamente quantificada

como um valor exato. Pode ser calculado através da Equacao 6.

LD = LQ 110 (Equacdo 6)

3.4 Adsorcgao de sertralina utilizando diferentes adsorventes obtidos do
carogo da azeitona

Neste trabalho foram estudados 2 tipos de adsorventes obtidos pelo carogo da
azeitona. O 12 adsorvente utilizado foi o caro¢o da azeitona grosseiramente triturado
(“granulado”) e designado por “adsorvente 1” e o 22 tipo de adsorvente foi obtido por
trituracdo do granulado até um didmetro de particulas médio de 0,25 mm (“pd”) e

designado por “adsorvente 2”.

3.4.1 Ativacao dos adsorventes

Na ativacdao de ambos os adsorventes, utilizou-se o seguinte procedimento:

Adicionou-se a uma solugdo aquosa de H,SO4 a 10% na proporgao de 1:3 com o
adsorvente. Para um copo de precipitagdao de 600 mL medir numa balanga monoprato
50 g de adsorvente em granulado e adicionar 150 mL de solugdo acida medidos com
uma proveta. Repetir o mesmo procedimento com 50 g de adsorvente 0,25 mm,
adicionando 150 mL de solucdo 4cida. Deixar as misturas em agitacdo (placa de agitacao
e barra magnética) na hotte durante 24 h. Filtrou-se ambas as solu¢des em funil com
placa porosa de vidro de porosidade 4 “grossa média” e de seguida lavou-se
abundantemente o adsorvente com 1000 mL de agua destilada. Secou-se o adsorvente

a temperatura ambiente durante a noite. Colocou-se o adsorvente ja seco numa estufa
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por 24 horas a 110°C. De seguida, o solido é carbonizado numa mufla a 550°C durante

1h30.

3.4.2 Estudo do equilibrio de adsorgao utilizando o método batch

Para otimizar os parametros de adsorgao realizou-se medi¢des experimentais em
modo descontinuo (batch) para estudar a quantidade de adsorvente. Na influéncia do

tempo de equilibrio de adsorgdo utilizou-se o seguinte procedimento:

Preparou-se 1 L de solugdo de farmaco em agua destilada com uma concentragao
de 20 mg/L. e mediu-se o pH. Ajustou-se o pH da solucdo para 4, utilizando acido
cloridrico (HCl) 0,1 mol/L. Ao todo foram utilizados 900 uL. Adicionou-se 250 mg de
adsorvente com 50 mL de solucgdo aquosa de farmacos a 20 mg/L em 14 Erlenmeyers de
100 mL. Um dos Erlenmeyers continha apenas dgua destilada (sem farmaco) e um
apenas com a solucdo de farmaco (sem adsorvente). No total preparou-se 15
Erlenmeyers, sendo que as Ultimas 3 amostras (13, 14, 15) sdo retiradas ao fim de 36
horas. Todos os Erlenmeyers sdao colocados numa incubadora sob agitagdo moderada
(150 rpm) a uma temperatura de 25°C durante periodos de tempo) (10, 20, 30, 40, 50,
60, 90, 120, 180, 240, 2640 min). Retirou-se da incubadora os Erlenmeyers e deixou-se
repousar 30 min. Retirou-se do sobrenadante cerca de 2 mL com uma seringa de vidro

e filtrou-se com um filtro de seringa para um frasco de vidro.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Otimizagao das condi¢des operatorias em HPLC

4.1.1 Estudo do efeito do pH na analise cromatografica

Para se estudar o efeito do valor de pH na andlise da sertralina por HPLC-DADA,
realizaram-se duas experiéncias de eluicdo cromatografica de uma solucdo de sertralina
com uma concentracdo de 100 mg/L preparada utilizando metanol como solvente. Na
primeira analise utilizou-se como fase mével fortemente acida (pH=2,7) uma mistura de
100%acetonitrilo (ACN) com 0,01%acido trifluoroacético (TFA). Na segunda andlise
utilizou-se uma fase mével fortemente alcalina (pH=10,8) com a composicdo de 100%
de acetonitrilo e 0,025% de dietilamina (DEA). Os cromatogramas obtidos encontram-

se representados de uma forma sobreposta, na Figura 5.

—100ACN:0.025DEA ——100ACN:0.010TFA
1.0E+06
1

= 8.0E+05 1: metanol
2 2: sertralina
~— 6.0E+05
2 2
9 4.0E+05
1]
£
@ 2.0E+05 1 2

0.0E+00

0 5 10 15 20 25

Tempo (min)

Figura 5 — Analise da sertralina por HPLC-DAD utilizando uma fase mdvel de acetonitrilo com
diferentes valores de pH.

A observacdo destes resultados experimentais, permite verificar que a adicdo de
dietilamina (DEA) é benéfica em termos de retencdo, dispersdo e intensidade do sinal
do detetor. Contudo, a adicdo de DEA implica trabalhar com um valor de pH bastante
elevado (10,8) sendo esse o principal fator para a escolha de uma coluna cromatografica

SiliaChrom XT C18, que permite a operagdo com uma gama de pHentre 1 e 12
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4.1.2 Selecdao do comprimento de onda para quantificagao

Para este estudo, preparou-se uma solugdo padrao de sertralina a partir de um
comprimido comercial de sertralina (100 mg) utilizando metanol como solvente.
Dissolveu-se um comprimido num goblé com 4gua destilada, sob agitacao, filtrando-se
de seguida com papel de filtro e diluindo em baldo volumétrico de 500 mL. De seguida,
realizou-se a andlise dessa solucdo utilizando o detetor DAD em 4 comprimentos de

onda diferentes: 220, 215, 210 e 205 nm.

=220 nm 215nm ——210nm =—205nm

8.0E+05 -+
6.0E+05 A
4,0E+05 4
2.0E+05 +

0.0E+00 o

Sinal DAD (ptUA)

-2.0E+05

-4.0E+05 -
tempo (min)

Figura 6 — Cromatogramas obtidos por HPLC-DAD para a analise de uma solucdo padrado de
sertralina de 20ppm utilizando 4 comprimentos de onda diferentes.

Os resultados obtidos permitem verificar que quanto menor é o comprimento de
onda, mais forte é a diminuicdo e a interferéncia da linha de base, podendo afetar a
integracdo do sinal cromatografico e com isso a linearidade do método. Por outro lado,
a analise de uma amostra real, preparada em metanol, podera ser problematica caso
exista algum composto com um tempo de retencao inferior ao da sertralina e superior
ao do metanol. Assim, optou-se por escolher o comprimento de onda de 220 nm pelo
facto de corresponder a uma situacdao de menor instabilidade da linha de base e ainda

se obter um valor significativo para o sinal cromatografico.

4.2 Curvas de calibragao da sertralina e tratamento de estatistico

Nesta sec¢do apresentam-se 3 curvas de calibracdo de sertralina. A primeira curva
de calibracdo foi determinada com a sertralina adquirida a Sigma-Aldrich e os padrdes
foram preparados utilizando metanol. A segunda e terceira curvas de calibracdo foram

determinadas utilizando padrdes preparados com um comprimido de sertralina. Na
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segunda, a preparacdo dos padrdes foi realizada em metanol e na terceira com agua

destilada. As curvas de calibracdo e dos respetivos cromatogramas sobrepostos

encontram-se representados nas Figuras 7 a 12. Pode-se verificar que os coeficientes de

determinagdo obtidos sdao todos superiores ou iguais a 0,9971 o que permite concluir da

boa linearidade obtida para todas as 3 situagdes.
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Figura 7 - Curva de calibragdo da sertralina pura em metanol.
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Figura 9 - Curva de calibragdo da sertralina comercial em
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Figura 11 - Curva de calibragdo da sertralina comercial em

agua destilada.
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Figura 12 - Cromatograma das vdrias concentragGes da

sertralina comercial em 4gua destilada.
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Na Tabela 5, apresentam-se os principais parametros estatisticos obtidos para as
3 curvas de calibragdo: limites de dete¢do e quantificacdo, coeficiente de variagdo do
método e os intervalos de confianca, obtidos a 95%, para os valores da ordenada na

origem e do declive.

Tabela 5 - Tratamento estatistico das 3 curvas de calibracdo da sertralina.

Gama
Reagente/ linear N Declive (b) Ordenada (a) R? La LD CVm
Solvente (mg/L) (mg/L) (%)
(mg/L)
SER 1-60 7 6748112522 -238+90935 0,9989 1,00 0,333 2,53
pura/metanol
.SER 5-400 10 68603%+2585 4763721451902 0,9979 5,00 1,650 5,87
comercial/metanol
SER
comercial/agua 0,1-60 9 70575+£3383 769551107724 0,9971 0,100 0,033 5,30
destilada

4.3 Remogao de sertralina utilizando diferentes tipos de adsorvente

Para os estudos de remocdo, utilizou-se como solu¢cdo-mde uma solucdo
preparada com comprimido comercial dissolvido em agua destilada e com uma
concentra¢do de 20 mg/L. Realizaram-se 3 tipos diferentes de estudos de remogdo. No
primeiro estudo, utilizou-se como adsorvente 250 mg de carvao ativado a partir de
carogo da azeitona em granulado. No segundo estudo, utilizou-se 250 mg de carvao
ativado obtido a partir de coroco de azeitona moido para um tamanho médio de
particula de 0,25 mm. No terceiro estudo utilizou-se 50 mg de carvao ativado obtido a
partir de coroc¢o de azeitona moido para um tamanho médio de particula de 0,25 mm.
Todas as analises das amostras obtidas foram realizadas utilizando um comprimento de
onda de 220 nm. Na Tabela 6, podemos observar os resultados de remoc¢do em funcao

do tempo de contacto adsorvente/adsorbato para o primeiro estudo realizado.
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Tabela 6 - Eficiéncia de remoc¢do da sertralina com 250 mg de carvao ativado obtido do caroco
de azeitona em granulado (“adsorvente 1”).

Tempo Concentracao Eficiéncia de
(min) média (mg/L) remocdo (%)
10 11,96 40,2
20 12,54 37,3
30 6,32 68,4
40 8,29 58,6
50 7,30 63,5
60 3,45 82,8
90 4,99 75,1
120 4,67 76,7
180 2,79 86,1
240 1,89 90,6
1440 0 100,0
2640 0 100,0
2640 0 100,0

Como podemos observar na tabela anterior, verificou-se que ao fim de 4 horas
(240 min) adsorveu-se quase toda a sertralina presente na amostra e ao fim de 24 horas
(2640 min) a remocdo de sertralina foi total. Para calcular a concentra¢do para cada

tempo utilizou-se a Equagao 7.

Aj

C; = x 20 (Equacdo 7)

Asm

Sendo A, a 4rea obtida para a sertralina na amostra e Asy a area média (1769633)
obtida com a solugdo inicial de concentragdo 20 mg/L. A percentagem de remocdo foi

calculada pela Equacao 8.

Eficiéncia de remocao (%) = % x 100 (Equacao 8)
0

Na Figura 13 apresenta-se o estudo da eficiéncia de remocgdo da sertralina

utilizando 250 mg do “adsorvente 1”.
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Figura 13 — Estudo de remocao de sertralina utilizando 250 mg de carvao ativado obtido de
carogo de azeitona granulado (“adsorvente 1”).

Na segunda fase, o processo foi 0 mesmo que na primeira manteve-se a massa do
adsorvente, 250 mg, mas foi alterado o tipo de adsorvente passando a ser o caro¢o em
po. Na tabela 7 esta representada a percentagem de remocdo em relagdo ao tempo do

caroco da azeitona em pd com 250 mg de adsorvente.

Tabela 7 - Eficiéncia de remogdo da sertralina com 250 mg de carvao ativado obtido do
adsorvente moido para 0,25 mm (“adsorvente 2”).

Tempo Concentragao Eficiéncia de

(min) média (mg/L) remogao (%)
10 0 100
20 0 100
30 0 100
40 0 100
50 0 100
60 0 100
90 0 100
120 0 100
180 0 100
240 0 100
1440 0 100

Na Figura 14, encontra-se representada a curva do estudo da eficiéncia de

remocao da sertralina utilizando 250 mg do “adsorvente 2”.
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Figura 14 - Estudo de remocgao de sertralina utilizando 250 mg de carvao ativado obtido de
caroco de azeitona previamente moido para um tamanho médio de 25 mm (“adsorvente 2”).

Como se pode observar ao fim de 10 minutos com a massa de 250 mg deste tipo
de adsorvente a remogado ja era de 100%. Para comparar os efeitos do carvdo ativado
do carogo da azeitona, decidiu-se diminuir a massa do adsorvente em pdé para 50 mg.

Na tabela 8 observa-se a percentagem de remocao.

Tabela 8 - Eficiéncia de remogdo da sertralina com 50 mg de carvao ativado obtido do
adsorvente moido para 0,25 mm (“adsorvente 2”).

Tempo Concentragao Eficiéncia de
(min) média (mg/L) remocao (%)
10 7,67 61,66
20 2,74 86,29
30 1,33 93,33
40 0,46 97,69
50 0 100
60 0 100
90 0 100
120 0 100
180 0 100
240 0 100

Na Figura 15, encontra-se representada a curva do estudo da eficiéncia de

remocao da sertralina utilizando 50 mg do “adsorvente 2”.
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Figura 15 — Estudo de remocdo de sertralina utilizando 50 mg de carvao ativado obtido de

carocgo de azeitona previamente moido para um tamanho médio de 0,25 mm (“adsorvente
2")-

Através da Figura, pode-se observar que ao fim de 50 minutos a sertralina foi
removida a 100%, e pela comparacdo feita conclui-se que a massa de adsorvente

influéncia no tempo de remocao.
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5. CONCLUSOES E TRABALHO FUTURO

5.1 Conclusoes

O principal objetivo deste trabalho, consistiu em estudar o processo de remocao
do antidepressivo sertralina de efluentes aquosos, utilizando carvao ativado obtido de

carogo da azeitona da regido de Braganga.

A quantificagdo da sertralina é realizada por cromatografia liquida (HPLC-DAD).
Devido ao elevado valor de pKa da sertralina utilizou-se uma coluna SiliaChrom XT C18,
capaz de operar com valores de pH até 12. O método de quantificacdo foi otimizado em
termos de composicdo e valor de pH da fase moével. Estudou-se também qual o
comprimento de onda que maximizasse a intensidade do sinal do detetor, tendo-se

decidido realizar a quantificagdo a 220 nm.

Foi estudada a linearidade da curva de calibrag¢ao da sertralina, utilizando metanol
e dgua destilada como solvente na preparacdao dos padrdes. Estudou-se também a
linearidade da curva de calibracdo da sertralina comercial (em comprimido) utilizando
agua destilada como solvente. Em todas as 3 situacdes foi obtida uma boa linearidade
(R? > +0,997) entre a concentracdo e a drea cromatografica. Por este facto, decidiu-se
utilizar o comprimido comercial de sertralina, bastante mais econémico, e a agua
destilada como solvente. Este é o solvente a partir do qual se pretende remover a
sertralina, sendo por isso o mais apropriado, evitando-se a sua mudancga das amostras

para um solvente diferente na quantificacao.

Apds a otimizacdo de todo o processo de identificacdo e quantificagdo em HPLC-
DAD, passou-se ao estudo do processo de remoc¢ado da sertralina utilizando dois tipos
diferentes de adsorvente e diferentes quantidades inicias de adsorvente para uma dada
qguantidade pré-definida de sertralina. Verificou-se que o adsorvente que permite
melhores resultados de remog¢do em menor tempo de contacto é o carvdo ativado
obtido do carogo de azeitona previamente moido para um tamanho médio de particula
de 0,25 mm. Realizaram-se também ensaios de remocdo de sertralina variando a
guantidade de adsorvente utilizado, tendo-se diminuido a razdo massa de adsorvente
por massa de adsorbato (sertralina) de 250:1 para 50:1. Foi possivel concluir que

utilizando 250 mg de adsorvente se verifica a remoc¢do completa da sertralina (1 mg)
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logo ao fim de 10 min (primeira amostra recolhida) enquanto que para 50 mg de

adsorvente a remocgao é completa apenas ao fim de cerca de 50 min.

5.2 Trabalhos futuros

Como sugestbes para trabalhos futuros, sugere-se a realizacdao de estudos de
equilibrio de adsorcdo mais completos. Para tal, deve-se determinar qual a relacdo de
massa de adsorvente/massa de adsorbato maxima para que ndo ocorra a remogao
completa do farmaco. De seguida, poder-se-a realizar a determinacdo de isotérmicas de
adsorcdo e determinar os principais parametros que afetam o equilibrio de adsor¢ao,
como por exemplo a capacidade maxima de adsor¢do do adsorvente. A realiza¢do de
experiéncias de saturacdo do adsorvente em leito fixo, serdo também importantes de
forma a estimar parametros que afetem a cinética de adsorgao, como por exemplo a

coeficiente de transferéncia de massa.

Sugere-se também o estudo de outro tipo de adsorventes como por exemplo a
casca da améndoa. Poderia ser testado o método de extracdao por SPE e ainda comparar
diferentes pH, tempo e temperatura. Também seria interessante aplicar toda esta
metodologia experimental a diferentes antidepressivos ou até mesmo a diferentes

classes de farmacos.
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