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RESUMO

O crescimento do mercado de medicamentos veterindrios faz com que esse setor
invista em novas tecnologias e produtos com menores impactos ambientais, pois os residuos
dos farmacos de uso veterinario tém sido detectados em diversos compartimentos. Ensaios de
toxicidade aguda e crénica permitem a deteccao dos efeitos deletérios de substancias toxicas
em concentracBes muito baixas. Neste contexto, o objetivo desse trabalho é avaliar a
toxicidade dos efluentes brutos e tratados gerados na producdo de medicamentos veterinarios,
empregando ensaios ecotoxicoldgicos. Foram realizadas cinco campanhas de amostragens
entre outubro de 2011 e julho de 2012 em uma inddstria farmacéutica veterinaria. Amostras
de efluentes brutos, tratados quimicamente e tratados biologicamente foram coletadas e
submetidas aos testes de toxicidade aguda com Daphnia similis (NBR 12713) e de toxicidade
crénica com Ceriodaphnia dubia (NBR 13373). Os parametros avaliados nestes ensaios
foram a imobilidade e a reproducdo dos microcrustaceos (D. simillis e C. dubia). Todas as
amostras dos efluentes brutos e tratados apresentaram elevada toxicidade aguda para D.
similis. Nos testes cronicos com C. dubia observou-se uma toxicidade ainda maior, de acordo
com o tipo de efluente em grande parte das campanhas de amostragem. Os efluentes brutos e
tratados quimicamente apresentaram importante toxicidade e em geral o tratamento bioldgico
foi capaz de reduzir os efeitos observados. Adequacdes no tratamento serdo necessarias para
completa eliminag&o desta toxicidade dos efluentes dessa indUstria.

Palavras - chave: Toxicidade aguda. Toxicidade crénica. Medicamentos veterinarios.



ABSTRACT

The growing market for veterinary medicines makes this industry invest in new
technologies and products with lower environmental impacts, because veterinary drug
residues have been detected in several compartments. Tests for acute and chronic toxicity
allow the detection of the harmful effects of toxic substances in very low concentrations. In
this context, the aim of this study was to evaluate the toxicity raw and treated effluent
generated in the production of veterinary medicines, employing ecotoxicological tests. There
were performed five samplings between October of 2011 and July of 2012, in a veterinary
pharmaceutical industry. Samples of raw effluent, chemically treated and biologically treated
were collected and subjected to acute toxicity tests with D. similis (NBR 12713), chronic
toxicity with C. dubia (NBR 13373). Endpoints evaluated in these tests were the immobility
and the reproduction of microcrustaceans (D. simillis and C. dubia). All samples of raw and
treated effluent showed high acute toxicity to D. similis. In chronic tests with C. dubia, there
was an even greater toxicity, according to the type of effluent in a large part of performed
samplings. The raw and chemically treated effluents showed significant toxicity and general
biological treatment was able to reduce the effects observed. Adjustments in treatment will be
necessary for complete elimination of this toxicity of effluents in this industry.

Keywords: Acute toxicity. Chronic toxicity. Veterinary medicines.
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1 INTRODUCAO

O aumento dos residuos gerados em decorréncia da crescente fabricacdo de produtos
farmacéuticos tornou-se um dos maiores desafios ambientais da atualidade (BOUND;
VOULVOULLIS, 2004; AKINTONWA et al., 2009; CALISTO; ESTEVES, 2009; KOSONEN;
KRONBERG, 2009). Estudos demonstraram que uma vasta gama de farmacos (antibiéticos,
anti-inflamatorios, antilipémicos, antiepilépticos, B-bloqueadores, etc) e seus metabolitos
estdo presentes em ambientes aquaticos em varios paises como Alemanha, Brasil, Canada,
Holanda, Inglaterra, Italia, Suécia, Estados Unidos, Reino Unido e india (BILA; DEZOTTI,
2003; CLEUVERS, 2003; BOUND; VOULVOULIS, 2004; KIM; AGA, 2007; BESSE;
GARRIC, 2008; LIN et al., 2008; CALISTO; ESTEVES, 2009; TAMBOSI et al., 2010).
Assim, o monitoramento do destino dos residuos de produtos farmacéuticos deveria se tornar
obrigatério (BESSE; GARRIC, 2008).

O monitoramento de farmacos no meio ambiente tem atraido grande interesse devido
ao fato de muitas dessas substancias serem frequentemente encontradas em efluentes finais de
estacdes de tratamento de esgoto (ETE) (BILA; DEZOTTI, 2003; BOUND; VOULVOULIS,
2004; OLLER et al., 2011). Essas substancias sdo lancadas nos corpos hidricos receptores em
concentracdes na faixa de ng.L™ a pg.L™, podendo causar efeitos adversos a satide humana e
para 0s organismos aquaticos (KIM; AGA, 2007; CARLSSON et al., 2009). Apesar das
baixas concentracbes frequentemente encontradas nos compartimentos ambientais, a
combinacdo dos efeitos de diferentes farmacos (ex.: sinergismo), sua persisténcia e o0 seu
potencial de bioacumulacdo devem ser levados em conta na avaliacdo do seu risco ambiental
(BOUND; VOULVOULLIS, 2004; REIS FILHO et al., 2007).

A toxicologia ambiental é o termo usado para descrever o estudo cientifico dos efeitos
adversos causados aos organismos vivos pelas substancias quimicas presentes no ambiente
(CHASIN; PEDROZO, 2003). Inserida na toxicologia ambiental encontra-se a
ecotoxicologia, que é a ciéncia que estuda os impactos de poluentes ambientais sobre
populacdes de organismos vivos ou ecossistemas, considerando a interacdo dos poluentes com
0 préprio meio ambiente (BRENTANO, 2006). Na ecotoxicologia, 0 uso de ensaios
bioldgicos permite a detecgcdo dos efeitos deletérios de substancias presentes muitas vezes em
concentragdes menores que os limites de deteccdo dos metodos de analises quimicas, bem

como em geral apresentam menor custo. Desta forma, testes ecotoxicoldgicos tém se tornado
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uma importante ferramenta para auxiliar a tomada de decisdes visando a preservacao da biota
aquatica (BRENTANO, 2006; MAGALHAES; FERRAO FILHO, 2008).

Os efeitos toxicos de farmacos tém sido avaliados utilizando-se organismos aquaticos,
no entanto, poucos dados experimentais tém sido obtidos para organismos terrestres (BILA;
DEZOTTI, 2003). A aplicacdo de ensaios ecotoxicolégicos demanda a selecdo de organismos
teste e essa escolha deve ser baseada nos seguintes critérios: disponibilidade e abundancia no
ambiente, facilidade de cultivo em laboratério e conhecimento da sua biologia (BOHRER,
1995).

Assim como ocorre com relagdo aos medicamentos utilizados pelo homem, a presenca
de medicamentos veterinarios no ambiente pode ser um motivo de preocupacédo, pois eles
possuem importantes efeitos bioldgicos (HALLING-S@RENSEN et al., 1998). A quantidade
exata de medicamentos veterinarios produzidos e os dados relativos ao consumo de produtos
farmacéuticos no Brasil ndo estdo disponiveis (TAMBOSI et al., 2010). Mas em vista do
elevado crescimento do setor agropecudrio podemos imaginar que toneladas sdo produzidas e
consumidas todos 0s anos em nosso pais. Assim, 0 aumento dos residuos gerados pelo uso
crescente de produtos farmacéuticos, e considerando-se a possibilidade de um aumento
proporcional do lancamento desses residuos no ambiente, o gerenciamento da presenca dessas
substancias nos compartimentos ambientais tornou-se urgente (BOUND; VOULVOULIS,
2004; AKINTONWA et al., 2009; CALISTO; ESTEVES, 2009; KOSONEN; KRONBERG,
2009).

A literatura recente relata os possiveis riscos ambientais causados por medicamentos
veterinarios, por exemplo, aqueles usados na criacdo de gado, tanques de criagdo de peixes e
suinocultura que podem ser langados no solo, subsolo e nas aguas superficiais. Com isso,
varios pesquisadores vém desenvolvendo ensaios ecotoxicologicos e modelos para avaliacdo
de risco ambiental para esses compostos quimicos (BILA; DEZOTTI, 2003; BOXALL et al.,
2003; BOXALL et al., 2004).
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 INDUSTRIA FARMACEUTICA VETERINARIA NO BRASIL

A industria de saude animal é responsavel por manter a saude e a produtividade dos
diversos rebanhos em todo o mundo, bem como por assegurar a sanidade e a abundancia do
alimento que produzem. Além disso, também é responsavel por prover a saude e o bem-estar
de animais domésticos (CAPANEMA et al., 2007).

O segmento do agronegocio tem apresentado um crescimento econdmico durante a
ultima década no Brasil, sendo responsavel, por aproximadamente 27% do produto interno
bruto e 37% da mao-de-obra empregada no pais. Em relacdo ao mercado de produtos e
medicamentos veterinarios, esse crescimento tem estimulado as empresas da industria
agroguimica a investir em novas tecnologias para o desenvolvimento de produtos que
minimizem os impactos ambientais, bem como proporcionem eficécia e lucratividade na sua
utilizacdo (CALARGE et al., 2007).

Os produtos farmacéuticos veterinarios podem ser agrupados por classe farmacéutica
(bioldgicos, farmacos e suplementos nutricionais) e direcionados a diferentes segmentos de
animais, divididos em grandes e pequenos animais (pet). Atualmente, o Brasil € um dos cinco
maiores mercados veterinarios em todo o mundo. A entidade representativa desse setor € o
Sindicato Nacional da Industria de Produtos para Saude Animal (Sindan), que congrega cerca
de 100 laboratérios atuantes no mercado nacional e, segundo seus dados, o faturamento da
inddstria de satde animal, em 2006, foi de R$ 2.365,6 bilhdes (CAPANEMA et al., 2007).

Esse segmento industrial é caracterizado por dois modelos de empresas: (1) grandes
multinacionais quimico-farmacéuticas, com atuacdo global, (2) empresas nacionais de
pequeno porte. As primeiras caracterizam-se por liderar o processo de inovacéo e as segundas
por serem seguidoras. No grupo das multinacionais praticamente ndo ha casos de
especializacdo no mercado veterinario, como acontece com as empresas regionais (WAACK,
2000). Um aspecto particular das pequenas indastrias é a existéncia de nichos abertos as
empresas nacionais por causa das diferencas entre o padrdo de distribuicdo das espécies e a
ocorréncia de problemas sanitarios e nutricionais proprios de cada pais (CAPANEMA et al.,
2007).

No que diz respeito, especificamente, ao setor pecuario, verifica-se que de 1990 a
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2003 a producéo de carne bovina aumentou 85,2% (uma média de 6,1% ao ano), passando de
4,1 milhGes para 7,6 milhdes de toneladas produzidas. Nesse periodo, a suinocultura cresceu
173,3% (média de 12,4% ao ano), saltando de 1 milhdo para 2,9 milhdes de toneladas
produzidas. Este crescimento ndo se apresenta diferente quando se analisa o mercado de
produtos veterinarios, o qual possui um forte relacionamento com o setor agropecuario. Esse
setor apresentou um crescimento de 18,5% entre os anos de 2002 e 2004 (CALARGE et al.,
2007).

Em relacdo ao mercado mundial, a América Latina foi responsavel, no ano de 2003,
por um faturamento de US$ 1,4 bilhdes, o que representava 11,1% do faturamento mundial. O
Brasil, no ano de 2005, obteve um faturamento de US$ 615 milhdes, o que representa
aproximadamente 44,0% do mercado latino-americano e 5,0% do mercado mundial
(CALARGE et al., 2007).

2.2 FARMACOS E MEDICAMENTOS VETERINARIOS COMO CONTAMINANTES
AMBIENTAIS

Os farmacos sdo uma das mais importantes classes de poluentes emergentes (FATTA-
KASSINOS et al., 2011). Poluentes emergentes podem ser definidos como qualquer agente
qguimico ndo incluido em programas nacionais ou internacionais de monitoramento e nao
incluidos anteriormente em regulamentacfes de qualidade ambiental, mas que é introduzido
continuamente nos compartimentos ambientais por atividades antrépicas. Esses compostos
ndo Sao necessariamente Novos poréem o seu comportamento ambiental e ecotoxicolégico ndo
sdo plenamente conhecidos (HORVAT et al., 2012).

Recentemente, baixos niveis de farmacos de uso veterinario foram detectados em
diferentes partes do mundo nos solos, em sedimentos, no lodo proveniente do tratamento de
esgoto doméstico, nas aguas superficiais, nas aguas subterraneas e em efluentes industriais
(BOXALL et al., 2003; DIAZ-CRUZ et al., 2003; AKINTONWA et al., 2009; WATANABE et
al., 2010). Os farmacos, necessariamente sdo compostos biologicamente ativos desenvolvidos
para resistir a biodegradacgdo, devido a sua resisténcia aos processos de biotransformacéo,
caracteristica que normalmente aumenta os seus efeitos terapéuticos. Porém, essa mesma
caracteristica contribui para sua persisténcia ambiental (FATTA-KASSINOS et al., 2011).

Particularmente, os produtos farmacéuticos veterinarios sdo substancias com elevada

atividade fisioldgica, utilizadas na agroindustria para combater parasitas, prevencdo e
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tratamento de doencas transmitidas por bactérias e como agentes promotores de crescimento
na producgdo de carne (TOLLS, 2001; BOXALL et al., 2003). Os medicamentos veterinarios
sdo administrados aos animais por via oral, com a alimentacdo, por via parenteral ou por
aplicacdo tdpica. Dependendo do farmaco e da espécie animal sua excrecdo pode ocorre nas
formas inalterada, como conjugados, ou ainda como produtos de biotransformacéo oxidados,
reduzidos ou hidrolisados (TOLLS, 2001).

Normalmente, produtos farmacéuticos para uso humano e veterinario sdo considerados
separadamente na avaliacdo de ricos devido a diferencas nas suas rotas de ingresso nos
compartimentos ambientais. Enquanto as fontes de farmacos de uso humano tendem a ser
pontuais, as de uso veterinario normalmente sdo difusas. As potenciais vias de introducédo, no
meio ambiente, das substancias utilizadas em criacdo animal sdo os lancamentos diretos, sua
disposicéo, a aplicacdo de excretas como fertilizantes e dissolugdo direta em corpos d’agua
onde h& aquicultura (JONES et al., 2004). Nesse contexto, considera-se como a principal rota
de introducéo de produtos farmacéuticos veterinarios, no meio ambiente, a aplicacdo em solos
de esterco (ZWIENER, 2007; FATTA-KASSINOS et al., 2011).

Contudo, as industrias farmacéuticas geram efluentes, emissGes atmosféricas e
residuos sélidos variados. Particularmente os efluentes liquidos resultantes da limpeza dos
equipamentos, apo6s a producdo em batelada dos medicamentos, e podem conter compostos
organicos tdxicos. Sua composicdo varia de acordo com o produto fabricado, 0s materiais
utilizados no processo, e de outras caracteristicas do processo envolvido. Assim, a demanda
bioquimica de oxigénio (DBO), demanda quimica de oxigénio (DQO), o teor de solidos em
suspensdo, bem como a quantidade de fenol e o pH desses efluentes ndo sdo constantes,
dependendo diretamente do medicamento fabricado, das matérias primas empregadas e da
tecnologia de processamento (AKINTONWA et al., 2009).

Os riscos dos efluentes industriais farmacéuticos a salde humana e as espécies nao
alvo ndo podem ser subestimados e, portando, h& grande necessidade do seu reconhecimento.
Para que possa ser realizada a avaliacdo de risco, a agéncia norte americana Food and Drug
Administration (FDA) recomenda que testes de toxicidade utilizando espécies aquéticas (ex.:
algas) e terrestres (ex.. plantas superiores) devam ser continuamente realizados para
caracterizacdo dos efluentes de industrias farmacéuticas (AKINTONWA et al., 2009).

No Brasil, embora a Resolucdo do Conselho Nacional do Meio Ambiente 430 (2011)
ndo trate especificamente da presenca de farmacos em efluentes, essa determina que apenas
efluentes enquadrados nas condi¢des de langamento podem ser efetivamente dispostos no

meio ambiente. Entre as condicdes previstas estdo parametros inorganicos (ex.. metais
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toxicos) e poucos orgénicos (ex.: benzeno, tolueno, xileno entre outros), pH (entre 5-9),
temperatura (inferior a 40 °C), materiais sedimentaveis (até 1 mg.L™), regime de lancamento
com vazdo maxima de até 1,5 vez a vazdo média do periodo de atividade didria do agente
poluidor, 6leos minerais (até 20 mg.L™), leos vegetais e gorduras animais (até 50 mg.L-1),
auséncia de materiais flutuantes, DBO 5 dias com remocao de minima de 60%. Além desses
parametros, o efluente ndo deverd causar ou possuir potencial para causar efeitos toxicos aos
organismos aquaticos no corpo receptor, de acordo com o0s critérios de toxicidade
estabelecidos pelo 6rgdo ambiental competente. Esses critérios devem ser baseados em
resultados de ensaios ecotoxicol6gicos padronizados, utilizando organismos aquéaticos e
realizados nos proprios efluentes com organismos de pelo menos dois niveis troficos
(CONAMA, 2011). Na auséncia de critérios de ecotoxicidade estabelecidos pelo 6rgéo
ambiental para avaliar a toxicidade do efluente no corpo receptor a Resolucdo CONAMA 430
(2011) estabelece critérios minimos baseados na classe do corpo d’agua receptor de acordo
com a resolucio CONAMA 357 (2005).

As préticas sanitarias modernas resultam em grandes volumes de residuos de origem
antropogénica, como por exemplo, esgotos domésticos e industriais, que tem sido coletados e
tratados em estacOes de tratamento de esgoto comuns. As estacOes de tratamento produzem
efluentes liquidos para langar nos corpos d’agua e, por consequéncia o lodo - residuo sélido
ou semissolido proveniente do tratamento de efluentes - o qual é normalmente tratado, por
métodos de compostagem e depois reutilizado como fertilizantes e condicionadores de solos
ou dispostos como residuo em aterros (JONES-LEPP; STEVENS, 2007). No Brasil a
resolucdo CONAMA 375 (2006) ndo permite o uso agricola de lodos de origem industrial.

Tanto nesses residuos liquidos, quanto nos solidos podem estar presentes grandes
guantidades de substancias toxicas conhecidas e desconhecidas, bem como os seus produtos
de transformacdo, que podem ser gerados durante os processos de tratamento ou ainda no
proprio meio ambiente por processos bioticos e abioticos (HEWITT; MARVIN, 2005;
WATANABE et al., 2005; SHARMA, et al., 2007). Quando a composi¢do quimica dos
residuos é conhecida, os efeitos nocivos associados ao seu langamento no ambiente podem ser
avaliados utilizando métodos de estimativa de toxicidade baseados na estrutura molecular dos
compostos presentes e na sua abundancia. Porém, determinar quimicamente todos o0s
toxicantes presentes nos efluentes e no lodo é uma tarefa impraticavel. Além disso, a
complexidade das relagdes entre 0s compostos quimicos e a biota, e o desconhecimento de
alguns constituintes dos efluentes, associados a possiveis efeitos aditivos, sinérgicos ou

antagobnicos, resultantes das interacfes entre os seus constituintes, demonstram que os dados
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obtidos por métodos embasados somente em analises quimicas sdo, em muitos casos,
inadequados para uma correta avaliacdo do potencial toxico desse tipo de residuos, sendo
recomendavel uma caracterizacdo complementar com ensaios ecotoxicologicos (KAPANEN;
ITAVAARA, 2001; ROSAet al., 2001; WILKE et al., 2008).

2.3 AVALIACAO ECOTOXICOLOGICA DE FARMACOS E MEDICAMENTOS
VETERINARIOS

Embora a industria farmacéutica nao seja considerada “suja”, em compara¢do com
muitos outros setores produtivos, seu grande desafio atual é o controle e prevencdo da
poluicdo ambiental (BERRY; RONDINELLI, 2000). A ocorréncia de farmacos no ambiente
ainda esta cercada de muitas perguntas sem resposta, como por exemplo, qual seu potencial
de causar efeitos biolégicos relevantes para a flora, fauna e seres humanos, entre eles a
interferéncia endocrina e outros tipos de efeitos deletérios considerados relevantes (FATTA-
KASSINOS et al., 2011).

Os impactos de certos farmacos veterinarios, especialmente anti-helminticos e
antibioticos, tém sido amplamente estudados, porém muitos outros produtos farmacéuticos,
presentes no ambiente, permanecem pouco estudados e compreendidos (BOXALL et al.,
2003). Informacdes com melhor qualidade e o aperfeicoamento dos processos de avaliacdo de
risco sdo necessarias para estimar potenciais efeitos toxicos, agudos e crdnicos, dos préprios
farmacos e dos seus produtos de transformacdo presentes nas matrizes ambientais. Além
disso, investigagdes mais aprofundadas do potencial ecotoxicologico de suas misturas sao
fundamentais (FATTA-KASSINOS et al., 2011).

Os medicamentos de uso humano e veterinario estdo continuamente sendo langados,
no meio ambiente, devido aos processos de fabricacao, disposicdo inadequada e via excrecéo
dos farmacos inalterados e dos seus produtos de biotransformacéo. As rotas mais importantes
de introducdo desses produtos nos compartimentos ambientais sdo os efluentes de estacdes de
tratamento de esgoto e a disposicdo das excretas de animais de criagdo. Além disso, varios
farmacos ndo sdo completamente degradados durante o tratamento do esgoto e de efluentes
permanecendo em concentracdes relevantes nos efluentes tratados (HERNANDO et al.,
2006).

Pouco se conhece sobre o destino e 0 comportamento dos farmacos nos ambientes

aquaticos e terrestres, assim como néo esta claro quais organismos sdo afetados e em que grau
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isso ocorre (BILA; DEZOTTI, 2003; REIS FILHO et al., 2007), porém a ocorréncia de tragos
de medicamentos no meio ambiente pode causar efeitos adversos em organismos aquaticos e
terrestres, mesmo em concentracdes na ordem de ng.L™. Esses efeitos podem ocorrer em
qualquer nivel da hierarquia bioldgica: célula, 6rgao, organismo, populagdo, comunidade ou
ecossistema (BILA; DEZOTTI, 2003; REIS FILHO et al., 2007; TAMBOSI, et al., 2010).
Esses efeitos podem incluir também: a selecdo genética, a desregulacdo enddcrina, a
genotoxicidade e as mudancas no comportamento e no funcionamento metabdlico das
espécies que compdem um ecossistema (TAMBOSI et al., 2010).

O processo de avaliagdo dos impactos ambientais de um farmaco varia entre 0s
diferentes paises. Os protocolos mais criteriosos sdo os da Unido Europeia e dos Estados
Unidos. O procedimento de avaliacdo dos impactos ambientais de um novo farmaco é um
processo desenvolvido em dois niveis. Inicialmente, o fabricante deve estimar as
concentragfes que serdo introduzidas nos compartimentos ambientais, com base nas
estimativas totais de cinco anos de producdo. Se a concentragdo de entrada no ambiente do
farmaco, ou dos seus produtos de transformacdo ativos, no ponto de lancamento (por
exemplo, via efluentes) nos ambientes aquaticos for menor que 1 ug.L™ (1 ppb) a producio
desse farmaco é considerada aceitavel e ndo serd necessario ampliar a avaliacdo dos seus
riscos. Nesse caso ndo sera implementado o monitoramento para confirmar as suas
concentracdes ap0ds sua entrada no mercado (JONES et al., 2004).

No caso da concentracdo calculada ser maior que 1 pg.L™ uma avaliacdo formal e
completa devera ser conduzida, comtemplando dados sobre destino ambiental e de ensaios
ecotoxicolégicos. Os dados ecotoxicolégicos basicos, considerado nessa avaliacdo, devem
compreender parametros como metabolismo bacteriano, toxicidade aguda para pelo menos
uma espécie de alga, uma de invertebrados aquaticos e uma de peixes. Testes para avaliacdo
da toxicidade cronica seriam empregados apenas em certas situacdes, como por exemplo, se 0
farmaco tem potencial de bioacumulagdo (JONES et al., 2004).

Alguns dos ensaios ecotoxicoldgicos mais empregados para avaliagdo de produtos
farmacéuticos sdo aqueles que utilizam: algas (Microcystis aeruginosa, Synechococcus
leopoliensis, Chlorella vulgaris, Selenastrum capricornutum, Scenedesmus acutus entre
outras), cnidarios (Hydra attenuata), moluscos (Chironomus tentans e Chironomus. riparius),
camardes (Palaemonetes pugio), copépodes (Nitocra spinipes), anfipodes (Hyalella azteca),
peixes (Gambusia affinis, Oryzias latipes, Salmo trutta, Pimephales promelas), bactérias
(Vibrio fischeri, Pseudomonas putida, Aeromonas salmonicida), crustaceos (Daphnia magna,

Moina macrocopa, Gammarus pulex, Artemia salina e Ceriodaphnia dubia), rotiferos
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(Brachionus calyciflours), diatoméaceas (Cyclotella meneghiniana), plantas (Amaranthus
retroflexus, Lactuca sativa, Phaseolus vulgaris, Raphanus sativus, Zea mays), macrdfitas
aquaticas (Lemna minor, Lemna gibba e Myriophyllum sibiricum), anelideos e enquitreideos
(FATTA-KASSINOS et al., 2011).

Embora os ensaios ecotoxicoldgicos sejam recomendados para a caracterizagdo do
perigo de farmacos e de amostras ambientais poucos estudos focados na avaliacdo de residuos
industriais da producdo de medicamentos veterinarios estdo disponiveis. No Brasil ha estudos
focados na determinacdo e quantificacdo de farmacos usados para tratamento humano
(SODRE et al., 2010; LOCATTELI et al., 2011), porém, ndo foram encontrados na literatura
revisada, estudos sobre a contaminacdo ambiental por farmacos de uso veterinario. Assim, a
caracterizacdo ecotoxicologica dos residuos de industrias farmacéuticas veterinarias pode ser

0 primeiro passo para o entendimento dos impactos ambientais desses produtos.

2.4 ENSAIOS ECOTOXICOLOGICOS APLICADOS NAS ANALISES DOS RESIDUOS
GERADOS NA PRODUCAO DE MEDICAMENTOS VETERINARIOS

A utilizacdo de ensaios ecotoxicoldgicos para 0 monitoramento da atividade bioldgica
de extratos, suas fracbes e compostos quimicos isolados tem sido frequentemente incorporada
a identificacdo e monitoramento de substancias potencialmente toxicas (NOLDIN et al., 2003;
BAGATINI, 2009). Eles permitem, geralmente, uma avaliacdo bastante segura do potencial
toxico de substancias ou de meios contaminados, permitindo também deducdes indiretas do
seu risco para 0 meio ambiente. Desta forma, 0s ensaios ecotoxicoldgicos sdo Otimas
ferramentas para auxiliar na tomada de decisdes visando a preservacdo da biota
(BRENTANO, 2006; MAGALHAES; FERRAO FILHO, 2008).

As aplicagdes dos principios da ecotoxicologia demandam a sele¢do de um organismo
teste para ser utilizado em ensaios realizados sob condigdes especificas e controladas, os
organismos sdo expostos a diferentes concentracfes de uma amostra em que seus efeitos
toxicos sdo observados e quantificados (COSTA et al., 2008). Sdo consideradas espécies
indicadoras, preferencialmente, espéecies sensiveis e locais (BOHRER, 1995). Seguindo os
critérios utilizados para a escolha de um organismo teste e buscando uma avaliacdo mais
ampla dos possiveis efeitos toxicos para diferentes niveis da cadeia tréfica foram selecionados
para a realizacdo desse trabalho as espécies Daphnia similis e Ceriodaphnia dubia.
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2.4.1 Organismos utilizados nos testes de toxicidade aguda

Na ecotoxicologia, os testes podem ser classificados em agudos e cronicos,
diferenciando apenas na duracdo da exposicdo dos organismos teste e na severidade das
respostas finais avaliadas (COSTA et al., 2008). Nos testes de toxicidade aguda o0s organismos
sdo expostos a uma dose unica ou doses multiplas durante um curto periodo de tempo
(normalmente 24 h) em relacdo ao seu periodo de vida. Essa exposi¢cdo pode ocorrer por
qualquer via (NORBERG et al., 2007; COSTA et al., 2008). O curto periodo de tempo implica
em um periodo de 24 horas e em alguns casos os efeitos considerados agudos podem ocorrer
até 96 h apo6s o inicio da exposicao dependendo do organismo utilizado. Este tipo de teste tem
como objetivo prever a dose ou concentragdo de qualquer substancia toxica capaz de produzir
uma resposta especifica mensuravel em uma espécie alvo num periodo de tempo
relativamente curto (COSTA et al., 2008). A letalidade ou o estado de imobilidade sdo efeitos
toxicos agudos frequentemente medidos nos organismos teste (COSTA et al., 2008). A
toxicidade aguda mensurada nos testes é expressa normalmente em concentracdo efetiva
(CE), ou seja, a concentra¢do de uma substancia que provoca uma resposta maxima ou que
mata um organismo ap0s um tempo de exposi¢do indicado. Por exemplo, a concentracdo
efetiva mediana (CEsp) 0 qual afeta cinquenta por cento da populagdo exposta a um agente
toxico apds um determinado tempo (NORBERG et al., 2007; NORBERG et al., 2009). A
concentracdo letal mediana (CLsp) também é um outro valor determinado por este teste
(COSTA et al., 2008). Allium cepa, Daphnia magna, Vibrio fischeri, Hydra attenuatta e
Lactuca sativa sdo exemplos de organismos padronizados para ensaios ecotoxicologicos
agudos (COSTA et al., 2008).

Os microcrustaceos de agua doce da ordem Cladocera e dos géneros Daphnia e
Ceriodaphnia sdo muito usados para avaliagdo de toxicidade por serem amplamente
distribuidos nos corpos d’agua e importantes em muitas cadeias alimentares do zooplancton.
Estes apresentam um ciclo de vida consideravelmente curto, sdo de facil cultivo em
laboratdrio e sensiveis a varios contaminantes do ambiente aquatico. Devido ao seu tamanho,
necessitam de pequenos volumes de amostras e de 4gua de diluicdo. Além disso, a reproducgéo
assexuada por partenogénese permite a producdo de organismos geneticamente idénticos,
obtendo assim, organismos teste com sensibilidade constante (BRENTANO, 2006; COSTA et
al., 2008).

A Daphnia similis Straus, 1820 atua como consumidor priméario na cadeia alimentar

aquatica. E uma das espécies mais utilizadas desse género em testes ecotoxicoldgicos e um
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grande nuimero de informacgdes sobre as técnicas de cultivo, temperatura, luz, nutrientes e
resposta a exposicao a muitas substancias toxicas estdo disponiveis na literatura. Alimentam-
se por filtracdo e tem larga distribuicdo no hemisfério norte (BRENTANO, 2006; COSTA et
al., 2008).

A toxicidade aguda é avaliada através de alteracdes na motilidade das Daphnias. Este
ensaio, como descrito na norma NBR 12713 (ABNT, 2009), utiliza organismos com 24 h de
idade. Os testes sdo realizados no escuro a uma temperatura constante. A imobilidade dos
recém-nascidos ¢ avaliada apds 24 e 48 h do inicio da exposicdo, e esta é considerada quando
0s organismos se encontram no fundo dos frascos e ndo se movimentam dentro dos 15
segundos de observacdo. A resposta final medida é determinada quando a concentracdo
estimada (CEsp) imobilizar 50% dos dafinideos ap6s 48 h de exposicdo ao toxicante
(FERNANDEZ-ALBA et al., 2002).

2.4.2 Organismos utilizados nos testes de toxicidade crénica

Efeitos cronicos acontecem apds exposicao repetida ou prolongada, podendo abranger
parte ou todo ciclo de vida do organismo (NORBERG et al., 2007; COSTA et al., 2008;
NORBERG et al., 2009). Porém, em casos especificos, estes efeitos também podem ocorrer
ap6s uma unica exposicdo se desenvolvendo lentamente ou por um longo periodo, sendo
muitas vezes irreversiveis. Os efeitos cronicos podem estar associados ao acumulo de uma
substancia toxica ou de produtos formados durante a sua biotransformacdo (NORBERG et al.,
2007). O fato de uma substancia ndo apresentar efeitos toxicos sobre organismos teste em
ensaios de toxicidade aguda, ndo significa que ela ndo seja toxica (COSTA et al., 2008). Os
teste crénicos permitem a utilizacdo de concentracfes sub-letais nas quais 0s organismos teste
sobrevivem, porém suas fungBes bioldgicas sdo afetadas, tais como reproducdo e
desenvolvimento de ovos (COSTA et al., 2008). Os resultados obtidos neste teste sdo
expressos como CEO (Concentracdo de Efeito Observado) ou CENO (Concentracéo de Efeito
ndo Observado), mas podem ser também expressas em CEsy (NORBERG et al., 2007,
COSTA et al., 2008; NORBERG et al., 2009). Organismos como C. dubia, P. subcapitata, O.
niloticus e até mesmo D. similis sdo utilizados em ensaios de toxicidade cronica.

Devido ao seu papel funcional nos ecossistemas e, por ser uma espécie de ampla
distribuicdo geografica, a Ceriodaphnia dubia Daday, 1902 (Crustacea, Cladocera,

Daphnidae) da regido Neotropical tem sido muito utilizada como organismo teste. Outras
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vantagens do seu uso em ensaios ecotoxicolégicos sdo seu facil cultivo em laboratorio, sua
sensibilidade quando expostas a efluentes, seu curto ciclo de vida e pelo fato de ser um grupo
responsavel pela conversdo do fitoplancton e bactérias em proteina animal disponibilizada
para animais superiores (FONSECA; ROCHA, 2004).

De acordo com a NBR 13373 (ABNT, 2010), o ensaio com C. dubia se inicia com a
selecdo de organismos com até 24 horas, que serdo expostos as amostras por até 8 dias. A cada
dois dias a solucédo é renovada, 0s organismos sdo alimentados e é registrada a sobrevivéncia
e 0 numero de filhotes por individuo. Por se tratar de um organismo partenogenético
(reproducédo assexuada) os individuos sdo mantidos individualmente e o parametro avaliado
neste ensaio é a sobrevivéncia e a reproduc¢do dos individuos durante todo o periodo do teste.
Os resultados de sobrevivéncia e a reproducdo dos organismos sdo comparados com o0s do
grupo controle. Segundo o protocolo, o nivel maximo de mortalidade permitido no grupo
controle é de 20%, (ABNT, 2010; BRENTANO, 2006).

2.5 JUSTIFICATIVA

Os farmacos de uso veterinario estdo sendo encontrados em diferentes compartimentos
ambientais em varias partes do mundo. Embora ndo se conheca os riscos & saude humana,
relacionados a sua presenca, alguns autores destacam a relevancia dos seus impactos sobre a
biota (BOUND; VOULVOULLIS, 2004). Segundo Bila e Dezotti (2003), alguns grupos de
farmacos como os antibioticos (utilizados como promotores de crescimento do gado, na
aquicultura e na producdo avicola e suina) acarretam problemas ambientais como a
contaminag&o de corpos hidricos e o desenvolvimento de micro-organismos resistentes a estes
farmacos.

No Brasil, existem estudos focados em farmacos usados para tratamento humano,
porém ndo foram encontrados estudos sobre a contaminagdo ambiental por farmacos de uso
veterinarios (SODRE et al., 2010; LOCATTELI et al., 2011). A producdo de rebanhos no
Brasil conforme IBGE (2009) € da ordem de 3 bilhdes de cabecas. Estima-se que a demanda
interna de carne apenas para 0 rebanho bovino no Brasil, em 2012, seria de 8 milhGes de
toneladas (KUNZ, 2009). Assim, espera-se que a presenca destes farmacos no ambiente
ocorra no Brasil, devido a alta demanda, colocando o pais, juntamente com os Estados

Unidos, Franga e Alemanha como os maiores consumidores de medicamentos em todo o



21

mundo (PEDROZO, 2007). O valor exato da quantidade de medicamentos veterinario
produzidos no Brasil ndo esta disponivel e os dados relativos ao consumo desses produtos nao
foram encontrados (TAMBOSI et al., 2010). Mas em vista do elevado crescimento do setor
agropecuario podemos inferir que toneladas séo produzidas e consumidas todos 0s anos.

Os residuos gerados durante a producdo de farmacos veterindrios possuem alto
potencial poluidor. A realizacdo de ensaios ecotoxicologicos permite a avaliagdo desses
residuos como um todo, detectando a toxicidade relativa ao somatdrio de todas as substancias
toxicas presentes e também a toxicidade resultante das interacbes que podem ocorrer entre
elas. A utilizacdo de ensaios biologicos é uma estratégia eficiente para a descoberta de novos
toxicantes, para a avaliagdo do potencial tdxico de amostras complexas e para 0
monitoramento ambiental. O desenvolvimento de baterias de ensaios ecotoxicoldgicos
validadas pode se tornar uma importante ferramenta na avaliacdo da eficiéncia dos
procedimentos de tratamentos de residuos, Gtil no fornecimento de subsidios para o seu
correto gerenciamento e para monitoramento dos seus impactos ao meio ambiente. Nesse
contexto o presente trabalho empregou ensaios ecotoxicoldgicos para avaliar a toxicidade de

residuos gerados por uma industria farmacéutica veterinaria localizada na regido sudeste.

2.6 OBJETIVOS

2.6.1 Objetivo Geral

Avaliar a toxicidade de efluentes brutos e tratados gerados durante a producdo de
medicamentos veterinarios empregando 0s ensaios ecotoxicoldgicos de toxicidade aguda com

Daphnia similis e de toxicidade crénica com Ceriodaphnia dubia.

2.6.2 Objetivo Especifico

a) Avaliar os efeitos toxicos agudos e cronicos dos efluentes resultantes da fabricagdo
de medicamentos veterinarios, bem como impacto do tratamento de efluentes na

toxicidade observada;
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3 MATERIAL E METODOS

Os testes ecotoxicoldgicos bem como o preparo das amostras foram realizados no
Laboratorio de Biotecnologia Ambiental e Genotoxicidade do Instituto de Ciéncias da
Natureza (ICN) da Universidade Federal de Alfenas — Unifal-MG e no Laboratorio de
Ecotoxicologia e Microbiologia Ambiental "Prof. Dr. Abilio Lopes" da Faculdade de
Tecnologia - FT da Universidade Estadual de Campinas — Unicamp — campus Limeira.

Os testes foram utilizados para avaliar a toxicidade de efluentes brutos e tratados
gerados durante o processo de fabricacdo de medicamentos veterinarios em uma industria
farmacéutica localizada na regido sudeste, Brasil, onde sdo produzidos farmacos das seguintes
classes: antibidticos, horménios, antiparasitarios e complexos vitaminicos. Esse estudo
empregou como organismos teste dois organismos aquaticos, 0s microcrustaceos Daphnia
similis e Ceriodaphnia dubia (FIGURA 1).

Figura 1 - Organismos empregados para ensaios de toxicidade — Daphnia similis e
Ceriodaphnia dubia.
Fonte: MBL Aquaculture

3.1 CARACTERISTICAS DO TRATAMENTO DE EFLUENTES E AMOSTRAGEM

O sistema de tratamento de efluentes da industria farmacéutica & composto por uma
etapa de tratamento quimico, realizado por meio de floculacdo e seguido de uma etapa de
tratamento bioldgico do tipo aerébio. No tratamento quimico sdo utilizados o hidréxido de
sodio para ajuste de pH, o sulfato de aluminio como floculante e polimeros organicos para a
flotagcdo e consequente reducdo de sdlidos suspensos. Os efluentes resultantes do tratamento

quimico sdo encaminhados para o tratamento bioldgico aerdbio convencional. A Figura 2
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mostra as etapas do tratamento de efluentes onde foram coletadas as amostras avaliadas nesse
trabalho.

Foram realizadas 5 campanhas de amostragem bimestralmente entre outubro de 2011 e
julho de 2012. As amostras de efluentes brutos, tratados quimicamente e tratados
biologicamente foram coletadas na industria farmacéutica veterinaria utilizando recipiente de
polietileno lavado e desinfestado. Todas as amostras foram armazenadas em frascos estéreis
de plastico atoxico e mantidas congeladas a menos -20 °C (Figura 3) até a realizacdo dos

testes ecotoxicoldgicos, por no maximo trés meses.

‘3 ’»’v‘g} S }"?\u e :\ 3 :
Figura 2- Etapas do tratamento na ETE da indUstria onde foram
coletadas as amostras de efluente bruto (1), efluente
tratado quimicamente (2) e efluente tratado
biologicamente (3).
Fonte: Do autor
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Figura 3- Amostras armazenadas em frascos estéreis e atoxicos e mantidas refriadas para transporte.
Fonte: Do autor

3.2 DETERMINACAO DE PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS DAS AMOSTRAS

As amostras coletadas foram submetidas a determinagdo dos seguintes parametros
fisico-quimicos: pH (utilizando medidor de pH portatil — PHTEK- modelo PH100);
temperatura e oxigénio dissolvido (OD) (empregando um oximetro da marca OAKTLON
modelo 600), condutividade (empregando condutivimetro, modelo W120 — BEL) (CESAR et
al., 1997) e o teor de aménia (empregando eletrodo de ion de aménia - High Performance
Ammonia lon Selective Electrode — Thermo Scientific) (FIGURA 4).

&
o " i
Figura 4- Determinacédo dos parametros fisico-quimicos das amostras de
efluentes bruto, pos-tratamento quimico e pés - tratamento
bioldgico.
Fonte: Do autor
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3.3 TESTE DE TOXICIDADE AGUDA

Neste estudo, foi utilizado para avaliar a toxicidade aguda das amostras coletas nas
cinco campanhas, o microcrustaceo D. similis. Os ensaios foram desenvolvidos de acordo
com o0s protocolos pré-estabelecidos, no laboratério da Faculdade de Tecnologia da
UNICAMP — campus Limeira. Foram avaliados os efluentes brutos, quimicamente tratados e
biologicamente tratados.

3.3.1 Empregando o microcrustaceo Daphnia similis

Antes da realizacdo dos testes de toxicidade aguda com a Daphnia similis foi
necessario desenvolver o seu cultivo. A padronizacdo da metodologia de cultivo da D. similis
esta descrita na norma brasileira NBR 12713 (ABNT, 2009). Visando a sua manutencdo em
laboratério sob condicdes que permitam a avaliagdo da toxicidade das amostras
(BRENTANO, 2006; KIM et al., 2010), os organismos foram mantidos em recipiente de 2 L
sob fotoperiodo com 16 h de luz e temperatura entre 18 e 22 °C, incubados em cadmara do tipo
B.O.D. (BRENTANO, 2006). Os microcrusticeos foram alimentados com
Pseudokirchneriella subcapitata e meio MS diariamente (BRENTANO, 2006; LIGUORO et
al., 2009; KIM et al., 2010).

Os individuos de D. similis foram avaliados quanto a sua sensibilidade mensalmente
utilizando como controle positivo o dicromato de potassio (K.Cr,0;). Os testes das amostras
foram conduzidos de acordo com a norma brasileira NBR 12713 (ABNT, 2009; BRENTANO,
2006). Em todos os testes foram utilizados neonatos com 2 a 26 h de idade com exposicéo de
cinco organismos a cada concentracdo (0%; 0,001%; 0,01%; 0,1%; 1%; 10%; 25%; 50% e
100%), em quatro réplicas, por 48 h. Como controle negativo foi empregada dgua de diluicéo.
Apos o periodo de exposicdo foi contabilizado o nimero de individuos imodveis em cada
concentragéo testada, e os resultados foram expresso em CEsy (FIGURA 5) (BRENTANO,
2006; LIGUORO et al., 2009).
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1 Cultivo
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Figura 5 - Metodologia estabelecida pela NBR 12713 para ensaios de toxicidade aguda utilizando Daphnia
similis.
Fonte: Do autor

3.4 TESTE DE TOXICIDADE CRONICA

No teste para avaliar a toxicidade crénica das amostras foi utilizado, 0 microcrustaceo
C. dubia. Os ensaios foram desenvolvidos de acordo com os protocolos pré-estabelecidos, no
laboratdrio da Faculdade de Tecnologia da UNICAMP — campus Limeira. Foram analisadas
as amostras de efluentes brutos, quimicamente tratados e biologicamente tratados das cinco

campanhas.

3.4.1 Empregando o microcrustaceo Ceriodaphnia dubia

A Associacdo Brasileira de Normas Tecnicas — ABNT desenvolveu a NBR 13373,
intitulada Ecotoxicologia Aquatica - Toxicidade cronica - Método de ensaio com
Ceriodaphnia spp. (ABNT, 2010). De acordo com o titulo, este protocolo refere-se a testes
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com o organismo Ceriodaphnia sp, com periodo de exposicdo dos organismos de 7 dias, com
fluxo semiestatico e o pardmetro avaliado é a reproducdo do organismo visando a
determinacédo da Clso (BRENTANO, 2006). O cultivo em laboratorio foi realizado de acordo
com a norma NBR 13373 (ABNT, 2010), visando a sua manutencdo em laboratorio, sob
condi¢Bes, que permitiam a avaliacdo da toxicidade das amostras (BRENTANO, 2006;
ROSA, 2008). Os organismos foram mantidos em recipiente de 2 L sob fotoperiodo com 16 h
de luz e temperatura entre 18 e 22 °C, incubados em camara do tipo B.O.D. (ROSA, 2008).
Foram alimentados com Pseudokirchneriella subcapitata e Vitohormonio (racdo fermentada
adicionada de leveduras). Nos ensaios, 0os organismo foram mantidos em frascos coletores
universais com meio liquido, com temperatura, luz e pH controlados e colocados em B.O.D a
25 °C com fotoperiodo de 16 h (FIGURA 6). Os microcrustaceos foram alimentados a cada
48h com a alga P. subcapitata e vitohorménio onde eram feitas as contagens de organismos
neonatos e seu descarte, bem como, eram recolocadas 10 mL das amostras testadas (ROSA,
2008).

Para o teste de toxicidade crbnica, os organismos foram expostos a diferentes
concentracdes dos efluentes, ajustadas as diferentes amostras de cada coleta, variando de
0,01% a 0,0000001% (v/v), de acordo com os resultados obtidos nos testes de toxicidade
aguda com D. similis. Como controle negativo foi usado agua reconstituida e como controle
positivo, NaCl (ROSA, 2008). Em todos os ensaios foram utilizados organismos neonatos e

em cada concentracdo foi exposto um individuo em dez réplicas.
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Figura 6: Metodologia estabelecida pela NBR 13373 para ensaios de toxicidade crénica utilizando Ceriodaphnia
dubia.
Fonte: Do autor

3.5 ANALISES DOS DADOS

Os dados obtidos nos ensaios de toxicidade aguda com D. Similis foram submetidos a
analises estatisticas pelo método “Trimmed Spearman-Karber” (HAMILTON, et al., 1997)
utilizando o programa JSPEAR. Nos testes de toxicidade crénica com C. dubia foi utilizado o
programa ICPIN (NORBERT-KING, 1993).



29

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados estdo apresentados na forma de um artigo cientifico submetido a Revista
Brasileira de Engenharia Agricola e Ambiental intitulado como “Ecotoxicidade de Efluentes

Brutos ¢ Tratados Provenientes de Uma Fabrica de medicamentos Veterinarios” (Anexo A)



30

REFERENCIAS

ASSOCIACAO BRASILEIRA De NORMAS TECNICAS. ABNT NBR 12713:
Ecotoxicologia aquatica — Toxicidade aguda — Método de ensaio com Daphnia spp.
(Cladocera, Crustacea). Rio de Janeiro, 2 ed., 21 p., 2009.

ASSOCIAC}AO BRASILEIRA De NORMAS TECNICAS. ABNT NBR 13373:
Ecotoxicologia aquéatica — Toxicidade cronica — Método de ensaio com Ceriodaphnia spp.
(Cladocera, Crustacea). Rio de Janeiro, 2 ed., 15 p., 2010.

AKINTONWA, A. et al. Assessment of the mutagenicity of some pharmaceutical effluents.
American Journal of Pharmacology and Toxicology, v. 4, n. 4, p. 144-150, 2009.

BAGATINI, M. D. et al. Cytotoxic effects of infusions (tea) of Solidago microglossa DC.
(Asteraceae) on the cell cycle of Allium cepa. Revista Brasileira de Farmacognosia, v. 19,
n. 2, p. 632-636, 20009.

BERRY, M. A.; RONDINELLLI, D. A. Environmental management in the pharmaceutical
industry: Integrating corporate responsibility and business strategy. Environmental quality
management, San Francisco, v. 9, n. 3, p. 21-35, 2000.

BESSE, J. P.; GARRIC, J. Human pharmaceuticals in surface waters- Implementation of a
prioritization methodology and application to the French situation. Toxicology Letters, v.
176, p. 104-123, 2008.

BILA, D. M.; DEZOTTI, M. Revisédo - Farmacos no meio ambiente. Quimica Nova, Sédo
Paulo, v. 26, n. 4, p. 523-530, 2003.

BOHRER, M. B. Biomonitoramento das lagoas de tratamento terciario do sistema de
tratamento dos efluentes liquidos industriais (SITEL) do polo petroquimico do sul,
Triunfo, RS, através da comunidade zooplanctonica. 1995. 469 f. Dissertacdo (Doutorado)
— Universidade Federal de S&o Carlos, UFSCar, Séo Carlos, 1995.

BOUND, J. P.; VOULVOULIS, N. Pharmaceuticals in the aquatic environment-a comparison
of risk assessment strategies. Chemosphere, v. 56, p. 1143-1155, 2004.

BOXALL, A. B. A. et al. Are veterinary medicines causing environmental risks?
Environmental science & technology, Washington, v. 37, n. 15, p. 286 -294, 2003.



31

BOXALL, A.B.A. et al. Review of Veterinary Medicines in the Environment. Environment
Agency Project Manager, v. 8, p. 1-251, 2004.

CONSELHO NACIONAL DO MEIO AMBIENTE. Resolugdo CONAMA n° 357 de 17 de
marco de 2005. Dispde sobre a classificagdo dos corpos da dgua e diretrizes ambientais para o
seu enquadramento, bem como estabelece as condic¢des e padrdes de lancamento de efluentes,
e da outras providéncias. Diario Oficial da Unido, 17 de margo de 2005.

CONSELHO NACIONAL DO MEIO AMBIENTE. Resolugdo CONAMA n° 375 de 29 de
agosto de 2006. Define critérios e procedimentos, para o uso agricola de lodos de esgoto
gerados em estacOes de tratamento de esgoto sanitario e seus produtos derivados, e da outras
providéncias. Diario Oficial da Unido, 29 de agosto de 2006.

CONSELHO NACIONAL DO MEIO AMBIENTE. Resolugdo CONAMA n° 430 de 13 de
maio de 2011. DispGes sobre as condigdes e padroes de lancamento de efluentes,
complementa e altera a Resolucdo 357, de 17 de marco de 2005, do Conselho Nacional do
Meio Ambiente - CONAMA. Diério Oficial da Unido, 16 de maio de 2011.

BRENTANO, D. M. Desenvolvimento e aplicacdo do teste de toxicidade croénica com
Daphnia Magna: Avaliacéo de efluentes tratados de um aterro sanitario. 2006. 149f.
Dissertacdo (Mestrado) - Departamento de Engenharia Sanitaria Ambiental, Universidade
Federal de Santa Catarina, UFSC, Santa Catarina. 2006.

CALARGE, F. A.; SATOLO, E. G,; SATOLO, L. F. Aplicacao do sistema de gestdo da
qualidade BPF (boas praticas de fabricacdo) na industria de produtos farmacéuticos
veterinarios. Gestdo & Producéo, S&o Carlos, v. 14, n. 2, p. 379-392, 2007.

CALISTO, V.; ESTEVES, V. I. Review: Psychiatric pharmaceuticals in the environment.
Chemosphere, v. 77, p. 1257-1274, 2009.

CAPANEMA, L. X. L. et al. Panorama da indUstria veterindria. BNDES Setorial, Rio de
Janeiro, n. 25, p. 157-174, 2007.

CARLSSON, G;; ORN, S.; LARSSON, D. G. J. Pharmaceuticals and Personal Care Products
in the Environment - Effluent from bulk drug production is toxic to aquatic vertebrates.
Environmental Toxicology and Chemistry, USA, v. 28, n. 12, p. 26562662, 2009.

CESAR, A.; SILVA, S. L.; SANTOS, A. R. Testes de toxicidade aquética no controle da
poluicdo. Universidade Santa Cecilia— UNISANTA, Santos, v. 1, p. 37, 1997.



32

CHASIN, A. A. M.; PEDROZO, M. F. M. O estudo da toxicologia. In: AZEVEDO, F. A;;
CHASIN, A. A. M. (Org.). As bases toxicoldgicas da ecotoxicologia, Sdo Carlos, 2003, 340

p.

CLEUVERS, M. Short communication: Aquatic ecotoxicity of pharmaceuticals including the
assessment of combination effects. Toxicology Letters, Alemanha, v. 142, p. 185-194, 2003.

COSTA, C. R. et al. A toxicidade em ambientes aquaticos: discussdo e métodos de avaliagao.
Quimica Nova. v. 31, n. 7, p. 1820-1830, 2008.

DIAZ-CRUZ, M. S.; ALDA, M. J. L.; BARCELO, D. Environmental behavior and analysis
of veterinary and human drugs in soils, sediments and sludge. Trends in Analytical
Chemistry, Amsterdam, v. 22, n. 6, p. 340-351, 2003.

FATTA-KASSINOS, D.; MERIC, S.; NIKOLAOU, A. Pharmaceutical residues in
environment Waters and wastewater: current state of knowledge. Analytical and
bioanalytical chemistry, Heidelberg, v. 399, p. 251-275, 2011.

FERNANDEZ-ALBA, AR. et al. Toxicity assays: a way for evaluating AOPs efficiency.
Water Research, v. 36, p. 4255-4262, 2002.

FONSECA, A. L.; ROCHA, O. The life-cycle of Ceriodaphnia silvestrii Daday, 1902, a
Neotropical endemic species (Crustacea, Cladocera, Daphnidae). Acta Limnologica
Brasiliense, v. 16, n. 4, p. 319-328, 2004.

HALLING-SORENSEN, B. et al. A Review - Occurrence, Fate and Effects of Pharmaceutical
Substances in the Environment. Chemosphere, v. 36, n. 2, p. 357-393, 1998.

HAMILTON, M. A.; RUSSO R. C.; THURFTON R. B. Trimmed Spearman—Karber method
for estimating median lethal concentration in toxicity bioassays. Environmental Science and
Technology, v. 11, p. 714-719, 1977.

HERNANDO, M. D. et al. Environmental risk assessment of pharmaceutical residues in
wastewater effluents, surface waters and sediments. Talanta, London, v. 69, p. 334-342,
2006.

HEWITT, L. M.; MARVIN, C. H. Analytical methos in environmetal effects-directed
investigation of effluents. Mutation Research, Amsterdam, v. 589, p. 208-232, 2005.



33

IBGE. Pesquisa Nacional de Producéo Agropecuaria - 2009. Rio de Janeiro, 20009.

JONES, O. A. H.; VOULVOULIS, N.; LESTER, J. N. Potencial ecological and human health
risks associated with the presence of pharmaceutically active compounds in the aquatic
environment. Critical Reviews in Toxicology, London, v. 34, n. 4, p. 335-350, 2004.

JONES-LEPP, T. L.; STEVENS, R. Pharmaceuticals and personal care products in
biosolids/sewage sludge: the interface between analytical chemistry and regulation.
Analytical and bioanalytical chemistry, Heidelberg, v. 387, p. 1173-1183, 2007.

KAPANEN, A.; ITAVAARA, M. Ecotoxicity tests for compost applications. Ecotoxicology
and Environmental Safety, New York, v. 49, p. 1-16, 2001.

KIM, S.; AGA, D. S. Potential Ecological and Human Health Impacts of Antibiotics and
Antibiotic-Resistant Bacteria from Wastewater Treatment Plants. Journal of Toxicology and
Environmental Health, Part B, London, v. 10, n. 8, p. 559 - 573, 2007.

KIM, J. et al. Implication of global environmental changes on chemical toxicity effect of
water temperature, pH, and ultraviolet B irradiation on acute toxicity of several
pharmaceuticals in Daphnia magna. Ecotoxicology. v. 19, p. 662-669, 2010.

KOSONEN, J.; KRONBERG, L. The occurrence of antihistamines in sewage waters and in
recipient rivers. Environmental Science Pollution Research, v.16, p. 555-564, 2009.

KUNZ, A. Transformacdes da producdo animal no Brasil e suas consequéncias ambientais. In:
1° SIMPOSIO INTERNACIONAL SOBRE GERENCIAMENTO DE RESIDUOS DE
ANIMAIS, 1, 2009, Floriandpolis. Anais... Florianopolis: [s.n.], 20009.

LIGUORO, M.D.; FIORETTO, B.; POLTRONIERI, C.; GALLINA, G. The toxicity of
sulfamethazine to Daphnia magna and its additivity to other veterinary sulfonamides and
trimethoprim. Chemosphere, v. 75, p. 1519-1524, 2009.

LIN,A.Y.C.: YU, T. H.; LIN, C. F. Pharmaceutical contamination in residential, industrial,
and agricultural waste streams: Risk to aqueous environments in Taiwan. Chemosphere, V.
74, p.131-141, 2008.

LOCATELLI, M. A. F.; SODRE, F. F.; JARDIM, W. F. Determination of antibiotics in
Brazilian surface waters using liquid chromatography—electrospray tandem mass
spectrometry. Archives of environmental contamination and toxicology, New York, v. 60,
p. 385-393, 2011.



34

MAGALHAES, D. P.; FERRAO FILHO, A. S. A Ecologia como ferramenta no
biomonitoramento de ecossistemas aquaticos. Oecologia brasiliensis. v. 12, p 355-381, 2008.

MBL Aquaculture - Excepcional Aquaculture Reliable Results. Marinco Bioassay Laboratory,
Inc. 2005. Disponivel em: http://www.mblaquaculture.com/content/organisms/daphnids.php.
Acesso em: 11 mar. 2013.

NOLDIN, V. F.; MONACHE, F. D.; YUNES, R. A. Composi¢do quimica e atividade
bioldgica de Cynara scolymus L. cultivada no Brasil. Quimica Nova, v. 26, n. 3, p. 331-334,
2003.

NORBERT-KING, T. J. A linear interpolation method for sublethal toxicity: the inhibition
concentration (ICp) approach (Version 2.0). USEPA, Dulunth Minnesota., Tech. Rept. 03-93,
National Effluent Toxicity Assessment Center, 25 p.,1993.

NORDBERG, M.; DUFFUS, J. H.; TEMPLETON, D. M. Explanatory dictionary of key terms
in toxicology. International Union of Pure and Applied Chemistry, v. 79, n. 9, p. 1583-
1633, 2007.

NORDBERG, M. et al. Glossary of Terms Used in Ecotoxicology. International Union of
Pure and Applied Chemistry, v. 81, n. 5, p. 829-970, 2009.

OLLER, I.; MALATO, S.; SANCHEZ-PEREZ, J.A. Combination of Advanced Oxidation
Processes and biological treatments for wastewater decontamination—A review. Science of
the Total Environment, v. 409, p. 4141-4166, 2011.

PEDROSO, C. F. Industria farmacéutica. Acta Farmacéutica Bonaerense, v. 26, 2007.

REIS FILHO, R. W.; LUVIZOTTO-SANTOS, R.; VIEIRA, E. M. Poluentes Emergentes
como Desreguladores Enddcrinos. Journal Brazilian Society Ecotoxicology, v. 2, n. 3, p.
283-288, 2007.

ROSA, E. V. C. et al. Toxicity-based criteria for the evaluation of textile wastewater treatment
efficiency. Environmental Toxicology and Chemistry, Pensacola, v. 20, p. 839-845, 2001.

ROSA, G. A. B. Estudos dos Efeitos do Farmaco Propranolol para Ceriodaphnia silvestrii
(Cladocera, Crutacea) com Enfase em Efeitos nas Populacdes. 2008. 161f. Dissertacio
(Mestrado) — Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares, Universidade de S&o Paulo, Séo
Paulo, 2008.



35

SHARMA, K. P.; SHARMA, S.; SHARMA, S.; SINGH, P. K.; KUMAR, S.; GROVE, R;;
SHARMA, P. K. A comparative study on characterization of textile waste waters (untreated
and treated) toxicity by chemical and biological tests. Chemosphere, Oxford, v. 69, p. 48-54,
2007.

SODRE, F. F.; PESCARA, I. C.; MONTAGNER, C. C.; JARDIM, W. F. Assessing selected
estrogens and xenoestrogens in Brazilian surface waters by liquid chromatography—tandem
mass spectrometry. Microchemical journal, New York, v. 96, n. 1, p. 92-98, 2010.

TAMBOSI, J. L.; YAMANAKA, L. Y.; JOSE, H. J.; MOREIRA, R. F. P. M. Recent research
data on the removal of pharmaceuticals from sewage treatment plants (STP). Quimica Nova,
Séo Paulo, v. 33, n. 2, p. 411-420, 2010.

TOLLS, J. Sorption of veterinary pharmaceuticals in soil: a review. Environmental science
& technology, Washington, v.35, n. 17, p. 3397-3406, 2001.

WAACK, R. S. Fusdes e aquisi¢fes na industria farmacéutico-veterinaria. Cadernos de
Pesquisas em Administragdo, Sao Paulo, v. 7, n. 3, p. 81-98, 2000.

WATANABE T., OHE T., HIRAYAMA T. Occurrence and origin of mutagenicity in soil and
water environment. Environmental sciences, Tokyo, v. 12, n. 6, p. 325-346, 2005.

WATANABE, N.; BERGAMASCHI, B.; LOFIN, K.; MEYER, T. M.; HARTER, T. Use and
Environmental Occurrence of Antibiotics in Freestall Dairy Farms with Manured Forage
Fields. Environmental science & technology, Washington, v. 44, p. 6591-6600, 2010.

WILKE, B. M.; RIEPERT, F.; KOCH, C.; KUHNE, T. Ecotoxicological characterization of
hazardous wastes. Ecotoxicology and Environmental Safety, New York, v. 70, p. 283-293,
2008.

ZEWIENER, C. Occurrence and analysis of pharmaceuticals and their transformation
products in drinking water treatment. Analytical and bioanalytical chemistry, Heidelberg, v.
387, p. 1159-1162, 2007.



36

ANEXO A—-ARTIGO INTITULADO "ECOTOXICIDADE DE EFLUENTES BRUTOS E
TRATADOS PROVENIENTES DE UMA FABRICA DE MEDICAMENTOS
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Ecotoxicidade de efluentes brutos e tratados provenientes de uma fabrica de

medicamentos veterinarios

Resumo: Efluentes de industrias farmacéuticas veterinarias, que formulam medicamentos,
sdo gerados principalmente durante a lavagem dos equipamentos. O objetivo desse trabalho
foi avaliar a toxicidade aguda para Daphnia similis e cronica para Ceriodaphnia dubia, dos
efluentes brutos e tratados gerados por uma indudstria farmacéutica veterinaria. O sistema de
tratamento de efluentes usado € composto por uma etapa de tratamento quimico seguida do
tratamento bioldgico aerdbio (lodo ativado). Foram realizadas 5 amostragens entre outubro de
2011 e julho de 2012. As amostras de efluentes brutos apresentaram elevada toxicidade aguda
(quarta campanha com CEsp - 48 h de <0,001%) e cronica (terceira campanha com Clsg - 7
dias <0,0001%). As amostras de efluentes tratados quimicamente foram as mais toxicas com
CEsp - 48 h entre <0,001 e 0,1% e Clso - 7 dias entre 0,00001 e 0,0001%, provavelmente
relacionada ao uso de sulfato de aluminio como agente floculante. O tratamento biol6gico
levou a uma pequena diminuicdo da toxicidade dos efluentes. Os testes ecotoxicoldgicos
foram adequados para identificar a toxicidade dos efluentes e Gteis para avaliar a eficiéncia
das etapas do tratamento. Mais atencdo deve ser dada para melhorar o tratamento da industria
estudada, devido aos elevados niveis de toxicidade dos efluentes finais.

Palavras-chave: industria farmacéutica veterinaria, eficiéncia do tratamento de efluentes,

Daphnia similis, Ceriodaphnia dubia
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Ecotoxicity of raw and treated effluents generated by a veterinary medicines factory

Abstract: Effluents from veterinary pharmaceutical industries that formulate medicines are
mainly generated during the washing of the equipment’s. The aim of this work was to
evaluate the acute toxicity to Daphnia similis and chronic toxicity for Ceriodaphnia dubia of
the raw and treated effluents generated by a veterinary pharmaceutical industry. The effluent
treatment system used comprises a step of chemical treatment followed by aerobic biological
treatment (activated sludge). Five samplings were performed between October 2011 and July
2012. The raw effluent samples showed high acute toxicity (fourth sampling with ECs; - 48 h
<0.001%) and chronic (third sampling with 1Cs, - 7 days <0,0001%). The chemically treated
effluent samples were the most toxic with ECsg - 48 h between <0.001 and 0.1% and ICsg - 7
days between 0.00001 and 0.0001%. This increase in toxicity is probably related to the use of
aluminum sulfate as flocculating agent. The biological treatment led to a small reduction in
toxicity of the effluents. The ecotoxicity tests were adequate for identifying the effluent
toxicity and useful for evaluating the efficiency of the steps of the treatment. More attention
should be given to improve the treatment of the studied industry considering the high levels
of toxicity of the final effluent.

Key words: veterinary pharmaceutical industry, efficiency of the effluent treatment, Daphnia

similis, Ceriodaphnia dubia
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INTRODUCAO

Farmacos veterinarios foram encontrados em diferentes partes do mundo no solo, em
sedimento, no lodo do tratamento de esgoto, nas aguas superficiais e subterraneas e em
efluentes industriais (Boxall et al., 2003; Akintonwa et al., 2009; Watanabe et al., 2010).
Produtos farmacéuticos veterindrios compGe uma classe especial de poluentes, pois
necessariamente apresentam elevada atividade fisioldgica, sendo usados na agroindustria para
combater parasitas, na prevencdo e tratamento de doencas bacterianas e como agentes
promotores de crescimento. Por serem desenvolvidos para possuir certa resisténcia aos
processos de biotransformacdo, esses compostos apresentam maior resisténcia a
biodegradacdo, fato que aumenta os seus efeitos terapéuticos (Boxall et al., 2003; Fatta-
Kassinos et al., 2011), mas que contribui também para sua persisténcia ambiental (Fatta-
Kassinos et al., 2011).

As fontes de contaminacdo ambiental por farmacos de uso veterinario normalmente
sdo difusas. Potenciais vias de introducdo no ambiente das substancias utilizadas em criagéo
animal s&o os langamentos diretos, seu descarte, a aplicacdo de excretas como fertilizantes e
dissolugdo direta em corpos d’agua onde ha aquicultura (Jones et al., 2004). A aplicagédo de
esterco em solos é considerada a principal rota de introducdo de produtos farmacéuticos
veterinarios no meio ambiente (Zwiener, 2007; Fatta-Kassinos et al., 2011). Mesmo n&o
sendo consideradas como importantes fontes de poluicdo, as industrias farmacéuticas geram
efluentes liquidos, emissdes atmosféricas e residuos solidos (Akintonwa et al., 2009), e
embora a indastria farmacéutica seja considerada de baixo impacto ambiental seu grande

desafio atual é o controle e prevencédo da poluicdo ambiental (Berry & Rondinelli, 2000).

As industrias farmacéuticas incluem quatro tipos de processos de fabricacdo que séo a
fermentacdo, a sintese quimica, a extracdo e a formulacdo, e muitas vezes, geram efluentes
recalcitrantes, dependendo dos medicamentos produzidos e dos processos de fabricacdo
(Balcioglu & Otker, 2003). Particularmente os efluentes liquidos de indUstrias que preparam
formulagbes sdo resultantes da limpeza dos equipamentos, realizada apds cada ciclo de
producdo, sendo essa etapa a principal responsavel pela presenca dos farmacos nos efluentes
brutos além de outros componentes organicos e inorganicos, que incluem solventes,
catalisadores, reagentes diversos e pequenas quantidades de intermediarios de sintese
(Balcioglu & Otker, 2003; Akintonwa et al., 2009; Chen et al., 2011).
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A composicdo desses efluentes varia de acordo com o medicamento fabricado, com 0s
materiais usados no processo, e também de outras caracteristicas do processo envolvido.
Assim, a demanda bioquimica de oxigénio (DBO), demanda quimica de oxigénio (DQO), o
teor de sélidos em suspenséo, bem como o pH e as quantidades de fenol e aménia nédo sdo
constantes (Akintonwa et al., 2009; Chen et al., 2011). Além disso, a toxicidade para
bactérias e recalcitrancia de muitos farmacos (ex.: os antibidticos) pode desempenhar um
papel importante na reducdo da eficiéncia de remoc¢édo de DQO em sistemas biologicos (Chen
etal., 2011).

Quando a composi¢do quimica dos residuos industriais € conhecida, os efeitos
nocivos associados ao seu langamento no ambiente podem ser avaliados por métodos de
estimativa de toxicidade baseados na estrutura molecular dos compostos e na sua abundancia.
Porém, determinar quimicamente todos os toxicantes dos efluentes e no lodo gerado durante
0 seu tratamento é uma tarefa impraticavel. Além disso, a complexidade das relacdes entre 0s
compostos e a biota, e 0 desconhecimento de parte dos constituintes dos efluentes, associados
a possiveis efeitos aditivos, sinérgicos ou antagonicos, resultantes das interacdes entre 0s seus
constituintes, demonstram que os dados obtidos por métodos embasados somente em analises
quimicas sdo, em muitos casos, inadequados para uma correta avaliacdo do potencial tdxico
desses residuos, sendo recomendavel uma caracterizacdo complementar com testes

ecotoxicoldgicos (Kapanen & Itdvaara, 2001; Wilke et al., 2008).

A ocorréncia de fa&rmacos no ambiente ainda esta cercada de muitas duvidas, como
por exemplo, qual seu potencial de causar efeitos toxicos relevantes para a flora, fauna e seres
humanos, entre eles a interferéncia enddcrina (Fatta-Kassinos et al., 2011). E, embora o0s
testes ecotoxicoldgicos sejam recomendados para a caracterizagdo do perigo de farmacos e de
amostras ambientais, poucos estudos dedicados a avaliagdo de residuos industriais da
producdo de medicamentos veterinarios estdo disponiveis. No Brasil ha estudos focados na
determinacdo e quantificacdo de farmacos usados para tratamento humano (Sodré et al.,
2010; Locatteli et al., 2011), porem, ndo foram encontrados na literatura revisada, estudos
nacionais sobre a contaminacéo ambiental por farmacos de uso veterinario. Nesse contexto, 0
objetivo desse trabalho foi avaliar a toxicidade aguda, para Daphnia similis, e crbnica, para
Ceriodaphnia dubia, dos efluentes brutos e tratados de uma industria farmacéutica veterinaria

localizada na regido sudeste do Brasil.
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MATERIAL E METODOS

O preparo das amostras e 0s testes ecotoxicologicos e foram realizados no Laboratorio
de Biotecnologia Ambiental e Genotoxicidade do Instituto de Ciéncias da Natureza (ICN) da
Universidade Federal de Alfenas (Unifal-MG) e no Laboratério de Ecotoxicologia e
Microbiologia Ambiental "Prof. Dr. Abilio Lopes" da Faculdade de Tecnologia (FT) da
Universidade Estadual de Campinas (Unicamp - campus Limeira). Foram avaliados os efeitos
toxicos agudos e cronicos de amostras de efluentes brutos, tratados quimicamente e tratados
biologicamente, gerados durante o processo de fabricacdo de medicamentos veterinarios e nas
etapas do processo de tratamento da estacdo de tratamento de efluentes (ETE) de uma
industria farmacéutica localizada na regido sudeste do Brasil.

A inddstria farmacéutica veterinaria, onde as amostras de efluentes foram coletadas,
realiza formulacbes e emprega o sistema de producdo em batelada, sendo fabricadas
anualmente 4 classes de medicamentos (antibioticos, hormonios, antiparasitarios e complexos
vitaminicos). Durante as campanhas de coleta estavam sendo fabricados medicamentos das
classes terapéuticas dos antibidticos, antiparasitarios e hormonios.

O sistema implantado na ETE dessa industria farmacéutica veterinaria é composto por
uma etapa de tratamento quimico realizado por meio de floculagdo e de uma etapa de
tratamento biol6gico aerdbio convencional do tipo lodo ativado. No tratamento quimico sdo
utilizados o hidréxido de sddio (NaOH) para ajuste de pH, o sulfato de aluminio (Al>(SO4)s)
como floculante e polimeros organicos para a flotacdo e consequente reducdo de sélidos
suspensos. Os efluentes resultantes do tratamento quimico sdo encaminhados para o
tratamento biologico.

Foram realizadas cinco campanhas de amostragem bimestralmente entre outubro de
2011 e julho de 2012. As amostras de efluentes brutos, tratados quimicamente e tratados
biologicamente foram coletadas na ETE da indUstria farmacéutica antes da entrada no
tratamento quimico (efluentes brutos - EB), logo apés a saida do tratamento quimico
(efluente tratado quimicamente - EQ) e no final do processo de tratamento logo apds a etapa
de tratamento biologico (efluente tratado biologicamente - EF), utilizando recipientes de
polietileno lavados, de acordo com o protocolo de limpeza bésica de frascaria da CETESB
(2011). As amostras foram armazenadas em frascos plasticos e mantidas congeladas a -20 °C,

por no méximo 60 dias (CETESB, 2011), até a realizacdo dos testes ecotoxicoldgicos.
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As amostras coletadas foram submetidas a determinacdo dos seguintes parametros
fisico-quimicos: pH (utilizando medidor de pH portatil — PHTEK- modelo PH100);
temperatura e oxigénio dissolvido (OD) (empregando um oximetro da marca OAKTLON
modelo 600); condutividade (empregando condutivimetro, modelo W120 — BEL) (CETESB,
2011) e teor de amoénia (empregando eletrodo de ion de ambnia - High Performance
Ammonia lon Selective Electrode — Thermo Scientific).

Os testes de toxicidade aguda foram realizados utilizando o microcrustaceo D. similis
de acordo com a norma brasileira NBR 12.713 (ABNT, 2009) e os testes de toxicidade
crénica foram realizados de acordo com a norma brasileira NBR 13.373 (ABNT, 2010),
empregando o microcrustaceo C. dubia. Os cultivos de ambos 0s organismos teste também
foram realizados de acordo com as normas brasileiras (ABNT, 2009; ABNT, 2010).

A manutencdo em laboratério, sob condicdes controladas de cultivos, dos organismos
empregados em testes ecotoxicolégicos é essencial para garantir a qualidade dos resultados
gerados (Kim et al., 2010). Ambos os organismos teste foram cultivados em recipiente de 2 L
sob fotoperiodo com 16 h de luz e temperatura entre 18 e 22 °C, em camara do tipo B.O.D.
(ABNT, 2009; ABNT, 2010). Trocas totais da dgua de cultivo, com limpeza dos recipientes e
contagem dos organismos adultos, foram realizadas a cada 48 h. Nesse momento as D. similis
foram alimentadas com a alga Pseudokirchneriella subcapitata e meio MS, e as C. dubia
foram alimentadas com P. subcapitata e Vitohormonio (racdo fermentada adicionada de
leveduras). As sensibilidades das D. similis e das C. dubia foram avaliada mensalmente
utilizando como controle positivo o cloreto de sddio (NaCl) (ABNT, 2009; Liguoro et al.,
2009; ABNT, 2010; Kim et al., 2010).

Para os testes com D. similis, das amostras de efluentes, foram utilizadas neonatas
com 2 a 26 h de idade (ABNT, 2009). Cinco organismos foram expostos a cada concentracao
(0; 0,001; 0,01; 0,1; 1; 10; 25; 50 e 100% v/v) das diferentes amostras de efluentes, em quatro
réplicas, por um periodo 48 h de exposicdo, com auséncia de luz e alimento. Como controle
negativo foi empregada agua de diluicdo. ApoOs o periodo de exposicéo foi contabilizado o
numero de individuos imoveis em cada concentracédo testada e os resultados foram expressos

em concentracgéo efetiva 50% (CEszp) (Liguoro et al., 2009).

A Associacdo Brasileira de Normas Técnicas — ABNT desenvolveu a NBR 13.373,

intitulada Ecotoxicologia Aquatica - Toxicidade crbénica - Método de ensaio com



179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194

195

196

197
198
199
200
201
202
203
204

205
206
207
208
209

43

Ceriodaphnia spp. (ABNT, 2010). Este protocolo refere-se a testes com periodo de exposicao
dos organismos de 7 dias, com fluxo semiestatico. As ceriodaphnias foram mantidas em
frascos coletores universais com meio liquido em camaras do tipo B.O.D a 25 °C com
fotoperiodo de 16 h. Os microcrustdceos foram alimentados com a alga P. subcapitata e
vitohormonio a cada dois dias durante a execugdo dos testes (ABNT, 2010). Para o teste de
toxicidade cronica, os organismos foram expostos a diferentes concentracdes dos efluentes,
ajustadas para cada amostra, variando de 0,01 a 0,0000001% (v/v), com base nos resultados
obtidos para os testes de toxicidade aguda com D. similis. Como controle negativo foi usado
agua reconstituida. O pardmetro avaliado foi a reproducdo dos organismos, visando a
determinacdo da concentracdo inibitoria 50% (Clsp). Em todos os ensaios foram utilizados
organismos neonatos, e para cada concentracdo foi exposto um individuo em dez réplicas.

Os dados obtidos nos testes ecotoxicoldgicos agudos e cronicos foram submetidos a
analises estatisticas para obtencdo das concentra¢cGes mediana de imobilizacdo (CEsg - 48 h),
e concentracBes medianas inibitorias da reproducdo (Clsp - 7 dias) calculadas através dos
métodos “Trimmed Spearman-Kraber” e de Interpolacdo Linear, disponivel nos programas
JSPEAR e ICPIN (Hamilton, et al., 1977; Norbert-King, 1993).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras de efluentes brutos e tratados testadas apresentaram elevada toxicidade
aguda e cronica. Parte dessa toxicidade poderia ser atribuida a farmacos, reconhecidamente
toxicos (Reis Filho et al., 2007; Santos et al., 2010), empregados na fabricacdo dos
medicamentos veterinarios e incorporados aos efluentes brutos. A toxicidade observada nos
efluentes tratados pode estar relacionada as substancias quimicas empregadas na etapa de
tratamento quimico ou aos préprios farmacos e os seus produtos de degradacdo, pois é
amplamente aceito que sistemas convencionais de tratamento de efluentes apresentam baixa

remocdo de micropoluentes como produtos farmacéuticos (Fatta-Kassinos et al., 2011).

Caracteristicas fisico-quimicas dos efluentes podem interferir nos resultados dos testes
ecotoxicoldgicos e assim é de grande importancia que se faga as suas determinacfes e ajuste
sempre que necessario antes da realizagéo dos testes. Neste trabalho foram determinados os
parametros: pH, OD, temperatura, condutividade e concentracdo de amonia. Os resultados

destas determinacdes e os farmacos que estavam sendo utilizados durante o periodo de cada
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amostragem sdo apresentados na Tabela 1. O pH, a temperatura e o OD apresentaram
variacdo relativamente pequena entre as campanhas, porém, a condutividade e a concentragédo

de amdnia apresentaram maiores variacoes.
Tabela 1. Parametros fisicos e quimicos dos efluentes da producéo de medicamentos veterinarios, coletados em diferentes

estagios da ETE, e farmacos que estavam sendo empregados na fabricagdo dos medicamentos no periodo de cada campanha
de amostragem

s pH T **0D Condutividade Amdnia
2 Farmacos (°C) (mg.LY) (us.cm™) (mg.L™" NH3)
O
‘EB *EQ "EF EB EQ EF EB EQ EF EB EQ EF EB EQ EF
Sulfadiazina
Sulfaguanidina
Penicilina G procaina
1 potéssica 70 65 64 243 206 23,7 62 02 12 997 3130 2760 09 139 3,0
Penicilina G procaina
benzitina

Norfloxacina

Norfloxacina
2 Oxitetraciclina 71 6,1 63 26,7 246 26,7 53 14 10 947 961 975 0,9 129 119
Medroxiprogesterona
Estreptomocina
Enrofloxacina
3 Norfloxacina 70 50 65 231 214 276 49 24 37 4700 3890 3240 143 87 09
Penicilina G procaina
potéssica
Sulfadiazina
Sulfaguanidina
4 Oxitetraciclina 55 6,6 62 204 196 21,7 24 2,7 23 5500 5530 4050 17,9 198 17,7
Penicilina G procaina
potéssica
Norfloxacina
Penicilina G procaina
potassica
5 Norfloxacina 71 76 63 158 150 19,2 8,1 14 2,7 10410 716,0 4110 58,8 30,8 5,8
Enrofloxacin
lvermectina

“EB - Efluente bruto; *EQ - efluente pds-tratamento quimico; "ET - efluente pés-tratamento biolégico; ~ OD - Oxigénio

dissolvido

Os niveis de OD tém forte influéncia na manutencdo de processos de autodepuracao
em sistemas aquaticos naturais e nas ETE. E considerada como condigdo ideal para a
realizacdo dos testes ecotoxicolégicos que sua concentragdo seja maior que 2 mg.L™
(Morales, 2004). Efluentes com elevados valores de DBO e/ou DQO ou que contenham
populagdes bacterianas em suas composi¢cdes podem apresentar concentracbes de OD
menores do que as encontradas nas aguas naturais, 0 que pode provocar estresse ou
mortalidade dos organismos teste, fazendo com que a toxicidade seja superestimada (Costa et
al., 2008).
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A maior parte das amostras de efluentes avaliadas apresentaram valores de OD maior
que 2 mg.L™. Nos efluentes brutos, os niveis de OD ndo devem ter contribuido para a
toxicidade observada. Porém, para as amostras de efluentes tratados quimicamente que em
geral apresentaram as maiores toxicidades, foram observados os menores valores de OD, fato
que pode ter contribuido para a toxicidade observada. Porém, tanto nos testes de toxicidade
aguda quanto nos testes de toxicidade cronica as CEsg - 48 h e Clgg - 7 dias, respectivamente,
foram o determinadas em concentracfes bastante diluidas dos efluentes e assim a diluicdo

deve ter compensado os baixos niveis de OD dos efluentes.

O pH é um dos fatores limitantes a sobrevivéncia dos organismos aquéticos e tem
forte influéncia sobre toxicidade de metais e de muitos compostos organicos, frequentemente
encontrados em efluentes. Em todas as amostras coletadas o pH estava de acordo com a faixa
tolerada por organismos aquéticos (pH entre 6 e 9) (Morales, 2004), exceto nas amostras de
efluente quimicamente tratado (pH 5,0) da terceira campanha e de efluente bruto (pH 5,5) da
quarta campanha em que o pH teve que ser corrigido com NaOH. Ndo foi observada variagao
dos valores de pH durante os testes e assim este fator ndo influenciou na toxicidade das

amostras analisadas.

Tipicamente, os parametros de integracdo, tais como condutividade, sélidos
dissolvidos totais, ou salinidade sdo utilizados como medida das concentracdes de ions em
amostras liquidas. Embora em certos casos haja correlacdo entre 0 aumento de condutividade
ou de soélidos dissolvidos totais e aumento da toxicidade, esses parametros nao sdo preditores
robustos de toxicidade. Em estudos com aguas de drenagem de irrigacdo, foram encontradas,
para C. dubia, valores CLs, correspondentes a valores de condutividades entre 3500 e 4000
uS.cm™. Efluentes industriais apresentaram importante toxicidade para C. dubia com
condutividade de apenas 1800 pS.cm™. Em geral amostras liquidas com elevados niveis de
solidos dissolvidos totais apresentaram alta toxicidade para D. magna (Mount et al., 1997).
Assim podemos inferir que condutividade também néo interferiu nos testes ecotoxicol6gicos,
pois embora algumas amostras apresentarem valores elevados, sugerindo presenca de ions em
solucdo e de alguns nutrientes, os valores de condutividade estdo abaixo daqueles que

normalmente elevam ou causam toxicidade.

A presenca de aménia foi constatada em todas as amostras de efluentes, porém em

quantidades em que ndo se espera influéncia na toxicidade da amostra testada. Exceto na
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ultima campanha onde os efluentes bruto e quimicamente tratado apresentaram quantidades
relativamente elevadas de amodnia, com valores de 58,84 e 30,80 mg.L”? NHs,
respectivamente. Contudo essas amostras apresentaram toxicidades aguda e cronica nas
mesmas faixas das demais amostras que continham concentragdes relativamente baixas de

amonia.

Os resultados dos testes de toxicidade aguda para D. similis e cronica para C. dubia
sdo apresentados nas Tabelas 2 e 3. Esses organismos teste foram escolhidos devido a sua
elevada sensibilidade a diversos poluentes e por apresentarem protocolos padronizados e
validados, sendo amplamente utilizados para avaliacdo de amostras de efluentes (Costa et al.,
2008; Fatta-Kassionos et al., 2011).

No delineamento experimental utilizado para os testes de toxicidade cronica, as
concentragdes de efluentes testadas foram determinadas a partir dos resultados obtidos nos
testes de toxicidade aguda com D. similis. A menor concentracdo que causasse 100% de
letalidade para D. similis foi divida por 100, para entdo estabelecer qual seria a maior
concentragdo usada nos teste de toxicidade com C. dubia, sendo as amostras de efluente
testadas apds elevadas diluigdes.

Tabela 2. Toxicidade aguda para D. similis, expressa em CEsg - 48 h, das amostras de efluentes brutos e tratados gerados na
producdo de medicamentos veterinarios

CEso — 48h (%)

Coleta EB” EQ® ET*
1 <0,1 <0,1 <0,1
2 0,56 <0,001 0,02
3 0,03 <0,001 0,03
4 <0,001 <0,001 0,02
5 0,02 0,03 0,08

“EB: Efluente bruto; *EQ: efluente pés-tratamento quimico; “ET: efluente pds-tratamento biolégico

Os efluentes brutos apresentaram a maior variacdo nos niveis de toxicidade aguda,
com CEsp - 48 h que variaram entre <0,001 e 0,56% (Tabela 2). Essa maior variagdo e
elevada toxicidade observada poderiam ser parcialmente explicadas pelo tipo de farmacos e
adjuvantes que estavam sendo empregados, durante os diferentes periodos de coleta, e por
diferencas no ritmo de producdo, mas como ndo foram determinadas suas concentra¢Ges nao
foi possivel confirmar essa hipotese. Durante todos os periodos de amostragem o0s

antibidticos foram os farmacos mais empregados na producdo de medicamentos veterinarios
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(Tabela 1). Sanderson et al. (2004) demonstraram que 16% dos antibioticos avaliados foram

considerados extremamente téxicos para os dafinideos com CEs - 48h <0,1 mg.L™.

Mesmo aumentando a dilui¢do dos efluentes para a realizacdo dos testes crénicos foi
observada elevada toxicidade em varias amostras (Tabela 3). Os efluentes brutos da quarta e
quinta campanhas ndo foram toxicos, mesmo nas maiores doses testadas. Na primeira,
segunda e terceira campanhas foi observada toxicidade cronica relativamente alta com Clso-
7dias de 0, 0005, 0,0019 e <0,0001%.

Tabela 3. Toxicidade cronica para C. dubia, expressa em Cls, - 7 dias, das amostras de efluentes brutos e tratados gerados na
producdo de medicamentos veterinarios

Cls, — 7 dias (%)

Coleta - EQ* -
1 0,0005 0,0003 0,0006
2 0,0019 0,00001 0,0009
3 <0,0001 0,0001 -
4 0,00001 -
5 - 0,00001 -

“EB: Efluente bruto; *EQ: efluente pés-tratamento quimico; “ET: efluente pds-tratamento biolégico; ~ -: Clsy — 7 dias néo

pode ser determinada, pois estdo acima das maiores concentracdes testadas

Efluentes gerados na formulacdo de antibidticos tem baixa degradabilidade, uma vez
que contem elevada carga de principios ativos recalcitrantes (Balcioglu & Otker, 2003),
perdidos durante a fabricacdo dos medicamentos, para os efluentes brutos, que sdo gerados
predominantemente durante a lavagem do maquinario. Antibidticos de uso humano e
veterinario sdo especialmente prejudiciais a organismos aquaticos como algas, cladoceras e
artémias (Jones et al., 2004). Foram encontrados na literatura dados de toxicidade para
cladoceras de alguns dos antibi6ticos usados na industria durante os periodos em que as
amostras foram coletadas. Para Daphnia magna a enrofloxacina apresenta CEs - 48 h de 58,7
mg.L™ e em testes cronicos apresentou concentracdo de efeito ndo observado (CENO) (21
dias) de 5 mg.L™. Nos testes agudos e cronicos com D. magna a sulfadiazina apresenta CEsy -
48 h de 221,0 mg.L ™ e Cls - 21 dias (para reproducdo) de 13,7 mg.L™, respectivamente. A
oxitetraciclina apresenta CEsp - 48 h para D. magna de 621,2 mg.L™ e Cls, - 7 dias (inibicao

do crescimento populacional) para C. dubia de 0,18 mg.L™ (Santos et al., 2010).

Além dos antibioticos, 0 horménio e o antiparasitario usados na industria, durante os

periodos de amostragem, podem ter contribuido para a toxicidade aguda e cronica das



309
310
311
312
313
314
315

316
317
318
319
320
321
322

323
324
325
326
327
328
329
330
331

332
333
334
335
336
337
338

48

amostras. Os horménios fazem parte do grupo dos interferentes enddcrinos, considerados
muito téxicos, pois atuam no sistema endocrino dos organismos mesmo em concentracfes
extremamente baixa (Reis Filho et al., 2007). Os antiparasitarios sdo muito utilizados para
combater tanto ectoparasitas como endoparasitas e estdo entre os farmacos veterinarios com
maior risco ambiental, principalmente para a biota aquatica. A ivermectina, farmaco que
estava sendo empregado durante o periodo da quinta campanha de coleta, apresenta elevada
toxicidade aguda para daphnideos com CEs - 48 h de 0,00045 mg L™ (Boxall et al., 2003).

As amostras de efluente tratado quimicamente apresentaram, em sua maioria, as
maiores toxicidades agudas com CEszp - 48 h que variaram entre <0,001 e 0,003% (Tabela 2).
Somente na quinta campanha de coleta a amostra de efluente bruto foi mais toxica (CEsg - 48
h 0,02%) que a amostra de efluente tratado quimicamente tratado quimicamente (CEsg - 48 h
0,03%), porém a diferenca entre as toxicidades foi pequena. Nos testes cronicos os efluentes
quimicamente tratados também foram os mais toxicos com valores de Clso - 7 dias entre
0,00001 e 0,003% (Tabela 3).

Embora a etapa de pré tratamento quimico seja necessaria para melhorar a
tratabilidade de efluentes gerados na producéo de antibiéticos (Balcioglu & Otker, 2003), o
processo empregado na ETE da industria onde foram coletadas as amostras elevou toxicidade
dos efluentes brutos. O aumento na toxicidade das amostras dos efluentes tratados
quimicamente poderia estar relacionado a adicdo de reagentes tdxicos, como por exemplo, 0
sulfato de aluminio (Alx(SO,)s), usado como agente floculante. Os tratamentos de aguas e de
efluentes industriais e domeésticos estdo entre as principais fontes antropogénicas de
contaminac¢do ambiental por aluminio (Wren & Stephenson, 1991), indicando que parte desse

sal é perdida com os efluentes finais.

A toxicidade do aluminio para invertebrados de aguas doces é espécie especifica e
variavel. Em amostras com pH maior que 6, € normalmente baixa variando entre 320 a 832
Hg.L™. Os organismos aquaticos mais sensiveis ao aluminio sdo os cladéceros (Wren &
Stephenson, 1991). A toxicidade observada, principalmente nos testes agudos que avaliaram
as amostras de efluentes menos diluidas, parece estar relacionada ao Al;(SO4);. Porém outro
fator que pode ter influenciado no aumento da toxicidade dessas amostras é a formagao

produtos intermediarios de degradacdo com toxicidade igual ou maior que a dos compostos



339
340

341
342
343
344
345
346
347
348

349
350
351
352
353
354
355
356
357
358

359
360
361
362
363
364
365
366
367

49

quimicos provenientes diretamente da producdo dos medicamentos veterinarios (Tambosi et
al., 2010; Fatta-Kassinos et al., 2011).

As amostras de efluentes tratados biologicamente das trés primeiras campanhas
apresentaram toxicidade aguda igual (campanhas 1 e 3) ou superior (campanha 2) aquelas
apresentadas pelas amostras de efluentes brutos (Tabela 2). Porém, nas duas Ultimas
campanhas houve reducdo na toxicidade dos efluentes tratados biologicamente (mais
pronunciada na quarta campanha). As amostras de efluentes tratados biologicamente das
Gltimas trés campanhas ndo apresentaram toxicidade cronica nas doses testadas. Os valores
de Clsp - 7 dias das amostras das duas primeiras campanhas foram relativamente altas com
valores de 0,0006 e 0,0009% (Tabela 3).

Larsson et al. (2007) determinaram as concentracGes de 59 farmacos e avaliaram a
toxicidade de efluentes finais de um complexo de industrias produtoras de medicamentos
genéricos para uso humano localizado na india. Dentre os 11 farmacos encontrados em maior
abundancia 5 eram antibioticos (ciprofloxacina, norfloxacina, lomefloxacina, enoxacina e
ofloxacina), presentes em concentracdes que variaram entre 150 e 31000 pg.L™. Nos testes
de toxicidade aguda com D. magna, dos mesmos efluentes, os valores de ECsy - 48 h
variaram entre 6,7 e 7,2%. Mesmo sendo espécies de daphnias diferentes, a toxicidade das
amostras de efluentes finais (coletadas ap6s o tratamento bioldgico) das cinco campanhas de
amostragem apresentaram toxicidade aguda muito superior aquelas observadas por Larson et
al., (2007) para amostras com elevadas concentracdes de farmacos.

Nos ambientes aquéaticos, devido ao grande fator de diluicdo, geralmente os
organismos estdo expostos a concentracfes subletais dos poluentes e essa exposicao a baixas
concentracdes pode levar a distarbios fisiologicos e/ou comportamentais em longo prazo. Os
efluentes avaliados nesse trabalho, mesmo em elevadas dilui¢Ges, apresentaram toxicidade
cronica para C. dubia e, portanto poderiam representar ricos aos organismos aquaticos.
Porém, os efluentes finais da inddstria farmacéutica avaliada sdo lan¢ados na rede municipal
coletora de esgotos e, além de sofrer grande diluicdo no esgoto predominantemente
doméstico, sdo levados a estacdo municipal de tratamento de esgoto onde passam novamente

por um tratamento biologico.
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Caso nédo sejam naturalmente biodegradados, fotodegradados ou eficientemente
removidos nas estacOes de tratamento de esgoto e de efluentes os farmacos podem atingir 0s
ambiente aquatico (Melo et al., 2009). Nos sistemas de tratamento de efluentes, dois
processos de eliminacdo de farmacos sdo geralmente importantes: a adsor¢do aos solidos
suspensos (ex.: provenientes de esgotamento sanitario) e a biodegradacdo. A adsorcdo é
dependente de interacdes hidrofobicas e eletrostaticas dos farmacos com particulas e
bactérias em suspensdo. Porém, quando os farmacos estdo presentes preferencialmente na
fase sollvel, a biodegradacdo é o processo de eliminacdo mais importante. A degradagdo
pode ocorrer em zonas aerobias (e em alguns casos anaerdbias) nos tratamentos por lodos
ativados, e no geral a decomposic¢édo biologica de farmacos aumenta com o aumento do tempo
de retencdo hidraulica e com a idade do lodo (Tambosi et al., 2010). Como a etapa de
tratamento bioldgico da ETE, onde foram coletadas as amostras, trata conjuntamente 0s
efluentes sanitarios e os efluentes industriais esperdvamos maior remog¢do da toxicidade

atribuida aos farmacos por ambos os processos envolvidos na remogéo.

O tratamento de efluentes é considerado como a etapa chave para protecdo dos
ambientes aquaticos, pelo menos, no que diz respeito a introducdo de farmacos. Basicamente
existem quatro abordagens para melhorar a remocao de farmacos dos efluentes: otimizacéao
de tecnologias de tratamento existentes, a modernizacdo de equipamentos de tratamento
existentes com novas tecnologias, os métodos de segregacdo na fonte, e as medidas de
controle na fonte. Melhorar as plantas de tratamento de esgoto/efluentes e aplicacdo de
medidas de controle na fonte sdo as abordagens tradicionais para a melhoria da qualidade dos
efluentes. Segregacdo na fonte é uma abordagem recente com uma crescente aceita¢cdo na
comunidade de tratamento de esgoto (Tambosi et al., 2010). Diferentes processos oxidativos
avancados aplicados a degradacao de farmacos de diferentes classes terapéuticas apresentam
alta eficiéncia de degradacdo quando sdo encontradas baixas concentracdes de farmacos nos
efluentes (Melo et al., 2009). Essas alternativas perecem ser meios eficazes para a reducdo da
toxicidade aguda e cronica dos efluentes da indUstria farmacéutica avaliada e se implantadas

pode reduzir seus possiveis impactos ambientais.
CONCLUSAO

1. Os efluentes brutos e tratados da industria de medicamentos veterinarios estudada

apresentam elevada toxicidade aguda para D. simillis e crénica para C. dubia.
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2. Os testes de toxicidade, aguda e crdnica, realizados se mostraram sensiveis e
adequados para a avaliacdo da toxicidade dos efluentes brutos e tratados gerados na
producdo de medicamentos veterindrios e também para avaliacdo da eficiéncia das

diferentes etapas do processo de tratamento de efluentes.

3. Os efluentes tratados quimicamente apresentaram maior toxicidade para a maioria das
amostras testadas quando comparados aos efluentes brutos. Essa etapa ndo melhora a
tratabilidade dos efluentes e, a elevada toxicidade observada pode estar relacionada ao

sulfato de aluminio empregado nessa etapa como agente floculante.

4. Melhorais no processo de tratamento de efluentes da ETE seriam necessarias para
reduzir a toxicidade dos efluentes e prevenir impactos ambientais decorrente desses

despejos.
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