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RESUMO

Dependendo do medicamento, comumente sdo relatados uma série de problemas ambientais,
como: distarbios enddcrinos, bactérias resistentes a antibioticos, ecotoxicidade etc. Como as
estacOes de tratamento existentes ndo sdo capazes de remover completamente esses poluentes,
novas e altamente eficientes tecnologias devem ser desenvolvidas para esse fim. A reacdo de
Fenton apresenta-se como uma boa alternativa para tal. No entanto, o pH &cido, a geragdo de
lodo e a necessidade da adi¢é@o continua de ions ferrosos sdo problemas a serem superados, por
exemplo, com o uso da reagédo foto-Fenton. Neste trabalho, foi investigada a ocorréncia dos
farmacos acido salicilico, cetoprofeno, diclofenaco, paracetamol e cafeina em amostras de
aguas superficiais do ribeirdo Feijdo, do corrego do Espraiado, entrada e saida da Estacdo de
Tratamento de Agua (ETA — Vila Pureza) no municipio de Sdo Carlos/SP durante um ano. Os
analitos foram extraidos e pré-concentrados, com o uso de um sistema semiautomatico de
extracdo em fase sélida (SPE) e, entdo, analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia
com detector de arranjo de diodos (HPLC/DAD). O método analitico desenvolvido foi validado
e mostrou-se linear na faixa de 200 a 360 ng L para o paracetamol, 120 a 280 ng L™ para a
cafeina, cetoprofeno e diclofenaco e de 160 a 320 ng L™ para o 4cido salicilico, com coeficientes
de correlacdo maiores que 0,99. Essas faixas de concentrac6es tém sido comumente detectadas
em aguas superficiais. Os limites de deteccdo e quantificacio foram de 36 e 120 ng L™ para o
diclofenaco, cetoprofeno e cafeina, de 60 e 200 ng L™ para o paracetamol e de 48 e 160 ng L
para o &cido salicilico, respectivamente. A precisdo intradia variou entre 0,850 e 5,03%, 0s
valores de recuperacdo variaram entre 50 e 78%, e a exatiddo entre 98,9 e 101%. Nao foi
detectada nenhuma das substancias investigadas nas amostras analisadas durante o periodo dos
testes. Avaliou-se a degradacdo desses farmacos pelo processo foto-Fenton irradiado com
LEDs-UV, usando-se o ferrioxalato. Trés fatores: poténcia dos LEDs, concentragdo de Fe®* e
de H20, foram estudados via planejamento experimental. Usou-se uma funcao desejabilidade
que levasse em conta a degradagéo conjunta dos cinco farmacos na C,;;.; = 10 mg L™t (concen-
tracdo nominal). Os niveis otimizados de cada fator (Poténcia dos LEDs = 1,768 W; Cp,3+ =
150mg L e Cu,0, = 47,6 mg L) foram determinados utilizando-se a metodologia de
superficie de respostas (MSR). No ponto étimo, todas as concentracdes dos farmacos
analisados ficaram abaixo dos respectivos limites de deteccdo apds 25 min de reacdo, 30% de
mineralizacdo foi obtida e 40% de DQO foi removida. Ainda no ponto 6timo, avaliou-se a
cinética da reacdo e verificou-se que os farmacos estudados apresentaram comportamentos
cinéticos semelhantes (pseudo-primeira ordem), com rapida degradacdo (aproximadamente
80% nos 10 min iniciais) e constantes de taxa virtualmente idénticas na ordem de 10t min.
Durante a reacdo o numero médio de oxidacdo do carbono variou de —2,7 para —1,9 (ap6s 25
min). Os testes de ecotoxicidade (Latuca sativa) indicaram que, apesar da formacdo de
subprodutos, ndo houve aumento da fitotoxicidade.
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Foto-Fenton; ferrioxalato; LED; farmaco; metododologia de superficies de resposta; validacéo



ABSTRACT

Depending on the drug, endocrine disruption, antibiotics-resistant bacteria, ecotoxicity, etc. are
commonly reported problems. As the existing treatment stations are not capable of completely
removing those pollutants, new and highly efficient technologies should be developed for this
purpose. The Fenton’s reaction is a good choice for that. However, acidic pH, sludge
generation, and the need for the continuous addition of ferrous ion are problems to be overcome,
e.g., by the photo-Fenton reaction. The occurrence of salicylic acid, ketoprofen, diclofenac,
paracetamol and caffeine was investigated in surface water samples from Feijdo and Espraiado
streams, entrance of the Water Treatment Plant (WTP — Vila Pureza), and waters intended for
public supply (exit of the WTP — Vila Pureza) from the city of Sdo Carlos/SP. The analytes
were extracted and preconcentrated using a solid phase extraction (SPE) semiautomatic system
and then analyzed by high performance liquid chromatography with diode array detector
(HPLC/DAD). The developed analytical method was validated and its linear range was from
200 to 360 ng L™ for acetaminophen, 120 to 280 ng L™ for caffeine, ketoprofen, and diclofenac
and from 160 to 320 ng L for salicylic acid, with correlation coefficients greater than 0.99.
Those concentration rangesare commonly found in surface waters. The detection and
quantification limits were 36 and 120 ng L™* for diclofenac, ketoprofen and caffeine, 60 and 200
ng L for paracetamol and 48 and 160 ng L for salicylic acid, respectively. The intraday
precision ranged from 0.850 to 5.03%, recovery ranged from 50 to 78%, and accuracy from
98.9 to 101%. None of the investigated substances were detected in the samples analyzed
during the testing period. The degradation of those drugs by the photo-Fenton process
irradiated with LEDs-UV and assisted by ferrioxalate was also evaluated. Three factors: LEDs
power, Fe** and H,O, concentrations were studied by experimental design. A desirability
function, taking into consideration the joint degradation of the five drugs at Cinitia = 10 mg L~
! (nominal concentration), was used. The optimized levels of ea¢ factor (LEDs power = 1.768
W, Cpp3+ =15.0mg L, and Ch,0, =47,6 mg L) were determined using the response surface
meotodology (RSM). Under the optimized conditions, the concentrations of all drugs were
below their respective detection limits after 25 min of reaction, 30% mineralization was
achieved, and 40% of the COD was removed. The reaction Kinetics (optimized conditions)
were assessed and it was verified that the studied drugs presented similar kinetic behavior
(pseudo-first order), with fast degradation (approximately 80% in the first 10 min), and virtually
identical rate constants around 10"t min™t. During reaction, the medium oxidation number of
carbon ranged from —2.7 to —1.9 (after 25 min). Ecotoxicity tests (Latuca sativa) indicated that,
despite the formation of byproducts, there was no increase in phytotoxicity.

Keywords:
photo-Fenton; ferrioxalate; LED; drug; response surface methodology; validation
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1

INTRODUCAO GERAL
1.1 INTRODUCAO

Em 22 de marco de 1992, a ONU estabeleceu o “Dia Internacional da Agua” com a
publicag¢io do documento intitulado “Declaragéo Universal dos Direitos da Agua”. Nesse texto,

destaca-se o paragrafo 5:

A é4gua ndo é somente heranc¢a de nossos predecessores: ela é, sobretudo, um
empréstimo aos nossos sucessores. Sua protecdao constitui uma necessidade
vital, assim como a obrigagdo moral do homem para com as gerac@es futuras
(ONU, 1992).

E irrefutavel a ideia de que sem 4gua ndo haveria vida na Terra. A importancia desse
recurso natural tem se tornado, a cada dia, motivo de disputas e preocupacdes. A poluicdo se
alastra e a busca por fontes disponiveis deste recurso para 0 consumo humano torna-se

dispendiosa.

A continuacdo da vida no planeta podera ser afetada pela escassez de agua potavel, por

sua ma distribuicdo e pela poluicdo em suas mais variadas formas.

Na primeira década do século XXI, um quinto da humanidade ndo tinha acesso a agua
potével e os paises mais afetados pela desertificagao e a falta d’agua séo os do Terceiro Mundo
(SANTOS, 2001).

A é&gua potavel é um pressuposto para o exercicio de outros direitos
fundamentais, como, por exemplo, o direito a vida. Dizendo de modo inverso,
o direito fundamental a vida somente podera ser garantido, se as pessoas
tiverem acesso a agua potavel (FACHIN; SILVA, 2010).

Hé& algumas décadas, a sociedade passou a adotar novos paradigmas sobre as relacfes
humanas e 0 meio ambiente, influenciada por movimentos socioambientais e estudos que

alertam sobre os impactos causados pela constante destruicdo da natureza.
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Pode-se citar como marco, a primeira Conferéncia especifica sobre a agua, que ocorreu

no ano de 1977 na Argentina e ficou conhecida como “A¢do de Mar del Plata”.

Ainda na década de 1970, foram publicadas as primeiras pesquisas alertando para a
contaminagdo de ambientes aquaticos por farmacos (D’AMATO; TORRES; MALM, 2002;
JONES-LEPP et al., 2004; SALDANHA et al., 2010). Garrison (1976) detectou acido
clofibrico — um metabdlito ativo de fa&rmacos utilizados como reguladores de lipidios no sangue
— em esgotos domésticos ndo tratados e também em efluentes de Estacdo de Tratamento de
Esgotos (ETE). Hignite e Azamoff (1977), também nos EUA, detectaram cafeina, acido
clofibrico além de outros compostos em efluentes da ETE.

A Agenda 21, documento resultante da Conferéncia das Na¢des Unidas sobre o Meio
Ambiente e o Desenvolvimento de 1992 (ECO 92), em seu Capitulo 18, afirma que:

A agua é necessaria em todos os aspectos da vida. O objetivo geral € assegurar
gue se mantenha uma oferta adequada de agua de boa qualidade para toda a
populacéo do planeta, ao mesmo tempo em que se preservem as funcoes hi-
droldgicas, bioldgicas e quimicas dos ecossistemas, adaptando as atividades
humanas aos limites da capacidade da natureza e combatendo vetores de mo-
Iéstias relacionadas com a 4gua. Tecnologias inovadoras, inclusive o aperfei-
coamento de tecnologias nativas, sdo necessarias para aproveitar plenamente
0s recursos hidricos limitados e protegé-los da poluicdo (BRASIL, 1995).

No Brasil, as politicas publicas e a¢fes destinadas a conservagdo da &gua como um valor
social e que garantam agua de qualidade a populacdo ganharam forca a partir da segunda década
do século XXI (BREDARIOL, 2001). Entretanto, a realidade de paises em desenvolvimento,
como o Brasil, é critica. De acordo com a Pesquisa Nacional de Saneamento Bésico realizada
pelo IBGE em 2002, 82% dos esgotos domésticos eram descartados em rios utilizados para o
abastecimento de agua potavel (IBGE, 2002). Em 2010, a Pesquisa Nacional de Saneamento
Bésico apontou que no Brasil, 71,8% dos municipios ainda ndo apresentavam politicas de
saneamento e em 48,7% deles ndo havia 6rgao fiscalizador da qualidade da agua (IBGE, 2010).
Jaem 2018, a pesquisa revelou que 61,8% dos municipios ainda ndo apresentavam politicas de
saneamento (IBGE, 2018). Uma vez que a maior parcela desses efluentes ndo passaram por um
processo de tratamento para a remocdo de nutrientes e desinfeccdo e foram descartados
diretamente nos corpos hidricos, o descarte de esgoto doméstico assumira destague como umas
das principais fontes de contaminacdo ambiental durante anos (SODRE; LOCATELLI;
JARDIM, 2010).
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Além disso, a mudanca no estilo de vida e do comportamento de consumo da populagéo,
acompanhados do desenvolvimento de novos produtos, contribuiram para o agravamento da

poluicdo dos recursos hidricos, do solo e da atmosfera.

Nas ultimas décadas, influenciado por movimentos socioambientais e estudos que
alertaram sobre os impactos causados a biota pela constante degradacéo dos recursos hidricos,
aumentou o interesse da comunidade cientifica em identificar, monitorar e desenvolver
processos eficientes para a degradacdo dos chamados ‘“contaminantes emergentes”
(CAMPANHA et al., 2015; D’AMATO; TORRES; MALM, 2002; DAUGHTON; TERNES,
1999; HALLING-S@RENSEN et al., 1998; KUMMERER, 2009; RAIMUNDO, 2011;
SCHWARZENBACH, 2006; STAN; HEBERER; LINKERHAIGNER, 1994).

O termo “contaminantes emergentes” abrange diversas substincias potencialmente
toxicas como farmacos, produtos de higiene pessoal, surfactantes, pesticidas, agentes
plastificantes, horménios e nano materiais (BRAUSCH; RAND, 2011; CELIZ; TSO; AGA,
2009; KNEPPER et al., 1999; PETROVIC; BARCELO, 2006; RICHARDSON; TERNES,
2011).

A presenca de contaminantes emergentes (CE) nos recursos hidricos € preocupante, ja
gue esses compostos podem ocasionar desenvolvimento de microrganismos resistentes,
disfuncdo do sistema endocrino e reprodutivo de seres humanos e dos animais, além de
distarbios metabdlicos e incidéncia de neoplasias malignas (CARTAGENA, 2011; DARBRE
etal., 2004; KUSTER; ALDA; BARCELO, 2005).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, no Brasil o nimero de doses de
antibidticos consumidas aumentou entre 2016 e 2018, tornando-se um dos maiores do mundo
superando a média (doses hab™) do consumo de paises como Canada, Japdo e Unido Europeia
(WHO, 2018).

Devido a elevada producéo e ao alto grau de consumo, e como consequéncia a continua

introducdo dos mesmos no ambiente, & provavel que estes compostos ndo precisem ser
persistentes para ocasionarem efeitos adversos (PETROVIC; GONZALEZ; BARCELO, 2003).
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Mezzelani et al. (2018) investigaram os efeitos moleculares e celulares em mexilhdes
Mytilus galloprovincialis expostos a anti-inflamatorios ndo esterioidais (AINES) por até 60
dias. Os resultados apresentados indicaram alteracGes de pardmetros imunoldgicos, efeitos
genotoxicos e no metabolismo de modulacdo de lipidios. Guiloski et al. (2015) realizaram

estudos de exposicdo de peixes machos Hoplias malabaricus a AINES e os resultados

apresentados indicaram estresse oxidativo e reducdo nos niveis de testosterona.

AINEs sdo medicamentos que podem ser utilizados no tratamento de dores, processos
inflamatorios, além de apresentarem agdo antitérmica ou antipirética por atuarem na inibicdo
da producéo de prostaglandinas (KEDE, 2004; BRICKS, 1998).

Um estudo realizado pela IMS Health do Brasil, com um panorama do comércio de
medicamentos no Brasil no periodo de setembro de 2015 a agosto de 2016 (IMS HEALTH DO
BRASIL, 2016), aponta que medicamentos que contém Diclofenaco (DCF), Paracetamol
(PAR), Cetoprofeno (KETO) e Acido salicilico (ASA) — pesquisados no presente trabalho —
estavam entre os mais vendidos no Brasil. Esse estudo reforca o fato apontado por Bricks
(1998) que ja apresentava os AINEs como os medicamentos mais utilizados na medicina

humana, com ou sem prescri¢do médica.

A cafeina (CAF) é provavelmente a substancia psicoativa mais consumida no mundo e
apesar de ndo ser, necessariamente, uma substancia capaz de provocar alteracdo no sistema
enddcrino, apresenta elevada solubilidade em &gua, persisténcia no ambiente e € potencialmente
recalcitrante aos processos habituais das estaces de tratamento de agua (ETA) e esgoto (ETE).
Estudos apontam que a presenca de cafeina pode estar relacionada a presenca de varios
contaminantes emergentes. Sendo assim, ela vem sendo adotada como marcador de atividades
antropogénicas (SODRE; LOCATELLI; JARDIM, 2010; RAIMUNDO et al., 2011; IDE et al.,
2013; GHISELLI; JARDIM, 2007; VIVIANO et al., 2014).
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1.2 COMPOSTOS-ALVO

1.2.1 Cafeina

A cafeina (CAF, CAS 50-08-2), mostrada na Figura 1, faz parte das metilxantinas e é
capaz de estimular o sistema nervoso central. Pode ser encontrada em varias espécies vegetais,
tais como guarand, café e chds e também na composi¢cdo de medicamentos e bebidas

energeéticas, além de produtos de higiene pessoal.

Figura 1 - Estrutura molecular da cafeina (CAF).

Fonte: autoria prépria.

Além de ser utilizada como indicadora de contaminacdo, estudos revelam que
elevadas concentracfes de CAF podem causar efeitos negativos em peixes, como a diminuigéo

da capacidade de locomocao e a morte de embrides (CHEN et al., 2008).

1.2.2 Acido Salicilico

O écido salicilico (ASA, CAS - 69-72-7), mostrado na Figura 2, é o principal
metabdlito da aspirina (medicamento mais consumido no mundo durante os ultimos dois
séculos) e provavelmente é o responsavel por muitos dos efeitos farmacologicos desse
medicamento (CHOI et al., 2015).
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Figura 2 - Estrutura molecular do &cido salicilico (ASA).
\VOH

OH

Fonte: autoria prépria

Trata-se de um beta-hidroxiacido fenolico que apresenta propriedade queratoliticas e
antimicrobianas. E um composto auxiliar no tratamento da acne e muito utilizado no tratamento
de dermatite seborreica, doenca descamativa de carater cronico, dor, febre e inflamagdo (CHOI
et al., 2015; KEDE; SABATOVICH, 2004; SAMPAIO et al., 2011). Nas plantas, mesmo em
baixas concentracfes pode atuar como um hormonio vegetal e esta envolvida em processos de

sinalizacéo de defesa vegetal contra organismos patogénicos (WEBER et al., 2012).

1.2.3 Diclofenaco

O diclofenaco (DCF, CAS-15307-79-6), mostrado na Figura 3, anti-inflamatdrio ndo-
esteroidal, possui propriedades anti-inflamatorias, analgésicas, antirreumaticas e antipiréticas.
Atua como inibidor da sintese das prostaglandinas que influenciam diretamente na inflamacéo,
dor e febre. Estudos apontam que o DCF é um dos farmacos AINE mais vendidos no mundo,
sendo utilizado em 120 paises (CHRISTEN et al., 2010; SARAVANAN; KARTHIKA,;
RAMESH, 2011; SOUZA; FERRAO, 2006).

Figura 3 - Estrutura molecular do Diclofenaco (DCF).

Cl

MH

cl OH

Fonte: Autoria prépria
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No Brasil, o DCF também é utilizado na agropecuaria. De acordo com o Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA), em sua Instru¢do Normativa N° 09, de 21 de
fevereiro de 2017, que trata do plano de amostragem e limites de referéncia para o Plano
Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes em Produtos de Origem Animal, para o

gado bovino, por exemplo, o limite de referéncia para o DCF ¢ de 5 pug kg~ (BRASIL, 2017).

A eliminacdo do DCF se d& principalmente pela urina. Aproximadamente 60% da dose
administrada é excretada na forma de metabdlitos. Observa-se que menos de 1% € excretado
na forma ndo modificada, ou seja, como substancia inalterada. O restante da dose é eliminada
na forma de metabdlitos através da bile nas fezes (DICLOFENACO SODICO, s.d.).

A presenca de diclofenaco no meio aquatico ao redor do mundo, inclusive no Brasil
(ISLAS-FLORES et al., 2013; GHISELLI, 2006) é preocupante visto que o DCF e seus
metabolitos podem provocar complicacdes renais em aves e mortandade de peixes (COLEMAN
et al., 2004; SARAVANAN; KARTHIKA; RAMESH, 2011; STEPANOVA et al., 2013;
TOWNSEND; BEGON; HARPER, 2006).

1.2.4 Paracetamol

O paracetamol (PAR, CAS-103-90-2), mostrado na Figura 4, é um farmaco com
propriedades analgésicas, utilizado na reducdo da febre e para o alivio temporario de dores
relacionadas a gripes e resfriados, especialmente utilizado em pediatria. Apesar de considerado
seguro, ingestdes diarias acima de 4 g podem provocar hepatotoxicidade (CHRISTEN et al.,
2010; SEBBEN et al., 2010).

Figura 4 - Estrutura molecular do Paracetamol (PAR).

OH
0

A

H

Fonte: Autoria propria
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ApOs a administracdo oral, aproximadamente 96% do PAR ingerido é rapidamente
absorvido e metabolizado pelo figado; o restante é excretado pela urina (BOUND;
VOULVOULLIS, 2005). Além da possivel hepatotoxicidade, estudos apontam que 0 uso
recorrente do PAR pode ocasionar problemas renais, cardiovasculares e estar relacionado a
formagé&o de tumores e doencas do sangue (ROBERTS et al., 2016; WALTER et al., 2011).

Estudos apontam a presenca desse farmaco em ambientes aquaticos nos EUA,
Alemanha e Brasil (HEBERER, 2002; KRAMER, 2012). Segundo Nava-Alvarez et al. (2014)
e Guiloski et al. (2017), a exposi¢do cronica ao paracetamol pode ocasionar reducdo da
atividade enzimatica da catalase em carpas (Cyprinus carpio) e 0 aumento na atividade de
superéxido dismutase (resposta relacionada ao estresse oxidativo) em peixes da espécie

Rhamdia quelen.

1.2.5 Cetoprofeno

O cetoprofeno (KETO, CAS 22071-15-4), mostrado na Figura 5, € um AINE
derivado do &cido propidnico. Ele apresenta efeito analgésico, anti-reumatico e atua inibindo
aagregacao plaguetaria. Assim como o DCF, 0 KETO é€ inibidor da sintese das prostaglandinas,
um mediador quimico relacionado a inflamacdo (CETOPROFENO, s.d.; JAMALI; BROCKS,
1990).

Figura 5 - Estrutura molecular do Cetoprofeno (KETO).

OH

Fonte: Autoria propria
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Estudos apontam que o KETO é aproximadamente cem vezes mais potente que a
aspirina e apresenta melhores resultados em relacdo a condicdo geral do paciente, quando
comparado ao DCF. E considerado um dos mediadores mais potentes da dor. Diferentemente
da maioria dos anti-inflamatorios que diminuem a sintese de proteoglicanos e aceleram a
destruicdo das cartilagens articulares, 0 KETO minimiza o estado degradativo da articulagéo,
ou seja, apresenta acdo condroprotetora (LANDONI; CUNNINGHAM; LEES, 1995;
MALINOVSKY etal., 1998; SARZI-PUTTINI et al., 2013).

Embora esse farmaco seja aprovado para uso veterinario em paises como Brasil e
Canadé (PAPICH, 2007), o KETO ndo é autorizado para tal finalidade nos Estados Unidos
(GRISNEAUX et al., 1999; PETERSOM; TALCOTT, 2013).

Apesar do seu uso ser aparentemente seguro, estudos mostram que pode ocasionar
toxicidade em cées (renal e gastrointestinal), urubus (depressdo, gota abdominal e inchaco da
cabeca) e em ambientes aquéaticos também apresentam risco para diversas espécies aquaticas
(PLUMB, 2002; NAIDOO et al., 2010a, 2010b; FOURIE et al., 2015; PRASKOVA et al.,
2013).

1.3 PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS E COMPORTAMENTO NO MEIO
AMBIENTE

O comportamento de poluentes organicos no meio ambiente entre outros fatores esta
relacionado as respectivas solubilidades em agua. Quanto maior o logaritmo do coeficiente de
particdo n-octanol/agua (log Kow) de um composto, mais lipofilico ele é e maior é a tendéncia
dele estar adsorvido em materiais particulados, em sedimentos e de se bioacumular em
organismos vivos (VIGNATI et al., 2009). Os valores de solubilidade em agua e do log Kow €

da massa molar dos farmacos em estudo estdo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1 - Caracteristicas fisico-quimicas dos farmacos

1 Solubilidade
Composto MM (g mol=t)  log Kow (g L) a 25 °C
ASA 138,1 2,26 3,0
CAF 194,2 0,01 21,7
KETO 254,3 3,12 5,3.10°
DCF 296,2 4,50 4.8.10°
PAR 151,2 0,46 14,2

Fonte: NCBI, 2019; MONTAGNER; JARDIM, 2011; GHISELLI; JARDIM, 2007; RODIL et al., 2009;
HERWIG et al., 2001

De maneira geral, a solubilidade em agua diminui tanto com o aumento do log Kow
guanto da massa molar de um composto. Estima-se que compostos com valores de log Kow >
5 e elevada massa molar (lipofilicos) adsorvam em materiais particulados e sedimentos e que
0s com log Kow < 5 e baixa massa molar (hidrofilicos) estardo provavelmente dissolvidos nos
corpos d’agua (VIGNATI et al., 2009).
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2

VALIDACAO ANALITICA

2.1 INTRODUCAO

A presenca dos contaminantes emergentes, em especial dos farmacos, nos recursos

hidricos é uma realidade global. Observa-se (Tabela 2) que a ocorréncia dos AINES € variada,

desde efluentes de estacGes de tratamento de esgoto (ETE) a 4guas subterraneas.

Tabela 2 - Contaminantes emergentes e suas respectivas concentragdes maximas em diferentes localidades

Substancia Local do Estudo (ng L) Referéncia
Cafeina Brasil Rio Atibaia 1,27.10° MONTAG ';lgﬁ; JARDIM,
China Qiujiang River 8.571 ZHOU etal., 2016
Missouri/EUA
(Rios e 27 L2
EUA reservatorios para 4.8 WANG etal., 2011
abastecimento)
Acido Salicilico Espanha Aguas 620 LOPEZ-SERNA et al., 2013
subterraneas N
Missouri/EUA
EUA (Rios e 77,2 WANG etal., 2011
reservatdrios para
abastecimento)
Diclofenaco Costa Rica Rio Java 266 SPONGBER et al., 2011
Brasil Rio Atibaia 96 MONTAGNER; JARDIM,
2011
Cetoprofeno Espanha (Entrada de ETE) 2.080 MARTIN et al., 2012
Suica Lago Greifensee 180 TIXIER et al., 2003
Paracetamol Coréia do Sul Rio Han 260 PARK; KIM; CHOI, 2007

Fonte: Autoria propria.
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Outro ponto importante, além da presenca em diferentes localidades, sdo as grandes
variagOes nas concentragdes encontradas ao redor do mundo, como por exemplo, a cafeina, com

uma diferenga de aproximadamente 10 vezes entre 0 maximo e o minimo detectados.

Segundo Petrovic et al. (2003), a falta de métodos capazes de quantificar compostos em
baixas concentra¢fes era um dos principais fatores limitantes da analise dos contaminantes
emergentes. O avango no desenvolvimento da instrumentagdo analitica nos Gltimos anos,
proporcionou 0 surgimento de técnicas de preparacdo de amostra, capazes de extrair e
concentrar os compostos de interesse a partir de matrizes complexas e também melhorou a

sensibilidade e a especificidade dos sistemas de detecgéo.

No entanto, apesar do crescente nimero de métodos de analise desenvolvidos nos
ultimos anos, segundo Vidal et al. (2006), existem muitos fatores que podem influenciar o
resultado da andlise. Assim, ainda existe a necessidade de se desenvolverem métodos

confidveis, sensiveis, rapidos, seguros e de ampla aplicagdo (multirresiduos).

Um novo método analitico deve passar por uma avaliagdo chamada de validacdo para
assegurar a credibilidade dos dados gerados. De acordo com a Anvisa, estudos experimentais
devem ser realizados no intuito de se assegurar que 0 méetodo atenda as expectativas analiticas
para as quais se propde, garantindo a confiabilidade dos resultados obtidos (VALENTINI;
SOMMER; MATIOLLI, 2013; RIBANI et al., 2004; WALSH, 1999; BRASIL, 2003).

Existem diversas diretrizes recomendadas por diferentes agéncias reguladoras nacionais
e internacionais que descrevem os procedimentos e estabelecem os pardmetros que devem ser
avaliados durante a validacdo. Mas de acordo com Krull e Swartz (2001) tais recomendac6es
sdo propositalmente vagas para permitir que o analista faca as adaptacfes necessarias de acordo
com o método utilizado. De maneira geral, uma boa validacdo fornece as agéncias reguladoras
informagdes claras e precisas de que a metodologia utilizada é adequada para 0 uso desejado
(VALENTINI; SOMMER; MATIOLLI, 2013; RIBANI et al., 2004; BRASIL, 2003; WALSH,
1999; SWARTZ; KRULL, 2001).
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2.1.1 Seletividade e o Efeito de Matriz

A seletividade analitica é a capacidade de se produzir respostas inequivocas das
substancias analisadas, ainda que na presencga de uma amostra complexa, ou seja, assegurar que
cada analito apresente um Unico e exclusivo sinal (resposta) ( PHARMACOPEIA, 1999;
VESSMAN, et al., 2001).

Uma das maneiras de se avaliar a seletividade é comparar as respostas obtidas em
analises da “matriz branca” (isenta das substancias de interesse) com aquelas da matriz branca
fortificada (spiked) com os analitos de interesse. Para que o método seja considerado seletivo,
as substancias de interesse devem ser separadas entre si e dos demais componentes e
apresentarem tempos de retencdo Unicos, caracteristicos e distintos de quaisquer outras
substancias presentes na amostra (RIBANI et al., 2004; JOINT et al., 1995; VALENTINI
SHABIR, 2003; SOMMER; MATIOLI, 2013).

A analise de amostras complexas pode ser um grande desafio para o analista devido a
variedade de substancias presentes, impurezas, compostos com propriedades fisico-quimicas
semelhantes e possiveis produtos de degradacdo que possam coeluir e interferir na analise dos
analitos. Fendmenos como a diminui¢do ou amplificacdo da resposta podem ser causados por
substancias que comp&em a matriz amostral. O efeito matriz € um estudo de seletividade que
objetiva averiguar possiveis interferéncias e aplicar as corre¢des necessarias. De acordo com o
MAPA, a avaliacdo do paralelismo entre as curvas referentes ao analito em solvente e a amostra
foriticada com o analito € um possivel critério utilizado na avaliacdo desse parametro. (MAPA,
2011; BRASIL, 2003).

2.1.2 Limite de deteccéo (LD) e Limite de Quantificacdo (LQ)

Estabelecidas as condigcdes experimentais, entende-se por limite de detec¢do a menor
quantidade detectavel, mas ndo necessariamente quantificavel, do analito presente em uma
amostra. Ja o limite de quantificacdo é a menor quantidade do analito em uma amostra que

pode ser determinada com precisao e exatiddo (BRASIL, 2003).
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O meétodo mais utilizado para a determinagdo desses limites em procedimentos
analiticos que mostram o ruido da linha de base é o da relagdo sinal-ruido. Nesse método sdo
comparados os valores dos sinais da amostra em baixas concentracdes pré-estabelecidas do
analito de interesse na matriz com um branco da amostra. De acordo com a ANVISA, para a
relacdo sinal-ruido séo aceitaveis valores iguais ou superiores a razdo 3:1 parao LD e 10:1 para
0 LQ (BRASIL, 2003).

2.1.3 Linearidade

Dentro de um intervalo de aplicacdo, linearidade € a capacidade do procedimento
analitico de apresentar correlacdo diretamente proporcional entre a resposta e a massa ou
concentracdo da substancia presente em uma amostra (BRASIL, 2003; PHARMACOPEIA,
1999). Diversos métodos como padronizagdo externa, interna, superposi¢do de matriz e adicao-
padrdo podem ser utilizados para o estudo da linearidade. A escolha do método dependera de
diversos fatores relacionados as caracteristicas dos analitos, das matrizes e dos equipamentos

de anélise.

No método de adi¢do-padréo, antes do preparo da amostra sao adicionadas quantidades
conhecidas do analito de interesse a quantidades conhecidas de amostra. Ja o método de
padronizacdo externa consiste em constuir uma curva analitica a partir de solugdes de
concentragcfes conhecidas preparadas a partir de um padrédo e comparar com a area obtida da
analise da substancia de interesse na amostra. No método de padronizacdo interna sao
preparadas solucBes-padrdo de concentracBes conhecidas do analito de interesse e adicionadas
guantidades iguais de um composto chamado padrdo interno. Por fim, no método de
superposicao de matriz, é utilizada uma matriz similar a da amostra real, isenta do composto a
ser analisado. Sdao preparadas solu¢Bes em diversas concentraces que sdo utilizadas para a
construcdo da curva de calibragdo que servira de referéncia para comparar com a area obtida
da andlise da substancia de interesse na amostra. Apesar de similar a padronizacdo externa, o
método de superposi¢do de matriz compensa possiveis interferéncias e efeitos de matriz que
possam interferir no preparo da amostra e na deteccdo do analito de interesse, fornecendo
melhor correlagdo com a composic¢édo da amostra (RIBANI et al., 2004; SOMMER; MATIOLI,
2013; SWARTZ; KRULL, 2001).
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Os dados obtidos das respostas medidas para diferentes massas ou concentragdes co-
nhecidas do analito sdo tratados através da regressao linear e o resultado pode ser expresso
como uma equagcéo de reta (BARROS NETO; PIMENTEL; ARAUJO, 2002). A significancia
estatistica da equacdo de regressao linear deve ser avaliada através de testes como o de ajuste
do modelo linear para que a validade da regressao seja comprovada. O coeficiente de correlagédo
(R) pode ser utilizado como diretriz para se avaliar o ajuste dos dados & linha de regresséo
(NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010). Diferentes valores de R sdo aceitos como validos
pelas diretrizes normativas. De acordo com a ANVISA, esse deve ser igual ou superior a 0,99;
ja de acordo com o INMETRO, o valor deve ser igual ou acima de 0,90 (BRASIL, 2003; IN-
METRO, 2016). Além disso, o intervalo de aplicagdo da curva analitica deve atender a requi-
sitos de precisdo e exatidao e conter a concentracdo correspondente ao LQ (SWARTZ; KRULL,
2001).

2.1.4 Precisao e Exatidao

Dentro de um intervalo de aplicacéo e condicdes definidas, a precisao representa a dis-
persdo dos resultados de ensaios independentes repetidos de uma mesma amostra, amostras
semelhantes ou padrBes. J& a exatiddo representa o nivel de concordéncia entre os resultados
individuais obtidos de um determinado ensaio e um valor de referéncia aceito como verdadeiro
(BRASIL, 2003; SWARTZ; KRULL, 2001).

2.2 OBJETIVOS

O objetivo dessa etapa do trabalho foi desenvolver e validar um método analitico
multirresiduo para a determinacdo de cafeina, &cido salicilico, diclofenaco, cetoprofeno e

paracetamol em aguas superficiais de rios.
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2.3 MATERIAIS E METODOS

2.3.1 Reagentes

Acido salicilico (ASA, CAS 50-08-2), paracetamol (PAR, CAS 103-0-2), diclofenaco
de sodio (DCF, CAS 15307-79-6), cetoprofeno (KETO, CAS 22071-15-4), e cafeina (CAF,
CAS 58-08-2) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (pureza de 99%). As solu¢des com a mistura
dos farmacos foram preparadas dissolvendo-se uma quantidade pré-determinada de cada
composto em agua ultra pura e em metanol. O &cido oxalico dihidratado foi adquirido da Synth
(pureza 99%). Nitrato de ferro(l1l) nonahidratado (CAS 2018-0, pureza 98,4%), metanol e
acetonitrila (grau HPLC) foram obtidos da J. T. Baker. Perdxido de hidrogénio (50%), acido

férmico (85%), acido cloridrico (37%) e acido nitrico (65%) da Merck.

2.3.2 Solucdes padrdes de diluicdes

Foram preparadas solugcfes-estoque (em agua e em metanol) individuais dos farmacos
na concentracio de 1.000 pg L1, bem como solucdes-estoque da mistura dos cinco farmacos
também na concentragio de 1.000 pg Lt de cada farmaco. As solugdes utilizadas para a
construcdo das curvas analiticas e fortificacdo de matrizes e amostras foram feitas atraves de
diluicdes das solucBes-estoque iniciais. Todas as solucdes (estoque e diluicdes) foram
guardadas refrigeradas pelo prazo maximo de 15 dias. Durante esse periodo ndo foram

verificadas alteracdes nas amostras.

2.3.3 Extracao em fase solida (SPE)

Os farmacos foram extraidos via SPE, utilizando-se um sistema a vacuo adaptado de
Sodré et al. (2010), com apresentagdo esquematica na Figura 6, semelhante ao adotado pela
American Society for Testing and Materials Standards, que permite o processamento in line de

grandes volumes de amostras. O sistema é constituido por conexdes de latdo, aco inox e pecas
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de politetrafluoretileno (PTFE, Teflon®) a fim de se eliminar riscos de contaminagio (SODRE,
2010; ASTM, 2006).

Figura 6 - Representacdo esquematica simplificada do sistema a vacuo: A — reservatorio de vidro contendo a
amostra; B — conjunto de extragdo contendo cartucho SPE; C — Bombona de pléastico reforgado; D - reservatério
com agua; E — Injetor Venturi; F — Bomba centrifuga.

A

(==}
=R -

e

Fonte: Adaptado de SODRE et al., 2010.

Os cartuchos de extracdo foram afixados nas conexdes das pecas de PTFE. O vacuo foi
criado por uma bomba centrifuga de ¥2 CV em um sistema de trompa de vacuo que possibilita

0 ajuste do fluxo da passagem da amostra pelo cartucho de extracao.

As extracOes foram realizadas a uma vazdo de 10 mL min?, a véacuo, por meio da
passagem da 1 L da amostra pelos cartuchos Strata—X Reversed Phase da Phenomenex
contendo 200 mg de fase solida extratora. Os cartuchos foram previamente condicionados com
6 mL de metanol, 6 mL de agua ultrapura e 6 mL de agua ultrapura a pH 3 (acidificada com
HCI 5 mol LY). A escolha do cartucho foi devido a caracteristica de sua fase a base de silica
que possibilita a retencdo de analitos organicos hidrofobicos e polares, a partir de matrizes

aguosas.

As eluicdes dos analitos foram realizadas utilizando-se um manifold a vacuo de 12
portas por meio da adi¢do de 6 mL de metanol a uma vazio de 10 mL min™t. O volume eluido

foi coletado em tubos de ensaio, secos sob fluxo brando de N2 (White Martins) e o volume final
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foi ajustado para 500 puL por meio da adicdo de metanol. Esse procedimento permitiu
concentrar 2.000 vezes os analitos nos extratos. Os extratos foram acondicionados em geladeira

e analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) dentro de 24 h.

2.3.4 Analise cromatografica

Os analitos foram identificados e quantificados usando-se CLAE em um cromatdgrafo
com amostrador automatico (Agilent 1200, Agilent Technologies, Inc., EUA) equipado com
um detector de arranjo de diodo (DAD). A separacdo foi realizada em uma coluna Poroshell
120 EC-C18, 2.7 um, 4.6 mm x 50 mm fase reversa (Agilent, Inc., EUA) mantida a 40 °C.
Para as injeccdes das amostras, utilizou-se um amostrador automatico com 3 L de looping e o
eluente da coluna foi monitorado a: 241 nm (PAR e ASA), 255 nm (KETO) e 275 nm (CAF e
DCF). A fase movel foi composta por: 0,1% de &cido formico em &gua (solvente A), metanol
(solvente B) a 0,6 mL min~! de vazdo. O gradiente empregado é mostrado na Tabela 3. O

tempo total de analise foi 16 min.

Tabela 3 - Gradiente de elui¢do: A — 0.1% &cido férmico em 4gua; B — metanol

Tempo Solventes
(min) A B
0 70 30

7 30 70
14 30 70
16 70 30

2.3.5 Validacdo do método Analitico

A fim de garantir a confiabilidade do método analitico e a qualidade dos dados obtidos
utilizou-se como base para o procedimento de validacdo as diretrizes da ANVISA, INMETRO,
MAPA e da U.S. PHARMACOPEIA. (PHARMACOPEIA, 1999; BRASIL, 2003; INMETRO,
2016; MAPA, 2011).
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2.3.6 Seletividade

A capacidade de identificar os analitos de interesse, na possivel presenca de
componentes como impurezas e componentes da matriz no mesmo tempo de retengédo
cromatogréafica dos analitos de interesse indica o quéo seletivo € 0 método. A seletividade do

método analitico foi avaliada através das analises de amostras ndo fortificadas (branco).

2.3.7 Linearidade

Para o estudo da linearidade do método as solucdes-padréo utilizadas na construcéo das
curvas analiticas foram preparadas em amostras de agua superficial de nascente de um dos
afluentes do corrégo do Rio Monjolinho (S 22°00°32,1”, O 47°51°38,8”), e submetidas ao

processo de extracdo.

2.3.8 Limite de deteccédo e quantificacdo

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram calculados de acordo com a relacao sinal-
ruido. Considerou-se a relacdo sinal-ruido 3:1 para o limite de deteccdo; para o limite de
quantificacdo, o ponto inferior da curva analitica, a relacdo 10:1, de acordo com o proposto pela
ANVISA (BRASIL, 2003).

2.3.9 Precisao e exatidao

A precisdo foi avaliada pelo estudo da dispersdo dos resultados obtidos pelo célculo do
desvio-padréo relativo (DPR) em uma série de medidas pela Equacdo 1, onde x é a média
aritimetica da série, x; o dado da série e N o tamanho da populacdo. J& a exatiddo do método
analitico foi calculada através da Equacdo 2, que relaciona a concentracdo experimental

(resultados individuais) com a concentracéo teorica (valor de referéncia).
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N (g —%)
DPR = Nf_ 1 x 100 1)

. Concentracdo experimental
Exatiddo = — x 100 (2
Concentracao teorica

Para o estudo da precisdo e da exatiddo foram avaliados trés niveis de concentracéo
em tripilcata de acordo com a Tabela 4. A precisdo interdias foi avaliada em dois dias
diferentes dentro da mesma semana (BRASIL, 2003).

Tabela 4 - Niveis de concentracdo para cada farmaco analisado

Concetracdes de
avaliacdo (ng L'Y)

PAR 200 280 360
CAF 120 200 280
ASA 160 240 320
KETO 120 200 280
DCF 120 200 280

Farmaco

Observa-se que existem diferencas entre os valores das faixas de trabalho referente a
cada composto. Essas diferencas sdo devidas as variaces das respostas analicias obtidas, sendo

um fator limitante e determinante para a concentragao de trabalho.

2.3.10 Recuperacao e efeito de matriz

O efeito matriz (EM), a recuperacdo (RE) e a eficiéncia (EF) foram determinados se-
gundo o proposto por Matuszewski et al. (2003), através da comparacao entre os coeficientes
angulares (A) das curvas de calibragdo construidas com os analitos em solvente, (B) da amostra
fortificada com os analitos apds a SPE (extrato pos-fortificado) e (C) da amostra fortificada
com os analitos antes da SPE, de acordo com as Equacdes 3, 4 e 5, respectivamente. As curvas

foram estabelecidas para os mesmos niveis de concentracdo (MATUSZEWSKI et al., 2003).
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B
EM(%) = n x 100 (3)
o C
RE(%) = B x 100 (4)

C
EF(%) = a x 100 (5)

2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO
2.4.1 Seletividade

Devido as diferentes caracteristicas apresentadas pelos farmacos estudados e da
diversidade de fatores que podem interferir no método analitico, a analise multiresiduo torna-
se um desafio para o0 analista. Nesse contexto, pode-se destacar a adequacao dos parametros
para realizacdo da SPE e dos parametros cromatograficos da analise. A escolha adequada da
fase movel, da coluna cromatogréafica, do detector e da vazdo da fase movel, por exemplo, séo

importantes fatores para o bom desenvolvimento e avaliagdo do método.

Visto que ndo houve interferéncia de componentes da matriz que produzissem picos nos
tempos de retencdo cromatografica dos analitos de interesse e 0 método proposto nesse trabalho
foi capaz de identificar os analitos inequivocamente (Figura 7), ele pode ser considerado

seletivo.
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Figura 7 - Cromatogramas: (a) agua de nascente e (b) dgua de nascente fortificada (A — Paracetamol, B — Ca-
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2.4.2 Linearidade

Para demonstrar a capacidade de serem obtidas respostas analiticas diretamente
proporcionais a concentragdo dos analito nas amostras, foram preparadas, em triplicatas,
solucBes dos analitos com cinco niveis de concentracdo nominal que variaram de 120 a 360 ng
L dependendo do farmaco analisado. A Tabela 5 apresenta os intervalos lineares bem como

0s cinco niveis analisados para cada composto.

Tabela 5 - Niveis de concentracédo da avaliacdo da linearidade

Concetracdes de avaliacdo
(ng L)
PAR 200 240 280 320 360
CAF 120 160 200 200 280
ASA 160 200 240 280 320
KETO 120 160 200 200 280
DCF 120 160 200 200 280

Farmaco

A capacidade do modelo de regressdo linear explicar a variabilidade dos
dados coletados foi avaliada através do coeficiente de correlacdo (R). Entretanto, como esse
coeficiente ndo leva em consideracao a falta de ajuste do modelo, ainda que os valores obtidos
estivessem de acordo com as diretrizes seguidas no processo de validacdo, foi avaliada a
homocedasticidade dos dados para se verificar a existéncia de uma relacdo linear entre as
variaveis explicativas e a variavel-resposta e também foi realizado o teste de significancia da
regressao (Teste F) presente na Analise de Variancia (ANOVA). Os resultados obtidos estdo

apresentados nas Figura 8 a 12.
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Figura 8 - Anélise estatistica dos dados de linearidade do paracetamol.

ANOVA (PAR)
Fonte da variagdo SQ gl MQ F Valor-p  F critico
Entre grupos 3,308 x10° 1 3,31 x10°° 4,16 x10°° 0,995 4,196
Dentro dos grupos 22,284 28 0,796
Distribuicdo dos Residuos Avrea do Pico x Concentrago
0,16 8
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» . 8
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-0,08 . ' 2
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Figura 9 - Analise estatistica dos dados de linearidade da cafeina.
ANOVA (CAF)
Fonte da variagdo SQ gl MQ F Valor-p F critico
Entre grupos 2,613 x10°° 1 261x10° 3,28x10° 0,995 4,196
Dentro dos grupos 22,295 28 0,796
Distribuicdo dos Residuos . Area do Pico x Concentrago
0.2
L] 5
01 -
[ L] M o 4
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280 320
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120 160 200 240

Concentragéo (ng L)
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Figura 10 - Analise estatistica dos dados de linearidade do &cido salicilico.

ANOVA (ASA)
Fonte da variagdo SQ ol MQ F Valor-p F critico
Entre grupos 2,731 x10* 1 2,73x10*% 8,07 x10* 0,978 4,196
Dentro dos grupos 9,477 28 0,338
Distribuicéo dos Residuos Avrea do Pico x Concentrag&o
0,15 6
0,10 ) 5
0,05 . - - 5 4
2 o000 . = = S
[5] (583
o . " " . =
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-0,15 0
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240 280 320 360
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Figura 11 - Anélise estatistica dos dados de linearidade do cetoprofeno.

ANOVA (KETO)

Fonte da variagao
Entre grupos
Dentro dos grupos
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Figura 12 - Analise estatistica dos dados de linearidade do diclofenaco.

ANOVA (DCF)
Fonte da variagdo SQ gl MQ F Valor-p F critico
Entre grupos 0,1239 1 0,1239 0,1713 0,682 4,196
Dentro dos grupos 20,266 28 0,7238
Distribuicdo dos Residuos 5 Area do Pico x Concentragéo
0,15
0,10 -
0,05 - o
8 . - &
é 0,00 ' . 3
g - g
-0,05 - <
0,10 1 y =0,0145x + 0,1456
. . - R =0,995
0,15
120 180 240 300 0

80 120 160 200 240 280 320

Concentragéo (ng L™) Concentrago (ng L)

Os resultados presentes nas Figuras 8 a 12 mostram que para todos 0s compostos
analisados os valores de R obtidos estdo de acordo com as diretrizes seguidas. Observa-se que
ocorreu distribuicdo estocastica e independente da concentracdo (variancia constante dos erros
aleatérios), demostrando a homocedasticidade dos dados obitidos. Além disso, Fexperimental <
Ftabelado indicando que os modelos propostos s@o estatisticamente lineares nos intervalos de

concentragio propostos.

2.4.3 Limites de deteccdo e quantificacdo, exatidao e precisao.

Os dados obtidos referentes aos estudos para determinacdo de LD, LQ, exatiddo e pre-
cisdo inter e intradia estdo apresentados na Tabela 6. Os dados apresentados na Tabela 6 de-
monstram que 0 metodo proposto apresentou resultados de DPR menores que 10% para todos
os farmacos estudados tanto para a precisédo interdia quanto para intradia. Apesar de algumas
diretrizes como, por exemplo, as propostas pela ANVISA nao estipularem um valor de referén-
cia para esses fatores, estudos apontam que para métodos de analise de tragos ou impurezas sdo
aceitos DPR de até 20% dependendo da complexidade da amostra (BRASIL, 2003; HUBER,
1998).
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Tabela 6 - Resultados de exatiddo, precisdo, LQ e LD

Composto  Niveis Exatidao Prc.euséo ) i e LY

(%) Intradia Interdia ng Lt
Baixo 99,85 2,00 5,90

PAR Médio 101,05 1,08 3,69 200 60
Alto 100,14 1,52 2,29
Baixo 97,64 4,78 7,25

CAF Médio 100,72 0,91 2,31 120 36
Alto 98,89 1,65 6,37
Baixo 100,26 1,15 7,55

ASA Meédio 101,20 1,77 151 160 48
Alto 100,21 0,85 3,05
Baixo 99,99 2,22 4,76

CETO Médio 97,26 3,17 2,66 120 36
Alto 99,55 1,52 8,92
Baixo 106,59 5,03 5,99

DCE Médio 106,67 2,53 7,76 120 36
Alto 102,74 1,90 1,92

Os menores limites de detec¢éo e quantificacdo foram obtidos para CAF, KETO e DCF.
No que diz respeito a exatidao, os resultados obtidos estdo de acordo com as diretrizes seguidas
como guias para o presente trabalho mencionadas no item 2.4.3, que preconizam que o valor da
exatidao deve estar entre 80 e 120% (BRASIL, 2003).

2.4.4 Efeito de Matriz, Recuperacéo e eficiéncia

Os efeitos de matriz podem ser observados como uma perda (supressdo analitica) ou
como um aumento do sinal-resposta (intensificacdo analitica) e, embora a origem e 0s
mecanismos do efeito de matriz ndo sejam totalmente conhcecidos é provavel que surjam
devido a competicédo entre o analito e 0s componentes da matriz co-eluidos (GOSETT]I, 2010;
JARDIM, 2010; MATUSZEWSKI et al., 2003, KING et al., 2000).
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Observa-se (Figura 13) que os efeitos de matriz mais acentuados ocorreram para a CAF
(—22%) e para 0 ASA (43%). Gaffney et al. (2014) obtiveram -25% para a CAF, -19% para o
PAR, 42% para 0 KETO e -35% para 0 DCF e Oliveira (2017) apresentou 95% para o PAR e
de 58% para DCF.

Métodos multiresiduos acrescentam desafios na obtencdo de valores elevados de
eficiéncia uma vez que o nimero de fatores que influenciam no processo aumenta
consideravelmente. Além disso, efeitos de matriz como a supressdo e a baixa recuperacdo dos
analitos também podem influenciar na eficiéncia do processo de extracdo, uma vez que de
acordo com a metodologia proposta por Matuszewski et al. (2003) esses fatores estdo

relacionados.

Trabalhos como o de Marques et al. (2007) avaliam a eficiéncia do processo de extracao
por meio do estudo da recuperacao e ndo apresentam valores nominais para a eficiéncia. Outros
como Queiroz e Lancas (2005), apesar de avaliarem a eficiéncia do processo de extracdo, ndo
apresentam os resultados o que torna o processo de comparagdo dificil. J& os trabalhos que
apresentam resultados, como o de Oliveira (2017) que obteve, respectivamente, eficiéncias de
47 e 31% para 0 PAR e o DCF, apresentam resultados diferentes dos obtidos no processo de

extracao do presente trabalho.

Figura 13 - Resultados de Efeito de Matriz, Recuperacéo e Eficiéncia

EM RE EP
65%
DCF - 8%
- 0

56%

KETO 0%
-6%
ASA 72%
50%
43%

56%

CAF 71%
-22% | |

57%

PAR 65%

-12%
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Diversos fatores podem influenciar na recuperacdo do processo de extragcdo por SPE.
A escolha da fase extratora, do solvente, a presenga de interferentes que interajam com a fase
extratora, o eluente, o pH, o volume e a vazdo da amostra que passam pela fase sao fatores, que
devem ser ajustados dependendo das caracteristicas dos analitos de interesse para se obter a
méaxima recuperacao e eficiéncia de extracdo (JARDIM, 2010; GAFFNEYA et al., 2014).

Gaffney et al. (2014) apresentaram 51% de recuperacao para a CAF, 8% para 0 PAR,
100 % para o0 KETO e 45% para o DCF. Rigobelo, Paceres e Vieira (2011) obtiveram resultados
de recuperagéo entre 97 e 102% para o DCF enquanto Oliveira (2019) apresentou aproximada-
mente 150% para o PAR e 110% para o DCF. Ja Oliveira (2017) apresentou recuperacao de
49% para 0 PAR e de 53% para DCF.

Embora os resultados obtidos no presente trabalho para a recuperagdo terem variado
entre 50 e 78%, de acordo com a ANVISA, desde que o método apresente exatiddo e precisao,

valores menores de recuperacdo podem ser aceitos (BRASIL, 2003).

2.5 CONCLUSAO

A metodologia analitica desenvolvida, de acordo com o processo de validacdo realizado,
atende aos padrdes estabalecidos pela ANVISA. Ademais, mostra-se Util para avaliar a presenga
dos analitos estudados (que ndo apresentam protocolos de analise estabelecidos por agéncias
reguladoras brasileiras), pois os limites de quantificacio obtidos, na faixa de 36 a 200 ng L
compreendem os valores de concentragdes encontrados nas aguas superficiais de varias

localidades do mundo, segundo a literatura.
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3

MONITORAMENTO DE FARMACOS NAS AGUAS
DESTINADAS AO ABASTECIMENTO PUBLICO DO
MUNICIPIO SAO CARLOS/SP

3.1 INTRODUCAO

Apesar do crescente niumero de estudos, a literatura ainda é pouco conclusiva sobre o
comportamento dessas substancias no ambiente aquatico, ou seja, quais os efeitos provocados
nos organismos a elas expostos e quais as suas extensdes. O tempo de exposicdo € outro fator
inconclusivo. Acredita-se que mesmo em baixas concentracdes, diversos contaminantes
emergentes sdo potencialmente nocivos a biota e possivelmente aos seres humanos. Devido a
elevada producéo e ao alto grau de consumo, e como consequéncia a continua introducao dos
mesmos no ambiente, é provavel que estes compostos ndo precisem ser persistentes para
ocasionarem efeitos adversos (PETROVIC; GONZALEZ; BARCELO, 2003).

Existem diversas possiveis fontes e rotas dos farmacos residuais e seus metabdlitos no
meio ambiente (Figura 14). As fontes poluidoras podem ser divididas em pontuais (p. ex.,
esgotos domésticos e industriais) e difusas (p. ex., escoamento superficial das atividades
agricolas e agropecuarias) (MNIF et al., 2011; BIRKETT; LESTER, 2003; HEBERER, 2002).
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Figura 14 - Possiveis rotas dos contaminantes no meio ambiente e de contaminacdo de aguas de abastecimento.
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| aguas superficiais
solo -
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Fonte: Adaptado de HEBERER, T., 2002.

Os farmacos utilizados na producéo bovina, de aves, de porcos e na aquicultura podem
contaminar os recursos naturais ao serem eliminados parcialmente pela urina. A utilizagéo de
esterco bovino, bem como do lodo digerido de ETEs como fertilizantes, pode levar a
contaminacdo do solo, corregos, mananciais e aguas subterraneas. Outro fator de risco é a

disposicao de residuos industriais em aterros sanitarios (BILA; DEZOTTI, 2003).

3.1.1 Area de Estudo

O municipio de Sao Carlos ¢ localizado no centro geogréafico do Estado de Sdo Paulo
com limites de coordenadas de 47°30" e 48°30" de Longitude e 21°30" e 22°30" de Latitude e
faz divisa com os municipios de Ibaté, Itirapina, Rincdo, Santa Lucia, Analandia, Luis Anténio,
Araraquara, Descalvado, Brotas, Américo Brasiliense e Ribeirdo Bonito (SAO CARLOS,
2019).

De acordo com os dados oficiais publicados pelo Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE) estima-se que em 2018, o municipio de Sdo Carlos possuia aproximada-

mente 250 mil habitantes. Sua unidade territorial € de aproximadamente um milhdo e duzentos

52



mil quilémetros quadrados com atividades econdmicas industriais variadas como do setor au-
tomotivo, eletrodomésticos, refrigeracdo, papel, cosméticos e de materiais escolares (IBGE,
2019).

Segundo o Sistema Integrado de Gerenciamento de Recursos Hidricos do Estado de Sdo
Paulo (SIGRH), o municipio de S&o Carlos (Figura 15) apresenta parte de sua area territorial
na Bacia Mogi-Guacu (UGRHI-9) e parte na Bacia Tiete/Jacaré (UGRHI-13) (SIGRH, 2019).

A bacia hidrogréfica do Tieté-Jacare, engloba trés principais rios, o Tieté, o Jacaré-
Guacu e o Jacaré-Pepira. O rio Jacaré-Guacu é formado pelos ribeirdes do Lobo e do Feijéo,
gue nascem nas Serras do Itaqueri e do Cuscuzeiro, respectivamente. Ambos os ribeirdes estdo
localizados na Area de Protecdo Ambiental (APA) de Corumbatai. Apds sua formacdo, o rio
Jacaré-Guagu recebe as aguas do rio Monjolinho, apos este ter atravessado a cidade de Sao
Carlos no sentido nordeste-sudoeste (TUNDISI et al., 2007).

Figura 15 - Posicionamento de Sao Carlos em relacéo as Bacias hidrograficas (UGRHI).

1 - Mantiqueira
2 — Paraiba do Sul

N 3 — Litoral Norte
4 — Pardo
jL 5 — Piracicaba / Capivari / Jundiai
S 6 — Alto Tieté
7 — Baixada Santista
S30 Carlos 8 —Sapucai / Grande
9 — Mogi Guagu

10 —Tieté / Sorocaba
11 — Ribeira de Iguape / Litoral Sul
) 12 — Baixo Pardo / Grande

‘ A:N 10 6 2 13 —Tieté / Jacaré

P 0 14 3 14 — Alto Paranapanema
\ 7 15— Turvo Grande
11 16 —Tieté / Batalha
: 17 — Médio Paranapanema

‘ 3 18 — S&o José dos Dourados
AR 19 — Baixo Tieté
‘ 20 — Aguapei
21— Peixe
22 — Pontal do Paranapanema

Fonte: Adaptacdo de DAEE, 2013.

Conforme dados publicados pelo Servico Auténomo de Agua e Esgoto (SAAE) de S&o
Carlos, o abastecimento publico do municipio é realizado através de 2 captagdes de mananciais
superficiais localizadas na bacia do Tieté-Jacaré (Figura 16), representando 50% do volume
total da agua tratada, e 22 pocos artesianos profundos distribuidos pela cidade (SAAE, 2019).

53



As aguas captadas do Ribeirdo Feijdo (22°09'07.9"S, 47°53'08.7"0) e Espraiado
(21°59'12.8"S, 47°52'32.3"0) sdo bombeadas através de adutoras até a Estacdo de Tratamento
de Agua (ETA) do tipo classico que, atualmente, é capaz de tratar um volume de
aproximadamente 1.150.000 L més~* (SAAE, 2019).

Figura 16 - Localizagdo das sub-bacias hidrogréaficas da bacia Mogi-Guagu e Tieté-Jacaré e mananciais de abas-
tecimento publico do municipio de Séo Carlos.
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Mananciais de abastecimento
Itirapina Monjolinho
[ Feijao

Fonte: Adaptacdo de TUNDISI et al., 2007.

Os recursos hidricos subterrdneos ocorrem em um sistema formado por quatro
aquiferos: o Cenozoico, o Bauru, o Serra Geral e o Guarani. Observa-se, na Figura 17, que o
perimetro urbano do municipio de Séo Carlos esta localizado sobre os aquiferos Bauru, Guarani
e Serra Geral (CAMPANELLLI, 2012).
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Figura 17 - Aquiferos sob a area urbana do municipio de S&o Carlos.
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Fonte: Adaptacdo de CAMPANELLI, 2012.

As aguas subterraneas e das bacias superficiais das regides Nordeste, Sul e Sudeste
brasileiras apresentam alto indice eutréfico e baixo indice de qualidade, como resultado das
atividades antropicas. Estudos apontam que a regido em questdo apresenta apenas 11,31% de
vegetacdo nativa com caracteristicas de cerrados e florestas riparias (TUNDISI;
SCHUEUENSTUHL, 2012).

3.2 OBJETIVOS

Coletar as aguas destinadas ao abastecimento publico do municipio Sdo Carlos durante
12 meses consecutivos e nelas avaliar a presenca de cafeina, diclofenaco, paracetamol,

cetoprofeno e &cido salicilico.
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3.3 MATERIAIS E METODOS

3.3.1 Reagentes

Metanol e acetonitrila (grau HPLC) foram obtidos da J. T. Baker. Acido férmico
(85%) e acido cloridrico (37%) da Merck. Membranas de acetato de celulose da Sartorius (com
porosidade de 0,45 um e 47 mm de raio) e catuchos para extracdo SPE da Phenomenex (Strata
X, 6 mL, 200 mg de fase).

3.3.2 Amostragem

Foram selecionados dois pontos de amostragem, ambos localizados na estacdo de
tratamento de agua (ETA) de Séo Carlos. O primeiro ponto correspondente a chegada da agua
bruta das captac6es do Espraiado e do Ribeirdo Feijdo. Neste ponto de coleta, as dguas captadas
se misturam na entrada da ETA. O segundo ponto amostral foi na saida da &gua tratada da

ETA, destinada a rede de distribui¢cdo municipal.

Para a realizacdo das coletas das amostras de agua foram utilizados frascos de vidro
ambar (4L de capacidade nominal) previamente lavados com solugdo detergente Extran MA 02
neutro (Merck), enxaguados com agua da torneira e novamente enxaguados com agua destilada.
Entdo, os frascos foram rinsados com etanol e acetona e, enxaguados novamente com agua
destilada em abundancia. Apos o procedimento de lavagem os frascos de vidro foram aquecidos
a 400°C por 4 h. Apos retirados do aquecimento os recipientes foram tampados com papel alu-
minio e deixados sob a bancada até o resfriamento a temperatura ambiente. O trabalho de
amostragem foi do tipo pontual, sendo coletados 4 L (frasco de vidro ambar) em cada ponto
amostral. As amostras foram coletadas no periodo da manhd, acondicionadas, transportadas e
armazenadas de acordo com o Guia Nacional de Coleta e preservacdo de Amostras proposto
pela Agéncia Nacional de Aguas e da Diretriz nacional do plano de amostragem da vigilancia
da qualidade da agua para consumo humano (BRANDAO, 2011; BRASIL, 2014).
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As coletas das amostras de aguas foram realizadas mensalmente durante o periodo de
junho de 2018 a maio de 2019 e mantidas refrigeradas por no maximo 2 dias até o inicio das
analises. Para a extracdo em fase solida as amostras foram previamente filtradas em membranas

de acetato de celulose (diametro de poro: 0.45 um; Sartorius, Goetingen, Alemanha).

3.3.3 Extracédo em fase solida (SPE)

Os procedimentos utilizados nessa etapa do trabalho foram apresentados no item 2.3.3.

3.3.4 Andlise Cromatogréfica

Os parametros utilizados nessa etapa do trabalho foram apresentados no item 2.3.4.

3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos mostraram que as concentracdes dos farmacos estudados (CAF,
PAR, ASA, KETO e DCF) tanto para a agua bruta quanto para a tratada estiveram abaixo dos
limites de deteccdo do método (36 a 60 ng L) em todas as analises realizadas durante o periodo
da campanha amostral.

3.5 CONCLUSAO

Apesar da crescente urbanizacdo e intensificacdo de atividades antrépicas nas
proximidades da captacdo do Espraiado (atualmente dentro da malha urbana do municipio de
Sdo Carlos) bem como o avanco de atividades agricolas ao longo do curso do ribeirdo Feijao,
os resultados do estudo de monitoramento durante o periodo amostral de 12 meses revelou que

as concentragBes estdo abaixo dos limites de deteccdo (36 a 60 ng L™).
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A

DEGRADACAO
4.1 INTRODUCAO

Estudos demonstraram que farmacos estdo presentes e sdo amplamente distribuidos
em aguas e aguas residuarias. Nos Gltimos anos, foram detectados compostos farmacéuticos e
seus metabdlitos em diferentes amostras ambientais em todo o mundo, incluindo agua subter-
ranea e agua potavel (ESLAMI et al., 2015; GAFFNEY et al., 2015; SHARMA et al., 2019;
MONTAGNER; JARDIM, 2011; SIMAZAKI et al., 2015; BIRCH et al., 2015; BENOTTI et
al., 2008; HEBERER, 2002).

De acordo com o relatério UNICEF/WHO (2015) aproximadamente 2,5 bilhdes de
pessoas em todo 0 mundo ndo tém acesso a nenhum servico de saneamento e, para agravar a
situacdo, devido as suas propriedades fisico-quimicas, muitos farmacos sdo recalcitrantes. 1sso
significa que sdo capazes de resistir aos tratamentos convencionais existentes nas estacfes de
tratamento de &gua (aeracdo, ajuste de pH, coagulacdo, floculacdo, sedimentacdo ou flotacéo,
filtracdo, cloracdo e fluoretacdo) e de esgoto (processos bioldgicos), tornando-0s um potencial
risco ao meio ambiente e a saude humana (GAO et al., 2012; LUO et al., 2014; SANTOS et al.,
2010; PAIGA et al., 2013; IBGE, 2010; TCHOBANOGLOUS; BURTON; STENSEL, 2002;
VON SPERLING, 1996). Portanto, a identificacdo e a degradacdo desses contaminantes
emergentes em meio aquoso é um assunto de suma importancia para as autoridades ambientais
(WHO, 2012).

Durante as ultimas décadas, muitos processos oxidativos avangados (POAS) foram
desenvolvidos e aplicados a degradacéo de compostos farmacéuticos. Esse tipo de processo de
tratamento usa espécies oxidantes, principalmente o radical hidroxila (HO ), visando degradar
compostos organicos, até mesmo transforméa-los em agua e diéxido de carbono (LITTER, 2005;
VOGNA et al., 2004).
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Dentre os diferentes POAs existentes pode-se destacar 0s processos Fenton que
promovem a geracgdo de radicais hidroxila a partir da decomposicéo do peréxido de hidrogénio
(H20.) catalisado por fons ferrosos (Fe?*) (TANG et al., 2019).

4.1.1 Processo Fenton

Em linhas gerais 0 processo Fenton ocorre por meio da reacdo de decomposi¢cdo do
peréxido de hidrogénio (H20,) catalisada pelo ion metalico Fe** gerando o radical hidroxila
(HO*), de acordo com a Equacéo 6 (PIGNATELLO; OLIVEROS; MACKAY, 2006; ANDRE-
OZZl et al., 1999; ZWIENER; FRIMMEL, 2000).

Fe?* + H,0, > Fe3* + OH™ + HO* (6)

Os radicais hidroxila gerados podem rapidamente atacar substratos organicos (RH) por
basicamente trés mecanismos: abstracao de hidrogénio (Equacéo 7), adicéo eletrofilica a insa-

turacdes (Equacéo 8) e transferéncia eletronica (Equacdo 9) (ANDREOZZI et al., 1999).

RH + HO® = R® + H,0 (7)
RH + HO® - HORH® (8)
RX + HO® - RX*® + OH™ 9)

O mecanismo de reacdo dependera principalmente da estrutura do contaminante orga-
nico. A oxidacdo de substratos via abstracdo de hidrogénio ocorre geralmente com hidrocar-
bonetos aliféaticos. A adi¢do eletrofilica a insaturagcdes ocorre em compostos organicos que con-
tém ligacdes m. Vale ressaltar que em ambos os casos anteriores ocorre a formagéo de radicais
organicos. Jaatransferéncia eletronica é favorecida pela presenca de um halogénio na molécula
do substrato organico (ANDREOZZI et al., 1999; BABUPONNUSAMI; MUTHUKUMAR,
2014; GHISELLI et al., 2004; GOGATE; PANDIT, 2004).

Caso haja excesso de H.O2 no meio reacional, ocorrera a reacdo entre os ions férricos e
0 peroxido de hidrogénio para formar novamente o ion ferroso além de radicais hidroperoxila
(HO5) (Eq. 10). Embora os radicais HO, possam atacar 0s contaminantes organicos, eles séo

menos oxidantes que os radicais hidroxila.
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Fe3* + H,0, » Fe?* + HOS+ H* (10)

O sistema Fenton é uma interessante alternativa para o tratamento de efluentes, pois
utiliza reagentes de facil manipulacédo, de custo relativamente baixo e ambientalmente seguros
(ANDREOZZI et al., 1999; PIGNATELLO; OLIVEROS; MACKAY, 2006; BABUPONNU-
SAMI; MUTHUKUMAR, 2014). Embora o processo Fenton apresente aplicacdo relativa-
mente simples, ocorrendo a temperatura e pressao ambientes, alguns compostos ndo sdo com-

pletamente mineralizados pelo processo tradicional.

4.1.2 Processo foto-Fenton

A utilizacdo da radiacdo UV é uma importante alternativa, capaz de melhorar o processo
Fenton e promover a degradagéo efetiva dos poluentes (ANDREOZZI et al., 1999). Estudos
apontam que as taxas das rea¢des do processo Fenton sdo sensiveis a radiagdo UV-Visivel (UV-
Vis) e sdo consideravelmente maiores quando comparadas com a mesma tecnologia na auséncia
de luz (ZWIENER; FRIMMEL, 2000; GHISELLI et al., 2004). Diversos fatores tais como a
matriz aquosa, o espectro de absor¢cdo do farmaco e o rendimento quantico de fotdlise sdo
capazes de influenciar a eficiéncia da degradacdo foto-assistida (GOGATE; PANDIT, 2004).

De acordo com Langford e Carey (1975), em solucdo aquosa, ions férricos estdo
presentes como aquo-complexos cuja proporc¢ao esta diretamente relacionada ao pH da solucao.
Em pH 0 a principal espécie presente é 0 Fe(H,0)s> e com o aumento do pH espécies
hidroxiladas sdo formadas, como por exemplo aquela mostrada na Equacdo 11 (&guas de

hidratacdo omitidas).
Fe3* + H,0 —» Fe(OH)**+ H* (11)
No decorrer do processo foto-Fenton, com a irradiacdo dos ions Fe*, ocorre a

transferéncia de carga ligante-metal, reduzindo os ions férricos, oxidando o ligante e originando
radicais hidroxila (Equagéo 12) (LANGFORD; CAREY, 1975).
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h
Fe(OH)2* 5 Fe?* + HO® (12)

Sequencialmente, os fons ferrosos (Fe?*) formados (Equacdo 12), reagem com O
peréxido de hidrogénio (H202) presente no meio reacional regenerando os ions Fe®" e
produzindo mais radicais hidroxila (Equacéo 6, reacdo de Fenton). Assim € estabelecido um
ciclo catalitico (LANGFORD; CAREY, 1975; SAFARZADEH-AMIRI; BOLTON; CATER,
1997; KLAVARIOTI; MANTZAVINOS; KASSINQOS, 2009).

Uma das grandes limitacdes dos processos Fenton e foto-Fenton € a estreita faixa de pH
em que a maxima eficiéncia é observada. Estudos apontam que os melhores rendimentos dos
processos foto-Fenton sdo verificadas em pH 2,5-3,0, pois os oxi-hidroxidos de Fe3*
apresentam maior solubilidade e a espécie mais fotoativa, Fe(OH)?*, predomina (GHISELI et
al., 2004; NOGUEIRA; GUIMARAES, 2000). Acima dessa faixa sio formados oxi-hidréxidos
de ferro praticamente inativos e precipitados de Fe(OH)s. Em pH < 2,5, pode ocorrer o
sequestro dos radicais hidroxila por ions hidrénio e também a diminuicdo da concentracdo de
Fe(OH)?* reduzindo a eficiéncia do processo (NOGUEIRA et al., 2007).

4.1.3 Processo foto-Fenton com ferrioxalato

A utilizacdo de ligantes organicos para a complexacao dos ions férricos nos processos
foto-Fenton é um importante aprimoramento do processo que permite a operacao do processo
em meios com pH proximos a neutralidade e absorcao de luz visivel (NOGUEIRA et al., 2007,
SAFARZADEH-AMIRI; BOLTON; CATER, 1997; KLAVARIOTI; MANTZAVINOS;
KASSINQOS, 2009).

Dentre 0s possiveis complexos organicos, o ferrioxalato, Fe(C,0,)s>~, é o mais
conhecido e utilizado. O oxalato forma um complexo estavel com os ijons Fe®* capaz de
aumentar a atividade fotocatalitica do sistema foto-Fenton. Outros complexantes — acidos
(poli)carboxilicos — apresentam menores rendimentos quanticos quando comparados ao
ferrioxalato. Além disso, uma grande vantagem do oxalato € que, ao ser degradado durante o

processo, ndo gera subprodutos organicos, sendo oxidado diretamente a CO, e H,0
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(BALZANI; CARASSITI, 1970; SAFARZADEH-AMIRI; BOLTON; CATER, 1997;
BALMER; SULZBERGER, 1999; CHENG; HUANG,; LEE, 2011).

Enquanto a espécie Fe(OH)?* apresenta maximo de absorcdo entre 300 e 400 nm,
policarboxilatos de ferro, como o ferrioxalato, absorvem a radiacdo UV-Vis na faixa de 250 a
580 nm, possibilitando melhorias no rendimento quantico dos processos foto-Fenton
(SAFARZADEH-AMIRI; BOLTON; CATER, 1997; KLAVARIOTI; MANTZAVINOS;
KASSINOS, 2009 BALMER; SULZBERGER, 1999; CHENG; HUANG,; LEE, 2011; SOUZA
etal., 2014).

Outro ponto importante a ser observado é que durante o processo foto-Fenton
envolvendo complexos ferrioxalato ocorre a regeneracdo do peroxido de hidrogénio e de Fe?*,
possibilitando que o sistema Fenton produza mais radicais hidroxila (Equacdes 13-17,6).
(SAFARZADEH-AMIRI; BOLTON; CATER, 1997; KLAVARIOTI; MANTZAVINQOS;
KASSINOS, 2009; BALMER; SULZBERGER, 1999; CHENG; HUANG; LEE, 2011,
SOUZA et al.,, 2014; COPPER; DEGRAFF, 1972; SELVAM; MURUGANANDHAM;
SWAMINATHAN, 2005).

[Fe(C,04)3]3~ o Fert 42 C,0,%" + C,0,° (13)
[Fe(C,0,)3]3~ + C,0,°” — Fe?* +2C0, + 3 C,0,* (14)
C,0,°" 4+ 0, - 2C0,°” 4+ 0,° (15)

0,°” +H* - HO,® (16)

HO,* + HO,®* - H,0,+ 0, (17)

A razdo molar ferro(l11):o0xalato é um fator muito importante. Os complexos com razéo
molar 1:3 (estequiométrica) sdo mais estaveis. O rendimento quéntico da produc&o de jons Fe?*
é diminuido para razGes molares menores, ja que a quantidade de oxalato é insuficiente para a
formagéo do complexo. O excesso de oxalato também é capaz de prejudicar o sistema, podendo
ele competir com os poluentes-alvo pelos radicais hidroxila e diminuir a eficiéncia do processo
(MONTEAGUDO et al., 2010).
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4.1.4 Planejamento e analise de experimentos

O planejamento experimental emprega conhecimentos estatisticos que ajudam o0s
pesquisadores a extrair do sistema em estudo o méximo de informacdo Util com a realizacdo de
um ndmero minimo de experimentos, utilizando-se insumos de forma racional e diminuindo
custos operacionais (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010).

Um bom planejamento deve comecar com a definicdo clara de onde se quer chegar e
quais as questdes importantes a serem respondidas. De acordo com Barros Neto, Scarminio e
Bruns, (2010), um bom planejamento é projetado de maneira que consiga fornecer exatamente

o tipo de informac&o procurada.

A evolucdo de um estudo empirico segue uma sequéncia (Figura 18) que parte de uma
situacdo em que se tem pouca informacdo, até mesmo sobre quais sdo as variaveis de maior
importancia para o sistema em questdo (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010).

O planejamento experimental utiliza modelos matematicos e estatisticos no
planejamento e otimizacdo de experimentos, gerando dados que permitam uma analise eficaz
e conclusdes validas. Para a sua utilizacdo, é fundamental a correta selecdo dos fatores que
influenciam diretamente no processo e também da variavel-resposta. Com o emprego dessa
técnica é possivel investigar simultdneamente as interaces das variaveis de saidas em funcéo
das variaveis de entrada por meio de combinacgdes preestabelecidas aleatoriamente e identificar
a correlagdo entre elas, alem de reduzir o nimero de experimentos (MONTGOMERY, 2017).

Figura 18 - Evolucéo da investigagdo experimental.

OBIJETIVO
1 Avaliacdo da 3
. o influéncia das Construcdo de
Triagem de variaveis variaveis modelos empiricos Otimiza¢3o
Planejamentos Planejamentos Modelagem por MSR H
fracionarios Fatoriais completos | minimos quadrados
2 a4
TECNICA

Fonte: Adaptado de BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, (2010).
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Geralmente, em fases iniciais do procedimento experimental, é grande o nimero de
fatores estudados que podem influenciar na variavel-resposta. Assim, nessa etapa, de acordo
com Galdamez (2002), o planejamentos fatorial é aconsellhado para explorar e mensurar a

extensdo dos efeitos dos fatores sobre a variavel-resposta.

No planejamento fatorial completo é realizada a combinacéo de k variaveis (fatores) em
2 diferentes valores (niveis): baixo (1) e alto (+1), além do ponto central (0), gerando 2
experimentos. A partir dos niveis estabelecidos para os fatores escolhidos (codificagdo dos
fatores), obtém-se estimativas e comparacgdes dos efeitos dos fatores e suas possiveis interagdes,
bem como estimativas da variancia (MONTGOMERY, 2017; BARROS NETO; SCARMINIO;
BRUNS, 2010).

Os planejamentos compostos centrais (CCD) sdo os mais utilizados quando se trata de
planejamentos de superficie de resposta. Nesse tipo de planejamento, sdo executados experi-
mentos (com réplicas) no ponto central e os pontos quadréaticos sdo determinados pelos pontos
axiais. O CCD pode ser utilizado principalmente quando o planejamento necessitar de experi-
mentacdes adicionais, para determinar o ponto 6timo. Também permite avaliar possiveis erros
do planejamento, uma vez que possibilita estimar a falta de ajuste do modelo de regressédo pela
andlise da normalidade, independéncia e homocedasticiade da variancia dos residuos (MON-
TGOMERY, 2017; BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010).

A Figura 19 exemplifica a distribuicdo dos experimentos em um planejamento composto
central com dois fatores. Observa-se que além do ponto central e dos fatoriais, também estdo
presentes quatro pontos axiais, localizados nos centros de cada uma das quatro arestas da re-

gido experimental, a uma distancia o do ponto central (geralmente, & = Y2k ).

Figura 19 - Disposicdo dos experimentos CCD para experimentos com k = 2.
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Fonte: Autoria prépria
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A etapa de modelagem busca descrever o processo estudado na regido experimental
investigada através de modelos matematicos simples (como por exemplo o0 modelo quadratico,
cuja expressao geral para duas variaveis esta representada pela Equacao 18, onde y(x) é a res-
posta desejada, b,, b; e b, sdo estimadores dos parametros do modelo e x; e x, representam
os fatores codificados, levando-se em conta os resultados experimentais obtidos no planeja-
mento fatorial (MONTGOMERY, 2017; BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010).

)7(36) = bo + b1x1 + bzXz + b11x12 + b22x22 + bllexz (18)

Caso ainda ndo tenha sido atingida a regido 6tima dentro dos intervalos considerados é
necessario extrapolar para outros niveis na direcdo da regido de interesse (Figura 20).

Figura 20 - Representacdo esquematica das curvas de nivel da superficie de resposta e da trajetéria do caminho
de méxima inclinacdo (seta vermelha).
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Fonte: Adaptado de BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, (2010).

Ja a metodologia de superficies de resposta (MSR) é uma ferramenta que permite
determinar condicdes 6timas de operacdo e a sensibilidade da variavel-resposta em relacdo as
mudancas dos niveis dos fatores estudados. Basicamente, a MSR € constituida de trés etapas:
experimentacdo, modelagem e deslocamento, as quais devem ser repetidas inUmeras vezes
quanto forem necessarias até se atingir a regido de 6timo (MONTGOMERY, 2017; BARROS
NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010).
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4.2 OBJETIVOS

Otimizar a degradacdo pelo planejamento experimental utilizando a metodologia da

superficie de resposta (MSR).
Determinar a cinética da reacdo no ponto 6timo para cada farmaco individualmente.

Determinar o percentual de mineralizacéo (total oxidacdo da matéria organica, gerando

como unicos produtos CO> e H>O) da mistura dos farmacos no ponto étimo da degradacéo.

4.3 MATERIAIS E METODOS

4.3.1 Reagentes

Os reagentes utilizados nessa etapa do trabalho foram apresentados no item 2.3.1.

4.3.2 Analises

Os analitos foram quantificados utilizando-se um cromatdgrafo liquido de alta efici-
éncia com injetor automatico (HPLC, Agilent 1200, Agilent Technologies, Inc.,USA) equipado
com detector de arranjo de diodos (DAD). A separacao foi realizada em uma coluna Poroshell
120 EC-C18, 2.7 um, 4.6 mm x 50 mm fase reversa (Agilent, Inc., EUA) mantida a 40°C. Para
as injeccOes das amostras, utilizou-se um amostrador automatico com 3 pL de looping da
amostra e o eluente da coluna foi monitorado a: 241 nm (PAR e ASA), 255 nm (CAF e DCF)
e 275 nm (CETO). Utilizou-se o gradiente de eluicdo mostrado na Tabela 7 e uma vazédo de
0,6 mL min~!. O tempo total de analise foi de 16 min.
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Tabela 7 - Gradiente de elui¢do: A — Agua acidificada (0.1% de acido formico) e B — metanol

Time Solvents

(min) A B
0 70 30
7 30 70
14 30 70
16 70 30

As medidas de pH foram realizadas com um pHmetro MARCONI modelo 200 PA. As
medidas de Carbono Organico Dissolvido (COD) foram realizadas com um analisador de car-
bono GE Analytical Instruments™ Boulder, USA. Para as analises e determinacio da Demanda
Quimica de Oxigénio (DQO) foi utilizado o método de refluxo fechado (5220 D) do Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 1998).

O nimero médio de oxidacdo do carbono (NOC) foi determinado utilizando-se 0s
dados das medidas de COD e DQO de acordo com a Equagéo 19. (VOGEL, et al., 2000).

DQO
—4-15-— 19
MOC = 4 — 1.5 = (19)

O erro-padréo (SE) foi calculado de acordo com a Equacdo 20, na qual n; é nimero
de réplicas de cada ensaio, m é o nimero de ensaios diferentes e v; = n; — 1 é 0 nUmero de
graus de liberdade de s;2 (estimativa da variancia do i-ésimo ensaio) (BARROS NETO; SCAR-
MINIO; BRUNS, 2010).

2 2 ... 2
SEZ\/Ulsl + V181 + o+ VS (20)

v1+ 172+"’+vm

4.3.3 Aparato experimental

Os experimentos foram realizados no modo batelada em um fotorreator LED da Delpho

Instruments, modelo Multi-Fotons 320RA (Figura 21), equipado com agitador magnético. A
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camara de reacdo do reator € composta por um corpo cilindrico de aluminio polido contendo
320 LEDs. Os LED estédo dispostos em 8 grupos de 40 LEDs (4 fileiras com 10 LEDs cada).
Os primeiros 7 grupos contém LEDs monocromaticos (365, 400, 470, 515, 568, 624 e 650 nm)
e o restante LEDs brancos (espectro de emissao continua no visivel). A poténcia elétrica
nominal maxima de cada LED é 68 mW. Os parametros operacionais necessarios foram
ajustados de acordo com as necessidades por meio de um painel de controle disposto na parte
frontal do reator.

Figura 21 - Fotorreator da Delpho Instruments, modelo Multi-Fétons 320RA: (a) vistas ortograficas (medidas

em cm) e (b) foto.

peoo o 0 0 9 8 9 0 oo
peoc o 0 0 0 @ 0 0 oo
00000 00000

Y poccooosesan A

Vista Frontal Vista Lateral A
@15 =
Vis‘r Suel‘ior
(@) (b)

Fonte: Autoria propria.

4.3.4 Procedimento experimental

Todos os experimentos foram realizados em batelada utilizando-se um béquer de
borossilicato de 200 mL (sem graduagéo) posicionado no centro da cAmara do reator. Durante
a reacdo manteve-se a agitacdo constante para assegurar a homogeneidade da solucdo. Para
cada experimento foi utilizada uma solucdo contento uma mistura de todos os cinco farmacos
(10 mg L cada) e o pH inicial foi ajustado para 6.5 + 0.1 com solugdes de hidroxido de sodio
e acido nitrico. Os experimentos foram planejados e executados utilizando-se a técnica de
planejamento fatorial de experimentos e a otimizacéo foi realizada utilizando-se a metodologia
de superficie de resposta (MSR) (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010).
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A razdo molar ferro/oxalato utilizada foi de 1:3. As reacdes foram realizadas a tem-
peratura ambiente com os LEDs programados para 365 nm de comprimento de onda e a potén-
cia foi variada de acordo com os parametros fornecidos pelo planejamento experimental. Apds
0 tempo de reacéo (variavel, determinado de acordo com o planejamento), o reator era desligado
e 0 pH da amostra ajustado para 10.0 + 0.1, para interromper a reacdo. A solucdo foi filtrada a
vacuo em membranas de acetato de celulose (didmetro de poro: 0.45 um). Apos a filtracdo o
pH das solucdes foi novamente ajustado para 6.5 + 0.1 e entdo as amostras foram submetidas

as andlises necessarias (Figura 22).

Figura 22 - Fluxograma do procedimento de degradacgéo
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4.3.5 Planejamento e otimizacao experimental

As melhores condicdes operacionais foram estimadas de maneira multivariada,
utilizando-se a abordagem MSR. Essa metodologia englobou trés etapas. Na primeira,
realizou-se um planejamento fatorial completo 2 (k fatores, 2 niveis) com trés repeticdes no
ponto central para se determinar: (a) o erro experimental (erro-padréo, Equacdo 20), (b) a
significancia estatistica dos fatores testados e (c) a dire¢do da regido 6tima. O tempo de reagéo

durante a etapa preliminar foi de 15 min.
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Na segunda etapa, uma série de experimentos foi realizada seguindo-se a direcdo do
caminho de mamixa inclinag¢do. Os pontos experimentais foram determinados deslocando-se o
fator de maior efeito de uma unidade, sendo os demais fatores calculados pela razéo entre os
respectivos coeficientes e o coeficiente de maior modulo. Os experimentos foram realizados
partindo-se do ponto central e seguindo-se ao longo de uma trajetoria perpendicular as curvas
de nivel do caminho de mé&xima inclinagdo (CMI) da superficie ajustada ao modelo matemaético
proposto (MONTGOMERY, 2017; BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010).

Finalmente, atingido o ponto de maximo (maior degradacdo) foi utilizado como o
ponto central de um planejamento composto central. Uma vez obtido o polindmio que melhor

explicava as respostas observadas, a condi¢do 6tima foi estimada.

Inicialmente, trés fatores (independentes) foram estudados: a poténcia luminosa dos
LEDs (em percentagem da poténcia nominal) e as concentracdes de perdxido de hidrogénio e
de ferro(lll). A Tabela 8 apresenta os niveis de cada fator (e suas respectivas codificaces).
Como vaérias respostas precisaram ser otimizadas simultaneamente (a degradacdo dos cinco
farmacos), uma variavel-resposta conjunta foi definida na forma de uma funcéo desejabilidade
((MONTGOMERY, 2017; BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010).

Tabela 8 - Fatores e niveis (e suas codificagfes) do planejamento fatorial completo 23

Niveis**
Fatores -

-1)  (+1)

X1: poténcia dos LEDs (%)* 35 65

Xy CH202 (mg Lil) 15 60

X3! CFe3+ (mg Lfl) 5,0 10

*Porcentagem da poténcia nominal.

**Equacses de codificagio: x, = —ond dl‘;s LEDS=30. ., = C”Z‘;;_:ZS; X3 = —CFe?’2+5_7'5

Uma funcéo desejabilidade foi elaborada baseada nos estudos de Derringer e Suich
(1980). O objetivo principal dessa fungdo € encontrar as melhores condi¢des operacionais
quando varias respostas devem ser consideradas. Como a degradacao dos cinco farmacos devia
ser maximizada, foi utilizada a Equacdo 21, na qual: d;(¥;) € a funcdo desejabilidade para cada

variavel-resposta y;; L; € o menor valor aceitavel para a resposta; U; € o valor mais alto para
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aresposta; e s € o peso atribuido. Por fim, calculou-se a média geométrica das desejabilidades

individuais: a desejabilidade global (D).

( 0 se y;(x) < L;
I P.(x) — L; s

di(9:(0)) = 4 <%) seL; <9;(x) S U; (21)
L 1 se yi(X) > Ui

Como durante a realizagdo dos quatro experimentos seguindo-se a dire¢do do caminho
de mamixa inclinacdo (Tabela 9) atingiu-se o limite legal de descarga de efluentes brasileiros
para o ferro total (Fe?* + Fe3*) (BRASIL, 2011), a concentragdo de ferro inicial (Cp,3+ ) foi

fixada em 15 mg L~ para a continuidade dos experimentos.

Tabela 9 - Caminho de maxima inclinagdo

. Poténciados  Cp,3+ Ch,o,
Ensaio LEDs (%) (mgL) (mgL™Y)
1 50 7,50 37,5
2 54 10,0 41,0
3 59 12,5 445
4 63 15,0 48,0

Em seguida, utilizando-se o ponto extremo do caminho de maxima inclinacdo (ponto
no qual Cr,3+ = 15 mg L) como ponto central (em triplicata) foi realizado um planejamento
composto central (CCD) com os outros dois fatores. A Tabela 10 apresenta os novos niveis e
suas respectivas codificacOes, ja a Figura 23 apresenta as etapas do planejamento e otimizagédo

experimental.

Tabela 10 - Fatores e niveis do planejamento composto central (C .3+ = 15 mg L™)

Fat Niveis**
atores C1414) (D) (0) (+) (+L414)
X1 poténcia dos LEDs (%)* 57 59 63 67 69
xy: C,o, (Mg L) 42,9 444 478 51,2 52,6

*Porcentagem da poténcia nominal.

~ . x Poténcia dos LEDs—63 c —47,8
**Equagbes de codificagdo: x; = —— . B
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Todas as analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do software Statistica®, versio 10.
As constantes cinéticas de degradacdo de todos os farmacos foram estimadas nas condicdes

otimizadas de degradacéo.

Figura 23 - Fluxograma das etapas do planejamento e otimizag&do
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4.3.6 Estudo cinético

As reacOes para 0 estudo cinético da degradacdo dos compostos farmacéuticos foram
realizadas adotando-se as condigdes otimizadas do processo foto-Fenton mediado pelo ferri-
oxalato. As concentragdes das substancias foram avaliadas por meio de HPLC antes e ap0s

cada degradacao.

A taxa de degradacdo dos farmacos foi calculada de acordo com a Equacdo 22, onde
Cr representa a concentracdo do farmaco, k' € a constante da taxa de degradagéo e C,e a

concentracédo dos radicais hidroxila.

dc
—L = kG Cpype (22)
d;

4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.4.1 Otimizacéo

A partir dos resultados do planejamento fatorial completo 23 (Tabela 11), foram
obtidas trés informagoes:
(@) O erro experimental estimado foi de 0,76%, um valor baixo o suficiente para prosseguir com
a rotina de otimizacéao.
(b) As variaveis estudadas (dentro dos niveis testados) e suas interacdes de primeira ordem
foram todas estatisticamente significativas (intervalo de confianca de 95%), conforme o grafico
de Pareto (Figura 24). Nesse grafico, as barras que cruzam a linha vermelha de referéncia sdo
estatisticamente significativas.

(c) A direcdo de méaxima inclinacéo foi aquela na qual os trés fatores aumentavam.

76



Tabela 11 - Condicg@es e resultados do planejamento fatorial completo 23

. Poténcia dos Cres+ Cu,o -
Ensaio LEDs (%) (mg LY) (ngLfl) Desejabilidade

1 0 0 0 0,73
2 0 0 0 0,73
3 -1 -1 -1 0,03
4 +1 +1 +1 0,91
5 -1 +1 -1 0,54
6 +1 -1 -1 0,06
7 -1 -1 +1 0,10
8 0 0 0 0,72
9 +1 +1 -1 0,82
10 +1 -1 +1 0,20
11 -1 +1 +1 0,60

Figura 24 - Gréfico de Parto referente ao planejamento fatorial preliminar

(2) G (mg L") ¢ -231
(1) Poténcia dos LEDs (%) | BT .1
1e2 t 432
(3) Crzoz (mg L) | 352
led 8.60
2ed | -5.54
P = 0.05

Estimativa do Efeito Padronizado (Valor Absoluto)

Observa-se no gréafico de Pareto que, dentro dos niveis testados, todos os fatores e suas
respectiva interagdes de primeira ordem foram significativos apesar das interagdes envolvendo

a Cy,p, terem se mostrado pouco significativas. Além disso, entre os fatores, a Cy, 0, teve a

menor importancia, a qual aumentou na ordem: Cy,o, < poténcia dos LEDS < Cp,s+.
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Esse comportamento é um pouco inesperado, uma vez que o peroxido de hidrogénio é
um reagente fundamental para a ocorréncia da reacéo de Fenton (Equacdo 6). Esse resultado,
provavelmente, deve-se ao fato de que o intervalo inicial de Cy,,, testado ja estava na
vizinhanca do valor ideal, onde a variacdo do valor da variavel-resposta é pequena. Dessa

forma, a importancia do fator Cy,,, pode ter sido subestimado.

De acordo com os resultados obtidos a C 3+ € 0 fator mais importante. Essa observagéo
confirma o papel primordial do par Fe?*/Fe** no processo (Equagdes 10-12). A poténcia dos
LEDs é o segundo fator mais importante, ja que o processo necessita de fotons (Equacéo 12).
Como esses trés fatores tiveram efeitos positivos, pode-se dizer que aumenta-los do nivel —1 ao
+1 aumenta a resposta (nesse caso, a funcdo desejabilidade). Portanto, de fato, era de ser esperar

tal comportamento.

Como a degradacao no ensaio 4 (Tabela 10) foi de aproximadamente 90% em 15 min,
para a continuidade do processo de otimizagdo, o tempo de reacdo foi reduzido para 5 min.
Quatro experimentos foram realizados ao longo do caminho de méxima inclinacdo. A Tabela
12 apresenta 0s respectivos resultados.

Tabela 12 - Fatores e resultados da funcéo desejabilidade ao longo do caminho de maxima inclinagéo

: Poténciados  Cp,3+ Chy0 -
Ensaio LEDs (%) (mg L) (ngLzl) Desejabilidade

1 50 7,50 37,5 0,04

2 54 10,0 41,0 0,21

3 59 12,5 44,5 0,46

4 63 15,0 48,0 0,49

De acordo com a Tabela 12, a maior degradacéo foi obtida nas condi¢bes do ensaio
nimero 4 que corresponde as maiores concentragdes testadas de ions Fe* (15,0 mg L ™) e de
peroxido de hidrogénio (48,0 mg L) durante o caminho de maxima inclinagdo. Esse
comportamento também foi observado nos estudos de degradagdo de compostos farmacéuticos

(via foto-Fenton mediado por ferrioxalato) realizados por Real et al. (2009).

Seguindo-se o processo de otimizacéo, foi realizado um CCD usando-se as condigdes

do ensaio 4 como ponto central. Entretanto, para a sequéncia dos experimentos, a concentragdo
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de ferro foi fixada em 15,0 mg L' j& que atingiu a maxima concentracdo permitida legalmente

para descarte de efluentes (BRASIL, 2011). A Tabela 13 apresenta os resultados obtidos.

Tabela 13 - Condic0es e resultados do planejamento composto central (CCD)

Porténciados Ch,0,  Desejabili-

Ensaio LEDs (%) (mgL™) dade
1 0 0 0,45
2 -1 -1 0,36
3 +1 +1 0,35
4 0 0 0,44
5 +1,414 0 0,40
6 -1,414 0 0,24
7 0 +1.414 0,29
8 -1 +1 0,40
9 0 0 0,44
10 0 -1.414 0,36
11 +1 -1 0,30

Utilizando-se o método dos minimos quadrados, ajustou-se uma fungdo polinomial

(Equacéo 23) aos resultados apresentados na Tabela 13, onde x; e x, sdo, respectivamente, 0s

fatores poténcia dos LEDs (%) € Cy,0, (Mg L1 codificados e 9 ¢ a fungdo desejabilidade.

A Tabela 14 apresenta os resultados da ANOVA (anélise de variancia). Os resultados

apresentados mostraram que a regressao foi estatisticamente significativa (limite de confianca

de 95%), com MQr/MQ; > Fs4 € R? = 0,959, para uma variagdo maxima explicavel (R?) de

0,999 (BRUNS; SCARMINIO; NETO, 2006).

$(x) = 0,444 + 0,057x; — 0,025x, — 0,054x2 — 0,052x2 + 0,048x%?x, — 0,083x,x2

Tabela 14 - ANOVA para os resultados do CCD

Fonte de vari- Somados Graus de Med'?
x . quadra-
acao quadrados liberdade tica
Regressao 0,045 6 0,007
Erro residual 0,002 4 0,0005
Falta de ajuste 0,002 2 0,0009
Erro puro 0,00007 2 0,00003
Total 0,047 10

(23)
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Finalmente, calculando-se 0 maximo da Equacdo 23, foram obtidas as condicdes

Otimas de degradacéo codificadas:

@ Poténcia dos LEDs: + 0,49 (65%, ou seja, 0,65 x 40 LEDs x 68 mW = 1,768 W).
@ Cy,p,: —0,07 (47,6 mg L)
® Cpes+: 15,0 mg L (previamente fixado).

As condi¢des otimizadas (ponto 6timo) da Equacdo 18 sdo apresentadas na Figura 25.

Figura 25 - Superficie de resposta para 0 CCD (y = funcdo desejabilidade; e, ponto 6timo).

X2: Crzoz (Mg L")

’ -1,5 -1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0 1,5
X,: Poténcia dos LEDs (%)

Ao final do procedimento de otimizagdo, observou-se que a concentracdo 6tima de
peroxido de hidrogénio estava de fato dentro do intervalo inicial testado (15-60 mg L),
corroborando a hipotese da subestimacao do efeito Cy,,,. Além disso, a escolha cuidadosa das
condigdes iniciais para a realizacio do planejamento fatorial completo 23, juntamente com a

utilizagcdo da MSR, guiou bem os experimentos para a otimizacgao do sistema de degradacéo.
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4.4.2 Experimentos nas condic¢des 0timas

Os radicais hidroxila (HO®) gerados durante o processo foto-Fenton sdo pouco
especificos, sendo os principais agentes oxidantes que atuam na degradacdo dos farmacos
durante o estudo. A Equacdo 22 indica que a taxa de degradacao do processo estudado é de
segunda ordem. Entretanto, como a concentragdo dos farmacos (Cr) no meio reacional é
significativamente maior que a concentragao de radicais hidroxila (Cy,e), a Equagéo 22 pode

ser simplificada para uma equacdo de taxa de pseudo primeira ordem (Equacao 24), na qual

dc;
L = ke (24)

Assim sendo, pode-se dizer que a cinética da oxidagdo dos farmacos pelo processo foto-

Fenton é representada pela Equacgéo 24, onde Cy € a concentragdo do farmaco (mg LY, téo

tempo de reagdo (min) e k é a constante cinética de pseudo-primeira ordem (min~1). Estudos
apontam que essa simplificacdo é uma alternativa de interpretacdo para os processos foto-
Fenton (TROVO et al., 2013; ALALM et al., 2015; REAL et al., 2009). As cinéticas de
degradacéo estdo apresentadas na Figura 22.

De maneira geral, 0s processos oxidativos avancados apresentam a caracteristica de
promoverem a rapida degradacdo do poluente-alvo. Outro ponto importante que possivelmente
promoveu a rapida degradacédo dos farmacos foi a utilizacdo da radiacdo luminosa (foto-Fenton)
e do ferrioxalato, o qual possivelmente melhorou o rendimento quéntico da reacdo. Os valores
estimados das constantes de taxa, bem como dos coeficientes de determinacdo (R?) para cada

farmaco, estdo apresentados na Tabela 15.
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Figura 26 - Comportamento cinético durante a degradagio dos farmacos estudados ( Cr,0,= 47,6 mg LY,
Cre3+=15,0mg L%; 1,768 W): (a) Acido Salicilico, (b) Cetoprofeno, (c) Diclofenaco, (d) Paracetamol e

(e) Cafeina.
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Tabela 15 - Constantes (pseudo-primeira ordem) da taxa de degradacdo dos farmacos estudados (com os respec-
tivos coeficientes de determinacao)

Farmaco k x 10~ (min) R?

Acido Salicilico 1,4 +0,0037* 0,991
Cetoprofeno 1,3 +0,0032* 0,990
Diclofenaco 1,4 + 0,0036* 0,988
Paracetamol 1,4 + 0,0035* 0,983
Cafeina 1,3 +£0,0037* 0,982

* Erros da regressao.

Observando-se a Figura 26 e a Tabela 15, verifica-se que os farmacos estudados
apresentaram  comportamentos  cinéticos  semelhantes, com répida degradacdo

(aproximadamente 80% nos 10 min iniciais) e constantes de taxa com valores proximos.

Trovo, Melo e Nogueira (2008) investigaram a fotodegradacdo de farmacos, incluindo
o paracetamol (15 mg L), em solucdes aquosas via processo foto-Fenton solar (0,36 W)
utilizando-se o ferrioxalato de potassio como fonte de ferro e os resultados obtidos também

mostraram rapida degradacdo (98% ap6s 5 min de irradiacao).

Em contrapartida, a taxa de mineralizagdo foi bem menor que a de degradacdo dos
farmacos. Nos mesmos 25 min, as remoc¢des de DQO e de COD foram 40 e 30%,
respectivamente (Figura 23). Isso indica que, durante a degradacao dos cinco farmacos, houve
a formacao de concentrac@es relativamente grandes de produtos de degradacdo. Entdo, muito
provavelmente, os produtos de degradagcdo formados eram mais resistentes ao ataque dos
radicais hidroxila.

Comportamento parecido também foi observado por Souza et al. (2014) que realizaram
estudos de degradacéo de solucdes aquosas contendo 20 mg L de diclofenaco por meio do
processo foto-Fenton solar (37,9 W) com ferrioxalato em pH 5,0, utilizando-se uma relacéo
molar ferro/oxalato de 1:3. Os resultados mostraram que ap6s 90 min a remocao de COD foi
de aproximadamente 55%.
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Figura 27 - Remogdo (e) COD e (W) DQO e oxidagdo (A) NOC de matéria organica.
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De acordo com Vogel et al. (2000), durante os processos de degradacdo podem ocorrer
efeitos de adsorcdo (nas paredes do reator, catalisador, biomassa), remocdo de organicos
volateis, sedimentacdo, complexacao, precipitacdo ou evaporagdo da dgua do meio reacional.
Esses fatores podem afetar diretamente a concentracdo das substancias presentes na amostra.
Assim, apenas com os resultados das analises de COD e/ou DQO néo se pode concluir que

houve uma degradacao quimica.

Ainda de acordo com Vogel et al. (2000), é possivel se obter informacGes importantes
sobre o comportamento das reacfes durante os processos oxidativos com a combinagdo dos
valores das medidas de TOC (ou COD) e DQO. O NOC pode ajudar a prever o fim da reacédo
e € uma forma alternativa de monitorar a conversdo de espécies de carbono nocivas ao meio
ambiente em outras menos problematicas. Por meio do nimero de oxidacdo médio do carbono
organico (NOC) foi possivel acompanhar a evolucao da oxidacdo através do aumento do estado

médio de oxidacdo do carbono (Fig. 27).

O NOC inicial foi — 2,7. Ap6s 25 min de tratamento, 0 NOC aumentou para — 1,9
(Equacédo 19). Isso indica que: (a) de fato houve um processo de degradagédo oxidativo e (b)
corrobora a baixa mineralizacdo obtida, pois 0 NOC final era muito abaixo de + 4, nimero de
oxidacéo referente a completa oxidacdo do carbono orgéanico presente (levando-o a COy).
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Ao se analisar a Figura 27, percebe-se que a remocéo de carbono se ajustou melhor
ao modelo cinético de ordem zero (k = 6,3 x 10 mg C L* min-%, R? = 0,992). Caso tal
comportamento continuasse ap6s 0s 25 min, poder-se-ia estimar que a mineralizacdo do

compostos ocorreria apds 80 min de reacdo, aproximadamente.

Pérez-Estrada et al. (2005) utilizaram o processo foto-Fenton solar (92,4 W), sem a
presenca do ferrioxalato, e relataram que sob as condic¢bes aplicadas (adi¢cdo de perdxido
constante, mantendo-se a concentragdo entre 200 e 400 mg L*; [Fe**]o = 0,05 mmol L;
[DCFlo = 50 mg L; pH proximo a neutralidade) a degradagio completa do diclofenaco

ocorreu apds 60 min e a total mineralizagdo ap6s 100 min.

Ja Trovo et al. (2013) realizaram estudos de degradacdo de solucdes contendo cafeina
([H202]o = 42,0 mg L!; [Fe**]o = 10,0 mg L!; [CAF]o = 52,0 mg L!; pH entre 6 e 8) via foto-
Fenton (lampada de vapor de mercurio de alta pressdo, 400 W). Os resultados obtidos mostra-
ram rapida degradacéo inicial (98,5% nos 20 min iniciais) e mineralizacdo ap6s 120 min de

reacdo. Ja a constante de taxa foi de 0,014 min=1.

4.5 CONCLUSAO

No ponto 6timo (Cy,o,= 47,6 mg L™; Cp,3+= 15,0 mg L'!; 1,768 W), a cinética de
degradacdo seguiu um modelo de primeira ordem para todos os compostos farmacéuticos
estudados e apds 25 min de reacdo promoveu 30% de mineralizacdo e as concentracdes de cada
um dos cinco farmacos foram abaixo do limite de detec¢do do método. Os resultados mostram
a viabilidade da degradagdo do DCF, PAR, ASA, KETO e CAF utilizando-se o processo foto-
Fenton irradiado com LED e mediado por ferrioxalato, sob as condic¢des aplicadas. A utilizacdo
do complexo ferrioxalato permitiu a degradagdo dos compostos-alvo em condic¢des de pH
préximas a neutralidade. Como o processo foto-Fenton depende de diversas variaveis, como a
concentracédo de peroxido de hidrogénio e de Fe(lll) e a intensidade luminosa, a utilizagcdo do
planejamento experimental e da MSR foi de fundamental importancia para a otimizagéo da

degradacéo.
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S

ECOTOXICIDADE
5.1 INTRODUCAO

Compostos com atividades farmacoldgicas sdo moléculas complexas com diferentes
funcionalidades bioldgicas e aspectos fisico-quimicos que, quando submetidas a um processo
de tratamento, como por exemplo um processo oxidativo avangado, podem néo ser completa-
mente mineralizadas e sofrerem degradacdes parciais. Os produtos de degradacdo formados
podem apresentar diferencas em termos de ecotoxicidade, estabilidade e potencial de bioacu-

mulagdo, quando comparados aos compostos iniciais (LUO et al., 2014; KUMMERER, 2008).

Como a mineralizacdo esta diretamente relacionada as condicGes aplicadas e ao tempo
de tratamento, muitas vezes ela ndo é alcancada. Nesse caso, as substancias organicas presentes
ainda podem apresentar ecotoxicidade. De fato, elas podem até ser mais ecotdxicas do que o
poluente original (LUO et al., 2014).

Embora a utilizacdo de processos oxidativos para a degradacdo de farmacos tenha
aumentado, ainda pouco se sabe sobre os impactos ecotoxicologicos que podem ser gerados
pelo descarte dos efluentes gerados no meio ambiente (CHENG et al., 2016; MACHADO et
al., 2013; GRIEGER et al., 2010).

Portanto, a avaliacdo da ecotoxicidade dos efluentes gerados é muito importante, ja
que os ensaios de ecotoxicidade possibilitam estimar a extensao dos possiveis efeitos adversos
causados a biota (OLIVEIRA et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2016; MINGUEZ et al., 2014;
RONCO et al., 2004).

Como as interacdes entre as substancias podem alterar as atividades biologicas de
cada uma delas, ndo é possivel se estimar os efeitos causados a biota por um determinado eflu-

ente somente com a identificacdo e quantificacdo das substancias presentes. Ou seja, tratando-
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se de uma possivel ecotoxicidade, ndo se pode afirmar que uma Unica substancia presente em
um determinado efluente é responsavel por seu efeito ecotoxico. Assim, pode-se dizer que 0s
testes de ecotoxicidade sdo complementares as analises quimicas capazes de identificar e
quantificar as substancias presentes em uma amostra (RONCO et al., 2004; APHA, 2017; WHO
2004).

Os ensaios de ecotoxicidade possibilitam conhecer os efeitos causados nos organimos
avaliados através da exposicdo dos mesmos a diversas concentracdes de uma determinada
substancia ou efluente. Sédo avaliados efeitos fisiologicos, mutagénicos, teratogénicos,
disturbios comportamentais e letais (OLIVEIRA et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2016; MIN-
GUEZ et al., 2014; RONCO et al., 2004).

Entende-se por fitotoxicidade a agdo ecotdxica ou reacao adversa provocada nas plantas.
A utilizagdo de organismos superiores como as sementes de Lactuca sativa tem se mostrado
eficiente na avaliacdo da ecotoxicidade de efluentes, sendo um dos principais organismos-teste
empregados na estimativa da fitotoxicidade, no qual sdo avaliados parametros macroscéopicos
como comprimento das raizes, taxa de germinacao etc. (EPA, 1996; FERNANDES; MAZZEO,;
MARIN-MORALES, 2007; CZERNIAWSKA-KUSZA; KUSZA, 2011). Além da facil
manipulagdo, destacam-se positivamente o0 baixo custo e a rapidez na realizacdo dos testes
(ANDRADE; DAVIDE, L. C.; GEDRAITE, 2010).

5.2 OBJETIVOS

Avaliar a fitotoxicidade da mistura inicial (antes do tratamento) e tratada (apds o

tratamento) usando-se como organismos-teste sementes de Latuca sativa.
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5.3 MATERIAIS E METODOS

5.3.1 Reagentes

Acido salicilico (ASA, CAS 50-08-2), paracetamol (PAR, CAS 103-0-2), diclofenaco
de sodio (DCF, CAS 15307-79-6), cetoprofeno (KETO, CAS 22071-15-4), e cafeina (CAF,
CAS 58-08-2) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (pureza > 99%). As solu¢des-estoque com
a mistura dos farmacos (concentracio nominal de 100 mg L) foram preparadas dissolvendo-
se uma quantidade, em massa, de cada composto em &gua ultra-pura. Quando necessario, as

amostras foram armazenas resfriadas durante o prazo maximo de 15 dias.

5.3.2 Ensaios de Fitotoxicidade

Foram realizados testes de fitotoxicidade em quadruplicata nas solucdes iniciais e
tratadas via FFF ap6s 25 min de reacdo utilizando-se sementes de alface (Lactuca sativa) como
organismo-teste. As sementes foram imersas em solucdo de hipoclorito de sédio (NaOCI) a
0,1% por 20 minutos para a esterilizagdo das mesmas. Em seguida, foram lavadas com 200 mL

de 4gua mineral, sob agitacdo, por 10 min. Este procedimento foi repetido 3 vezes.

Além das solucgdes inicial e tratada (FFF), foram preparadas quatro diluicdes de cada
solugdo (70, 50, 30 e 10% em volume) e agua mineral foi utilizada como controle. Para cada
solucdo, 2 mL foram vertidos em um disco de papel filtro que cobria o fundo de uma placa de
Petri de 10 cm. Dez sementes foram colocadas em cada placa. As placas foram entdo fechadas

e incubadas no escuro, por 120 ha 24 + 1°C.

As sementes germinadas foram contadas (G) e os comprimenos dos respectivos
hipocotilos (L) foram medidos (o hipocotilo é o caule de uma planta em germinag&o, encontrado
abaixo dos cotilédones e acima da radicula) (EPA, 1996; FERNANDES; MAZZEO; MARIN-
MORALES, 2007; CZERNIAWSKA-KUSZA; KUSZA, 2011, EPA, 2002). Os possiveis
outliers foram removidos usando-se o principio de Chauvenet (BRANET, 1983) e o indice de

germinacdo (GI) foi calculado (Equacéo 25), onde G, é o nUmero de sementes germinadas de
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uma amostra e Ly € o comprimento do hipocotilo desta amostra; G, e L. S&o 0s parametros
correspondentes do controle (ORTEGA et al., 1996; ROSSI; BELTRAMI, 1998).

Gg X Lg

G. X L,

GI(%) = x 100 (25)

Por fim, com o auxilio do método de Spearman-Karber ajustado, o Gl foi calculado e
estimou-se a concentracdo da amostra responsavel pelo efeito em 50% dos organismos-teste
(CEs,), referente a diluicdo em que o Gl é reduzido em 50% (HAMILTON; RUSSO; THURS-
TON, 1977).

5.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo foi avaliada a fitotoxicidade expondo-se sementes de Lactuca sativa
ao efluente do tratamento realizado (foto-Fenton mediado pelo ferrioxalato). Apo6s 25 min de
tratamento, avaliou-se a fitoxicidade e os resultados obtidos indicaram que o efluente néo
apresentava ecotoxicidade. Esses resultados s&o similares aos obtidos para o controle e a
solucdo inicial contendo a mistura dos farmacos. Esses resultados indicam que apesar de ter
ocorrido a formacéo de produtos de degradacéo, nesse tempo de reacdo eles ndo apresentaram

ecotoxicidade ao organismo- teste.

Resultados similares foram relatados por Napole&o et al. (2018). Eles utilizaram o pro-
cesso foto-Fenton (UV) no estudo da degradacdo de misturas contendo acido acetil salicico,
diclofenaco, dipirona e paracetamol (concentragfes individuais ente 0,65 mg L ~! e
4,04 mg L™?). Ap6s 150 min de reagdo (66,5% de mineralizagio), as substancias formadas no

apresentaram fitotoxicidade referente a germinacao da Lactuca sativa.

Pino et al. (2016) apresentaram resultados relativos a utilizagdo da Lactuca sativa como
organismo-teste para a avaliagdo da fitotoxicidade de anti-inflamatdrios ndo esterioidais
(AINEs). Os pesquisadores realizaram testes de ecotoxicidade aguda (120 h) com sementes de
Lactuca sativa e avaliaram os efeitos inibitérios na germinacao e no alongamento da radicula e
do hipocétilo das sementes. Os resultados obtidos mostraram que, apesar de detectados efeitos

como a necrose das raizes e a inibicdo do crescimento destas, efeitos de inibi¢do da germinagéo
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das sementes ndo foram significativos, mesmo em concentragdes de até 3.000 mg L. O &cido
salicilico, o mais ecotdxico do estudo, foi uma excecao, tendo inibido 45% de germinacao a
1.500 mg L%, Além disso, os valores de ECso obtidos (188 a 4.558 mg L) para o hipocoétilo
mostraram-se muito elevados para a utilizacdo da Lactuca sativa como organismo-teste para

amostras ambientais contaminadas com AINEs.

Schmidt e Redshaw (2015), realizaram estudos de fitoxicidade com diferentes AINEs
em diferentes organismos-teste (Raphanus sativus e Lactuca sativa) e os resultados apontaram
que, de maneira geral, os efeitos fitotoxicoldgicos ocasionados em plantas superiores dependem

diretamente do composto e da espécie vegetal.

Assim como em Pino et al. (2016), nas condi¢es testadas (concentracdo individual dos
farmacos: 1 mg L 1), ndo foi observado efeito ecotdxico na germinacdo das sementes de
Lactuca sativa. Entretanto, a exposicdo aos AINEs afetou os sistemas vegetais e, diferente-
mente dos resultados observados no presente trabalho, prejudicou o desenvolvimento radicular.

Schmitt-Jansen et al. (2007) expuseram uma solugdo de diclofenaco (50 mg L1) a luz
solar durante 53 h. Os resultados dos testes de fitotoxicidade (Scenedesmus vacuolatus)
monstraram que houve um aumento da ecotoxicidade ao final da exposicéo, indicando que pode
ocorrer um incremento de ecotoxicidade devido aos subprodutos da degradacgéo do diclofenaco

(e possivelmente de outras substancias) quando presente no meio ambiente e exposto a luz solar.

5.5 CONCLUSAO

Os resultados obtidos para o indice de germinacdo (que relaciona efeitos no
alongamento hipocotilico e inibitérios da germinacdo de sementes do organismo-teste) nédo
indicaram aumento da ecotoxidade apés a realizacéo da degradacao.
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CONSIDERACOES FINAIS

Um metodo analitico para a quantificacdo de &cido salicilico, cafeina, diclofenaco,
cetoprofeno e pararcetamol em aguas superficiais foi desenvolvido e validado de acordo com
0s parametros técnicos estabelecidos pela ANVISA. Os limites de quantificacdo obtidos, na
faixa de 36 a 200 ng L%, compreendem os valores de concentragBes encontrados nas aguas
superficiais de vérias localidades do mundo, segundo a literatura. Tratando-se de contaminantes
emergentes, a falta de uma legislacdo que estabeleca concentracBes limites nas aguas de
distribuicdo do abastecimento publico e um método padrdo de analise, € um fator importante
que deve ser considerado. Assim, optou-se por desenvolver e validar um método multirresiduos
pela possibilidade de determinagdo simultdnea dos cinco farmacos estudados de maneira
simples e rapida.

Na etapa de monitoramento, foram realizadas amostragens mensais das aguas bruta e
tratada (destinada ao abastecimento publico) na estacdo de tratamento de agua (ETA-Vila
Pureza) de Séo Carlos/SP, pelo periodo de 12 meses. Os resultados obtidos mostraram que as
concentracdes dos farmacos estudados estiveram abaixo dos limites de detec¢do do método

(36 a 60 ng L) durante o periodo de estudo.

Como o processo foto-Fenton depende de diversas varidveis, como a concentracdo de
peroxido de hidrogénio e de Fe(lll) e a intensidade luminosa, a utilizacdo do planejamento
experimental e da MSR foi de fundamental importancia para a otimizacdo da degradagéo.
O emprego de LEDs-UV no processo foto-Fenton é relativamente novo e apenas nos ultimos
anos comecaram a ser utilizadas como alternativa as lampadas de mercurio e a radiacao solar.
Os LEDs apresentam vantagens sobre as lampadas convencionais, tais como menor consumo

de energia, maior vida util e a possibilidade de compactagéo do sistema operacional.
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Os resultados obtidos mostram que no ponto 6timo pequenas quantidades de energia
luminosa sdo suficientes para conduzir o processo ( Cy,0,= 47,6 mg LY Cres+=15,0mg LY,
1,768 W), e que a cinética de degradacao seguiu um modelo de pseudo-primeira ordem para
todos os compostos farmacéuticos estudados e promoveu, apds 25 min de reacdo, 30% de
mineralizacdo, reduzindo as concentrac6es de todos os farmacos abaixo do limite de deteccéo

do método.

Portanto, pode-se dizer que o uso de LEDs foi uma escolha adequada para se economizar
recursos e que os resultados obtidos mostraram a viabilidade da degradacdo do diclofenaco,
paracetamol, &cido salicilico, cetoprofeno e cafeina pelo processo foto-Fenton. A utilizacdo do
complexo ferrioxalato permitiu a degradagdo simultanea dos compostos-alvo em condicOes de
pH proximas a neutralidade, permimtindo que o descarte ocorra sem a necessidade de ajustes
de pH. Além disso, os resultados obtidos para o indice de germinacdo (que relaciona efeitos no
alongamento do hipocétilo e inibitorios da germinacdo de sementes do organismo-teste) ndo

indicaram aumento da ecotoxidade apds a realizacdo da degradacao.
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