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RESUMO 

 

CARVALHO, Viviane da Silva. Identificação e avaliação toxicológica dos subprodutos de 

desinfecção da clorexidina. 2022. 80 f. Dissertação (Mestrado em Sustentabilidade) – Escola 

de Artes, Ciências e Humanidades, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2022. Versão 

corrigida.  

 

O biocida clorexidina é amplamente empregado como desinfetante e conservante em diversos 

produtos de uso humano e veterinário e já foi detectado em sedimentos, águas superficiais e 

subterrâneas, bem como, em efluentes de estações de tratamento. Por ser uma base catiônica, a 

clorexidina tem potencial de interagir com o cloro usado durante o tratamento das águas 

convertendo-se à subprodutos de desinfecção (DBPs, do inglês Disinfection By-Products), os 

quais podem ser mais tóxicos do que a molécula precursora. Com base nisso, esse trabalho teve 

como objetivo estudar o comportamento deste biocida em meio clorado e avaliar a toxicidade 

dos eventuais DBPs formados. Para isso, foram realizados experimentos com uma solução de 

clorexidina a 5 mgL-1, a qual foi submetida a diferentes condições: concentração de cloro, pH, 

temperatura, tempo reacional e ausência/presença de luz. As análises das soluções foram feitas 

por HPLC-MS, com o uso de uma coluna Shim-pack XR-ODS II (100 x 3,0 mm x 2,2 µm) e 

fase móvel composta por água e acetonitrila, ambos com 0,1% de ácido fórmico. Os testes 

toxicológicos foram realizados pelos modelos preditivos de Relações Estrutura-Atividade 

Quantitativas (QSAR) presentes na plataforma VEGA. Os experimentos de degradação 

mostraram que a molécula de clorexidina interagiu com o cloro formando 30 DBPs, sendo que 

alguns se formam em condições específicas, enquanto outros se formam em diferentes faixas 

de pH, concentração de cloro e tempo reacional. Constatou-se que tais variáveis (pH, 

concentração de cloro e tempo reacional) influenciam no comportamento da clorexidina e na 

formação dos DBPs, enquanto a temperatura e a presença/ausência de luz foram variáveis não 

significativas. A avaliação toxicológica dos DBPs da clorexidina por meio dos modelos 

preditivos mostraram que alguns desses DBPs podem apresentar efeitos de mutagenicidade, 

carcinogenicidade e toxicidade para organismos aquáticos. Destes 30 DBPs avaliados, 

destacam-se os DBPs 6, 8 e 17 que apresentaram atividade em muitos dos modelos preditivos 

e se formam em diversas condições de cloração. Contudo, muitos DBPs ficaram fora do 

domínio de aplicabilidade dos modelos, evidenciando a necessidade de mais estudos 

ecotoxicológicos acerca do biocida clorexidina e seus subprodutos. 

 

Palavras-chave: Biocidas. DBPs. Cloração. Contaminantes emergentes. QSAR. 



ABSTRACT 

 

CARVALHO, Viviane da Silva. Identification and toxicological evaluation of chlorhexidine 

disinfection by-products. 2022. 80 p. Dissertation (Master of Sustainability) – School of Arts, 

Sciences and Humanities, University of São Paulo, São Paulo, 2022. Corrected version. 

 

The chlorhexidine biocide is widely used as a disinfectant and preservative in several products 

for human and veterinary use and has already been detected in sediments, surface and 

groundwater, as well as in effluents from treatment plants. As a cationic base, chlorhexidine 

has the potential to interact with the chlorine used during water treatment, converting it to 

Disinfection By-Products (DBPs), which can be more toxic than the precursor molecule. Based 

on this, this work aimed to study the behavior of this biocide in chlorinated medium and 

evaluate the toxicity of any DBPs formed. For this, experiments were carried out with a 5 mgL-

1 chlorhexidine solution, which was subjected to different conditions: chlorine concentration, 

pH, temperature, reaction time and absence/presence of light. The analyzes of the solutions 

were performed by HPLC-MS, using a Shim-pack XR-ODS II column (100 x 3.0 mm x 2.2 

µm) and a mobile phase composed of water and acetonitrile, both with 0.1% formic acid. 

Toxicological tests were performed by predictive models of Quantitative Structure-Activity 

Relationships (QSAR) present in the VEGA platform. The degradation experiments showed 

that the chlorhexidine molecule interacted with chlorine forming 30 DBPs, some of which are 

formed under specific conditions, while others are formed in different ranges of pH, chlorine 

concentration and reaction time. It was found that such variables (pH, chlorine concentration 

and reaction time) influence the behavior of chlorhexidine and the formation of DBPs, while 

temperature and the presence/absence of light were non-significant variables. The toxicological 

evaluation of chlorhexidine DBPs through predictive models showed that some of these DBPs 

may have mutagenicity, carcinogenicity and toxicity effects for aquatic organisms. Of these 30 

DBPs evaluated, DBPs 6, 8 and 17 stand out, which showed activity in many of the predictive 

models and formed under different chlorination conditions. However, many DBPs were outside 

the domain of applicability of the models, highlighting the need for more ecotoxicological 

studies on the biocide chlorhexidine and its by-products. 

 

Keywords: Biocides. DBPs. Chlorination. Emerging contaminants. QSAR. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 CONTAMINANTES EMERGENTES 

 

As questões ambientais começaram a ganhar destaque a partir da Conferência das 

Nações Unidas sobre o Desenvolvimento e Meio Ambiente, ocorrida em 1972 em Estocolmo. 

Nesta conferência foram discutidos temas como poluição atmosférica, poluição da água e do 

solo, além da criação do Programa das Nações Unidas para o Meio Ambiente (PNUMA) 

(CETESB, 2022). A partir deste marco e de perspectivas científicas sobre a interdependência 

da sociedade e do meio ambiente, na década de 1980, surgiu o conceito de Desenvolvimento 

Sustentável e diversos outros tratados visando a preservação ambiental e a sustentabilidade 

passaram a ser estabelecidos (KATES, 2011). Entre eles está a Conferência da ONU sobre meio 

ambiente e desenvolvimento, conhecida como Rio-92, ocorrida no Rio de Janeiro no ano de 

1992. Nesta conferência foi criada a Agenda 21, posteriormente reformulada para a Agenda 

2030, na qual constam os 17 Objetivos do Desenvolvimento Sustentável (ODS), como pode ser 

observado na Figura 1 (ODS BRASIL, 2022; MMA, 2022). 

 

Figura 1: 17 Objetivos do Desenvolvimento Sustentável 

 

Fonte: ODS BRASIL (2022). 

 

Dentre os objetivos da Agenda 2030, o objetivo 3 se relaciona com a saúde e qualidade 

de vida buscando assegurar uma vida saudável e promover o bem-estar para toda a população, 
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sendo que um de seus pontos é reduzir o número de mortes e doenças causadas por produtos 

químicos perigosos, contaminação e poluição do ar, da água e do solo (ODS BRASIL, 2022).  

O objetivo 6 se relaciona com água potável e saneamento buscando garantir 

disponibilidade da água e saneamento para todos. Tem como base alcançar o acesso universal 

e equitativo à água potável e segura, bem como melhorar a qualidade da água, reduzir a 

poluição, eliminar o despejo e minimizar a liberação de produtos químicos e materiais 

perigosos, reduzindo a proporção de águas residuais não tratadas e aumentando a reciclagem e 

reutilização (ODS BRASIL, 2022). 

Em relação à contaminação das águas, os contaminantes emergentes têm levantado 

preocupações acerca de seus riscos para a saúde humana e os ambientes aquáticos. Esses 

compostos são substâncias químicas, sintéticas ou naturais, presentes nos produtos de uso 

cotidiano e englobam tanto moléculas que estão sendo comercializadas recentemente quanto 

moléculas já empregadas há muitas décadas, mas que ainda não possuem regulamentação 

(CAREGHINI et al., 2015).  

Apesar de todas as matrizes ambientais estarem suscetíveis a contaminação por estas 

substâncias, o ambiente aquático é o mais afetado. O lançamento dessas substâncias nos corpos 

d’água ocorrem por diversas vias de descarte, tais como, lançamento de efluentes e esgotos 

domésticos, industriais e hospitalares diretamente nas águas e descarte de embalagens e/ou 

produtos no solo que pelo do processo de escoamento e infiltração alcançam o meio aquático 

(LIU; WONG, 2013; CORSELLAS, 2015; HAMZA, 2016).  

Nas últimas décadas avaliações sobre a segurança do uso e eliminação destas 

substâncias vêm ganhando destaque, devido à sua persistência em ambientes aquáticos e seus 

efeitos nocivos, tais como, desregulação endócrina, carcinogenicidade, citotoxicidade e indução 

de resistência bacteriana (LIU; WONG, 2013; HE et al., 2016; YANG et al., 2017). 

Além da nocividade destas substâncias para o meio ambiente, dados da literatura 

mostram ainda que muitos destes poluentes não são removidos completamente das águas pelos 

atuais métodos empregados nas estações de tratamento de água e esgoto. Após as etapas de 

tratamento muitas destas substâncias são detectadas com suas estruturas originais ou 

convertidas em subprodutos (LIU et al., 2017; YANG et al., 2017).  

Há diversas classes de substâncias detectadas como poluentes em matrizes ambientais 

entre elas fármacos, produtos de higiene pessoal e os biocidas. 

Os biocidas são substâncias utilizadas em produtos comerciais para destruir ou inibir 

quaisquer organismos indesejados, podendo ser classificados, de acordo com seu padrão de uso, 

como: desinfetantes, conservantes, controle de pragas e outros produtos biocidas (LIU et al., 
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2017). Apesar de sua utilização estar regulamentada por legislações nacionais e internacionais, 

como a regulamentação n° 34/2010 da ANVISA (Agência Nacional de Vigilância Sanitária) 

que trata sobre produtos saneantes desinfetantes e a resolução n° 528/2012 da União Europeia 

que trata sobre produtos biocidas, dados sobre sua rota de transporte e comportamento nas águas 

ainda são escassos (ECHA, 2012).  

Os biocidas têm despertado interesse nos últimos anos devido aos seus efeitos na biota 

de ambientes em que estão presentes, visto que podem atuar sobre os microrganismos aquáticos 

da mesma forma que agem sobre os patógenos humanos (ALENCAR et al., 2019). Um dos 

microrganismos comprovadamente afetado pelos antimicrobianos são as cianobactérias. Estudo 

desenvolvido por Alencar et al. (2019) mostrou os potenciais efeitos dos resíduos biocidas nas 

cianobactérias em virtude da semelhança morfológica e bioquímica desses organismos com 

outras bactérias. Apesar de serem as principais responsáveis pelo processo de eutrofização, a 

alteração da população de cianobactérias, ocasionada por compostos antimicrobianos, pode 

interferir negativamente no equilíbrio do ecossistema aquático. As cianobactérias são parte 

fundamental do ecossistema aquático, estando presentes na base das cadeias tróficas como 

produtores primários. Além disso, participam de importantes ciclos biogeoquímicos, como o 

ciclo do carbono, onde atuam como fixadoras de carbono pelo processo de fotossíntese e do 

ciclo do nitrogênio, no qual as cianobactérias fixam o nitrogênio atmosférico convertendo-o em 

amônio que será utilizado nas reações biológicas, podendo também associarem-se a outros 

organismos para realizar este processo de fixação de nitrogênio (PINOTTI; SEGATO, 1991; 

FERRÃO-FILHO; BRANDÃO, 2008; MOLICA; AZEVEDO, 2009). 

Dentre esses biocidas, cuja presença tem sido frequentemente relatada no ambiente 

aquático e que tem levado a alterações nas populações de microrganismos e cianobactérias, está 

a clorexidina. 

 

1.2 CLOREXIDINA 

 

Caracterizada pela presença de dois anéis de clorofenol e dois grupos bisguanidas 

ligados por uma cadeia de hexametileno (Figura 2), a clorexidina é um biocida que possui um 

amplo espectro de ação, atuando em microrganismos gram-positivos e em gram-negativos, 

sendo que os gram-positivos são mais suscetíveis a sua ação. (BARBIN, 2008; HORTENSE et 

al. 2010). 
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Figura 2 - Molécula de Clorexidina 
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Fonte: Autoria própria. 

 

Em virtude da sua considerável atuação antibacteriana de amplo espectro, a clorexidina 

vem sendo um dos principais biocidas regulamentado a ser utilizado no Brasil e no mundo e 

está na lista de Medicamentos Essenciais da Organização Mundial da Saúde (ZANATTA; 

ROSING, 2007; HORTENSE et al., 2010; WHO, 2019).  

Por ser praticamente insolúvel em água, geralmente é utilizada na forma de sal, sendo o 

digluconato de clorexidina a forma mais utilizada (LIM; KAM, 2008; HORTENSE et al., 2010; 

KARPIŃSKI; SZKARADKIEWICZ, 2015).  

Seu emprego é feito na forma de formulações desinfetantes e antissépticas para 

desinfeção e esterilização de superfícies inanimadas e tecidos vivos, respectivamente, com 

aplicação em especial para ambientes hospitalares e odontológicos. É utilizada também na 

forma de conservante de diversos produtos comerciais (cremes, pastas de dentes, desodorantes, 

shampoo, preservativos, entre outros) (AZEVEDO et al., 2019; BESCOS et al., 2020). 

Recentemente, a Organização Mundial da Saúde recomendou o uso de gel antisséptico à base 

de clorexidina para aplicação em cordão umbilical (DRAIKO et al., 2021). 

Devido a seu uso em diferentes aplicações esse composto é amplamente descartado por 

indústrias, hospitais e por usos domésticos, podendo chegar aos ambientes aquáticos em sua 

forma livre ou como metabólitos (AZEVEDO et al., 2019).   

Estudos em diferentes locais têm mostrado a presença de clorexidina em águas 

superficiais e efluentes. Alguns desses estudos indicaram ainda que os procedimentos utilizados 

nas estações de tratamento não removem completamente este biocida (YAVUZ, 2013; 

ÖSTMAN et al., 2017; AZEVEDO et al., 2019). A Tabela 1 reúne tais estudos, bem como as 

concentrações de clorexidina encontradas em cada um deles. 
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Tabela 1 - Detecção da clorexidina em diferentes matrizes aquáticas 

Local estudado Tipo de amostra Concentração de 

clorexidina detectada 

(µg/L) 

Referência 

Canadá Estação de 

tratamento de 

água 

0,0339 a 4,470 (água que 

entra para o tratamento) 

0,0188 a 0,448 (água que 

sai do tratamento) 

 

ECCC, 2019 

Argentina Efluentes 

hospitalares 

tratados 

 

382 AZEVEDO et 

al., 2019 

Suécia Estação de 

tratamento de 

água 

1,305 (água que entra 

para o tratamento) 

0,028 (água que sai do 

tratamento) 

 

ÖSTMAN et al., 

2017 

Turquia Águas 

superficiais 

0,0014 a 0,01  

YAVUZ, 2013 

Estação de 

tratamento de 

água residuais 

 

0,0016 a 0,0024 

Japão Estação de 

tratamento de 

águas 

hospitalares 

85 a 1940 MATSUSHIMA; 

SAKURAI, 1984 

Fonte: Autoria própria. 

 

Apesar de ser considerada atóxica para os seres humanos, por possui baixa toxicidade 

sistêmica, é classificada como ambientalmente perigosa para o ambiente aquático (BARBIN, 

2008; HORTENSE et al., 2010; SARKAR et al., 2014). 

O Artigo 19º do Regulamento para Produtos Biocidas da União Europeia n° 528/2012 

dispõe de uma série de critérios que o produto biocida deve contemplar, dentre eles: não 

apresentar efeitos de resistência ou resistência cruzada nos organismos alvo; nem o produto 

biocida e nem seus resíduos devem apresentar efeitos adversos na saúde dos seres humanos e 

dos animais, seja de forma direta ou por meio da água potável, alimentos ou pelo ar; tanto o 

biocida quanto seus resíduos não devem apresentar efeitos nocivos ao meio ambiente, levando-

se em conta: o destino e a distribuição do produto no ambiente, a contaminação das águas 

superficiais, subterrâneas e água potável, o seu impacto nos organismos não alvos, na 

biodiversidade e no ecossistema (ECHA, 2012). 
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Dados divulgados pela Environment and Climate Change Canada (ECCC), pelo 

documento Screening Assessment Chlorhexidine and its Salts, mostram que a clorexidina pode 

ser persistente em água, sedimento e solo. Além disso, esse documento apresenta dados de 

estudos toxicológicos agudos e crônicos sobre os efeitos da clorexidina em organismos 

aquáticos. Os dados toxicológicos agudos indicam que essa substância é tóxica para algas e 

microcrustáceos e pode causar efeitos adversos em peixes. Quanto aos estudos toxicológicos 

crônicos, os dados indicam que a clorexidina pode levar à eliminação de protozoários, além de 

mudanças na biomassa de algas, cianobacterias e bactérias (ECCC, 2019).   

Além desse documento da ECCC, outros estudos também verificaram os efeitos da 

clorexidina sobre organismos aquáticos. Nuñez e Moretton (2007) desenvolveram um estudo 

acerca da resistência bacteriana à produtos desinfetantes em águas residuais de um hospital em 

Buenos Aires e concluíram que a clorexidina pode desencadear uma resistência em diversas 

famílias de bactérias. 

Um estudo sobre os efeitos letais e sub letais da clorexidina sobre organismos aquáticos 

foi desenvolvido por Jesus et al. (2013). Nesse estudo, utilizou-se os organismos modelo: a 

bactéria Vibrio fischeri, a alga Pseudokirchneriella subcapitata, o crustáceo Daphnia magna e 

os embriões do peixe Danio rerio, onde foi verificado que a clorexidina apresentou alta 

toxicidade para os espécimes de algas e crustáceos testados e baixa toxicidade para peixes e 

bactérias. Os autores alertam para a necessidade de mais estudos sobre a toxicidade da 

clorexidina, pois seus efeitos sobre algas e crustáceos são preocupantes, visto que estes 

organismos estão na base das cadeias alimentares aquáticas. 

Azevedo et al. (2019) realizaram um estudo acerca dos efeitos da clorexidina sobre o 

crescimento e produção de clorofila em algumas cepas de cianobactérias. Nesse estudo, os 

autores isolaram duas cepas de cianobactérias presentes em um lago localizado em uma área de 

proteção ambiental em Minas Gerais e utilizaram solução padrão de clorexidina para a 

realização dos experimentos. A partir disso, constatou-se que, dependendo da concentração de 

clorexidina, algumas espécies de cianobactérias podem ter sua produção de clorofila inibida. 

Além disso, esse estudo ressalta que a escassez de dados sobre a concentração de clorexidina 

no meio ambiente é preocupante do ponto de vista do impacto ambiental que essa substância 

pode causar.  

 

1.3 PROCESSO DE CLORAÇÃO 
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Para a remoção de organismos patogênicos e de moléculas orgânicas indesejáveis, 

durante o processo de desinfeção nas estações de tratamento de águas, o gás cloro e o hipoclorito 

são agentes mais comumente aplicados em todo o mundo, devido aos seus altos potenciais de 

oxidação (1,36 e 1,49 Volts, respectivamente) (TOMINAGA; MIDIO, 1999; MEYER, 1994; 

PINTO; BALTAZAR, 2020).  

A reação destes agentes com as águas de abastecimento (que apresentam valores de pH 

entre 5 a 10) dão origem ao ácido hipocloroso (HOCl) e ao íon hipoclorito (OCl-) (DEBORDE; 

GUNTEN, 2008).  

O HOCl é a principal espécie de cloro reativa atuante durante o processo de desinfecção. 

As reações desta espécie com os compostos orgânicos presentes nas águas, especialmente as de 

oxidação, adição e substituição eletrofílica, são as responsáveis pela degradação dos poluentes 

durante o processo de desinfecção (DEBORDE; GUNTEN, 2008).  

A reatividade do cloro é condicionada e limitada pelos grupos funcionais presentes nas 

moléculas orgânicas, podendo gerar oxidação completa da molécula ou degradação parcial da 

mesma (DEBORDE; GUNTEN, 2008). 

Quando a oxidação é completa são gerados como subprodutos o gás carbônico, íons 

diversos (provenientes das estruturas destas moléculas) e espécies de cloro (HOCl e OCl-) 

excedentes, definidas como cloro residual livre (MEYER, 1994; DEBORDE; GUNTEN, 2008).  

As legislações de potabilidade de águas nacional e internacional preconizam que o 

processo de desinfecção seja realizado com teores de cloro na faixa de 0,2 a 2 mgL-1 e que, após 

o tratamento, a água deve conter, em qualquer ponto do sistema de abastecimento, um teor 

mínimo de cloro residual livre de 0,2 mgL-1 e um máximo de 5 mgL-1 (WHO, 2011; 

MINITÉRIO DA SAÚDE, 2017). 

Quando a oxidação é parcial, as espécies de cloro podem reagir com os compostos 

orgânicos gerando subprodutos (MEYER, 1994).  

Quando amônia e/ou compostos nitrogenados estão presentes nas águas pode ocorrer a 

formação de cloraminas (monocloramina, dicloramina e tricloramina) ou tricloreto de 

nitrogênio. Estas substâncias cloradas são denominadas de cloro residual combinado e por 

serem extremamente tóxicas seus teores máximos em águas tratadas são regulamentados 

(MEYER, 1994).  

No entanto, dependendo da estrutura dos compostos orgânicos naturais e/ou poluentes 

presentes nas águas outras substâncias derivadas podem ser formadas, sendo denominadas de 

subprodutos de desinfecção (DBPs). Os DBPs mais frequentemente relatados são os 

trihalometanos (THMs) e ácidos haloacéticos (HAAs), no entanto, dados da literatura mostram 
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que vários outros DBPs podem se formar a partir da reação entre o cloro e os diferentes 

poluentes encontrados em águas (DEBORDE; GUNTEN, 2008). 

Deborde e Gunten (2008) descreveram as reações e os DBPs formados pelo cloro com 

diversos compostos orgânicos e inorgânicos, dentre eles alguns desreguladores endócrinos e 

produtos farmacêuticos. Esses autores relataram a possibilidade de o cloro reagir com a 

molécula de poluente por diferentes vias, dependendo dos grupos funcionais presentes no 

composto. Além disso, os autores alertam para a necessidade de investigar se a cloração da água 

potável é benéfica para minimizar a exposição humana a esses compostos. 

Estudos mostram que os DBPs estão associados a doenças e disfunções nos organismos 

vivos e por isso nos últimos anos a concentração máxima permitida destes subprodutos em 

águas potáveis tem sido estabelecida por agências regulamentadoras de diversos países 

(MEYER, 1994). Meyer (1994) relatou a formação de THM e seus efeitos carcinogênicos em 

animais e em humanos. Neste estudo é apontada a relação entre THM e a ocorrência de câncer 

de estômago e câncer de cólon em humanos. Pinto e Baltazar (2020) além de descreverem o 

desenvolvimento de câncer associado aos níveis de THMs na água, também apontaram alguns 

estudos que indicam que a exposição a THMs pode ser associada a infertilidade de homens. 

Hamidin et al. (2008) analisaram as concentrações de exposição e os efeitos adversos 

de 6 DBPs presentes em água potável clorada. Dentre esses DBPs estão triclorometano (TCM), 

bromodiclorometano (BDCM), dibromoclorometano (DBCM) e tribromometano (TBM). Esses 

autores determinaram que alguns desses DBPs estudados são detectados em concentrações 

maiores que a permitida pela Organização Mundial da Saúde, sendo sua formação influenciada 

por características físicas e químicas da água, como pH e temperatura, bem como pelo processo 

de cloração da água nas estações de tratamento. Os testes toxicológicos realizados em animais 

mostraram que todos esses DBPs causam efeitos adversos na reprodução e desenvolvimento 

dos organismos testados, sendo que alguns DBPs podem ser carcinogênicos, como o TCM. Para 

humanos o resultado foi semelhante, mostrando que esses compostos podem desencadear 

diversos tipos de doenças dependendo de sua concentração e do tempo de exposição a esses 

DBPs (HAMIDIN et al., 2008). 

Em relação à clorexidina, estudos mostram que ela é extremamente reativa, sofrendo 

degradação parcial pelo processo de hidrólise quando exposta por longos períodos (7-14 dias) 

em uma ampla faixa de temperatura (36,5 – 90°C) e pH entre 0,5 e 9,0. Sob condições de 

cloração, a sua degradação tem como principal DBP a p-cloroanilina (PCA) (ZONG; KIRSCH, 

2012). A PCA é rapidamente absorvida e metabolizada pelo organismo, sendo considerada 
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carcinogênica, pois há interação do PCA com a hemoglobina e as proteínas do fígado e do rim 

por meio de ligações covalentes (ZONG; KIRSCH, 2012). 

Apesar dos DBPs já serem relatados em amostras de águas há décadas, ainda não há 

estudos sobre a reação da clorexidina com cloro nas condições aplicadas nas estações de 

tratamento de água. 

A análise desses DBPs pode ser feita por diversas técnicas analíticas e o avanço da 

sensibilidade de tais técnicas, como a cromatografia líquida, tem permitido a sua detecção 

mesmo em baixas concentrações. 

 

1.5 CROMATOGRAFIA LÍQUIDA  

 

A cromatografia líquida teve seu início na década de 1950 e desde então essa técnica 

tem avançado sendo impulsionada pelo desenvolvimento de colunas mais eficientes, seletivas 

e estáveis. Esses avanços possibilitaram também o desenvolvimento da cromatografia líquida 

de alta eficiência (CLAE), ou High Performance Liquid Cromatography (HPLC), que é uma 

técnica muito utilizada para análises químicas ambientais. Por se tratar de uma técnica de 

análise muito sensível e precisa, a CLAE é muito empregada no monitoramento de poluentes 

em água, tendo em vista que estes poluentes se encontram em baixas concentrações (na ordem 

de µgL-1 e ng-1). A CLAE atua separando compostos orgânicos em misturas complexas, sendo 

que essa separação ocorre com base nas propriedades físico-químicas dos compostos 

(MALDANER; JARDIM, 2009; SILVA; COLLINS, 2011) 

A separação dos compostos ocorre pela sua interação com a fase estacionária (presente 

na coluna) e a fase móvel (solventes). A coluna geralmente é composta por micropartículas de 

sílica ou sílica modificada com grupos orgânicos, como cadeias de carbono (denominadas de 

coluna C8 e C18), grupo ciano e grupo fenila. As fases móveis mais comumente empregadas nas 

análises são misturas de metanol e água (MeOH:H2O) ou acetonitrila e água (ACN:H2O), puras 

ou com adição de modificadores, como ácido fórmico, acetato de amônio, amônia, entre outros. 

A adição desses modificadores na fase móvel tem como objetivo favorecer o processo de 

ionização dos analitos pelo ajuste de pH do meio, assim, as interações da amostra com a fase 

móvel e a fase estacionária é melhorada (SILVA; COLLINS, 2011). Quando os compostos da 

amostra entram em contato com micropartículas da fase estacionária, os que possuem maior 

interação ficam mais tempo retidos na coluna e os que possuem menos interação fluem mais 

rapidamente com a fase móvel (COLLINS et al., 2006). 
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A CLAE pode ser utilizada individualmente ou acoplada a outras técnicas de análise, 

sendo que o espectrômetro de massas (EM) ou Mass Spectrometry (MS) é uma das técnicas 

mais utilizadas no acoplamento devido aos bons limites de detecção, além da possibilidade de 

confirmação estrutural dos compostos analisados (SILVA; COLLINS, 2011). Os componentes 

da mistura que foram separados pela CLAE são introduzidos no espectrômetro de massas, em 

seguida são ionizados e separados na relação massa/carga (m/z). O método de ionização mais 

utilizado é a ionização por eletronebulização (ESI, do termo em inglês Electrospray ionization) 

por se tratar de uma forma de ionização mais versátil para analitos com polaridade mediana a 

muito polares e pouco voláteis, como é o caso da maioria dos fármacos. Nesse método as 

moléculas da amostra, eluídas da coluna do cromatógrafo, são direcionadas para um capilar 

mantido numa voltagem de 3 a 6 kV, onde o líquido é nebulizado e forma gotículas. A aplicação 

de um forte campo elétrico na superfície destas gotículas leva à ionização da molécula. 

Posteriormente, as moléculas da amostra perdem um elétron, gerando um radical molecular 

(M∙), ou se ionizam de modo positivo/negativo pela adição ou remoção de prótons, gerando um 

íon molecular ([M+H]+ ou ([M-H]-) (SILVERSTEIN et al., 2005; SILVA; COLLINS, 2011). 

A partir da análise por LC-MS sequencial (tandem mass spectrometry, em inglês) a 

molécula de interesse pode ser submetida a múltiplas fragmentações para determinação de 

estruturas desconhecidas. Com base nisto, os íons que foram formados inicialmente são 

separados pela relação massa-carga na primeira etapa da espectrometria de massas (MS1). Os 

íons de interesse são selecionados (íons precursores) e fragmentados gerando seus íons 

produtos. Por fim, os íons produtos são então separados e detectados em uma segunda fase de 

espectrometria de massas (MS2). Este segundo processo de ionização pode ser feito por 

diferentes processos, como dissociação induzida por colisão, reação iônica-molécula, 

fotodissociação, entre outros. Há diferentes maneiras de se fazer a seleção e o monitoramento 

dos íons quando o espectrômetro de massas é do tipo quadrupolo. No modo de varredura (full 

scan, em inglês), o primeiro quadrupolo Q1 é configurado para selecionar um íon de uma massa 

conhecida, que é fragmentada em Q2. O terceiro quadrupolo Q3 é então configurado para 

escanear todo o intervalo m/z e fornece informações sobre os fragmentos gerados 

(SILVERSTEIN et al., 2005; COLLINS et al., 2006). 

Diversos estudos têm sido apresentados na literatura para a determinação de poluentes 

emergentes em matrizes aquosas, utilizando métodos analíticos por CLAE com detecção por 

ESI–MS (YAVUZ et al., 2015; ZHANG et al., 2015; ÖSTMAN et al., 2017; FERNANDES, 

2018). Os métodos analíticos utilizando HPLC–ESI–MS/MS podem atingir limites de detecção 

e quantificação na ordem de ngL-1 (SILVA; COLLINS, 2011).  
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De acordo com Zhang et al. (2015), a combinação dessas técnicas com tal modo de 

ionização é normalmente empregado para determinar traços de compostos quaternários de 

amônio em amostras ambientais. Esta técnica vem sendo empregada também para determinação 

de clorexidina em águas residuais e efluentes tratados, como pode ser visto nos estudos de 

YAVUZ et al. (2015) e ÖSTMAN et al. (2017), mencionados na Tabela 1. 

A determinação desses poluentes em amostras ambientais, pelas técnicas analíticas 

mencionadas, possibilita a análise de suas características e riscos para o meio ambiente e os 

organismos por meio dos testes toxicológicos. 

 

1.6 TESTES TOXICOLÓGICOS 

 

A regulamentação de uma substância química como poluente em um compartimento 

ambiental é realizada a partir da avaliação de risco à saúde humana e ao meio ambiente, bem 

como seu potencial de bioacumulação, seu transporte e destino nos diferentes compartimentos 

ambientais e sua concentração no ambiente. Esses estudos envolvem diferentes áreas da ciência 

e são fundamentais para se conhecer os riscos associados à exposição de novos compostos 

(MONTAGNER et al., 2017). 

O efeito nocivo que uma determinada substância, presente no meio ambiente, exerce 

sobre indivíduos, populações e comunidade de organismos (plantas, animais, peixes, bactérias, 

etc.), além do ser humano, é determinado por meio dos estudos toxicológicos. Neste estudo o 

causador do efeito tóxico é denominado de agente químico, o meio onde ocorre a interação do 

agente químico é denominado de sistema orgânico e as consequências resultantes desse 

processo para o meio ambiente é a nocividade. Testes toxicológicos são exigidos atualmente 

por diversos órgãos ambientais nacionais e internacionais visando determinar a qualidade de 

águas e efluentes (COSTA et al., 2008).  

Os testes que empregam organismos vivos são denominados de bioensaios. Os 

bioensaios determinam o grau ou o efeito biológico da substância teste em uma cultura de 

células vivas ou em um organismo-teste. Dependendo do tempo de exposição do organismo-

teste à substância testada, o bioensaio pode ser classificado como agudo ou crônico. Os testes 

de toxicidade aguda são realizados com a utilização de uma única dose da substância testada 

ou após múltiplas dosagens em até 24 horas; a resposta negativa eventualmente obtida durante 

este teste não significa, no entanto, que a substância não seja tóxica para este organismo. Testes 

de exposição prolongada, denominados de ensaio de ecotoxicidade crônica, são então 

executados, visando confirmar estes resultados de segurança. Os testes de toxicidade crônica 
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são realizados em função do tempo de vida do organismo e mostra CENO (concentração de 

efeito não observado) e CEO (concentração de efeito observado) (COSTA et al., 2008). 

A escolha dos seres vivos utilizados durante os bioensaios é definida pelos parâmetros 

como: se os mesmos são de grande representação ecológica, se sua constituição biológica é bem 

definida e se apresentam facilidade de cultivo em laboratório. Roedores, bactérias, algas, 

crustáceos e peixes são os organismos mais comumente utilizados. No entanto, a fim de evitar 

o uso excessivo e aleatório de testes em animais, agências reguladoras têm incentivado o 

desenvolvimento e uso de métodos alternativos para a determinação de informações sobre a 

segurança de substâncias químicas. O uso de métodos de testes alternativos não baseados em 

animais foi previsto no Regulamento de Produtos de Biocidas N° 528/2012 UE (ECHA, 2012). 

Um dos métodos alternativos que vêm ganhando destaque são os modelos preditivos. 

Os modelos baseados na relação estrutura-atividade (SAR, do termo em inglês Structure-

Activity Relationship), são alternativas amplamente reconhecidas aos métodos clássicos in vivo. 

A SAR é baseada no conceito em que a atividade biológica de uma substância química alvo 

pode estar relacionada à sua estrutura molecular. Quando essa atividade é quantificável, esta 

relação é determinada pelo método QSAR (do termo inglês, Quantitative Structure-Activity 

Relationship). Um modelo QSAR usa os dados reais e conhecidos de toxicidade experimental 

de várias substâncias químicas para construir uma estrutura de modelo que vincula a toxicidade 

observada experimentalmente com detalhes moleculares, a fim de prever a toxicidade das 

substâncias em estudo (CASSANO et al., 2014; CAPPELLI et al., 2015; BENFENATI et al., 

2020; BLÁZQUEZ et al., 2020; BOUHEDJAR et al., 2020). 

Diversas plataformas estão disponíveis atualmente para a aplicação dos modelos SAR e 

QSAR, incluindo a VEGA-QSAR. O VEGA é uma plataforma gratuita que reúne diferentes 

modelos, os quais avaliam o grau de toxicidade dos compostos. Para cada modelo, um conjunto 

de características químicas (fragmentos moleculares ou grupos funcionais) que exibem uma 

correlação estatisticamente relevante com o modelo selecionado é usado para avaliar as 

informações de toxicidade da substância alvo (BENFENATI et al., 2020).  

Um modelo QSAR é considerado válido se: i) o modelo for reconhecido como 

cientificamente válido; ii) a substância testada estiver dentro do domínio de aplicabilidade do 

modelo; iii) os resultados estiverem adequados para classificação, rotulagem e para avaliação 

de risco; e iv) a documentação adequada dos métodos for fornecida (CAPPELLI et al., 2015; 

BLÁZQUEZ et al., 2020).  

Dentro do conceito dos biocidas, considerando o impacto destas substâncias e dos seus 

metabólitos, produtos de degradação e transformação que são liberados para o meio ambiente, 
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modelos computacionais específicos que permitem estimar o impacto deste tipo de substâncias 

nos organismos de água doce já existem. Estes modelos estão implementados em ferramentas 

consolidadas na área de toxicologia computacional, como a plataforma VEGA e o ToxRead.  
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

O objetivo geral desse estudo foi verificar o comportamento e a rota de degradação do 

biocida clorexidina em meio clorado, bem como avaliar a toxicidade dos subprodutos formados. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

- determinar a rota de transformação da clorexidina em meio clorado, mediante 

simulação das condições aplicadas nas estações de tratamento água; 

- detectar e elucidar a estrutura dos subprodutos de degradação da clorexidina formados 

em meio clorado; 

- avaliar a toxicologia desses subprodutos, pelos modelos preditivos QSAR. 
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3 MÉTODOS 

 

3.1 REAGENTES E PADRÕES 

 

Para os experimentos da clorexidina em meio clorado foram utilizados: padrão de 

digluconato de clorexidina, grau de pureza 98%, da marca Fagron (solução à 20%); hipoclorito 

de sódio, grau P.A., da marca Nalgon (teor de cloro livre de 10-12%); água ultrapura, obtida 

pelo sistema de purificação de água da marca Megapurity (resistividade 18.2 MΩ cm); 

hidróxido de sódio, grau P.A., da marca Química Nova. 

Para as análises do LC-MS foram utilizados ácido fórmico, grau HPLC, da marca 

Sigma-Aldrich e acetonitrila, grau HPLC, da marca J.T. Baker. 

 

3.2 INSTRUMENTOS 

 

As análises foram realizadas em um cromatógrafo líquido acoplado a um espectrômetro 

de massas. O cromatógrafo é da marca Shimadzu, consistindo de: duas bombas, modelo LC-

20AD XR; um injetor automático, modelo SIL-20AXR; um forno, modelo CTO-20A; uma 

controladora, modelo CBM-20A e um detector UVVis/ DAD, modelo SPD-M20A. O 

espectrômetro de massas também é da marca Shimadzu, modelo LCMS 8030. 

 

3.3 SOLUÇÃO DE CLOREXIDINA 

 

Para os experimentos de clorexidina em meio clorado foi utilizada uma solução de 

digluconato de clorexidina na concentração de 5,0 mgL-1 para facilitar a detecção no 

equipamento, pois com concentrações menores há dificuldade de detecção. Essa solução foi 

obtida a partir da diluição de 100 µL do padrão de digluconato de clorexidina à 20% para 100 

mL de água deionizada (gerando uma solução estoque de 200 mgL-1). Posteriormente foi 

realizada uma diluição a partir de 500 µL desta solução estoque (200 mgL-1) para 20 mL de 

água deionizada, obtendo-se a concentração desejada (5,0 mgL-1).  

 

3.4 EXPERIMENTOS DE CLOREXIDINA EM MEIO CLORADO 

 

Todos os experimentos acerca do comportamento da clorexidina em meio clorado foram 

realizados utilizando 20 mL da solução de digluconato de clorexidina (5,0 mgL-1). Esta solução 
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teve seu pH corrigido para os intervalos definidos neste estudo (6, 7, 8 e 9), pela adição de uma 

solução de hidróxido de sódio 0,03 molL-1. Posteriormente, foram adicionados diferentes 

volumes de hipoclorito de sódio até a obtenção das concentrações de cloro livre definidos neste 

estudo (0,2; 1,8; 3,4 e 5,0 mgL-1). A mistura foi então submetida a diferentes temperaturas (12, 

20, 27 e 40 °C) na presença e ausência de luz.  

Os valores estudados para cada variável foram definidos de acordo com o intervalo 

previsto na legislação sobre tratamento e parâmetros de qualidade de água (concentração de 

cloro livre na faixa de 0,2 a 5,0 mgL-1, temperatura do sistema entre 12 e 40 °C e pH de 6 a 9) 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2017). A presença e ausência de luz natural foram avaliadas 

visando simular as condições das águas quando expostas a luz natural (nos tanques de 

tratamento e reservatórios naturais durante o dia) e na ausência de luz natural (redes 

subterrâneas de distribuição e reservatórios naturais no período noturno). Todos os 

experimentos elaborados estão apresentados no fluxograma da Figura 3. 

 

Figura 3 – Condições utilizadas para realização dos experimentos de degradação da clorexidina 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

Para obter as concentrações de cloro livre estudadas, uma alíquota de 0,1 mL da solução 

de hipoclorito de sódio concentrado (11%) foi diluída para 10 mL de água deionizada (gerando 

uma solução a 1100 mgL-1). Em seguida uma alíquota de 1 mL desta solução (1100 mgL-1) foi 

diluída para 10 mL de água deionizada, gerando uma solução a 110 mgL-1. Diferentes volumes 

desta solução à 110 mgL-1 foram então adicionados à solução de clorexidina. Cada condição 

estudada foi monitorada por um tempo reacional de 4 horas sendo que em 0 min e após 30 min, 

2 e 4 horas, foram retiradas alíquotas de 1 mL, realizada a filtração destas alíquotas em 

membranas de 0,45 µm e analisadas imediatamente por LC-MS. Uma solução de clorexidina 

Com Luz

Sem Luz

Δ Luz Δ Temperatura Δ pH Δ [Cloro Livre] Δ Tempo
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400C
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nas condições de cada experimento sem a adição do hipoclorito de sódio (alíquota de 0 minutos) 

foi utilizada como referência (branco da amostra). 

 

3.5 ANÁLISE POR CROMATOGRAFIA LÍQUIDA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA 

DE MASSA (LC-MS) 

 

As análises de monitoramento da clorexidina e seus derivados formados, foram 

realizadas de acordo com a metodologia otimizada. Nas Tabelas 2 e 3 estão descritas as 

condições cromatográficas e espectrométricas empregadas nas análises. 

 

Tabela 2 - Condições cromatográficas empregadas na análise da clorexidina e dos derivados 

formados. 

Parâmetro Condições 

Coluna Shim-pack XR-ODS II (100 x 3,0 mm x 2,2 µm) 

Fase Móvel 

 

Água (A) e acetonitrila (B), ambos com 0,1% de ácido 

fórmico 

Modo de Eluição Gradiente (0-5 min: 60-100% B; 5-8 min: 100% B) 

Fluxo da fase móvel 0,6 mL.min-1 

Temperatura do forno  40 ºC 

Fonte: Autoria própria. 

 

Tabela 3 - Condições espectrométricas empregadas na análise da clorexidina e dos derivados 

formados. 

Parâmetro Condições 

Método de ionização Eletrospray (ESI) 

Modo ionização positivo 

Modo de Varredura 

 

Varredura (full scan), intervalo m/z 100-

1000 Da 

Temperatura da interface (DL) 250 ºC 

Temperatura do bloco de aquecimento 400 ºC 

Gás secante e de nebulização nitrogênio 

Fluxo do gás de nebulização 3 L min-1 

Fluxo do gás secante 15 L min-1 

Fonte: Autoria própria. 
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3.6 ELUCIDAÇÃO DAS ESTRUTURAS DOS DBPs DA CLOREXIDINA 

 

Todas as alíquotas analisadas por LC-MS tiveram os seus resultados devidamente 

processados. Inicialmente foi analisado o cromatograma de íons totais (TIC) visando verificar 

a existência e/ou desaparecimento do pico referente à clorexidina e o aparecimento de demais 

picos referentes ao surgimento dos derivados. Cada um dos picos observados foi registrado em 

função do seu tempo de retenção (TR), íon molecular e fragmentos, sendo os dois últimos 

parâmetros obtidos por meio dos espectros de massas. Devido à baixa sensibilidade do 

equipamento para a detecção das substâncias em questão foi realizado um processamento dos 

dados utilizando recursos disponíveis no software LabSolution® do equipamento. Um destes 

recursos permite a exclusão da linha de base, eliminando parte do ruído e permitindo a 

visualização mais precisa dos picos das substâncias. Outro recurso utilizado foi o de 

confirmação do íon molecular e dos fragmentos, obtidos para cada substância, em relação ao 

seu respectivo pico no TIC. Após estes tratamentos dos dados deu-se início a etapa de 

elucidação estrutural destas substâncias. Para a elaboração das estruturas, simulação das 

fragmentações, bem como confirmação das massas molares das estruturas propostas, utilizou-

se o software ACD/ChemSketch®, versão gratuita C10E41, ano 2015.  

 

3.7 PREDIÇÃO TOXICOLÓGICA DOS DBPs DA CLOREXIDINA 

 

Os possíveis efeitos adversos dos DBPs identificados à saúde e ao meio ambiente foram 

preditados utilizando modelos de Relações Estrutura-Atividade Quantitativas (QSAR) e a 

plataforma VEGA. 

Para avaliar a toxicidade dos DBPs sete parâmetros foram utilizados: Mutagenicidade, 

Carcinogenicidade, Receptor de Estrogênio, Receptor de Androgênio, Receptor de Tiroide A, 

Receptor de tiroide B e Hepatotoxicidade. Para prever essas atividades foram empregados 

quatro modelos para mutagenicidade (CAESAR, SarPy/IRFMN, ISS, KNN/Read-Across); seis 

modelos de carcinogenicidade (CAESAR, ISS, IRFMN/Antares, IRFMN/ISSCAN-CGX, 

IRFMN/carcinogenicidade oral, IRFMN/carcinogenicidade por inalação), dois modelos de 

receptor de estrogênio (IRFMN, IRFMN/CERAPP), um modelo de receptor de androgênio 

(IRFMN/COMPARA), um modelo de receptor de tiroide A (NRMEA), um modelo de receptor 

de tiroide B (NRMEA) e um modelo de hepatoxicidade (IRFMN). Tais parâmetros foram 

escolhidos por estarem contemplados no Artigo 19º do Regulamento para produtos biocidas da 

União Europeia nº 528/2012. Dentre os critérios estabelecidos neste regulamento constam os 
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parâmetros que devem ser avaliados nos produtos para que estes sejam considerados seguros. 

Desse modo, devem ser considerados dados referentes à mutagenicidade do produto, à 

carcinogenicidade, à toxicidade e deve-se avaliar se o produto apresenta propriedades que 

possam ser prejudiciais ao sistema endócrino (ECHA, 2012). 

Em relação a avaliação de ecotoxicidade utilizou-se modelos preditivos para toxicidade 

em peixes, em Daphnia magna e em algas. Esses organismos foram escolhidos para a avaliação 

de ecotoxicidade porque as algas, a Daphnia e os peixes são organismos modelos considerados 

representativos para o ecossistema aquático, pois pertencem a diferentes níveis tróficos 

(LUNGHINI et al., 2020). 

Para os testes de ecotoxicidade foram empregados cinco modelos para peixes, estando 

todos eles presentes na plataforma VEGA: SarPy/IRFMN, KNN/Read-Across, NIC, IRFMN e 

IRFMN/Combase. Para Daphnia magna foram utilizados quatro modelos: EPA, DEMETRA, 

IRFMN E IRFMN/Combase. Para algas utilizou-se três modelos: IRFMN e duas versões do 

ProtoQSAR/Combase.  

Os modelos de toxicidade e ecotoxicidade empregados abrangem avaliações qualitativas 

quanto quantitativas. Para os modelos de respostas quantitativas foi realizada uma validação 

dos valores preditos pela plataforma VEGA pela comparação destes valores com valores 

determinados por testes in vivo.  

Esta validação foi feita comparando os valores de LC50 para peixe e Daphnia magna e 

os valores de EC50 para Daphnia magna e alga, obtidos para a clorexidina, com os valores dos 

testes com organismos vivos amplamente disponíveis na literatura científica e em legislações.  
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 EXPERIMENTOS DE DEGRADAÇÃO DA CLOREXIDINA EM MEIO CLORADO E 

ANÁLISES POR LC-MS 

As análises por LC-MS iniciaram-se pelas alíquotas 0 min (branco da amostra) de cada 

experimento. Nestas análises foi observado apenas o pico da clorexidina, sem nenhum 

contaminante e/ou substância derivada.  

Nas Figuras 4 e 5 estão apresentados, respectivamente, o TIC (cromatograma de íons 

totais) e o espectro de massas da solução de clorexidina, representativo do branco da amostra. 

Com as condições espectrométricas definidas no método foi possível a obtenção do íon 

molecular da clorexidina e seu respectivo isótopo de cloro (m/z 505 e 507) e também o 

fragmento majoritário m/z 253 (e seu isótopo m/z 255), referente ao íon molecular duplamente 

carregado. Estes resultados corroboram com outros estudos já apresentados na literatura sobre 

análise da clorexidina por LC-MS (HISHINUMA et al., 2006; BARBIN, 2008). 

 

Figura 4 - Cromatograma TIC da solução de digluconato de clorexidina (5 mgL-1, 0 minutos de 

degradação, pH 9, 20 °C e na presença de luz natural) 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

Figura 5 - Espectro de massas da solução de digluconato de clorexidina (5 mgL-1, 0 minutos de 

degradação, pH 9, 20 °C e na presença de luz natural). 

  

Fonte: Autoria própria. 
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Após a avaliação preliminar do branco da amostra, foram realizadas as análises das 

alíquotas dos experimentos de cloração apresentados na Figura 3 do item 3.4, descritos na parte 

experimental. 

As análises mostraram que a molécula de clorexidina reage com as espécies livres de 

cloro, quando exposta às condições nas quais as águas são submetidas nas estações de 

tratamento de água e na rede de distribuição.  

A interação da clorexidina com as espécies ativas de cloro ocorreu por diferentes rotas 

e com intensidades variáveis, em função das condições do meio. Em algumas das condições 

testadas foi possível constatar que a interação ocorrida mantém parte das moléculas de 

clorexidina sem alteração como, por exemplo, na condição de 0,2 mgL-1 de cloro livre, pH 6, 

após 30 minutos de degradação, na presença de luz e à 20°C. No entanto, em outras condições 

constatou-se que a molécula de clorexidina é totalmente degradada e ocorre a formação de 

DBPs. 

As análises por LC-MS das frações (30 min, 2 e 4 horas) de cada experimento permitiu 

a determinação de 30 DBPs derivados. Na Tabela 4 estão apresentados os dados 

cromatográficos (tempo de retenção) e espectrométricos (íon molecular e fragmentos) dos 

DBPs detectados nos experimentos realizados. 

 

Tabela 4 - Dados cromatográficos e espectrométricos dos compostos identificados em cada 

um dos experimentos realizados. (continua) 

DBPs Rt (min) [M+H]+ Fragmentos (m/z)  

1 10.4 429 385; 297; 217; 173; 150 e 124 

2 10.0 383 279; 217; 146; 136 e 122 

3 7.9 313 217 e 146 

4 10.3 301 279; 217; 145; 136 e 122 

5 6.5 284 146 e 122 

6 5.0 256 208; 167; 146 e 122 

7 10.7 217 173 e 122 

8 0.9 208 167; 146; 122 e 106 

9 4.1 332 214; 208; 183; 173; 162; 146 e 122 

10 5.5 304 162; 146 e 122 

11 5.1 290 217; 162 e 122 

12 7.2 167 122 e 105 

13 7.2 146 115; 105 e 102 

14 8.1 289 146 

15 9.8 537 507; 449; 419; 405; 361; 217 e 146 

16 6.9 633 374; 277 e 146 

17 11.4 473 429; 341; 297; 217; 173 

18 10.0 354 150; 146 e 115 
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Tabela 4 - Dados cromatográficos e espectrométricos dos compostos identificados em cada 

um dos experimentos realizados. (continuação) 

19 8.4 337 312 e 146 

20 13.7 413 217; 162; 136 e 115 

21 8.6 359 217 e 162  

22 5.2 274 208; 162 e 122 

23 9.7 249 217 e 136 

24 10.2 575 493; 449; 383; 355; 279 e 128 

25 11.8 425 355; 217; 173; 145 

26 9.8 493 449; 361; 236 e 145 

27 10.1 494 383; 281; 217 e 146 

28 9.9 449 405; 217; 173; 146 e 105 

29 12.9 610 217, 150; 145 e 136; 

30 10.9 548 463; 425; 419; 375 e 145 

Fonte: Autoria própria. 

 

Dos subprodutos de desinfecção detectados observou-se que alguns se formaram em 

todos (ou praticamente todos) os experimentos realizados enquanto outros foram específicos 

para determinadas condições. 

Em relação aos DBPs que se formaram em todas, ou quase todas as condições testadas, 

estão os DBPs 1 e 25. Com exceção do experimento contendo 0,2 mgL-1 de cloro, o DBP 25 

foi detectado em todas as concentrações de cloro a pH 7, após 2 e 4 horas de degradação e nas 

temperaturas de 20 e 40°C. Já o DBP 1 foi formado em todas as condições (Figura 6). 

 

Figura 6 - Cromatograma TIC da solução de clorexidina na concentração de 5 mgL-1, após 2 horas de 

degradação com 1,8 mgL-1 de NaOCl, pH 7, 20 °C e na presença de luz natural. 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

Todos os demais DBPs se formaram em condições mais específicas. Os DBPs 3, 16 e 

27 foram formados apenas nos experimentos contendo 0,2 mgL-1 de cloro livre, pH 8, após 30 

minutos de degradação na presença de luz e temperaturas de 20 e 40°C e os DBPs 2 e 15 foram 
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detectados apenas nos experimentos contendo 0,2 mgL-1 de cloro livre, pH 7, após 4 horas de 

degradação, na presença de luz e temperaturas de 20 e 40°C (Figuras 7 e 8). 

 

Figura 7 - Cromatograma TIC da solução de clorexidina na concentração de 5 mgL-1, após 4 horas de 

degradação com 0,2 mgL-1 de NaOCl, pH 7, 20 °C e na presença de luz natural. 

  

Fonte: Autoria própria. 

 

Figura 8 - Cromatograma TIC da solução de clorexidina na concentração de 5 mgL-1, após 30 minutos 

de degradação com 0,2 mgL-1 de NaOCl, pH 8, 20 °C e na presença de luz natural. 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

O DBP 5 foi detectado nos experimentos de 0,2 mgL-1 de cloro livre, pH 8, após 30 

minutos e 4 horas de degradação, na presença de luz e temperaturas de 20 a 40°C (Figura 9). 

 

Figura 9 - Cromatograma TIC da solução de clorexidina na concentração de 5 mgL-1, após 4 horas de 

degradação com 0,2 mgL-1 de NaOCl, pH 8, 20 °C e na presença de luz natural. 

 

Fonte: Autoria própria. 
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A detecção do DBP 7 ocorreu apenas nos experimentos contendo 3,4 mgL-1 de cloro 

livre, pH 9, após 2 horas de degradação, na presença de luz e temperaturas de 20 e 40°C (Figura 

10). 

 

Figura 10 - Cromatograma TIC da solução de clorexidina na concentração de 5 mgL-1, após 2 horas de 

degradação com 3,4 mgL-1 de NaOCl, pH 9 e 20 °C e na presença de luz natural. 

 
Fonte: Autoria própria. 

 

Os DBPs 9, 18 e 22 foram formados apenas nos experimentos contendo 0,2 mgL-1 de 

cloro livre, pH 7, após 30 minutos de degradação, na presença de luz e temperaturas de 20 e 

40°C (Figuras 11 e 12). 

 

Figura 11 - Cromatograma TIC da solução de clorexidina na concentração de 5 mgL-1, após 30 

minutos de degradação com 0,2 mgL-1 de NaOCl, pH 7, 40 °C e na presença de luz natural. 

 

Fonte: Autoria própria. 
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Figura 12 - Cromatograma TIC da solução de clorexidina na concentração de 5 mgL-1, após 30 

minutos de degradação com 0,2 mgL-1 de NaOCl, pH 7 e 20 °C e na presença de luz natural. 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

Os DBPs 10 e 11 se formaram nos experimentos de 0,2 mgL-1 de cloro livre, pH 8 e 9, 

após 30 minutos e 4 horas de degradação, na presença de luz e temperaturas de 20 a 40°C 

(Figuras 13 e 14). 

 

Figura 13 - Cromatograma TIC da solução de clorexidina na concentração de 5 mgL-1, após 30 

minutos de degradação com 0,2 mgL-1 de NaOCl, pH 8, 20 °C e na presença de luz natural. 

 
Fonte: Autoria própria. 

 

Figura 14 - Cromatograma TIC da solução de clorexidina na concentração de 5 mgL-1, após 4 horas 

de degradação com 0,2 mgL-1 de NaOCl, pH 8, 20 °C e na presença de luz natural. 

 
Fonte: Autoria própria. 
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Em relação ao DBP 14, este foi detectado nos experimentos de 0,2 mgL-1 de cloro livre, 

pH 8, após 4 horas de degradação, na condição de 1,8 mgL-1 de cloro livre, pH 9, após 2 e 4 

horas de degradação e na condição de 3,4 mgL-1 de cloro livre, pH 7, após 4 horas de 

degradação, todos na presença de luz e temperatura de 20 a 40°C. Na Figura 15, além do DBP 

14 há também a presença dos DBPs 17 e 23. O DBP 17 se formou nos experimentos contendo 

0,2 mgL-1 de cloro livre, pH 7 e 8, após 2 e 4 horas de degradação e nos experimentos com 3,4 

mgL-1 de cloro livre, pH 7, após 2 horas de degradação, todos à 20 e 40°C. Já o DBP 23 se 

formou em todas as condições. 

 

Figura 15 - Cromatograma TIC da solução de clorexidina na concentração de 5 mgL-1, após 4 horas de 

degradação com 0,2 mgL-1 de NaOCl, pH 8, 20 °C e na presença de luz natural. 

 
Fonte: Autoria própria. 

 

O DBP 26 se formou especificamente nos experimentos contendo 0,2 mgL-1 de cloro 

livre, pH 6, após 4 horas de degradação, na presença de luz e temperaturas de 20 e 40°C. Na 

Figura 16 é possível observar que nesta condição também ocorre a formação do DBP 19, 

contudo, ao contrário do DBP 26 que se forma em experimentos específicos, o DBP 19 se forma 

em diversas condições. Dentre essas condições estão: 0,2 mgL-1 de cloro livre, pH 6 e 7, após 

4 horas de degradação; 3,4 mgL-1 de cloro livre, pH 6, após 4 horas de degradação, todos na 

presença de luz e temperatura de 20 a 40°C. 
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Figura 16 - Cromatograma TIC da solução de clorexidina na concentração de 5 mgL-1, após 4 horas de 

degradação com 0,2 mgL-1 de NaOCl, pH 6 e 20 °C e na presença de luz natural. 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

O DBP 24 foi formado apenas nos experimentos contendo 0,2 mgL-1 de cloro livre, pH 

6, após 30 minutos de degradação, na presença de luz e temperaturas de 20 e 40°C. Além deste 

DBP, nessa condição também se nota a presença da clorexidina e dos DBPs 6, 8, 12 e 21, como 

é possível observar na Figura 17. Os DBPs 8 e 21 foram detectados em todas as condições 

avaliadas. O DBP 6 foi detectado nos experimentos de 0,2 mgL-1 de cloro livre, pH 6, após 30 

minutos de degradação, na presença de luz, todos à 20 e 40°C e nos experimentos de 3,4 mgL-

1 de cloro livre, pH 9, após 30 minutos de degradação, na presença de luz, a 20 e 40°C. Já o 

DBP 12 se formou nas condições de 0,2 mgL-1 de cloro livre, pH 6, após 30 minutos de 

degradação; nos experimentos de 1,8 mgL-1 de cloro livre, pH 7, após 30 minutos de 

degradação; e nos experimentos de 3,4 e 5,0 mgL-1 de cloro livre, ambos com pH 9 e após 30 

minutos de degradação, todos na presença de luz e temperatura de 20 a 40°C. 

 

Figura 17 - Cromatograma TIC da solução de clorexidina na concentração de 5 mgL-1, após 30 

minutos de degradação com 0,2 mgL-1 de NaOCl, pH 6, 20°C e na presença de luz natural. 

 

Fonte: Autoria própria. 
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O DBP 20 foi detectado apenas nos experimentos contendo 5,0 mgL-1 de cloro livre, pH 

9, após 4 horas de degradação, na presença de luz e temperaturas de 20 e 40°C (Figura 18).  

 

Figura 18 - Cromatograma TIC da solução de clorexidina na concentração de 5 mgL-1, após 4 horas de 

degradação com 5,0 mgL-1 de NaOCl, pH 9, 20°C e na presença de luz natural. 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

A detecção do DBP 29 ocorreu nos experimentos de 5,0 mgL-1 de cloro livre, pH 7, após 

4 horas de degradação, na presença de luz e temperaturas de 20 e 40°C. Na Figura 19 observa-

se que nesta condição também ocorreu a formação dos DBPs 4, 8, 13, 21 e 28. Além dessa 

condição, o DBP 13 foi formado nas condições de 1,8 mgL-1 de cloro livre, pH 9, após 2 e 4 

horas de degradação e na condição de 5,0 mgL-1 de cloro livre, pH 9, após 2 horas de 

degradação, todos na presença de luz e temperaturas de 20 a 40°C. Os DBPs 4, 21 e 28 foram 

detectados em todas as condições analisadas, assim como o DBP 8. 

 

Figura 19 - Cromatograma TIC da solução de clorexidina na concentração de 5 mgL-1, após 4 horas de 

degradação com 5,0 mgL-1 de NaOCl, pH 7, 20 °C e na ausência de luz natural. 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

A formação do DBP 30 ocorreu nos experimentos de 0,2 mgL-1 de cloro livre, pH 6 e 7, 

após 30 minutos de degradação e nos experimentos contendo 3,4 mgL-1 de cloro livre, pH 7, 

após 4 horas na presença de luz, todos à 20 e 40°C (Figura 20). 
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Figura 20 - Cromatograma TIC da solução de clorexidina na concentração de 5 mgL-1, após 30 

minutos de degradação com 0,2 mgL-1 de NaOCl, pH 6 e 20 °C e na presença de luz natural. 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

Dentre as variáveis avaliadas, constatou-se que o pH, a concentração de cloro e o tempo 

de reação são as que mais influenciam no comportamento da clorexidina, bem como a formação 

de DBPs.  

Em relação ao pH, nota-se que a degradação da clorexidina foi maior em pH levemente 

ácido, o que pode ser explicado pelas proporções de OCl− (hipoclorito) e HOCl (ácido 

hipocloroso) presentes, visto que, a um pH 6, a forma HOCl é a espécie de cloro que está em 

maior proporção. Além disso, o ácido hipocloroso é mais reativo que o hipoclorito e, em meio 

ácido, o grupo amina da clorexidina está presente na forma protonada, favorecendo sua 

reatividade com o HOCl. A degradação da clorexidina também foi favorecida com a maior 

dosagem de cloro e tempo de reação.  

Por outro lado, a temperatura foi um parâmetro que mostrou não ser significante na 

formação desses compostos.  

 

4.2 ELUCIDAÇÃO ESTRUTURAL DOS DERIVADOS DE CLOREXIDINA 

 

Pelos dados obtidos por LC-MS (íon molecular e fragmentos), bem como dos conceitos 

teóricos sobre reações, fragmentação e rearranjo de moléculas orgânicas, descritos em literatura 

(ALLINGER, 1978; MCLAFFERTY; TURECEK, 1993; CAREY, 2011) e em outros trabalhos 

relatando a reação de iminas e a formação de cloroaminas e de derivados de degradação da 

clorexidina (LAYER, 1963; BARBIN, 2008; ROCHA, 2008; HU, 2010; YANG, 2012), foi 

possível propor a fórmula estrutural dos 30 subprodutos detectados nos experimentos. 

Nas Figuras 21 a 50 estão apresentadas as fórmulas estruturais, na forma protonada, 
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propostas para os DBPs identificados e para alguns de seus fragmentos. O processo de formação 

das moléculas propostas foi baseado na fragmentação e cloração da molécula de clorexidina, 

bem como nas diversas reações orgânicas possíveis de ocorrerem nos grupos funcionais 

presentes e/ou formados nesta molécula. Entre estas reações destacam-se: i) protonação dos 

grupos aminas, que ocorreram especialmente em meios ácidos; ii) protonação dos grupos 

iminas, formando sais imínio que são estáveis na presença de íons estabilizadores como o OCl-

; iii) hidrólise do grupo imina (catalisada pela presença do OCl-) gerando grupos carbonilas; iv) 

hidratação das carbonilas formadas pela hidrólise das iminas; v) cloração no anel aromático, 

preferencialmente na posição orto que é orientada pelo grupo amina; vi) cloração no grupo 

amina com a perda de um ou mais hidrogênios; vii) cloração do grupo imida (formado pela 

hidrólise de 2 grupos imina); viii) reações de oxidação formando grupos ciano ix) oxidação de 

amina clorinada por OCl- e x) perda de H dos nitrogênios ligados à cadeia de 6 carbonos devido 

a presença de OCl-. 

O DBP 1 se forma pelas perdas das duas unidades de cloro, ligados aos anéis aromáticos; 

pela provável hidrólise dos quatro grupos iminas, sendo que em dois deles ocorre a hidratação 

da carbonila e posterior saída de hidroxilas (Figura 21). 

 

Figura 21: Molécula proposta para o DBP 1 e para os seus respectivos fragmentos obtidos por LC-MS. 
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Fonte: Autoria própria. 

 

O DBP 2 é formado a partir da saída de cloroanilina e hidrólise dos três grupos iminas 

(Figura 22).  

 

DBP 1 
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Figura 22 - Molécula proposta para o DBP 2 e para os seus respectivos fragmentos obtidos por LC-

MS. 
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Fonte: Autoria própria. 

 

A formação dos DBPs 3 e 12 é proposta a partir do rompimento de uma ligação carbono-

nitrogênio e da hidrólise de 2 grupos imina (Figura 23). Para o DBP 12 propõe-se a perda de 

uma unidade de cloro do anel benzênico, a hidratação de uma das carbonilas do grupo imida e 

a perda sequencial de uma das hidroxilas proveniente desta hidratação (Figura 24).  

 

Figura 23 - Molécula proposta para o DBP 3 e para os seus respectivos fragmentos obtidos por LC-

MS. 
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Fonte: Autoria própria. 
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Figura 24 - Molécula proposta para o DBP 12 e para os seus respectivos fragmentos obtidos por LC-

MS. 

OH

O

NH2

+
NH

[M+H]+ = 167

m/z = 123

m/z = 106

NH3

+
NH

CH2
N

+H

NH

NH

NH

NH

NH

Cl

NH NH

NH

NH

NH

Cl

Clorexidina Hidrólise
Hidratação

 

Fonte: Autoria própria. 

 

O DBP 4 é formado pela quebra de uma ligação carbono-nitrogênio (em uma das 

extremidades da molécula); provável hidrólise de dois grupos iminas com subsequente 

hidratação das duas carbonilas e perda de uma unidade de hidroxila (Figura 25). 

 

Figura 25 - Molécula proposta para o DBP 4 e para os seus respectivos fragmentos obtidos por LC-

MS. 
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Fonte: Autoria própria. 
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 A proposta de formação dos DBPs 5, 6, 8-11 ocorre pelo rompimento da cadeia de 

carbonos e a hidrólise dos grupos iminas (reação catalisada pela presença do OCl-), gerando 

grupos imidas (Figuras 26-31). No DBP 8 ocorre a saída adicional de uma unidade de cloro do 

anel benzênico (Figura 28). Já nos DBPs 9, 10 e 11 ocorre a entrada de uma unidade de cloro 

no anel benzênico (Figuras 29-31). 

 

Figura 26 - Molécula proposta para o DBP 5 e para os seus respectivos fragmentos obtidos por LC-

MS. 
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Fonte: Autoria própria. 

 

Figura 27 - Molécula proposta para o DBP 6 e para os seus respectivos fragmentos obtidos por LC-

MS. 
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Fonte: Autoria própria. 
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Figura 28 - Molécula proposta para o DBP 8 e para os seus respectivos fragmentos obtidos por LC-

MS. 
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Fonte: Autoria própria. 

 

Figura 29 - Molécula proposta para o DBP 9 e para os seus respectivos fragmentos obtidos por LC-

MS. 
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Fonte: Autoria própria. 
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Figura 30 - Molécula proposta para o DBP 10 e para os seus respectivos fragmentos obtidos por LC-

MS. 
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Fonte: Autoria própria. 

 

Figura 31 - Molécula proposta para o DBP 11 e para os seus respectivos fragmentos obtidos por LC-

MS. 
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Fonte: Autoria própria. 

 

Na formação do DBP 7 ocorre a fragmentação de uma das ligações carbono-nitrogênio 

e hidrólise dos dois grupos iminas. Um dos grupos sofre o processo de hidratação da carbonila 

gerando duas unidades de hidroxila (Figura 32).  

 

DBP 10 
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Figura 32 - Molécula proposta para o DBP 7 e para os seus respectivos fragmentos obtidos por LC-

MS. 
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Fonte: Autoria própria. 

 

Para o DBP 13 é sugerido que ocorra a quebra na cadeia de carbono, seguida da perda 

do anel benzênico. Posteriormente ocorre a hidrólise dos grupos iminas dando origem a grupos 

imidas (Figura 33). 

 

Figura 33 - Molécula proposta para o DBP 13 e para os seus respectivos fragmentos obtidos por LC-

MS. 
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Fonte: Autoria própria. 

 

Para o DBP 14 propõe-se a perda das duas unidades de clorobenzeno juntamente com a 

hidrólise dos quatro grupos iminas (Figura 34).  
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DBP 13 
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Figura 34 - Molécula proposta o DBP 14 e para os seus respectivos fragmentos obtidos por LC-MS. 
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Fonte: Autoria própria. 

 

O DBP 15 se forma pela saída da cloroanilina em uma das extremidades da molécula; 

da cloração do anel benzênico restante (nas posições orto e para) e da hidrólise dos quatro 

grupos iminas, sendo que em um deles ocorre a posterior hidratação da carbonila e formação 

de uma hidroxila (Figura 35). 

 

Figura 35 - Molécula proposta para o DBP 15 e para os seus respectivos fragmentos obtidos por LC-

MS. 
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Fonte: Autoria própria. 

 

 O DBP 16 é proposto de ser formado pela cloração dos dois anéis aromáticos (na 

posição orto, orientada pelo grupo amina) e da hidrólise dos quatro grupos iminas, sendo que 

em um deles ocorre a posterior hidratação da carbonila e saída da hidroxila (Figura 36). 
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Figura 36 - Molécula proposta para o DBP 16 e para os seus respectivos fragmentos obtidos por LC-

MS. 
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Fonte: Autoria própria. 

 

O DBP 17 é provavelmente originado pela perda de uma unidade de cloro ligado ao anel 

aromático e a hidrólise de dois grupos iminas (Figura 37). 

 

Figura 37 - Molécula proposta para o DBP 17 e para os seus respectivos fragmentos obtidos por LC-

MS. 
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Fonte: Autoria própria. 
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A proposta de formação do DBP 18 é por meio do rompimento de uma ligação carbono-

nitrogênio em uma das extremidades e hidrólise de um dos grupos iminas (Figura 38).  

 

Figura 38 - Molécula proposta para o DBP 18 e para os seus respectivos fragmentos obtidos por LC-

MS. 
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Fonte: Autoria própria. 

 

A formação do DBP 19 ocorre a partir da hidrólise de um dos grupos iminas, o 

rompimento de uma ligação carbono-nitrogênio com consequente formação de grupo ciano 

(Figura 39). Estruturas semelhantes são propostas na literatura como produtos de degradação 

da clorexidina (MUSTEATA; PAWLISZYN, 2005). 

 

Figura 39 - Molécula proposta para o DBP 19 e para os seus respectivos fragmentos obtidos por LC-

MS. 
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Fonte: Autoria própria. 
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O DBP 20 foi formado a partir da saída de cloroanilina de uma das extremidades da 

molécula com formação de grupo ciano, a entrada de uma unidade de cloro no anel benzênico 

e a hidrolise de um dos grupos iminas (Figura 40). 

 

Figura 40 - Molécula proposta para o DBP 20 e para os seus respectivos fragmentos obtidos por LC-

MS. 
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Fonte: Autoria própria. 

 

Para o DBP 21 é proposto que tenha ocorrido a quebra da ligação carbono-nitrogênio 

em uma das extremidades da molécula, seguida da hidrólise de um dos grupos imina, formando 

uma carbonila. Esta carbonila passa pelo processo de hidratação, formando uma hidroxila que 

posteriormente é perdida (Figura 41). 
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Figura 41 - Molécula proposta para o DBP 21 e para os seus respectivos fragmentos obtidos por LC-

MS. 
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Fonte: Autoria própria. 

 

O DBP 22 é formado apenas pela cloração do anel benzênico (na posição orto) e 

clivagem da cadeia de carbono (Figura 42). 

 

Figura 42 - Molécula proposta para o DBP 22 e para os seus respectivos fragmentos obtidos por LC-

MS. 
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Fonte: Autoria própria. 

 

O DBP 23 se forma pela quebra de uma ligação carbono-nitrogênio (em uma das 

extremidades) e a entrada sequencial de uma unidade de cloro no nitrogênio. Posteriormente 

ocorre a perda do clorobenzeno na outra extremidade da molécula de clorexidina (Figura 43). 
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Figura 43 - Molécula proposta para o DBP 23 e para os seus respectivos fragmentos obtidos por LC-

MS. 
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Fonte: Autoria própria. 

 

O DBP 24 é formado a partir da cloração de dois grupos iminas e a hidrólise dos outros 

dois grupos iminas (Figura 44).  

 

Figura 44 - Molécula proposta para o DBP 24 e para os seus respectivos fragmentos obtidos por LC-

MS. 
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Fonte: Autoria própria. 

 

A proposta de formação o DBP 25 se dá pela saída de duas unidades de cloroanilina 

com a entrada subsequente de um grupo hidroxila em uma das iminas, a hidrólise de um dos 

grupos imina e a cloração dos outros quatro grupos iminas (Figura 45). 
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Figura 45 - Molécula proposta para o DBP 25 e para os seus respectivos fragmentos obtidos por LC-

MS. 
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Fonte: Autoria própria. 

 

No DBP 26 somente um grupo imina sofre o processo de hidrólise seguida de hidratação 

com perda da hidroxila formada durante a hidrólise. Esse mecanismo ocorre em meio ácido 

onde a presença de hidrogênios no meio reacional favorecem a hidrólise do grupo imina e a 

perda das hidroxilas na forma de água (Figura 46). 

 

Figura 46 - Molécula proposta para o DBP 26 e para os seus respectivos fragmentos obtidos por LC-

MS. 
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Fonte: Autoria própria. 
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Na formação do DBP 27 ocorre a hidrólise de três grupos iminas sendo que uma das 

carbonilas formada sofre o processo de hidratação com perda sequencial das hidroxilas 

formadas durante a hidrólise (Figura 47). 

 

Figura 47 - Molécula proposta para o DBP 27 e para os seus respectivos fragmentos obtidos por LC-

MS. 
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Fonte: Autoria própria. 

 

Na formação do DBP 28 também ocorre a perda das unidades de cloro de um dos anéis 

benzênicos e adicionalmente a hidrólise dos quatro grupos iminas. Três destas carbonilas 

sofrem processo de hidratação da carbonila, sendo que em duas delas ocorre a perda sequencial 

das hidroxilas formadas durante a hidrólise (Figura 48). 
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Figura 48 - Molécula proposta para o DBP 28 e para os seus respectivos fragmentos obtidos por LC-

MS. 
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Fonte: Autoria própria. 

 

O DBP 29 foi formado pela entrada de duas unidades de cloro uma em cada um dos 

anéis benzênicos, a hidrólise de três grupos iminas e a cloração de um dos grupos imina (Figura 

49). 

 

Figura 49 - Molécula proposta para o DBP 29 e para os seus respectivos fragmentos obtidos por LC-

MS. 
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Fonte: Autoria própria. 
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A formação do DBP 30 ocorre pela proposta de cloração do grupo amina e hidrólise de 

três grupos iminas, com subsequente hidratação das carbonilas e saída de algumas das 

hidroxilas formadas (Figura 50). 

 

Figura 50 - Molécula proposta para o DBP 30 e para os seus respectivos fragmentos obtidos por LC-

MS. 
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Fonte: Autoria própria. 

  

 Tais mecanismos de formação dos DBPs já estão descritos na literatura, tanto para 

formação de cloroaminas, quanto para derivados de degradação da clorexidina. Contudo, 

estudos sobre reações da clorexidina submetida a tais condições de concentração de cloro, pH, 

tempo reacional e temperatura ainda não foram relatados. 

 

4.3 PREDIÇÃO (ECO)TOXICOLÓGICA DOS DBPs 

 

As avaliações da toxicologia e ecotoxicologia dos DPBs foram realizadas utilizando 

modelos preditivos. Estes métodos preditivos foram empregados visando contribuir com as 

perspectivas das agências regulatórias quanto à criação e utilização de ensaios alternativos ao 

de uso em animais para a avaliação da nocividade de substâncias para a saúde humana e o meio 

ambiente. 

O programa VEGA foi escolhido por ser uma plataforma que contém uma ampla gama 
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de modelos preditivos, além disso, alguns dos seus modelos têm sido citados nos relatórios da 

Agência Europeia de Produtos Químicos (ECHA) (ECHA, 2016). Outra razão é que se trata de 

um dos sistemas que fornecem informações mais detalhadas sobre os modelos e critérios a 

serem utilizados para avaliar o resultado.  

O VEGA usa os dados de toxicidade experimentais reais e conhecidos de diversos 

produtos químicos para construir um modelo que relaciona a toxicidade experimentalmente 

observada com detalhes moleculares dos compostos, a fim de prever a toxicidade de outros 

produtos químicos (BENFENATI, 2020; GALIMBERTI et al., 2020). 

A confiabilidade de cada predição é avaliada pelo Índice de Domínio de Aplicabilidade 

(IDA). O IDA é calculado agrupando vários outros índices: índice semelhante (verifica a 

semelhança entre moléculas parecidas, com valor experimental conhecido, e o composto 

predito); índice de precisão (verifica a precisão da predição para moléculas semelhantes); índice 

de concordância (leva em consideração a concordância entre o valor predito e os valores 

experimentais dos compostos mais semelhantes) e índice ACF (verifica a similaridade de um 

ou mais fragmentos centrados em átomos). O agrupamente destes índices fornece uma 

avaliação global geral sobre o domínio de aplicabilidade para o composto predito (CASSANO 

et al., 2014; CAPPELLI et al., 2015; BLACK et al., 2019; BENFENATI et al., 2020; 

GALIMBERTI et al., 2020). 

O índice global varia de 0 a 1, sendo que quanto mais próximo de 1 mais confiável é a 

predição. Valores de IDA superiores a 0,7 indicam que o DBP previsto está dentro do Domínio 

de Aplicabilidade do modelo, enquanto que os resultados que apresentam IDA abaixo deste 

valor não são considerados confiáveis por estarem fora do domínio de aplicabilidade do modelo. 

Desta forma, neste item serão apresentados e discutidos os resultados das predições 

toxicológicas e ecotoxicológicas para os DBPs que apresentaram IDA maior ou igual a 0,7 nos 

diferentes modelos testados. As predições dos demais modelos não serão apresentadas por 

estarem fora do Domínio de Aplicabilidade do modelo. 

De acordo com Lunghini et al. (2020), a falta de aderência de algumas substâncias alvos 

aos modelos preditivos se deve à ausência e qualidade dos dados experimentais com organismos 

vivos, o que remete à necessidade de mais dados experimentais acerca das substâncias presentes 

nos produtos comerciais e seus derivados. 
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4.3.1 RESULTADOS DA PREDIÇÃO TOXICOLÓGICA 

 

Os modelos empregados na avaliação toxicológica previram apenas a provável atividade 

dos DBPs (ativos ou inativos) sem uma relação dose-resposta. No quadro 1 estão apresentados 

os resultados obtidos pelo VEGA-QSAR para os DBPs que apresentaram IDA maior ou igual 

a 0,7 nos diferentes modelos testados. 

 

Quadro 1 – Predição de toxicidade dos DBPs da clorexidina por modelos QSAR pela 

plataforma VEGA-QSAR. (continua) 

DBP Predição de toxicidade (IDA) 

2 Não mutagênico2 (0,71), mutagênico4 (0,81), não carcinogênico7,9,10 (0,75-

0,78), inativo para receptor de estrogênio e androgênio11,12,13 (0,75-0,89), 

inativo para receptor de tiroide A e B14,15 (0,89), hepatotóxico16 (0,89). 

3 Não mutagênico1-4 (0,88), carcinogênico6 (0,74), não carcinogênico9,10 (0,9), 

inativo para receptor de estrogênio e androgênio11,12,13 (0,9), inativo para 

receptor de tiroide A e B14,15 (0,91), hepatotóxico16 (0,76) 

5 Não mutagenico2-4 (0,74-0,91), carcinogênico6 (0,76), não carcinogênico9,10 

(0,91), inativo para receptor de estrogênio e androgênio11,12,13 (0,91), inativo 

para receptor de tiroide A e B14,15 (0,92), hepatotóxico16 (0,77) 

6 Mutagênico1 (0,70), não mutagênico2-4 (0,75-0,92), carcinogênico6 (0,78), 

não carcinogênico9,10 (0,92), inativo para receptor de estrogênio11,12,13 (0,91), 

inativo para receptor de tiroide A e B14,15 (0,93), hepatotóxico16 (0,92) 

8 Não mutagênico1-4 (0,86-0,92), carcinogênico8 (0,75), não carcinogênico9,10 

(0,90), inativo para receptor de estrogênio e androgênio11,12,13 (0,92), inativo 

para receptor de tiroide A e B14,15 (0,93), hepatotóxico16 (0,76) 

9 Mutagênico1 (0,81), não mutagênico3,4 (0,78-0,89), não carcinogênico6,9,10 

(0,75-0,91), carcinogênico8 (0,72), inativo para receptor de estrogênio e 

androgênio11,12,13 (0,77-0,91), inativo para receptor de tiroide A e B14,15 

(0,91), hepatotóxico16 (0,76) 
10 Não mutagênico2-4 (0,74-0,90), não carcinogênico6,9,10 (0,76-0,92), inativo 

para receptor de estrogênio e androgênio11,12,13 (0,92), inativo para receptor 

de tiroide A e B14,15 (0,92), hepatotóxico16 (0,90) 

11 Mutagênico1 (0,70), não mutagênico2-4 (0,74-0,91), não carcinogenico6,7,9,10 

(0,73-0,93), inativo para receptor de estrogênio e androgênio11,12,13 (0,93), 

inativo para receptor de tiroide A e B14,15 (0,92), hepatotóxico16 (0,91) 

12 Não mutagênico1,3,4 (0,89-0,93), carcinogênico8 (0,75), não carcinogenico9,10 

(0,76), inativo para receptor de estrogênio e androgênio12,13 (0,93), inativo 

para receptor de tiroide A e B14,15 (0,93) 

13 Não mutagênico3 (0,77), mutagênico4 (0,78), inativo para receptor de 

estrogênio e androgênio11,12,13 (0,87-0,93), inativo para receptor de tiroide A 

e B14,15 (0,93) 

14 Não mutagênico1,2,4 (0,72-0,80), não carcinogênico6,9,10 (0,74), inativo para 

receptor de estrogênio11,12,13 (0,73-0,88), inativo para receptor de tiroide A e 

B14,15 (0,89) 
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Quadro 1 – Predição de toxicidade dos DBPs da clorexidina por modelos QSAR pela 

plataforma VEGA-QSAR. (continuação) 

17 Não mutagênico3 (0,85), mutagênico4 (0,86), não carcinogênico5,7,9,10 (0,72-

0,85), carcinogênico6 (0,71), inativo para receptor de estrogênio11,12 (0,72-

0,88), ativo para receptor de androgênio13 (0,78), inativo para receptor de 

tiroide A e B14,15 (0,88) 

18 Não mutagênico1-3 (0,70-0,86), carcinogênico6 (0,72), não carcinogênico9,10 

(0,74-0,87), inativo para receptor de estrogênio11,12 (0,74-0,88), ativo para 

receptor de androgênio13 (0,77), inativo para receptor de tiroide A e B14,15 

(0,89) 

19 Não mutagênico3,4 (0,87), carcinogênico6 (0,73), inativo para receptor de 

estrogênio12 (0,89), ativo para receptor de androgênio13 (0,76), inativo para 

receptor de tiroide A e B14,15 (0,90) 

20 Não mutagênico3 (0,84), mutagênico4 (0,80), não carcinogênico6 (0,84), 

inativo para receptor de estrogênio e androgênio12,13 (0,74-0,88), inativo para 

receptor de tiroide A e B14,15 (0,87) 

21 Não mutagênico1-4 (0,72-0,86), não carcinogênico6,7,9,10 (0,73-0,86), inativo 

para receptor de estrogênio11,12 (0,73-0,88), ativo para receptor de 

androgênio13 (0,77), inativo para receptor de tiroide A e B14,15 (0,88) 

22 Não mutagênico2-4 (0,72-0,90), não carcinogênico6,7,9,10 (0,72-0,90), inativo 

para receptor de estrogênio11,12 (0,76-0,90), inativo para receptor de tiroide A 

e B14,15 (093), hepatotóxico16 (0,95) 

23 Não mutagênico1,2 (0,79), mutagênico4 (0,74), não carcinogênico7 (0,79), 

inativo para receptor de androgênio13 (0,86), inativo para receptor de tiroide 

A e B14,15 (0,90) 

26 Não mutagênico3 (0,71), mutagênico4 (0,86), não carcinogênico5,7,9,10 (0,72-

0,79), carcinogênico6 (0,70), inativo para receptor de estrogênio e 

androgênio12,13 (0,73-0,88), inativo para receptor de tiroide A e B14,15 (0,79-

0,87) 

27 Não mutagênico3 (0,72), mutagênico4 (0,87), não carcinogênico5,7,9,10 (0,71-

0,79), carcinogênico6 (0,71), inativo para receptor de estrogênio e 

androgênio12,13 (0,74-0,89), inativo para receptor de tiroide A e B14,15 (0,79-

0,88) 
Fonte: Autoria própria. 

Modelos de mutagenicidade: 1CAESAR; 2SarPy/IRFMN; 3ISS; 4KNN/Read-Across. 

Modelos de carcinogenicidade: 5CAESAR; 6ISS; 7IRFMN/Antares; 8IRFMN/ISSCAN-CGX; 
9IRFMN/carcinogenicidade oral; 10IRFMN/carcinogenicidade por inalação. 

Modelo de receptor de estrogênio: 11IRFMN e 12IRFMN/CERAPP. 

Modelo de receptor de androgênio: 13IRFMN/COMPARA. 

Modelo de receptor de tiroide Alfa: 14NRMEA. 

Modelo de receptor de tiroide Beta: 15NRMEA. 

Modelo de hepatoxicidade: 16IRFMN. 
 

Analisando os resultados dos parâmetros de mutagenicidade, carcinogenicidade e 

receptor de estrogênio, constatou-se que houve divergência de resultados para alguns DBPs 

entre os diferentes modelos avaliados. Isso provavelmente se deve ao parâmetro adotado por 

cada modelo para realizar a predição da atividade da molécula alvo (DBP). Em alguns modelos 

esta atividade é predita com base em fragmentos e/ou estruturas existente na molécula alvo que 
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já foi experimentalmente correlacionada com a atividade predita. Em outros modelos a 

atividade é predita com base na similaridade da molécula alvo com moléculas do banco de 

dados da plataforma identificadas como tendo alto índice de similaridade com a molécula alvo. 

Em relação à mutagenicidade, os DBPs que apresentaram atividade em pelo menos um 

dos modelos testados foram: 2, 6, 9, 11, 13, 17, 20, 23, 26 e 27. 

Quanto ao DBP 2, o mesmo foi previsto como não mutagênico pelo modelo 

SarPy/IRFMN e como mutagênico pelo modelo KNN/Read-across. Ao observar as moléculas 

utilizadas para descrever a atividade do DBP 2 no modelo KNN/Read-across, nota-se que existe 

a presença de um anel aromático com dois radicais de nitrogênios na posição orto, sendo esta 

estrutura a responsável pela atividade mutagênica destas moléculas do modelo. Contudo, apesar 

da similaridade da molécula do DBP 2 com as moléculas modelos, o DBP 2 não apresenta essa 

estrutura então considerou-se a predição obtida pelo modelo SarPy/IRFMN como a mais 

adequada e, portanto, que este DBP pode ser considerado como não mutagênico. 

Os DBPs 6, 9 e 11 foram preditos como mutagênicos pelo modelo CAESAR e como 

não mutagênicos pelos demais modelos. A atividade mutagênica no modelo CAESAR é 

atribuída à estrutura O=C(NC1CCC(C(C1)Cl)Cl)N(C)C. Esta estrutura está presente nas 

moléculas dos DBPs 6, 9 e 11 e, portanto, considera-se que a predição de mutagenicidade obtida 

pelo modelo CAESAR pode ser considerada para estes DBPs. 

O modelo ISS previu os DBPs 13, 17, 20, 23, 26 e 27 como não mutagênicos, enquanto 

o modelo KNN/Read-across previu estes DBPs como mutagênicos. No caso dos DBPs 13 e 23, 

a previsão de mutagenicidade provavelmente ocorreu devido à presença da estrutura O=NN nos 

compostos semelhantes, contudo, esta estrutura não está presente nestes DBPs, logo podem ser 

considerados como não mutagênicos. Em relação aos DBPs 17, 20, 26 e 27, observa-se que as 

estruturas dos compostos utilizados para comparação são muito diferentes destes DBPs, logo 

esta predição pode não ser confiável. 

 Em relação à carcinogenicidade, os DBPs 3, 5, 6, 8, 9, 12, 17, 18, 19, 26 e 27 foram 

previstos como tendo atividade em pelo menos um dos modelos preditivos. 

Os DBPs 3, 5, 6, 17, 18, 19, 26 e 27 foram previstos como carcinogênicos pelo modelo 

ISS, tendo como destaque o alerta estrutural 31a, que está relacionado à presença de benzeno 

halogenado, sendo que essa estrutura está presente nestes DBPs. Já o modelo IRFMN/ISSCAN-

CGX previu os DBPs 8, 9 e 12 como carcinogênicos devido ao alerta estrutural 42, que se refere 

à presença da estrutura NC1CCCCC1 que também está presente na estrutura dos referidos 

DBPs. 
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Considerando os efeitos disruptores endócrinos avaliados, todos os DBPs avaliados 

(Quadro 1) não apresentaram atividade como receptor de estrogênio e de tiroide A e B. Como 

receptor de androgênio, os DBPs 17-19 e 21 se demonstraram ativos pelo modelo 

IRFMN/COMPARA. A atividade prevista por este modelo foi correlacionada à presença da 

estrutura NC1CCC(Cl)CC1 nos DBPs, sendo que esse fragmento também está presente nas 

moléculas de referência que foram utilizadas para avaliar a atividade dos DBPs alvo, neste caso, 

a predição da atividade destes DBPs pode ser considerada.  

Os DBPs 2, 3, 5, 6, 8-11 e 22 foram previstos como hepatotóxicos pelo modelo IRFMN. 

Para estes DBPs o alerta estrutural destacado foi NCNC1CCCCC1, sendo que alguns 

compostos do modelo também possuem essa estrutura, o que permite uma maior confiabilidade 

na predição da atividade desta molécula. 

 

4.3.2 RESULTADOS DA PREDIÇÃO ECOTOXICOLÓGICA 

 

Nas Tabelas 5-7 estão representados os resultados da predição de ecotoxicidade aquática 

aguda (de curto prazo) da clorexidina e dos DBPs (com IDA > 0,7) para algas (EC50), Daphnia 

magna (LC50 e EC50) e peixes (LC50), respectivamente. 

 

Tabela 5 - Resultados dos testes de ecotoxicidade aguda em algas (EC50) obtidos pela 

plataforma VEGA 

            Toxicidade em alga – EC50 (mgL-1) 

Composto ProtoQSAR/Combase 

Clorexidina - 

DBP 3 0,2777 

DBP 5 0,3155 

DBP 6 0,3586 

DBP 8 0,4643 

DBP 9 0,2481 

DBP 10 0,2824 

DBP 11 0,3014 

DBP 13 295,75 

DBP 14 0,4131 

Fonte: Autoria própria. 
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Tabela 6 - Resultados dos testes de ecotoxicidade em Daphnia magna (LC50 e EC50) obtidos 

pela plataforma VEGA 

Toxicidade D. magna – LC50  

(mgL-1) 

Toxicidade D. magna – EC50  

(mgL-1) 

Composto EPA DEMETRA IFRMN/Combase 

Clorexidina 0,0071 0,0380 0,2105 

DBP 3 0,1547 - 0,0088 

DBP 5 0,2111 - 0,0176 

DBP 6 0,2727 6,97 0,03 

DBP 8 1,11 11,05 0,2793 

DBP 9 0,1344 - 0,0193 

DBP 10 0,1774 - 0,0389 

DBP 11 0,1986 - 0,0552 

DBP 13 19,34 - 23,57 

DBP 14 2,44 24,87 - 

DBP 17 - 0,0467 - 

Fonte: Autoria própria. 

 

Tabela 7 - Resultados dos testes de ecotoxicidade em peixes (LC50) obtidos pela plataforma 

VEGA 

Fonte: Autoria própria. 

 
 

Os dados de toxicidade aguda da clorexidina, realizados com organismos vivos e 

divulgados na literatura, mostram que ela é tóxica para organismos aquáticos, com efeitos 

adversos observados em baixas concentrações ( 0,1 mgL-1) (ECCC, 2019). Nestes estudos os 

valores de EC50 para algas ficaram na faixa de 0,0062-0,038 mgL-1, para Daphnia magna no 

intervalo de 0,025-0,42 mgL-1 e os valores de LC50 para peixes foram da ordem de 0,29-2,08 

mgL-1. 

Toxicidade peixe - LC50 (mgL-1) 

Composto Sarpy/IRFMN KNN/Read-

across 

NIC IRFMN/Combase 

Clorexidina 1-10 - 0,1248 1,95 

DBP 3 1-10 41,65 1,78 0,1624 

DBP 5 10-100 41,65 1,15 0,6251 

DBP 6 10-100 17,93 3,67 1,69 

DBP 8 10-100 102,62 2,98 2,86 

DBP 9 1-10 22,82 2,97 0,2019 

DBP 10 1-10 23,34 0,3804 0,5545 

DBP 11 1-10 14,47 0,3629 0,9161 

DBP 12 10-100 360,15 218,86 20,68 

DBP 13 >100 3371,7 8,93 9,64 

DBP 14 1-10 41,61 21,06 - 
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Apesar dos estudos ecotoxicológicos da clorexidina já estarem amplamente divulgados 

na literatura, neste estudo a determinação do EC50 e LC50 da clorexidina foi realizada visando 

verificar se os resultados dos modelos QSAR, utilizados para avaliação dos DBPs, apresentam 

confiabilidade. 

O resultado obtido por ProtoQSAR/Combase para algas não se mostrou adequado 

estando fora do domínio de aplicabilidade do modelo e o modelo KNN/Read-across não 

conseguiu gerar avaliação para peixes. Os dados preditivos dos modelos EPA e DEMETRA 

não puderam ser avaliados, pois não foram encontrados na literatura dados de LC50 para 

Daphnia magna obtidos por meio dos ensaios com organismos vivos. 

Os dados preditivos obtidos para a clorexidina com os demais modelos QSAR (EC50 = 

0,21 mgL-1 para Daphnia magna; LC50 = 0,13-1,95 mgL-1 para peixes) corroboraram com os 

resultados já divulgados na literatura a partir de ensaios com organismos vivos, confirmando a 

confiabilidade da relação dose-resposta predita por estes modelos. 

Uma vez que os DBPs identificados neste trabalho não possuem LC50 e EC50 de ensaios 

com organismos vivos publicados na literatura e/ou padrões disponíveis comercialmente para 

a realização destes ensaios, a confiabilidade da relação dose-resposta obtidas pelo modelo 

QSAR para os DBPs não pode ser verificada. No entanto, considerando que a atividade 

(eco)toxicológica de uma substância está diretamente relacionada às estruturas (fragmentos) 

presentes em sua molécula, os resultados preditivos do DBP 17 foram comparados com a da 

clorexidina, pois possuem estruturas semelhantes. O único modelo que forneceu dado preditivo 

para este DBP foi o DEMETRA (LC50 = 0,0467 mgL-1 para Daphnia magna). Devido à 

ausência de dados de LC50 da clorexidina a partir de organismos vivos, a concentração letal 

predita foi comparada com a LC50 da clorexidina, predita pelo próprio DEMETRA (LC50 = 

0,038 mgL-1) constatando-se que os valores são similares. 

Comparando os resultados de EC50 e LC50 dos modelos EPA, DEMETRA e 

IFRMN/Combase para Daphnia magna e os modelos KNN/Read-across, NIC e 

IRFMN/Combase para peixes constatou-se diferença de cerca de uma a duas ordens de 

grandezas nas predições. Estas divergências são provenientes do procedimento adotado para a 

geração dos dados com organismos vivos que, por sua vez, posteriormente são utilizados como 

modelo/base para a construção do modelo computacional. Uma vez que estes procedimentos 

experimentais geram variações nos valores obtidos com organismos vivos (como pode ser 

observada na faixa de valores de EC50 e LC50 para a clorexidina), os modelos disponíveis na 

plataforma VEGA também geram respostas distintas. 
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Os dados de ecotoxicidade aguda (EC50) preditos para os DBPs permitiram obter a 

classificação de risco destes compostos. Com base na Diretiva da Comissão Europeia sobre 

Segurança de Produtos Químicos (03/67/EC) (KIZEK et al., 2017) (Tabela 8), os DBPs 3, 5, 6 

e 8-11 se enquadram como substâncias muito tóxicas para algas e para Daphnia magna.  

Para o DBP 14 não foi possível obter a predição de EC50 para Daphnia magna com o 

modelo IFRMN/Combase utilizado, mas o resultado de EC50 obtido pelo modelo 

ProtoQSAR/Combase enquadrou este subproduto como muito tóxico para algas. 

Para o DBP 13, o valor de EC50 = 295,75 mgL-1 categoriza que este DBP pode causar 

efeitos adversos a longo prazo para algas e o EC50 = 23,57 mgL-1 para Daphnia magna mostra 

que este DBP é perigoso para este organismo aquático. 

 

Tabela 8 – Classificação de perigo de substâncias perigosas de acordo com a Diretiva 

93/67/EC 

EC50 ou LC50 Classificação de Risco Pontuação de Perigo 

 1 mgL-1 Muito tóxico para organismos aquáticos 1 

1 -10 mgL-1 Tóxico para organismos aquáticos 2 

11-100 mgL-1 Perigoso para organismos aquáticos 3 

 100 mgL-1 Pode causar efeitos adversos a longo prazo 

aos organismos aquáticos 

4 

Fonte: KIZEK et al. (2017). 

 

Os dados de toxicidade preditos para os DBPs indicam também que estas substâncias 

causam efeitos adversos agudos em peixes. Os peixes parecem ser menos sensíveis aos efeitos 

dos DBPs do que os dafnídeos, conforme pode ser observado pelo LC50 apresentados nas 

Tabelas 6 e 7. 

Com relação à toxicidade para Daphnia magna o DBP 17 se demonstrou ser o 

subproduto mais tóxico entre eles, apresentando uma concentração letal na ordem de 0,05 mgL-

1. Dentre os demais subprodutos avaliados, os DBPs 3, 5, 6, 9-11 apresentam toxicidade 

intermediária com concentrações letais na faixa de 0,1 a 0,3 mgL-1, seguidos pelo DBPs 8 e 14 

que apresentam concentrações letais com uma ordem de grandeza superior (1,1 a 2,4 mgL-1), 

demonstrando que são ligeiramente menos tóxicos. O DBP 13 foi o que se demonstrou menos 

tóxico, com concentração letal de 19,3 mgL-1. 

Para determinação da concentração letal em peixes, quatro modelos foram avaliados 

(Sarpy/IRFMN, KNN/Read-across, NIC e IRFMN/Combase). Todos os modelos se 
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demonstraram adequados para a determinação do LC50 dos DBPs 3, 5, 6, 8-14 (com exceção do 

modelo IRFMN/Combase que não apresentou resultado para o DBP 14), no entanto as 

diferenças de valores preditos não permitiram agrupar cada um destes DBPs em uma única 

classificação de risco. De uma forma geral, os DBPs 12, 13 e 14 foram os que se demonstraram 

menos tóxicos, apresentando concentração letal na faixa de 20,68-360,15 mgL-1, 8,93-3371,7 

mgL-1 e 21,06-41,61 mgL-1, respectivamente. 
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5 CONCLUSÕES 

 

Os testes de cloração realizados, mostraram que a molécula de clorexidina é 

extremamente reativa à presença de cloro, quando exposta a condições nas quais as águas são 

submetidas nas estações de tratamento e na rede de distribuição. Dentre as variáveis avaliadas, 

constatou-se que o pH, a concentração de cloro e o tempo de reação influenciam no 

comportamento da clorexidina gerando fragmentação da molécula e formação de DBPs por 

diferentes rotas. Já as diferentes temperaturas testadas não influenciaram na formação desses 

compostos. Após elucidação estrutural dos subprodutos formados, notou-se que parte deles 

pertence ao grupo das cloraminas, relatadas na literatura como tóxicas aos seres humanos e ao 

meio ambiente. Até o presente momento, os DBPs identificados neste estudo não estão 

relatados na literatura.  

Com relação às predições, de uma forma geral, os modelos descritos no VEGA foram 

adequados para prever as possíveis atividades toxicológicas dos DBPs identificados bem como 

sua ecotoxicidade para peixes, Daphnia magna e algas. Vinte dos trinta DBPs identificados 

apresentaram valores de IDA superiores a 0,7 indicando que os resultados obtidos estavam 

dentro do Domínio de Aplicabilidade dos modelos de mutagenicidade, carcinogenicidade, 

modelos para as atividades de disruptor endócrino (receptor de estrogênio, androgênio e tiroide 

A e B) e hepatotoxicidade utilizados. Para os modelos de ecotoxicidade o Domínio de 

Aplicabilidade de dez dos trinta DBPs identificados ficaram dentro deste limite aceitável (IDA 

 0,7). 

Os resultados da plataforma QSAR mostraram que alguns dos DBPs identificados se 

destacam por apresentar diferentes atividades toxicológicas e ecotoxicológicas, tais como, os 

DBPs 3 e 5 (carcinogênicos, hepatotóxicos e tóxicos para peixes, Daphnia magna e alga); o 

DBP 6 (mutagênico, carcinogênico, hepatotóxico e tóxico para D. magna e alga); o DBP 8 

(carcinogênico, hepatotóxico e tóxico para D. magna e alga); o DBP 9 (mutagênico, 

carcinogênico, hepatotóxico e tóxico para peixes, D. magna e alga); o DBP 11 (mutagênico, 

hepatotóxico e tóxico para peixe, D. magna e alga); o DBP 17 (mutagênico, carcinogênico, 

ativo para receptor de androgênio e tóxico para D. magna e alga) e o DBP 18 (carcinogênico, 

ativo para receptor de androgênio e tóxico para alga). Dentre estes DBPs, destacam-se os DBPs 

6, 8 e 17 que, além de apresentarem diversas atividades tóxicas, foram gerados em muitas das 

condições testadas.  

Os resultados obtidos por este estudo podem servir de base para outros estudos de 

monitoramento ambiental, assim como para o aperfeiçoamento da etapa de cloração nas 
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estações de tratamento de águas e como resultados preliminares para a futura regulamentação 

destes compostos. 
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