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RESUMO

Os contaminantes emergentes englobam uma diversidade de compostos presentes
no ambiente em concentragdo traco (ug L™ a ng L™) e que n&o s&o regulamentados
qgquanto sua presenca em diferentes tipos de matrizes. Como o0s tratamentos
convencionais empregados nas estacdes de tratamento de esgoto (ETE) e de agua
(ETA) nado removem completamente tais compostos, diversos tratamentos
alternativos vém sendo desenvolvidos a fim de remové-los com maior eficiéncia.
Este trabalho propde a degradacdo do contaminante emergente bisfenol A (BFA) por
Processo Oxidativo Avancado (POA), especificamente, a fotocatalise heterogénea
utilizando o semicondutor TiO,. Os POA consistem na geracao de radicais hidroxilas
altamente reativos que oxidam compostos orgéanicos convertendo-os total ou
parcialmente, em CO,, H,O e ions inorganicos. Nos estudos empregou-se radiacao
UV artificial (lampada de vapor de Hg 125 W e Apax 365 nm) e solar. O
monitoramento da degradacdo foi realizado por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) com detector FLD (detector por fluorescéncia) e DAD (detector
com arranjos de diodos), validando-se o método analitico de acordo com a ANVISA
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria). A validacdo do método foi realizada
avaliando-se os parametros: seletividade, linearidade, limite de deteccdo (LD), limite
de quantificacdo (LQ), precisdo, exatidao e robustez. Os resultados indicaram que o
BFA (Cinicias 800 pg L™) foi completamente removido (concentragdes inferiores ao LQ)
apos 45 minutos de tratamento empregando 10 mg L™ de TiO,, aeracdo constante
sob irradiacdo UV artificial nas condi¢cdes de pH avaliadas (5,3 e 8,5). O emprego de
radiacao solar como fonte de energia mostrou-se eficiente, removendo o BFA apés
60 minutos de irradiacdo em pH sem ajuste e 8,5. A avaliacdo ecotoxicologica
indicou que as amostras pos-tratamento ndo apresentaram toxicidade aguda ao
microcrustaceo Daphnia similis e que os ensaios de toxicidade crénica com a alga
Raphidocelis subcapitata mostraram que apesar das interferéncias na taxa de
crescimento da biomassa algal, ndo houve diferencas significativas (95% de
confianca) em relacdo ao controle.

Palavras-chave: Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, contaminantes
emergentes, bisfenol A, Processos Oxidativos Avancados, ensaios ecotoxicoldgicos.



ABSTRACT

Emergent contaminants comprise a diversity of compounds present in the
environment in trace concentrations (from pg L™ to ng L™) and are not regulated
when their presence in different types of matrices. As the conventional treatments
employed in sewage (STP) and water (WTP) treatment plants do not remove
completely such compounds, so several alternative treatments have been studied to
remove these substances with greater efficiency. This work proposes the destruction
of the emerging contaminant bisphenol A (BPA) by Advanced Oxidative Process
(AOP), specifically heterogeneous photocatalysis using TiO, as the semiconductor.
AOP consist of the generation of highly reactive hydroxyl radicals that oxidize organic
compounds, by converting them totally or partially into CO,, H,O and inorganic ions.
The experiments were carried out using artificial UV radiation (Hg 125 W and Amax
365 nm vapor lamp) and solar. Degradation monitoring was performed by high
performance liquid chromatography (HPLC) with FLD detector (Fluorescence
Detector) and DAD (Diode Array Detector), and validation was carried out according
to the standards given by ANVISA (National Health Surveillance Agency). Method
validation was performed by evaluating the parameters: selectivity, linearity,
detection limit (LOD), quantification limit (LOQ), precision, accuracy and robustness.
The results indicated that BPA (Ciniciar 800 pg L™) was completely removed (values
below the LOQ) after 45 minutes of treatment using 10 mg L™ of TiO,, constant
aeration under artificial UV irradiation at different pH conditions evaluated (5.3 e 8.5).
Solar radiation as an energy source proved to be efficient, removing BPA after 60
minutes of irradiation at pH without adjustment and 8.5. Ecotoxicological evaluation
indicated that the post-treatment samples did not show acute toxicity to Daphnia
similis and the chronic toxicity tests using the alga Raphidocelis subcapitata showed
that, despite the interferences in the algal biomass growth rate, there were no
significant differences (95% confidence interval) in relation to the control.

Keywords: High performance liquid chromatography, emerging contaminants,
bisphenol A, Advanced Oxidative Processes, ecotoxicological assays.
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1. INTRODUCAO

Os contaminantes emergentes englobam uma diversidade de compostos
presentes no ambiente em concentragdo traco (ug L* a ng L) e que ndo sdo
regulamentados quanto sua presenca em diferentes tipos de matrizes
(GAVRILESCU et al.,, 2015; MONTAGNER; VIDAL; ACAYABA, 2017; PETRIE;
BARDEN; KASPRZYK-HORDERN, 2015). Dentre estes, tem-se uma classe de
substancias que interferem no funcionamento natural do sistema enddcrino
resultando em efeitos negativos & satide humana e animal (BRIENO-ENRIQUEZ;
LARRIBA; DEL MAZO, 2016). Pode-se destacar: alteracées no sistema reprodutivo
de mamiferos, aves e répteis; feminizacdo de peixes machos e diminuicdo da
eclosdo de ovos de tartarugas; em humanos, tais substancias modificam o sistema
enddcrino podendo causar diminuicdo da producdo de espermatozoides, aumento
do indice de cancer de préstata e testiculo, entre outros (BILA; DEZOTTI, 2007,
BOLONG et al., 2009; SIFAKIS et al., 2017).

Diversas substancias sdo classificadas como interferentes endocrinos,
destacando-se os horménios sintéticos 17a-etinilestradiol (EE2) e levonorgestrel, os
farmacos paracetamol, ibuprofeno e os xenoestrogénios dietilftalato e bisfenol A
(BFA). Além disso, os horménios naturais (estrona (E1), 17B-estradiol (E2) e estriol,
por exemplo) e os fitoestrogénios também podem causar distlrbios no sistema
enddcrino de espécies expostas a tais compostos (GHISELLI, 2006; GHISELLI,
JARDIM, 2007).

O BFA [2,2-bis(4-hidroxifenil)propano] € um composto organico sintético com
ampla aplicacéo industrial capaz de causar altera¢des no sistema endédcrino humano
e animal (HUANG et al., 2012). Estima-se que a producdo mundial de BFA excedeu
5,4 milhdes de toneladas no ano de 2015, sendo empregado principalmente como
mondmero na fabricagdo de plasticos policarbonatos (70% da producgdo), na
producéo de resinas epoxi (20%), adesivos, tubulagfes, retardantes de chama, entre
outros (ASTER, 2014; BILA; DEZOTTI, 2007; ELADAK et al., 2015; KONIECZNA,;
RUTKOWSKA; RACHON, 2015; LINTELMANN et al., 2003).

Devido as suas caracteristicas fisico-quimicas (log Kow 3,64, pressao de
vapor (25°C) 5,32 x 107° Pa, solubilidade em &agua 200 mg L) o BFA pode
particionar-se entre a agua, ar, solos, sedimentos e componentes da biota, sendo

que o transporte desse composto no ambiente aquatico € o principal meio de
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distribuicdo entre as matrizes ambientais (LINTELMANN et al., 2003). Como o0s
tratamentos convencionais empregados nas estacfes de tratamento de esgoto
(ETE) e 4gua (ETA) ndo removem completamente tais compostos, a ingestéo diaria
de agua potavel pode ser uma relevante fonte de contaminantes emergentes,
incluindo o BFA (BILA; DEZOTTI, 2007; GHISELLI; JARDIM, 2007; JARDIM et al.,
2012). Assim, tem-se que diversos tratamentos alternativos vém sendo estudados a
fim de remover tais substancias com maior eficiéncia.

Dentre estes, pode-se citar os Processos Oxidativos Avancados (POA). Tais
processos envolvem a formacgéo de radicais altamente reativos (*OH) e de elevado
poder oxidante (E°= 2,8 V) que convertem compostos organicos, total ou
parcialmente, em didéxido de carbono, &gua e ions inorganicos, processo
denominado de mineralizacdo (KONDO et al., 2014; TEIXEIRA; JARDIM, 2004). O
processo de fotocatalise heterogénea é um dos POA que vem apresentando elevada
eficiéncia na remogéo de contaminantes e envolve a ativagdo de um semicondutor
com energia intermediaria de bandgap (geralmente TiO,). Nesse, a absor¢do de
fétons com energia superior a energia do bandgap permite a excitacdo de um elétron
da banda de valéncia (BV) para a banda de conducédo (BC), criando-se uma lacuna
(h") na banda de valéncia que resulta na formacéo dos radicais hidroxilas (DENG;
ZHAO, 2015; KONDO; JARDIM, 1991; NOGUEIRA; JARDIM, 1997).

Apesar das diversas vantagens do uso dos POA na remocédo de diversos
contaminantes emergentes, deve-se atentar para possiveis efeitos ecotoxicolégicos
dos subprodutos de degradacdo, caso 0 composto removido nao seja
completamente mineralizado. Tem-se que a formacdo de subprodutos menos
biodegradaveis e/ou mais toxicos do que o composto precursor pode resultar em
efeitos negativos ao meio ambiente (BRAZ et al., 2014; CANDIDO et al., 2016;
MAGALHAES; FERRAOQ, 2008; RIBEIRO et al., 2015). Assim, o presente trabalho
teve como objetivo avaliar a eficiéncia do processo de fotocatalise heterogénea
(TiO2/UV) na remocgéo de bisfenol A e investigar os possiveis efeitos toxicos das
amostras pés-tratamento empregando testes com organismos aquaticos de
diferentes niveis tréficos (microalga Raphidocelis subcapitata e microcrustaceo

Daphnia similis).
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1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo geral
Avaliar a eficiéncia do processo de fotocatalise heterogénea na remocao de
bisfenol A em matriz aquosa e investigar os possiveis efeitos toxicos das amostras

pos-tratamento empregando testes com organismos aquaticos.

1.1.2 Objetivos Especificos
e Otimizar e validar o método analitico empregando Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE) de acordo com os parametros de validacdo
determinados pela ANVISA (seletividade, linearidade, limite de detecgéo (LD),

limite de quantificacédo (LQ), precisao, exatidao e robustez).

e Estudar as melhores condi¢des de degradacdo do bisfenol A empregando o

semicondutor TiO,, radiacdo UV artificial e solar.

e Avaliar, em ensaios laboratoriais, o potencial de ecotoxicidade apos o
tratamento empregando organismos de diferentes niveis tréficos: a microalga

Raphidocelis subcapitata e o microcrustaceo Daphnia similis.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Recurso hidrico brasileiro

A agua é um recurso natural vital para todas as espécies e para os diferentes
ecossistemas do planeta. Aléem disso, € de fundamental importancia para as
atividades que geram produtos e servicos que permitem a manutencdo do
desenvolvimento social e econémico mundial (WOLKMER; PIMMEL, 2013). Do
recurso hidrico disponivel na Terra, tem-se que 97,5% sdo de agua salgada e 2,5%
de agua doce; deste ultimo, apenas 0,3% estdo em mananciais superficiais
(GRASSI, 2001).

O Brasil detém aproximadamente 12% da reserva de agua doce mundial,
sendo que grande parte desse recurso estdo no Rio Amazonas e em mananciais de
aguas subterraneas (BRASIL, 2017a; GRASSI, 2001; VILLAR, 2016). Destes, 68%
sdo destinados a agricultura, 14% as atividades industriais e apenas 8% ao
abastecimento da populagdo (FOLEGATTI et al.,, 2010). Devido a fatores
geograficos e sua extensao territorial, ha uma significativa diversificacdo climatica
em todo territorio brasileiro (REBOUCAS, 2003). Deste modo, a disponibilidade de
agua doce nédo é proporcional a distribuicdo populacional no pais (BRASIL, 2017,
CIRILO, 2015).

A escassez de agua é um problema relatado em diversos municipios
brasileiros. Dentre os motivos citados, pode-se destacar a estiagem, o mau uso da
agua e o crescente processo de urbanizacdo. Segundo o Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE), a populacéo urbana no Brasil passou de 55% para
84% desde 1970 (CIRILO, 2015). Assim, a demanda necessaria para abastecimento
publico aumentou com o crescimento populacional.

Um agrave ao problema de escassez em varios municipios brasileiros
relaciona-se a qualidade da agua que pode ser consumida pela populacdo. No
Brasil, em média, 43% da populacdo possui seu esgoto coletado e tratado, cerca de
18% tém seu esgoto coletado e ndo tratado, e 27% ndo possuem atendimento de
coleta nem de tratamento (BRASIL, 2017a). Dessa forma, ha um despejo de grande
guantidade de esgoto bruto aos corpos d’agua do pais e uma preocupacéo sobre a
qualidade da agua destinada para consumo (CONFALONIERI et al., 2010). A Tabela

1 apresenta a porcentagem de tratamento do esgoto gerado por regido no Brasil.
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Tabela 1 - Tratamento de esgoto por regides do Brasil
Regibes do Brasil  Esgoto tratado (%)

Norte 16,42
Nordeste 32,11
Sudeste 47,39

Sul 41,43
Centro-Oeste 50,22

Fonte: Adaptado de SNIS (2015)

Além da quantidade de agua disponivel ao consumo e as atividades
humanas, a qualidade deste recurso é de fundamental importancia. No Brasil a
portaria de Consolidacdo N° 5 estabelece os procedimentos de controle e vigilancia
da qualidade da agua e seu padrao de potabilidade (BRASIL, 2017b). Além disso, o
indice de Qualidade das Aguas (IQA) estipula parametros que s&o utilizados como
indicadores de qualidade desse recurso. Porém, o IQA ndo considera parametros
relacionados a presenca de metais pesados, compostos organicos persistentes,
pesticidas, entre outras substancias nocivas (BRASIL, 2017a).

Em 2015 avaliou-se que 83,3% dos brasileiros sdo atendidos com
abastecimento de agua tratada (TRATA BRASIL, 2015). Os processos de tratamento
de esgotos visam remover os poluentes e o0 método a ser empregado esta
relacionado com as caracteristicas biologicas, fisicas e quimicas do mesmo. Dentre
0s tratamentos convencionais empregados nas Estacfes de Tratamento de Esgoto
(ETE) pode-se citar o reator anaerobio de fluxo ascendente (RAFA), lagoa facultativa
e lagoa anaerébia (SABESP, 2017a). J4 os tratamentos empregados nas Estacdes
de Tratamento de Agua (ETA) envolvem varias etapas: pré-cloracdo, pré-
alcalinizacdo, coagulacéo, floculacao, decantagéo, filtracao, desinfecgéo, fluoretacao
(SABESP, 2017b).

2.2 Contaminantes emergentes

A contaminacdo dos corpos aquaticos por produtos quimicos sintéticos vem
ocorrendo desde a década de 1940 (GHISELLI; JARDIM, 2007), relacionado ao
aumento da producao mundial de tais compostos, que passou de 1 milhdo para 400
milhdes de toneladas por ano, dos anos de 1930 a 2000 (WWF Global, 2010).

Atualmente, diversos problemas ambientais vém sendo relacionados a
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presenca de substancias que mesmo em concentragcdo traco (concentracoes
extremamente baixas - yg L™ a ng L™) podem interferir diretamente no sistema em
que estdo introduzidas; sendo classificados como micropoluentes. Algumas destas
substancias sdo denominadas contaminantes emergentes ja que nao ha uma
legislacdo vigente que estipule limites sobre sua presenca no meio ambiente
(GHISELLI; JARDIM, 2007; REIS FILHO; DE ARAUJO; VIEIRA, 2006; RODRIGUEZ-
NARVAEZ et al., 2017).

Os contaminantes emergentes englobam uma diversidade de compostos
presentes no ambiente e que ndo sdo regulamentados quanto sua presenca em
diferentes tipos de matrizes (GAVRILESCU et al.; 2015; MONTAGNER; VIDAL,
ACAYABA, 2017; PETRIE; BARDEN; KASPRZYK-HORDERN, 2015). Tais
substancias sdo de origem antropogénica ou de origem natural (MONTAGNER;
VIDAL; ACAYABA, 2017). Dentre estas, pode-se citar os farmacos, hormonios
esteroides, produtos de higiene pessoal, compostos industriais e agroquimicos (LUO
et al., 2014; RIBEIRO et al., 2015).

As principais formas de contaminacdo ambiental por tais substancias estao
associadas a duas fontes: pontuais e difusas. As fontes pontuais relacionam-se a
contaminacdo direta dos corpos aquaticos por efluentes industriais, esgoto
doméstico, enchentes, etc. Ja as fontes difusas associa-se a contaminacdo nao
pontual, podendo-se citar a deposicdo atmosférica, escoamentos superficiais,
lixiviacdo dos produtos finais, entre outros (GHISELLI; JARDIM, 2007). Os
contaminantes emergentes podem apresentar mobilidade e persisténcia em
diferentes matrizes ambientais: solo, agua, ar e sedimentos. A presenca destes pode
causar danos ao meio ambiente e a saude humana e animal, porém, seus efeitos
ecotoxicolégicos e efeitos relacionados a exposi¢cdo continua a tais substancias
ainda sdo pouco conhecidos (ARCHER, 2017; GAVRILESCU et al., 2015).

A Figura 1 apresenta as principais rotas de contaminacdo de diversas

classes de substancias classificadas como contaminantes emergentes.
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Figura 1 - Rotas de diferentes contaminantes emergentes no ambiente
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Fonte: Adaptado de TIJANI; FATOBA; PETRIK, 2013.

Com os avancos das técnicas analiticas, como a cromatografia liquida de

alta eficiéncia (CLAE), cromatografia gasosa (CG) e espectrometria de massas (EM),

um grande numero de contaminantes emergentes podem ser detectados e

quantificados em diferentes tipos de matrizes ambientais (MONTAGNER; VIDAL,;

ACAYABA, 2

017).

Dentre estes contaminantes pode-se citar os farmacos,

pesticidas, fungicidas, plastificantes, retardantes de chama, produtos de higiene
pessoal, entre outros (GAVRILESCU et al.,, 2015; PETRIE, B.; BARDEN, R,
KASPRZYK-HORDERN, B., 2015). A Tabela 2 apresenta as concentracfes médias

de alguns micropoluentes detectados em diversas matrizes aquosas.
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Tabela 2 — Faixa de concentracdo média de diferentes contaminantes emergentes
detectados no meio ambiente.

Substancia Classe Concentrflg:éo Condic&o Local
(ngL™)
Anestésico e 220 — 3600 Efluente (ETE) América do
Ibuprofeno . . i
anti-inflamatorio 0-34 Agua doce Norte
_ Anestésico e 460 — 3600 Efluente (ETE)
Diclofenaco - . i Europa
anti-inflamataério 21-41 Agua doce
1720 Efluente (ETE)
Atenolol Beta-bloqueadores i Europa
314 Agua doce
17a-etinilestradiol Hormonio sintético 0,20 - 047 Efluente (ETE) Reino Unido
o _ _ 31 Efluente (ETE) _ )
Amoxicilina Antibacteriano i o Reino Unido
<2,5-245 Agua superficial
Agua superficial -
| 3 2.8 - 30860 9’ p Brasil
Bisfenol A Plastificante Agua doce _
160 - 3610 _ Brasil
(torneira)

Fonte: Adaptado de GAVRILESCU et al., 2015; LUO et al., 2014; MONTAGNER; VIDAL; ACAYABA,
2017; PETRIE; BARDEN; KASPRZYK-HORDERN, 2015; SODRE; LOCATELLI; JARDIM, 2010.

A ingestdo didria de agua potavel contaminada também apresenta uma
relevante fonte de exposicdo aos contaminantes emergentes, ja que alguns
compostos ndo sao totalmente removidos ou degradados pelos tratamentos
convencionais empregados nas estacbes de tratamento de esgoto (ETE) e agua
(ETA) (GHISELLI; JARDIM, 2007; BILA; DEZOTTI, 2007). No Brasil,
aproximadamente 99% das ETE empregam tratamentos convencionais
(MONTAGNER; VIDAL; ACAYABA, 2017) como o tratamento primario, que objetiva
a separacdo da matéria poluente da agua por processos fisicos e quimicos e um
tratamento secundario que emprega microorganismos para a remoc¢ao da matéria
organica dissolvida e em suspensao (RIVERA-UTRILLA et al., 2013). Na Tabela 3
seguem apresentadas as eficiéncias de remocdo de diversos contaminantes

emergentes apos o tratamento em ETE.
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Tabela 3 - Eficiéncia de remocao de contaminantes emergentes em ETE

Substancia Processo de tratamento Eficiéncia de remocéao (ETE) (%)

Tratamento primario + lodo ativado
Ibuprofeno N _ 60 - 90
modificado + desinfeccdo UV

_ Tratamento primario + lodo ativado
Diclofenaco N _ 10 -60
modificado + desinfeccdo UV

Sedimentacao primaria/ tratamento
Doxiciclina secundario (lodo ativado)/ 35,4
tratamento terciario
Tanque de graos + sedimentacéo
Atenolol . _ N 47,1
primaria + bioreator + clarificadores
_ Tanque de grdos + sedimentagéo
Triclosan o . -~ 99,8
primaria + bioreator + clarificadores
Tratamento primario +

Bisfenol A 80
biofiltros/lodo ativado

Fonte: Adaptado de DEBLONDE; COSSU-LEGUILLE; HERTEMANN, 2011; MONTAGNER,;
VIDAL; ACAYABA, 2017; WANG; WANG, 2016.

2.2.1 Interferentes enddcrinos

Dentre os contaminantes emergentes tem-se uma classe de substancias que
interferem no funcionamento natural do sistema enddcrino resultando em efeitos
negativos & satde humana e animal (BRIENO-ENRIQUEZ; LARRIBA; DEL MAZO,
2016). Estes sdo denominados interferentes endécrinos (IE) e sdo definidos como
substancias exdgenas que modificam o sistema endocrino dos seres Vivos,
interferindo nas funcbes hormonais que s&do responsaveis pela manutencao,
reproducao e desenvolvimento do organismo (DEL MAZO et al., 2013; REIS FILHO;
DE ARAUJO; VIEIRA, 2006; SIFAKIS et al., 2017).

Devido a exposicdo a tais compostos, ha relatados varios problemas tanto
para a espécie humana quanto para a animal. Os primeiros indicios de tais efeitos
foram observados entre os anos 1940 a 1970, em que foram evidenciados
problemas no sistema reprodutivo de filhas de mulheres que fizeram uso de
dietilestilbestrol (DES) (BILA; DEZOTTI, 2007). Além disso, nos anos de 1980,
machos de aves coloniais da Regido dos Grandes Lagos (EUA - Canada)
comecaram a apresentar caracteristicas femininas apds a exposi¢ao a agroquimicos

(REIS FILHO; DE ARAUJO; VIEIRA, 2006).
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Atualmente, diversos problemas tém sido associados a presenca destas
substancias no meio ambiente: alteragcdes no sistema reprodutivo de mamiferos,
aves e répteis; feminizacdo de peixes machos e diminuicdo da eclosdo de ovos de
tartarugas; em humanos, tais substancias modificam o sistema endocrino podendo
causar diminuicdo da producdo de espermatozoides, aumento do indice de cancer
de préstata e testiculo em homens; em mulheres, tem-se que o aumento do indice
de cancer de mama, endometriose, problemas de fertiidade também estdo
associados a exposicdo aos IE (BILA; DEZOTTI, 2007; BOLONG et al., 2009;
SIFAKIS et al., 2017).

Dentre as substancias classificadas como interferentes enddcrinos, pode-se
citar os hormodnios sintéticos 17a-etinilestradiol (EE2) e levonorgestrel, os farmacos
paracetamol, ibuprofeno e os xenoestrogénios dietilftalato e BFA. Além disso, 0s
hormdénios naturais (estrona (E1), 17B-Estradiol (E2) e estriol, por exemplo) e os
fitoestrogénios também podem causar distlrbios no sistema enddcrino de espécies
expostas a tais compostos (GHISELLI, 2006; GHISELLI; JARDIM, 2007). A Figura 2
apresenta a estrutura molecular de algumas substéancias classificadas como IE.

Figura 2 - Estrutura molecular do xenoestrogénio BFA, farmaco ibuprofeno, hormdnio natural
E2 e do sintético EE2
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Fonte: Proprio autor (ChemDraw).

O sistema enddécrino humano é constituido de diversas glandulas que

produzem hormoOnios naturais para a manutencdo de atividades importantes no
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corpo humano (Figura 3) (GHISELLI; JARDIM, 2007). Esse grupo de substancias
podem causar efeitos agonistas e antagonistas, quanto ao comportamento de agao
via receptores hormonais, interferindo no funcionamento natural do sistema

endocrino humano e animal (SIFAKIS et al., 2017).

Figura 3 - Sistema endocrino humano

Hipofise Hipotalamo

Glandula pituitaria
UJ — Tireoide

Timo

A/ Pancreas
Glandulas
(g y suprarrenais

Testiculos
(homem)

Ovérios
(na mulhen

Fonte: Google imagens.

Quando os IE se ligam ao receptor de estrégenos bloqueando a acédo do
ligante natural, estas atuam de forma antagbnica; porém, se ao ligarem ao receptor
hormonal induzirem alguma resposta, tem-se um efeito agonista, mimetizando a
acdo do horménio natural (BILA; DEZOTTI, 2007; BRIENO-ENRIQUEZ; LARRIBA;
DEL MAZO, 2016; GHISELLI; JARDIM, 2007; SIFAKIS et al., 2017). A Figura 4

exemplifica as interferéncias endocrinas mencionadas.
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Figura 4 - Acdo hormonal nos receptores (a) horménio natural, (b) efeito agonista e (c) efeito
antagonista.
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Fonte: Adaptado de GHISELLI; JARDIM, 2007.

Diversos estudos associam problemas a salde humana a exposicéo aos IE.
Segundo Mnif et al. (2011), um elevado percentual de mulheres com cancer de
mama apresentou maior exposicdo a areas contaminadas com pesticidas. Além
disso, estudos realizados com homens indicaram que problemas na qualidade e
producdo de espermatozoides estdo associados ao aumento do nivel de BFA na
urina (SIFAKIS et al., 2017). Porém, ndo estdo bem elucidados os efeitos a saude
humana a exposicdo cronica as diversas substancias classificadas como IE,
necessitando-se assim, de estudos mais especificos sobre a presenca de tais

substancias e danos a saude humana e animal.

2.2.1.1 Bisfenol A
O bisfenol A (BFA) [2,2-bis(4-hidroxifenil)propano] (Figura 5) é um composto
organico sintético com ampla aplicacéo industrial capaz de causar alteracdes no

sistema endocrino humano e animal (HUANG et al., 2012).

Figura 5 — Estrutura molecular do BFA
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Fonte: Préprio autor (chemdraw).
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A Tabela 4 apresenta as principais propriedades fisicas e quimicas deste
composto.

Tabela 4 - Propriedades fisicas e quimicas do BFA

Férmula Molecular CisH160,
Massa Molar 228,29 g mol™*
pKa 10,29
Solubilidade em agua (25 °C) 200 mg L™
log Kow 3,64

Fonte: Adaptado de MICHALOWICZ, 2014; LINTELMANN et al., 2003.

O BFA foi sintetizado pela primeira vez em 1891 por Alexander P. Dianin
utilizando fenol e acetona em presenca de acido cloridrico (BERNARDO et al., 2015)
(Figura 6).

Figura 6 - Sintese do BFA catalisada em meio acido
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Fonte: BERNARDO et al., 2015.

Na década de 1930, Dodds e colaboradores detectaram a atividade
estrogénica do BFA, porém, como o estrégeno dietilestilbestrol apresentou maior
potencial estrogénico, o BFA nao foi utilizado como hormoénio (ALONSO-
MAGDALENA; QUESADA; NADAL, 2015). Em 1950, observou-se que o BFA
poderia ser utilizado como monémero para a obtencdo de plasticos policarbonatos
com boas caracteristicas, e desde entdo, esse composto € produzido em larga
escala e utilizado em varias vertentes industriais. Estima-se que a produgcdo mundial
de BFA excedeu 5,4 milhdes de toneladas no ano 2015, sendo empregado
principalmente como monémero na fabricacdo de plasticos policarbonatos (70% da
producédo), na producdo de resinas epoxi (20%), adesivos, tubulacdes, retardantes
de chama, entre outros (ASTER, 2014; BILA; DEZOTTI, 2007; ELADAK et al., 2015;
LINTELMANN et al., 2003).

Como ja citado, as principais formas de contaminagdo ambiental por tais
substancias relaciona-se as fontes pontuais e difusas (GHISELLI; JARDIM, 2007;

BILA; DEZOTTI, 2007). Segundo Montagner, Vidal e Acayaba (2017) estudos
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relataram a presenca de BFA em diversas matrizes aquaticas: esgoto bruto (55,7 —
308,8 ng L™), esgoto tratado (220 — 5310 ng L™) e agua de abastecimento publico
(160 — 3610 ng LY). JA4 a exposicdo humana ao BFA pode ocorrer por via
ocupacional, ambiental ou pela alimentacdo, como por exemplo, ingestdo de
alimentos contaminados durante seu processamento ou embalagem (FARRE et al.,
2008). A ingestdao de alimentos enlatados em embalagens de resinas epoOxi ou
policarbonatos sédo consideraveis fontes de BFA. Um estudo realizado com 75
voluntarios que consumiram uma por¢cao de sopa enlatada por cinco dias indicou
que houve aumento de 1200% na concentracdo de BFA na urina comparado a
concentracdo apO6s o consumo de alimentos frescos pelos mesmos. A exposicdo
humana ao BFA também pode ocorrer por fontes ndo alimentares, como por
exemplo, pela inalacdo de poeira doméstica, contato com papel térmico ou devido
seu uso em material odontoldgico (GEENS et al., 2012).

Em uma pesquisa realizada nos EUA, mais de 90% das amostras de urina
dos participantes apresentaram concentraces mensuraveis de BFA, indicando a
exposicao frequente ao mesmo (DOERGE et al., 2010). A exposicdo alimentar diaria
de humanos ao BFA é estimada entre 0,48 a 1,6 ug kg * de peso corporal por dia.
ApOs a ingestdo, mais de 95% do BFA € absorvido pelo trato gastrointestinal e €
rapidamente metabolizado em bisfenol A-glicuronideo, um metabdlito mais soltvel
que pode ser excretado pela urina (DEKANT; VOLKEL, 2008). Porém, tém-se
diversos estudos evidenciando sua atividade estrogénica mesmo presente em
baixas concentracdes (SANTANGELI et al., 2017).

O BFA apresenta atividade estrogénica ligando-se a sitios receptores
hormonais, como por exemplo, a sitios receptores da tireoide e a receptores
estrogénicos a e B. Alguns estudos realizados em roedores machos indicaram que a
exposicdo a determinadas concentragbes de BFA resultaram na diminuicdo da
producdo de espermatozoides e diminuicdo de niveis de testosterona (MINGUEZ-
ALARCON; HOUSER; GASKINS, 2016; SANTANGELI et al.,, 2017). Segundo
Castro-Correia e Fontoura (2015), estudos indicaram que a administragdo de BFA
em roedores durante a gestacdo resultou aos descendentes uma puberdade
precoce.

Em humanos, h& associacdo da exposicdo ao BFA (maior concentracdo no

plasma e na urina) a diversas anomalias que resultaram na diminuigéo da fertilidade
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(SIFAKIS et al., 2017). Castro-Correia e Fontoura (2015) citaram estudos realizados
em mulheres com sindrome do ovario policistico que apresentaram niveis de BFA no
plasma superiores ao de um grupo sem o0 mesmo diagndéstico. Além disso, um
estudo realizado por Huo e colaboradores (2015) indicou uma relacdo entre o
aumento do risco de recém-nascidos com baixo peso corporal a presencga de niveis
mais elevados de BFA na urina das mées comparado a um controle (HUO et al.,
2015).

A Agéncia de Protecdo ambiental dos EUA (USEPA) delimita uma ingestéao
diria toleravel de BFA em 50 ug kg™ de peso corporal por dia (SIFAKIS et al.,
2017). Em 2011, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) a partir da
Resolucdo- RDC N° 41 e a Unido Europeia (EU) proibiu o uso de BFA na producéo
de mamadeiras destinadas a alimentacédo de lactentes (BRASIL, 2011; EU, 2011).
Além disso, nesta mesma resolucdo também tem-se estabelecido o limite de
migracdo especifica de BFA para 0,6 mg Kg™* da amostra (BRASIL, 2011; PEREZ,
2012).

Como os tratamentos convencionais empregados nas ETE e ETA nao
removem completamente diversos contaminantes emergentes e estudos indicam os
efeitos negativos do BFA a saude humana e animal, tratamentos alternativos vém
sendo estudados a fim de remover tais substancias com maior eficiéncia (RIVERA-
UTRILLA et al., 2013; RODRIGUEZ-NARVAEZ et al., 2017).

2.3 Processos Oxidativos Avancados
Os Processos Oxidativos Avancados (POA) envolvem a formacgédo de
radicais (HO", O;", HO") que convertem compostos organicos complexos, total ou
parcialmente, em diéxido de carbono, agua e ions inorganicos (processo
denominado de mineralizagdo). Tem-se, porém, que o radical hidroxila (HO") é a
espécie mais reativa, ja que apresenta elevado poder oxidante (E° = 2,8 V) (KONDO
et al., 2014; NOGUEIRA et al., 2007; TEIXEIRA; JARDIM, 2004; WANG et al., 2009).
Os POA séo processos eficazes para o tratamento de contaminantes, pois
sdo capazes de mineralizar totalmente os poluentes organicos transformando-os em
produtos menos nocivos ao meio ambiente (KONDO et al., 2014). Além disso, € um
processo viavel, ja que envolve técnicas que necessitam de poucas exigéncias
operacionais que podem ser realizados a pressdao e temperatura ambiente
(DEZOTTI, 2008; SANZ et al., 2002).
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Os POA séao classificados em sistemas homogéneos e heterogéneos,
considerando-se as fases que constituem o mesmo. Nos processos homogéneos
tém-se apenas uma unica fase e a oxidacdo dos compostos em solucéo é resultado
de reacOes quimicas entre 0s reagentes para a geracdo dos radicais e das
interacdes destes com o substrato; jA nos sistemas heterogéneos emprega-se
semicondutores suportados em uma superficie sélida (em metais, por exemplo) ou
em suspensdo aquosa (RIBEIRO et al.,, 2015), sendo um processo interfacial. A

Tabela 5 apresenta alguns POA e sua respectiva classificacao.

Tabela 5 - Classificagdo dos Processo Oxidativos Avangados

Com irradiacéo

0,/UV
H,O,/UV
Ultra-som (US)
Sistemas H,O,/Fe*" UV
homogéneos O3/ H,O,/UV

Sem irradiagéo
O3/ H,0,
H,0,/Fe*" (Fenton)
H,0,/Fe**

Com irradiacao

TiO,/UV
TiO,/0,/UV
TiO,/ H,0, /UV
ZnO/UV Sistemas
heterogéneos

Sem irradiacéo
Eletro-Fenton
Fenton-like

heterogéneo

(Fenton-like) (H,O, + Fe*") suportadc

em um soélido

Fonte: Adaptado de RIBEIRO et al., 2015.

Esses processos podem ser utilizados para o tratamento de solos, de ar, de
agua ou de efluentes (NOGUEIRA et al., 2007; SANTOS; KONDO, 2006). Os POA
podem ser empregados na remocao de diversos contaminantes emergentes
(RIBEIRO et al., 2015; RIVERA-UTRILLA et al., 2013). Tijani, Fatoba e Petrik (2013)
citam a aplicabilidade de diferentes POA na remocgéo de farmacos e interferentes
endocrinos com base em dados da literatura, indicando que tais processos

apresentam eficiéncia na degradacao de tais substancias.

2.3.1 Fotocatdlise Heterogénea
O processo de fotocatalise heterogénea € um dos POA que vem
apresentando elevada eficiéncia na remocéo de contaminantes e envolve a ativacao

de um semicondutor com energia intermediaria de bandgap. Neste, a absorcao de
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fétons com energia superior a energia do bandgap permite a excitagdo de um elétron
da banda de valéncia (BV) para a banda de conducédo (BC), criando-se uma lacuna
(h") na banda de valéncia que resulta na formac&o dos radicais hidroxilas altamente
reativos (Figura 7) (DENG; ZHAO, 2015; KONDO; JARDIM, 1991; NOGUEIRA,;
JARDIM, 1997).

Figura 7 - Mecanismo de fotoativacdo de um semicondutor

BC

Recombinacgéo
interna

P

o,

Energia de
bandgap

Excitagéo

HO'/ R”

BY

hv H,O /OH /R

Fonte: Adaptado de TEIXEIRA; JARDIM, 2004.

A absorcao de f6tons com energia superior a energia de bandgap resulta na
excitacdo de um elétron para a banda de conducdao criando-se um par elétron/lacuna
(e/h") (Eq. 1), estes podem migrar para a superficie do semicondutor ou sofrer
processo de recombinacdo. Se ocorrer a migracdo, a lacuna h™ gerada oxida
moléculas de agua adsorvidas a superficie do semicondutor resultando na geracao
dos radicais hidroxilas (Eq. 2). Além disso, moléculas do substrato adsorvidas
podem reagir diretamente com a lacuna h*. Na superficie da banda de conducgéo o
oxigénio dissolvido captura o elétron resultando na formacdo de radicais
superoxidos, que possuem menor potencial de reducdo, mas também sdo capazes
de oxidar compostos organicos (Eg. 3) (TEIXEIRA; JARDIM, 2004; RIBEIRO et al.,
2015).

hv
TiO, - hy + egc (1)
H,044s + hfy » HO" + H* (2)
egc+ 0, - 03° 3)
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Além das moléculas de agua, ions hidroxidos adsorvidos a superficie do
catalisador também podem ser convertidos a radicais hidroxilas de acordo com a Eq.
4 (TEIXEIRA; JARDIM, 2004).

OH™ pqs + hffy —» HO® @)

Devido as suas estruturas eletrbnicas, diversos semicondutores podem ser
utilizados no processo de fotocatélise heterogénea, dentre eles pode-se citar TiOy,
CdS, ZnO e Fe,03 Estes podem estar imobilizados em superficies solidas (metais,
por exemplo) ou podem ser empregados em suspensdo aquosa (NOGUEIRA;
JARDIM, 1997).

Um dos semicondutores mais empregados no processo de fotocatédlise
heterogénea € o didéxido de titanio (TiO;), pois apresenta elevada fotoatividade,
estabilidade quimica em uma ampla faixa de pH e néo toxicidade. Outra vantagem
da utilizacdo do semicondutor TiO, deve-se ao valor de sua energia de bandgap (3,2
eV), que corresponde a irradiagdo UV com comprimento de onda menor que 385
nm, o que possibilita a aplicacdo da fotocatalise empregando-se luz solar como fonte
de energia (NOGUEIRA; JARDIM, 1997). Pode-se encontrar o TiO, em trés formas
alotropicas: anatase, rutilo e brookita, sendo a forma anatase mais fotoativa
(MONTAGNER; PASCHOALINO; JARDIM, 2005).

A eficiéncia de um catalisador empregado no processo de fotocatalise
heterogénea relaciona-se a diversos fatores: a natureza do catalisador, sua
concentracdo, area superficial, entre outros. O TiO, na estrutura cristalina anatase
apresenta maior vantagem frente as estruturas rutilo e brookita, j& que a forma
anatase apresenta elevada capacidade de fotoabsorver o oxigénio reduzindo a
recombinacao elétron/lacuna (e’/h") (TEIXEIRA; JARDIM, 2004). Além disso, outros
fatores podem interferir no processo de fotocatélise heterogénea: concentracdo do
contaminante organico, pH da solucéo, temperatura e caracteristicas da radiacao
(YASMINA et al., 2014).

Apesar das diversas vantagens do uso dos POA na remocéo de diversos
contaminantes emergentes, deve-se atentar para possiveis efeitos ecotoxicologicos
dos subprodutos de degradagdo, caso 0 composto removido n&do seja
completamente mineralizado. A formagdo de compostos menos biodegradaveis

e/ou mais toxicos do que a molécula precursora pode resultar em efeitos negativos
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ao meio ambiente. Assim, a realizacdo de bioensaios se torna uma ferramenta Util

para avaliagdo ecotoxicologica a tal exposicao (Ribeiro et al. 2015).

2.4 Ecotoxicologia
A ecotoxicologia € uma ciéncia que permite predizer os efeitos de

determinadas substéncias (sintéticas ou naturais) a organismos, popula¢cbes e
comunidades apds sucessivos eventos (Figura 8) (COSTA et al., 2008; REGO DA
SILVA, POMPEO, PAIVA, 2015).

Figura 8 - Cadeia da casualidade de contaminantes e efeitos sobre a biosfera

Emissdes de 1 — [ Fontes pontuais e difusas }
contaminantes

Contaminantes

Efeitos e 2 — | Diferentes matrizes ambientais
comportamento (4gua, ar, solo)
dos compostos
guimicos
Organismos—» Populacdes
Efeitos sobre 3 ¢
a biosfera Ecossistemas <+ Comunidade

Fonte: Adaptado de COSTA et al., 2008.

Os dados toxicol6gicos podem indicar a nocividade de determinadas
substancias para respectivos organismos a partir de ensaios que avaliam a
contaminagdo ambiental de determinadas amostras. Esses testes empregam
organismos indicadores como Daphnia similis, Raphidocelis subcapitata e Danio
rerio, que podem apresentar alguma modificacdo morfolégica, fisioldgica ou
comportamental apds sua exposi¢cdo a substancia potencialmente nociva (BRAZ et
al., 2014; CANDIDO et al., 2016; MAGALHAES; FERRAO, 2008).

Os testes ecotoxicologicos séo realizados com base em protocolos

padronizados e devem ser determinados considerando-se a representatividade da
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espécie no ecossistema aquatico em estudo, sua abundancia, entre outros fatores
(MAGALHAES; FERRAO, 2008). Além disso, pode avaliar a toxicidade aguda
(exposicdo acentuada em um curto periodo de tempo) ou cronica (exposicdo a
menores concentracdes do contaminante, porém em um maior periodo de tempo) do
organismo frente a substancia potencialmente nociva (GHISELLI; JARDIM, 2007,
MAGALHAES; FERRAO, 2008). Os valores numéricos de toxicidade aguda e
cronica podem ser expressos em termos de diversos parametros (dose letal média -
DLso, concentracdo letal média - CLsp e concentracdo efetiva média - CEsp, por
exemplo). A CEsp corresponde a concentracdo da amostra (geralmente em expressa
em mg L™) que pode resultar em efeito agudo (imobilidade) a 50% dos organismos
teste apOs 24 ou 48 horas de exposicdo (COSTA et al., 2008).

No Brasil a Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) e a
Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental do Estado de S&o Paulo
(CETESB) sé@o agéncias que elaboram as respectivas normas técnicas para
avaliacdo ecotoxicoldgica empregando-se diferentes bioindicadores (REGO DA
SILVA, POMPEO, PAIVA, 2015). Além disso, recomenda-se que a avaliacio
ecotoxicoldgica seja realizada com organismos de diferentes niveis troficos, ja que
os bioindicadores apresentam sensibilidade distinta para o mesmo contaminante
(COSTA et al., 2008).

2.4.1 Microalga Raphidocelis subcapitata

O emprego de algas como bioindicador fornece dados importantes, ja que
estas sao produtores primarios e situam-se na base da cadeia alimentar. Assim,
qualguer modificagdo em suas dinamicas podem interferir nos niveis tréficos
superiores. A microalga unicelular de agua doce R. subcapitata € amplamente
empregada em ensaios de toxicidade cronica pois apresenta rapido crescimento e
sensibilidade a alteracdes do meio (COSTA et al., 2008). A Figura 9 apresenta a
disposicéo das células da microalga R. subcapitata obsevadas ao microscopio optico

na Camara de Neubauer.
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Figura 9 — Microalga Raphidocelis subcapitata

O efeito observado ao fim do periodo de exposicao pré-estabelecido (72 ou
96 horas) relaciona-se a interferéncia no crescimento algaceo na presenca do
potencial contaminante e sob condi¢cdes normais de cultivo (controle) (COSTA et al.,
2008).

2.4.2 Microcrustaceo Daphnia similis

Os crustaceos sao organismos de agua doce da ordem Cladocera que séo
amplamente distribuidos em corpos d’agua atuando como consumidores primarios e
como fontes de alimentos para peixes (COSTA et al., 2008). O microcrustaceo
Daphnia similis possui comprimento maximo de 3,5 mm e se alimenta de material

organico particulado em suspensao (Figura 10) (ABNT, 2016).

Figura 10 - Microcrustaceo Daphnia similis

e~

Fonte: Google imagens.

Tais organismos apresentam um clico de vida relativamente curto, s&o
cultivadas em laboratério com facil manutencdo, possuem reproducdo por
partenogéneses e apresentam sensibilidades a diversos contaminantes aquéticos
(COSTA et al., 2008). O microcrustaceo Daphnia similis podem ser empregado em
ensaios agudos (48 horas de duracdo) em que avalia-se 0 nUmero de organismos
imobilizados ap6s a exposi¢cdo ao contaminante, ou em testes de toxicidade cronica
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(21 dias) em que avalia-se parametros como taxa de natalidade dos organismos
utilizados (REGO DA SILVA; POMPEO:; PAIVA, 2015).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Reagentes e materiais

e Acetonitrila grau HPLC — Dinamica

e Acido Cloridrico 1,0 mol L™ - Chemco

e Agua ultrapura — sistema Millipore Milli-Q

e Agua de nascente — Comunidade Sol de Deus, Itajuba - MG

e Bisfenol A (C15H1602) (299,0%) - Sigma-Aldrich

e Dioxido de titanio — Degussa P25

e Frascos ambar

e Hidroxido de sddio 1,0 mol L™ - Dinamica

e Membrana de éster de celulose — 0,45 uym de porosidade e 0,47 mm de
diametro — Quimica Moderna

¢ Membrana de fibra de vidro — Magcherey-Nagel

e Meio L. C. Oligo

e Papel de filtro Quanty — Maqcherey-Nagel

e Seringa de vidro BD Yale

3.2 Equipamentos
e Aerador — VigoAr 60
e Agitador magnético — Modelo NI 1108 - Nova Instruments
e Autoclave vertical — Modelo 415 - Fanem
e Balanca analitica — Shimadzu (ATX-224)
e Banho ultrassonico — Tecnal TE-0581
e Bomba a vacuo — Modelo TE-0581 - Tecnal
e Camara de Fluxo laminar vertical — Modelo 960/4 - Filterflux
e Centrifuga — Modelo Heraeus Megafuge 16R — Thermo Fisher
e CLAE — Modelo 1260 Infinity series - Agilent
e Coluna cromatografica — Modelo ZORBAX SB — C8/ Rapid Resolution HT
(150 mm x 3,0 mm, 1,8 ym)
e Condutivimetro — Alfa Mare
e Fotoreator - Intral AS. Industria de Materiais Elétricos
e Micropipeta — LABMAT
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e Lampada a vapor de Hg 125 W — GE Illuminacdo do Brasil Comércio de
lampadas LTDA

e Luximetro Digital — Modelo: Wm 1850 - Icel

e pHmeto — Modelo B747 - Micronal

e Radidbmetro — Modelo: MPA 2100 — Solar Light

e Oximetro — Modelo: Termianal Level 3 — WIW Inolab

3.3 Metodologia

3.3.1 Preparo da solucao estoque e solucéao trabalho de bisfenol A

Preparou-se a solugcéo padrdo estoque empregando-se 100 mg de BFA
(Sigma Aldrich, 99,0%) avolumando-o com acetronitrila em baldo volumétrico de 100
mL, obtendo-se uma concentrag&o final de 1000 mg L™. A solucdo padrdo trabalho |
(10 mg L™) foi preparada a partir da diluicdo de 1,0 mL da solucdo estoque em uma
mistura acetonitrila/agua (60:40 v/v), avolumando-a em um bal&o volumétrico de 100
mL. Preparou-se também uma solucdo trabalho 1l (1000 mg L™) empregando-se
100 mg do padrdo de BFA Sigma Aldrich, avolumando-o em baldo volumétrico de
100 mL com uma mistura acetonitrila/agua (60:40 v/v).

Além das solucdes descritas, preparou-se uma solucdo de BFA (1000
mg L™) a partir do padrdo Sigma Aldrich avolumando-o em uma mistura agua de
nascente/acetonitrila (85:15 v/v) (Solucao trabalho IIl). Empregou-se tal proporcao
de solventes, para utilizacdo nos ensaios ecotoxicologicos.

As solugbes foram armazenadas em frasco ambar e mantidas sob

refrigeracao.

3.3.2 Validacdo do método analitico

Para a quantificacdo do analito utilizou-se a técnica Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE), equipamento Agilent 1260 Infinity equipado com coluna
ZORBAX SB — C8/ Rapid Resolution HT (comprimento de 150 mm, diametro de 3,0
mm e particulas de 1,8 um), detector Fluorescéncia (FLD) e Arranjo de Diodo (DAD)
(Figura 11).
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Figura 11 - Cromatdgrafo Liquido empregado nas analises (Agilent 1260 Infinity)

r 2.

Fonte: Proprio autor.

A otimizacao do método analitico foi realizada baseando-se em Aristiawan et
al. (2015) e Ballesteros-Gomez et al. (2009) (Tabela 6). A validacéo foi realizada de
acordo com os parametros estipulados pela ANVISA (BRITO et al., 2002; RIBANI et
al., 2004). O método foi validado avaliando-se 0s seguintes parametros: seletividade,
linearidade e faixa de aplicacdo, sensibilidade, limite de deteccdo (LD), limite de
quantificacdo (LQ), exatiddo, precisdo e robustez. O tratamento estatistico dos

dados foi feito empregando-se o software OriginPro 7.0.
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Tabela 6 - Condi¢Bes cromatogréficas para a determinagcédo do BFA

40% Agua deionizada
Fase movel 60% Acetonitrila Aristiawan et al. (2015)
Temperatura 45,0+ 1,0°C Adaptado de Ballesteros-
da coluna Gomez et al. (2009)
Vazao fase movel 0,20 mL min™* Adaptado de Aristiawan
et al. (2015)
Tempo de corrida 10 minutos Adaptado de Aristiawan
et al. (2015)
Volume de injegcéo 10 pL Aristiawan et al. (2015)
FLD (Detector de Fluorescéncia)
Sistema de A excitacao: 275 Nm Adaptado de Aristiawan
deteccéo A emissio: 300 nm et al. (2015) e Ballesteros-

GoOmez et al. (2009)
UV/DAD
(220 nm/ 228 nm/ 280 nm)

Fonte: Préprio autor

3.3.2.1 Seletividade

Avaliou-se a seletividade do método analitico comparando-se a matriz isenta
do analito (branco), que consistia em uma mistura acetonitrila/agua 60:40 (v/v), com
a matriz fortificada com o BFA (800 pg L) (RIBANI et al., 2004).

3.3.2.2 Linearidade

A linearidade foi avaliada pelo método matematico de regresséao linear ap6s
a analise da curva analitica preparada a partir da diluicdo da solucéo trabalho | em
acetonitrila/agua (60:40 v/v). As solucdes de diferentes concentracdes de BFA (5,0;
10,0; 25,0; 50,0; 100; 200; 300; 400; 500; 600; 700; 800; 900; 1000 ug L™) foram
preparadas em triplicata e analisadas por CLAE.

3.3.2.3 Sensibilidade
A partir da comparacdo dos coeficientes angulares da curva analitica
determinou-se qual detector apresentou maior sensibilidade na quantificagdo do BFA

nas condi¢cdes em estudo.
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3.3.2.4 Limite de deteccao (LD) e limite de quantificagéo (LQ)

Determinou-se o LD e LQ a partir do método sinal-ruido comparando-se 0s
sinais analiticos da solucdo de BFA em baixas concentracfes e do branco (mistura
acetonitrila/agua 60:40 (v/v)). Considerou-se a relacdo sinal-ruido na proporcéao de
3:1e10:1 para o LD e LQ, respectivamente. Os sinais analiticos foram medidos com
o auxilio de uma régua. A fim de comparacéo, determinou-se também o LD e o LQ
com base nos parametros da curva analitica de acordo com as equacfes 5 e 6,
respectivamente (RIBANI et al., 2004).

S

LD =33x ¢ (5)
S

LQ =10x¢ (6)

Em que s é desvio padrao do coeficiente linear da equacdo daretae S € o

coeficiente angular da curva analitica.

3.3.2.5 Exatidao

Devido a impossibilidade do uso do Material de Referéncia Certificado
(MRC) de éagua contaminada com o BFA, a exatiddo do método foi avaliada
empregando-se ensaios de recuperagdo. Preparou-se, em triplicata, trés solucoes
em agua ultrapura fortificadas em trés niveis de concentracdo (300; 500 e 700
ug L™) a partir da diluicdo da solucao trabalho |. Estas foram analisadas por CLAE e
comparou-se o fator de recuperacdo (R) (Eg. 7) das solugcbes com os valores
estabelecidos pela literatura (BRITO et al., 2002).

Média do valor obtido

R (%) =
(%) Média do valor adicionado x

100 (7)

3.3.2.6 Preciséo

A precisao foi avaliada com base em ensaios de repetitividade e de precisao
intermediaria. Com o0 objetivo de determinar a repetitividade, preparou-se 10
solucbes de BFA de concentracdo 500 ug L™ em acetonitrila/agua ultrapura (60:40
v/v) e as mesmas foram analisadas por CLAE. Calculou-se o coeficiente de variagao
(CV (%)) e comparou-se com os valores estipulados pela literatura (RIBANI et al.,
2004).
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Determinou-se a preciséo intermediaria preparando-se 10 solu¢des de BFA
concentracdo 500 pg L™ em acetonitrila/agua ultrapura (60:40 v/v) analisando-as por
CLAE. Estas solucdes foram preparadas inicialmente pelo Analista 1. Em dias
diferentes, outras 10 solu¢des de BFA concentragdo 500 pg L™ foram preparadas e
analisadas nas mesmas condi¢des descritas, porém pelo Analista 2.

Calculou-se o fator de recuperacao (R) e os resultados foram avaliados pelo

teste F e pelo teste t, em um nivel de 95% de confianca.

3.3.2.7 Robustez

Determinou-se a robustez do método analitico empregando-se trés solucdes
de BFA (500 pg L™) preparadas pela diluicdo da solucéo trabalho | em uma mistura
acetonitrila/agua (60:40 v/v). As solucdes foram analisadas variando-se + 5,0% as
seguintes condi¢cdes cromatograficas: composicdo da fase moével, vazdo da fase
movel, volume de injecdo e temperatura da coluna. Os valores de recuperacao (%)

foram comparados com o estabelecido pela literatura (BRITO et al., 2002).

3.3.3 Estudo da estabilidade do BFA em solucdo aquosa

Preparou-se uma solucdo de BFA (800 ug L™) em agua ultrapura Milli-Q pela
diluicdo da solucao trabalho Il para avaliacdo periédica da degradacdo natural. A
solucdo foi armazenada em frasco ambar, revestida por papel aluminio a
temperatura ambiente por um periodo de 10 semanas. Retirou-se aliquotas

semanalmente para analise por CLAE.

3.3.4 Ensaios de degradacédo do BFA

3.3.4.1 Estudo da degradacédo do BFA empregando fotocatalise heterogénea -
TiO,/0,/UV artificial

A degradacdo do BFA foi realizada empregando-se um reator de dupla
jaqueta (borossilicato) com 1,5 cm de espessura e 27 cm de altura. Uma lampada a
vapor de mercurio de 125 W de poténcia e Amax 365 nm foi inserida no interior do
reator por meio de um tubo, e em seguida, o conjunto foi introduzido ao recipiente de
vidro (2 litros) contendo 1,0 L da solucdo de BFA (Cincia 800 pg L™) preparada a
partir da diluicdo da solucdo trabalho Il em &gua ultrapura (Figura 12) (KONDO;
JARDIM, 1991).
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Realizou-se os ensaios em pH sem ajuste (5,3) e em pH 8,5, sendo que o
ajuste do pH foi realizado empregando-se solucdes de NaOH 1,0 mol L™ e HCI 1,0
mol L™ . Manteve-se a lampada acesa por 5 minutos antes do inicio do processo de
degradacdo. A solucéo foi irradiada por 1 hora, sob agitacdo (600 rpm), aeracéo
constante (proveniente de uma bomba de aquério - 60 mL min™?) e temperatura
ambiente, retirando-se aliqguotas em intervalos de tempo pré-determinados (0, 15,
30, 45 e 60 min). Em seguida, as amostras foram filtradas em membrana de mistura
de ésteres (0,45 pm de porosidade) e armazenadas para posterior analise
cromatografica. O processo de fotocatalise heterogénea foi otimizado como descrito,
empregando-se diferentes concentragbes do semicondutor TiO, (1,0; 2,5; 5,0; 7,5 e
10 mg LY.

Figura 12 - Sistema utilizado no processo de degradacdo com radiacdo UV artificial,
agitacao e aeracao constante

Fonte: Proprio autor.

3.3.4.2 Estudo da degradacdo do BFA empregando fotocatalise heterogénea e
radiacao solar

Apbs a determinacdo da condig&o otimizada do sistema TiO»/O,/UV artificial,
estudou-se o0 processo de fotocatalise heterogénea utilizando radiacdo solar como
fonte de energia.

Adicionou-se 1,0 L da solucdo de BFA (Cincial 800 ug L™) preparada a partir
da diluicdo da solucdo trabalho Il em &gua ultrapura a um recipiente de vidro (2
litros, 30 x 23 cm e 2,8 de altura da solucdo). Realizou-se o0s ensaios em pH sem
ajuste e em pH 8,5 (o ajuste do pH foi realizado empregando-se solu¢cdes de NaOH

1,0 mol L™ e HCI 1,0 mol L) empregando-se a massa otimizada de TiO,. O estudo
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foi realizado na cidade de Itajuba - MG (latitude de 22° 24’ 45”, longitude 45° 26’ 58”,
a 850 metros acima do nivel do mar), no més de julho e sob condi¢cdes de céu claro
(Figura 13).

Figura 13 - Sistema empregado no processo de degradacao utilizando radiacéo solar

Fonte: Proprio autor.

A solucdo foi irradiada por 1 hora, sob agitacdo constante (300 rpm),
retirando-se aliquotas (5,0 mL) em intervalos de tempo pré-determinados (0, 15, 30,
45 e 60 min). Em seguida, as amostras foram filtradas em membrana de mistura de
ésteres (0,45 pm de porosidade) e armazenadas para posterior analise
cromatografica.

Os ensaios foram realizados entre o periodo das 11:00 h as 14:00 h. Além
disso, empregou-se um radidmetro com sensor na regido UVA (320 a 400 nm) para

a quantificacdo da radiacdo acumulada durante o processo de degradag&o.

3.3.5 Estudos controle
Realizou-se também estudos controle a fim de avaliar a eficiéncia dos
parametros utilizados no processo de fotodegradacao isoladamente.
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3.3.5.1 Avaliacado da adsorcédo do BFA na superficie do catalisador (TiOy)

Com o objetivo de avaliar a eficiéncia do emprego isolado do catalisador
TiO,, realizou-se um procedimento similar ao descrito no item 3.3.4.1, porém sem a
presenca da irradiacdo UV artificial e sem aeracéo constante. O estudo controle foi

realizado empregando-se a massa otimizada do catalisador pelo periodo de 1 hora.

3.3.5.2 Avaliacéo da degradacédo do BFA sob aeragcéo constante

Adicionou-se 1,0 L da solu¢éo de BFA (Cinicias 800 ug L™) preparada a partir da
diluicdo da solucédo trabalho Il em agua ultrapura ao recipiente de vidro (2,0 L) e
manteve-se sob aeracdo constante (proveniente de uma bomba de aquério - 60 mL
min™) durante o periodo de 1 hora. Retirou-se aliquotas (5,0 mL) em intervalos de
tempo pré-determinados (0, 15, 30, 45 e 60 min). Em seguida, as amostras foram
fitradas em membrana de mistura de ésteres (0,45 pm de porosidade) e

armazenadas para posterior analise cromatogréafica.

3.3.5.3 Processo de fotolise direta empregando radiacdo UV artificial

Realizou-se um procedimento similar ao descrito no item 3.3.4.1, porém nao
empregou-se o catalisador TiO,. A solucgéo foi irradiada por um periodo de 1 hora e
qguantificou-se a radiacdo acumulada proveniente da lampada de vapor de Hg
(Figura 14)

Figura 14 - Sistema empregado no processo de fotélise direta utilizando UV artificial

re——

Fonte: Proprio autor.
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3.3.5.4 Processo de fotolise direta empregando radiacéo solar
Realizou-se o procedimento descrito no item 3.3.4.2, porém néo utilizou-se a
massa otimizada do catalisador TiO,. A solucdo de BFA (Cinca 800 pg L™) foi

irradiada por 1 hora e quantificou-se a radiacdo acumulada durante o processo.

3.3.6 Ensaios ecotoxicoldgicos

3.3.6.1 Avaliagcéo da toxicidade aguda com Daphnia similis

Os testes de toxicidade aguda com o microcrustaceo Daphnia similis foram
realizados de acordo com a Norma NBR 12713/2016.

Para o ensaio de toxicidade aguda empregou-se fémeas ovadas proveniente
de uma cultura de organismos adultos que foram incubados por um periodo de 3
semanas no Laboratério de Limnologia da Universidade Federal de Itajuba-MG
(Figura 15).

Figura 15 - Culturas de fémeas adultas de Daphnia similis

P . s

s Lo L 7S

e

Fonte: Proprio autor

As fémeas ovadas foram retiradas da cultura de organismos adultos e
colocadas em cubas contendo 1,0 L de agua de nascente, alimentadas com 10 mL
da microalga Raphidocelis subcaptata (10° cel mL™), suplementos a base de racdo
de peixe (0,2 mL por organismo) e 125 pL de fonte de carbono. A nova cultura foi
levada para a incubadora a 22,0°C com fotoperiodo controlado (12 h claro/12 h
escuro) e neonatos de 6 a 24 horas provenientes desta cultura foram utilizados nos
ensaios de ecotoxicidade.

Os testes foram realizados com as aliquotas retiradas apdés o processo de
fotocatélise empregando-se a condicdo otimizada do sistema TiO,/O,/UV artificial.
Entretanto, a solucdo de BFA submetida ao processo foi preparada em agua de
nascente proveniente da Comunidade Sol de Deus — Itajuba, MG a partir da diluicdo

da solucao trabalho Ill. A utilizagdo de 4gua de nascente deve-se ao fato que esta
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possui nutrientes necessarios para a sobrevivéncia dos bioindicadores. Além destas,
realizou-se um ensaio com o controle reacional, empregando amostras ap0s o
processo de fotocatalise heterogénea sem a presenca de BFA.

Os testes foram realizados em quadruplicata empregando-se 10,0 mL da
respectiva solugdo a ser avaliada e 5 organismos. Além do controle reacional,
realizou-se o0 ensaio empregando-se somente 4gua de nascente. Empregou-se
béqueres de 50 mL para a realizacdo dos testes.

Os testes foram realizados em sistema estatico e os organismos foram
mantidos sem alimentacdo. Os mesmos foram incubados a 22,0 £ 2,0°C e
protegidos de luz (Figura 16). Realizou-se a contagem dos organismos imobilizados
apos 24 h e 48 h de exposicéo.

Figura 16 - Esquema empregado no ensaio com Daphnia similis

Fonte: Proprio autor.

Realizou-se o monitoramento dos parametros fisicos e quimicos das
solucdes no inicio do teste e ap6s 48 h de exposicao, tais como condutividade, pH,

oxigénio dissolvido (OD) e temperatura.

3.3.6.2 Ensaio de toxicidade aguda com Daphnia simillis para determinacgao do
CEso

Realizou-se um ensaio de toxicidade aguda como descrito no Item 3.3.6.1,
porém empregando-se solugdes de BFA em diferentes concentracdes (3,0; 5,0; 8,0;
10,0 e 12,0 mg L™Y), preparadas pela diluicdo da solucdo trabalho Il em &gua de
nascente. O resultado foi determinado empregando-se o software Jspear.

3.3.6.3 Ensaio de toxicidade crénica com Raphidocelis subcapitata
Os testes de toxicidade crbnica com a microalga R. subcapitata foram
realizados de acordo com a Norma NBR 12648/2011.
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Inicialmente todos os materiais empregados no ensaio foram autoclavados a
120°C por 15 minutos, assim como o meio de cultura L.C. Oligo utilizado como meio
do crescimento algal. Na Tabela 7 seguem apresentados os reagentes empregados

para o preparo do meio L. C Oligo.

Tabela 7 - Solucdes para preparo do meio L. C. Oligo

Quantidade
Solucgéo Reagente Preparo
(mg)
Dissolver e diluir a 100,0 mL com agua de
1 Ca(NO3),.4H,0 4000
nascente
Dissolver e diluir a 100,0 mL com agua de
2 KNO; 10000
nascente
Dissolver e diluir a 100,0 mL com agua de
3 MgS0,.7H,0 3000
nascente
Dissolver e diluir a 100,0 mL com agua de
4 K,HPO, 4000
nascente
CuS0,.5H,0 30
(NH4)6M07024.4H20 60
ZnS0,4.7H,0 60
5 CoCl,.6H,0 60 Dissolver e diluir a 1000,0 mL com agua
Mn(NO5),.4H,0 60 de nascente
CeHg0,.4H,0 60
H3BO; 60
CeHsFeO7.5H,0 1625 _ o ]
Dissolver e diluir a 1000,0 mL com agua
6 FeCl;.6H,0O 625
de nascente
FeS0O,.7H,0 625

Dissolver e diluir a 1000,0 mL com agua
7 NaHCO3; 15000 de nascente

Fonte: NBR 12648/2011

Apés o preparo das solucdes descritas na Tabela 7, adicionou-se o0s
respectivos volumes como descrito na Tabela 8 para preparo de 1,0 L do meio L. C

Oligo.
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Tabela 8 - Volume das solucdes para preparo do meio L. C. Oligo

Solucgéo 1 2 3 4 5 6 7
Volume
1,0 1,0 1,0 1,0 0,5 0,5 1,0
(mL)

Fonte: NBR 12648/2011

Para o preparo do inoculo algal empregou-se uma amostra de cultura liquida
de alga e apés o inéculo (10° cel mL™?) a mesma foi mantida em crescimento
exponencial 7 dias antes do ensaio, sob determinadas condi¢cdes de temperatura,
luminosidade e aeracdo constante. Apdés a fase de crescimento exponencial
realizou-se a reconcentracdo do inoculo a fim de se obter uma solucdo algal de
concentracdo ideal para a inoculacdo das solucdes testes e determinou-se sua
concentracdo pela contagem celular na camara de Neubauer empregando-se um
microscoépio optico (Eg. 8).

nimero de algas contadas

5
”n x 1,6 x 10° (8)

Biomassa de algas (cel mL™t) =

Ap6s a contagem realizou-se o in6culo das solucdes testes em triplicata
empregando-se Erlenmeyer de 125 mL. Assim, adicionou-se 0,215 mL do
concentrado algal a 100,0 mL das respectivas solucdes (94,0 mL do meio L. C Oligo
e 6,0 mL das solucbes submetidas ao processo de fotocatalise heterogénea com e
sem BFA), perfazendo uma concentragdo inicial de 10° cel mL™. Preparou-se
também, amostras controle, adicionando-se 0,215 mL do concentrado algal a 100,0
mL do meio L. C Oligo. A inoculacéo foi realizada na camara de fluxo laminar para
evitar possiveis contaminacfes. Em seguida, as solucdes testes foram mantidas por
72 h, a temperatura de 23,0 + 2,0°C, sob intensidade luminosa superior a 4500 lux e

agitacdo constante de 120 rpm (Figura 17).
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Figura 17 - Esquema empregado no ensaio crénico com R. subcapitata (a) no inicio do
teste, (b) apos 48 horas de exposigéo e (c) ao fim do teste

Fonte: Préprio autor.

Os Erlenmeyers foram aleatorizados diariamente e ap6s 72 h de exposicao
retirou-se 5,0 mL das solucdes testes adicionando-se as mesmas 3 gotas de lugol
(5%) para inibir o aumento ou decaimento celular. A contagem do crescimento
algaceo final foi realizado empregando-se a camara de Neubauer e microscopio
optico, obtendo-se a porcentagem de inibicao (%l) (Eg. 9) e a biomassa algacea final

(Eq. 8).

M,
%l = %x 100 (9)

Em que %l corresponde a porcentagem de inibicdo do crescimento algaceo,
Ma a média do numero de células das solucdes testes e M. a média do nimero de
células do controle.

O teste foi validado ja que a biomassa final do controle foi 16 vezes superior

a biomassa inicial. Além disso, o coeficiente de variacdo (CV%) da biomassa
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algacea entre as réplicas do controle foi de 8,6% (< 20% como recomendado pela

norma).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Validagcdo do método analitico

4.1.1 Seletividade
As Figuras 18 e 19 apresentam, respectivamente, 0s espectros de absorcao
bidimensionais e tridimensionais de uma solugdo de 800 pg L™ de BFA preparada

em 60:40 v/v acetonitrila/agua.

Figura 18 - Espectro de absorcéo bidimensional da solugdo 800 ug L™ BFA

.
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Fonte: Proprio autor.

Figura 19 - Espectro de absorcéo tridimensional da solugdo 800 pg L™ BFA
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Fonte: Proprio autor.
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Observou-se que em aproximadamente 220, 230 e 280 nm houve uma
absorcdo consideravel do BFA (= 5,5 min) e com menores interferéncias de outras
substéancias, assim optou-se por tais comprimentos de onda na analise UV/DAD.

As Figuras 20, 21, 22 e 23 apresentam, respectivamente, 0os cromatogramas
sobrepostos apds as andlises por CLAE empregando-se o detector DAD nos
comprimentos de onda: 220 nm, 228 nm e 280 nm e o detector FLD Agxcitagao 275 NM
€ Aemissao 300 nm.

Figura 20 - Cromatograma da solugéo BFA 800 ug L™ e do branco ACN/H,O 60:40 (v/v)
empregando detector DAD A =220 nm
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Fonte: Proprio autor.
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Figura 21 - Cromatograma da solucdo BFA 800 ug L™ e do branco ACN/H,O 60:40 (v/v)
empregando detector DAD A = 228 nm
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Fonte: Préprio autor.

Figura 22 - Cromatograma da solug&o BFA 800 pg L™ e do branco ACN/H,0 60:40 (v/v)
empregando detector DAD A = 280 nm
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Fonte: Proprio autor.



Figura 23 — Cromatograma da solucdo BFA 800 ug L™ e do branco ACN/H,O 60:40 (v/v)
empregando detector FLD
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Fonte: Proprio autor

Pode-se observar que ndo houve coeluicdo de interferentes no tempo de
retencdo do BFA empregando os detectores DAD e FLD nos diferentes A avaliados.
Assim, tem-se que 0 método apresentou seletividade na determinacao do analito em
estudo. Na Tabela 9 seguem os tempos de retencdo do BFA empregando-se 0s

detectores DAD e FLD.

Tabela 9 - Tempo de retencédo do BFA nos detectores DAD e FLD

Concentracdo BFA Tempo de retencao Tempo de retencdo
(ug LY detector DAD (min) detector FLD (min)
A-220 nm 5,50

Mexcitacio 275 NM
800,0 A - 228 nm 5,50 Excliacao 567

Aemissao 300 Nm
A - 280 nm 5,50 Emissao

Fonte: Proprio autor.

4.1.2 Linearidade
Apbés a andlise das solucbes de diferentes concentracdes de BFA e

regressao linear dos dados obteve-se as curvas analiticas empregando-se 0s
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detectores DAD (220; 228 e 280 nm) e FLD (Agxcitagao 275 NM € Agmisszo 300 nm)
(Figura 24, 25, 26 e 27, respectivamente).

Figura 24 - Curva analitica para BFA empregando o detector DAD (220 nm)
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Fonte: Proprio autor.

Figura 25 - Curva analitica para BFA empregando o detector DAD (228 nm)
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Fonte: Proprio autor.
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Figura 26 - Curva analitica para BFA empregando o detector DAD (280 nm)
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Fonte: Proprio autor.

Figura 27 - Curva analitica para BFA empregando o detector FLD
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Fonte: Proprio autor.

Realizou-se o0 ajuste linear e obteve-se a equacado da reta e o coeficiente de

correlacdo linear (r’) para ambos os detectores (Tabela 10).

57



Tabela 10 - Parametros da linearidade empregando os detectores DAD e FLD

. 5 Faixa linear
Detector Equacéo dareta r 4
(hg L)
DAD/220 nm y = 324,2x + 6532,8 0,9997 5,0 — 1000
DAD/228 nm y = 346,0x + 3992,1 0,9999 5,0 -1000
DAD/280 nm y = 80,9x + 443,1 0,9990 10,0 - 1000
FLD y = 30070,0x + 148179,8 0,9997 5,0 -1000

Fonte: Proprio autor.

O método avaliado mostrou-se linear empregando-se ambos os detectores
em diferentes comprimentos de onda, pois o r? foi superior a 0,999 indicando uma

correlacéo fortissima entre os dados ajustados (BRITO et al., 2002).

4.1.3 Sensibilidade

Com base nos resultados apresentados na Tabela 11, verificou-se que o
detector FLD apresentou maior sensibilidade na determinacdo do analito, ja que o
coeficiente angular da curva analitica empregando-se o respectivo detector foi maior
comparado aos obtidos empregando-se o detector DAD. O detector DAD no

comprimento de onda 280 nm foi 0 menos sensivel dentre as condi¢des avaliadas.

Tabela 11 - Coeficientes angular das curvas analiticas para BFA empregando deteccao por

DAD e FLD
Detector Coeficiente angular
DAD/220 nm 324,2
DAD/228 nm 346,0
DAD/280 nm 80,9
FLD 30070,0

Fonte: Préprio autor.

4.1.4 Limite de deteccao (LD) e limite de quantificacéo (LQ)

Apoés a comparacdo dos sinais das solugbes com baixas concentracdes de
BFA determinou-se o limite de deteccéo (LD) e quantificacdo (LQ) empregando-se o
método sinal-ruido como apresentado nos cromatogramas (Figuras 28, 29, 30, 31,
32, 33, 34 e 35), considerando-se a relagdo minima sinal/ruido 3:1 e 10:1,

respectivamente.
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Figura 28 - Cromatograma da solucdo BFA 5,0 ug L™ para determinacéo do LD pelo método

sinal-ruido (detector DAD A = 220 nm)
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Fonte: Proprio autor.

Figura 29 - Cromatograma da solucéo BFA 5,0 ug L™ para determinagéo do LD pelo método

sinal-ruido (detector DAD A = 228 nm)
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Fonte: Proprio autor.
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Figura 30 - Cromatograma da solucdo BFA 10,0 ug L™ para determinac&o do LD pelo
método sinal-ruido (detector DAD A = 280 nm)

0 nmiBw:4 nm -
0.09. 0.0
8,9 cm (sinal)
0.05. 0.06
0.05. | 0.05
2,3cm
. ]
(ruido)
0.04 0.04
2 Ei
E 2
0.03. 0.03
0.00. 0.00
0. o 0 30 3. 40 4 o 6'3 70 7. 80 ) 0 0.0
Minute

Fonte: Proprio autor.

Figura 31 - Cromatograma da solugéo BFA 5,0 ug L™ para determinagéo do LD pelo método
sinal-ruido (detector FLD)
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Fonte: Proprio autor.
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Figura 32 - Cromatograma da solucdo BFA 25,0 ug L™ para determinac&o do LQ pelo
método sinal-ruido (detector DAD A = 220 nm)
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Fonte: Proprio autor.

Figura 33 - Cromatograma da solugéo BFA 25,0 ug L™ para determinac&o do LQ pelo
método sinal-ruido (detector DAD A = 228 nm)
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Figura 34 - Cromatograma da solucdo BFA 100,0 ug L™ para determinacéo do LQ pelo
método sinal-ruido (detector DAD A = 280 nm)
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Figura 35 - Cromatograma da solugéo BFA 10,0 ug L™ para determinac&o do LQ pelo
método sinal-ruido (detector FLD)
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Fonte: Proprio autor.

62



Na Tabela 12 seguem os valores obtidos apds a andlise do sinal-ruido

apresentados nos cromatogramas.

Tabela 12 - Limites de deteccao e quantificacao obtidos pelo método sinal-ruido

Limite de deteccdo Limite de quantificacao
Detectores ¢ q ¢

(Mg L™) (g L™
DAD 220 nm 50 25,0
DAD 228 nm 5,0 25,0
DAD 280 nm 10,0 100,0
FLD 5,0 10,0

Fonte: Proprio autor.

A fim de comparacao, calculou-se o LD e o LQ com base nos parametros da
curva analitica (Eq. 5 e 6, respectivamente). Os valores seguem apresentados na
Tabela 13.

Tabela 13 - Limites de deteccao obtidos pelos pardmetros da curva analitica

Limite de deteccdo Limite de quantificacao
Detectores ¢ 9 &

(Mg L™ (g L™

DAD 220 nm 9,0 27.3
DAD 228 nm 4,2 12,7
DAD 280 nm 6,6 19,9
FLD 3,6 11,0

Fonte: Proprio autor.

Os dois métodos apresentaram diferentes valores de LD e LQ em
determinados comprimentos de onda, como por exemplo, em 280 nm. Deste modo,
optou-se pelos valores obtidos pelo método sinal-ruido jA que as concentracdes

indicadas pelos parametros da curva analitica estavam abaixo destes.

4.1.5 Exatidao
Apoés a analise das amostras fortificadas com BFA realizou-se o tratamento
dos dados e determinou-se a porcentagem de recuperacao e o CV% das respectivas

concentracdes pré-estabelecidas (Tabela 14).
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Tabela 14 - Fator de recuperacado média de BFA e CV% para avaliagdo da exatidao do
método
Concentracdo Concentracao

o _ Recuperacao
Detector Adicionada determinada CV%
1 1 meédia (%)
(Mg L) (Mg L)

300 285,9 95,29% 4,88
DAD/ 220 nm 500 493,2 98,64% 2,55
700 695,9 99,42% 0,68
300 290,8 96,93% 4,53
DAD/ 228 nm 500 497,8 99,56% 1,95
700 698,6 99,80% 0,73
300 288,1 96,04% 2,24
DAD/ 280 nm 500 502,9 100,57% 0,48
700 702,4 100,34% 0,79
300 298,5 99,49% 0,89
FLD 500 509,4 101,89% 0,63
700 703,9 100,56% 0,59

Fonte: Proprio autor.

O fator de recuperacdo médio das solugcbes fortificadas com BFA se
encontra na faixa indicada pela literatura em funcdo da concentracdo do analito em
solucéo (40 — 120%) (RIBANI et al., 2004). O indice de recuperacdo meédio esta
entre 95,29 e 101,89%. O coeficiente de variagdo manteve-se entre 0,48 e 4,88%,
inferior ao limite estipulado pela literatura para analise de tracos (20%) (RIBANI et
al., 2004). Assim, o método apresentou exatiddo na quantificacdo do analito nas

condi¢bes estudadas.

4.1.6 Preciséo

Avaliou-se a repetitividade do método pela concordéncia entre os resultados
de recuperacdo efetuadas por um mesmo analista, sob as mesmas condi¢bes
experimentais (RIBANI et al., 2004). Os resultados apés o tratamento dos dados

seguem apresentados na Tabela 15.
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Tabela 15 - Resultados obtidos apés os ensaios de repetitividade e preciséo intermediaria

DAD FLD
220 nm 228 nm 280 nm 275/300 nm
R média %
_ 98,90 98,02 96,50 96,58
Analista 1 (n=10)
R média %
_ 99,12 99,66 97,06 96,66
Analista 2 (n=10)
CV (%) Analista 1 2,53% 2,47% 2,34% 2,52%
CV (%) Analista 2 3,72% 3,68% 2,57% 3,01%
F (caiculado) 2,16 2,28 1,22 1,43
F (tabelado 5%) 3,18 3,18 3,18 3,18
t (Ca|cu|ad0) 0,16 1,18 0,52 0,07
t (Tabelado 5%) 2,10 2,10 2,10 2,10

Fonte: Proprio autor.

Os valores de CV (%) encontram-se entre 2,47 a 3,72% (< 20%). Assim,
com base nos ensaios de repetitividade o método foi considerado preciso (RIBANI et
al., 2004; BRITO et al., 2002).

Os ensaios de precisdo intermediaria realizados por diferentes analistas em
dias distintos indicaram que o método é preciso ja que os valores de F e t calculados
foram inferiores aos tabelados (Tabela 15). Assim, em um intervalo de 95% de
confianca o teste F indicou que ndo ha diferenca significativa entre as variancias e o

teste t indicou que ndo ha diferenca significativa entre as médias.

4.1.7 Robustez

A fim de avaliar a sensibilidade do método frente a variacdes de alguns
parametros cromatograficos realizou-se sucessivas analises de uma solucdo de BFA
500 pg L™* empregando-se o método com as respectivas alteracdes (+ 5%). Os

resultados seguem apresentados na Tabela 16.
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Tabela 16 - Recuperacdo média (%) e coeficiente de variacédo (%) apos a andlise
cromatografica com variacbes pré-definidas

Condicdo cromatogréfica

alterada

DAD 220 nm

Detector

DAD 228 nm

DAD 280 nm

FLD

Recuperacdo média (%) e coeficiente de variacéo (%)

FM - 57% ACN/ 43% H,O 143,40-0,14 116,13-0,04 106,70-1,50 94,07 — 0,22
FM - 63% ACN/ 37% H,0 140,24 -1,21  114,73-0,27 109,51 -0,44 104,62 - 0,34
Vaz&o da FM: 0,19 mL min* 107,00-1,00 106,88 -0,72 107,43 -0,25 105,35-0,15
Vazdo da FM: 0,21 mL min~ 152,29-1,58 124,08-1,94 102,74-1,93 97,56 - 0,81
Volume de injegédo: 9,5puL  136,62-0,62 110,64-0,55 100,39 - 0,93 97,33 -10,60
Volume de injegdo: 10,5 yL 151,46 -0,72 122,85-0,68 111,68-0,71 107,61 - 0,62

Temperatura da coluna:
144,77 - 0,27 116,12-0,10 107,04 -0,37 99,76 — 0,68

42,8°C

Temperatura da coluna:

47 3°C 143,70 -0,27 115,99-0,15 105,49-0,86 99,84 -1,01

Fonte: Préprio autor.

Com base nos resultados obtidos, pode-se verificar que os valores de
recuperagdo do analito empregando-se os detectores DAD (280 nm) e FLD (Aexcitaczo
275 nm € Agmissao 300 nm) estdo entre 94,07 e 111,7%, apresentando CV (%) entre
0,22 e 1,93%, inferior a 20% como indicado por Brito et al. (2002). J4 os valores de
recuperacdo empregando-se o detector DAD nos comprimentos de onda 220 e 228
nm, estdo na faixa de 106,88 a 152,29% com CV (%) inferiores a 20%. Tem-se que
a regido de deteccdo 220 e 228 nm € uma regido critica que pode sofrer
interferéncias de impurezas ou de determinados solventes.

Os resultados obtidos (exceto para deteccdo por DAD em 220 e 228 nm)
indicaram que as condicOes estudadas apresentaram CV (%) inferiores a 2% e
obteve-se indices de recuperacdo entre 40 a 120%. Assim, tem-se que 0 método
pode ser considerado robusto frente as variacbes experimentais estudadas
empregando-se os detectores DAD (em 280 nm) e FLD (Aexcitacao 275 NM € Agmisszo

300 nm).

4.2 Estudo da degradacéao natural do BFA
Os resultados ap6s a andlise semanal da solucdo de BFA 800 ug L*
armazenadas sob condicdes especificas (protegidos de luz a temperatura ambiente)

seguem apresentados na Tabela 17.
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Tabela 17 - Estabilidade do BFA apds 10 semanas de estudo

Periodo de Concenfragao Recuperacao
avaliacéo determinada %)
(ng L)

Semana 1 762,5 95,31
Semana 2 787,7 98,47
Semana 3 801,8 100,22
Semana 4 767,8 95,98
Semana 5 735,5 91,94
Semana 6 704,6 88,07
Semana 7 792,4 99,05
Semana 8 732,6 91,57
Semana 9 723,5 90,44
Semana 10 723,5 90,44

Fonte: Proprio autor.

A avaliacdo semanal da solucéo de BFA 800 ug L™ apresentou recuperacéo
média entre 88,0 e 101% no periodo em analise. Segundo Corrales et al. (2015), o
tempo de meia vida do BFA em ambiente natural € de 38 dias, porém deve-se
considerar que nestas condi¢cdes podem ocorrer processos de fotdlise, degradacéo
biolégica e bioacumulacdo da molécula em questdo. Contudo, pode-se assumir que
ndo houve degradacao natural do analito nas condi¢cdes em estudo ja que houve

estabilidade em solucao.

4.3 Estudo controle

O emprego isolado do semicondutor TiO, sem irradiacédo, da radiacdo UV
artificial (fotélise direta) e da presenca de O, ndo apresentaram eficiéncia na
remocdo do BFA apls os estudos realizados. Os resultados obtidos seguem

apresentados na Figura 36.
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Figura 36 - Comparac&o da degradacéo do BFA (Cinicial 800 ug L™) nos estudos controle
em diferentes condi¢des de pH
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Fonte: Proprio autor.

Os resultados indicaram que nao houve adsorcdo do BFA na superficie do
TiO, ap6s uma hora de exposicdo e que a aeracdo constante também nao foi
eficiente na remocéo do analito, ja que a degradacdo do BFA foi inferior a 1,0% em
ambos os casos. O processo de fotélise direta (55,2 J cm™) em pH 8,5 apresentou
remocao inferior a 3,0% apos uma hora de irradiacdo. JaA em pH sem ajuste (= 5,3)
nao houve remocao significativa do analito em solucgéo.

Estudos realizados por Kuo, Wu e Lin (2010) relataram a remoc¢éao de BFA
(10 mg L™, pH 4,0) empregando isoladamente o semicondutor TiO,, obtendo uma
remocgdo apos 120 minutos de reacdo de 7%. Os resultados obtidos no presente
trabalho corroboram com da Silva et al. (2014), em que o emprego isolado de 120
mg L™ do semicondutor TiO, (99% anatase) ndo apresentou remocéo significativa do
BFA (5,0 mg L™) ap6s 120 minutos de reac&o.

Os resultados apds o processo de fotélise direta sdo similares aos obtidos
por Repousi et al. (2017). Tais autores estudaram a remoc&o do BFA (260 pg L™ em
solucdo de acido himico 20 mg L™) empregando uma lampada de xendnio/ozénio

de 100 W de poténcia e concluiram que ndo houve degradacdo do analito em
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solucdo apds 45 minutos de irradiacdo. Wang et al. (2007) estudaram a
fotodegradacéo do BFA (5,0 mg L™, pH 7,0) sob irradiacdo UV artificial (A > 365 nm)
e relataram uma remocéao de 5,95% apds 160 minutos de reagdo. Ja Erjavec et al.
(2016) estudaram a remo¢do BFA (Cincia 10,0 mg L™ em &gua ultrapura) utilizando
radiacdo UV artificial (Amax 365 nm) e relataram a remocéo de 14% do analito apos
200 minutos de irradiacdo. A maior remocado do BFA nestes estudos pode estar
relacionada ao maior tempo de exposi¢do a radiacdo UV artificial (120 e 200 min,

respectivamente).

4.4 Estudos de fotodegradacédo do BFA

4.4.1 Estudo da degradacdo de BFA empregando o semicondutor TiO; e
radiacao UV artificial

Os resultados obtidos ap6s o processo de fotocatélise heterogénea
empregando diferentes concentracdes do catalisador TiO, (1,0; 2,5; 5,0; 7,5 e
10 mg L") em pH sem ajuste (5,0 — 5,3) e em pH 8,5 seguem apresentados na

Figuras 37 e 38, respectivamente.

Figura 37 - Comparagdo da remog&o de BFA (Cinicial 800 ug L™") empregando o sistema
TiO,/0,/UV artificial em pH sem ajuste.
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Fonte: Proprio autor.
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Figura 38 - Comparacéo da remocao de BFA (Cinicial 800 pg L") empregando o sistema
TiO,/0,/UV artificial em pH 8,5.
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Fonte: Proprio autor.

Com base nos resultados, pode-se observar que o emprego do sistema
TiO,/0,/UV artificial apresentou eficiéncia na remocdo do BFA nas condi¢cdes em
estudo. Verificou-se que as concentracdes 10 mg L™ e 7,5 mg L™ do catalisador
removeu praticamente todo o analito em 45 minutos de reagdo em ambas as
condi¢cdes de pH avaliadas, ja que a concentracdo de BFA nestas aliquotas foram
inferior ao LQ do método analitico utilizado. Para a concentracdo 5,0 mg L™ a
remocado do BFA foi superior a 98% apds uma hora de reacdo. Empregando-se
concentracdes mais baixas do catalisador (2,5 mg L' e 1,0 mg L™) obteve-se
remocgéo de aproximadamente, 80 e 40% do analito ap0s uma hora de reagdo em
pH 5,0 — 5,3 e 88 e 40% em pH 8,5, respectivamente.

As Figuras 39 e 40, respectivamente, apresentam os cromatogramas das
amostras submetidas ao processo de fotocatalise heterogénea apds diferentes

tempos de irradiacdo UV artificial nas condi¢cdes de pH avaliadas (5,3 e 8,5).
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Figura 39 — Cromatogramas das solucdes apds o processo de fotocatalise heterogénea
empregando 10 mg L™ de TiO,, aeracéo e radiacéo UV artificial em pH sem ajuste
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Fonte: Proprio autor.

71




Figura 40 — Cromatogramas das solucdes apds o processo de fotocatalise heterogénea
empregando 10 mg L™ de TiO,, aeracéo e radiacéo UV artificial em pH 8,5
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Fonte: Préprio autor

Observou-se uma diminuicdo da area do pico correspondente ao BFA no

decorrer do processo, indicando a diminuicdo da concentracdo do mesmo em

solugéo.

A maior eficiéncia de

remocdo do BFA ao empregar-se maiores

concentracdes do catalisador TiO; relaciona-se a geracdo de mais radicais hidroxilas

gue reagem com as moléculas de BFA, promovendo sua oxidacdo e remocao. Isso

deve-se a maior area superficial e consequentemente o0 maior niumero de sitios

ativos do semicondutor (KANECO et al. 2004; TEIXEIRA; JARDIM, 2004).
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Segundo Tsai et al. (2009), o emprego do sistema TiO,/UV apresentou
eficiéncia na remocao do BFA (>99,0% apdés 1 h de irradiacéo), porém empregando-
se 0,5 g L' do catalisador. O emprego da concentracdo elevada pode estar
associado ao fato de que a solucédo inicial de BFA em estudo apresentava
concentracéo de 10,0 mg L™ e que segundo os autores, o aumento da concentracdo
inicial de BFA limita a adsorgéo aos sitios do semicondutor e diminui a eficiéncia da
degradacéo. Abo, Kummer e Merkel (2016) relataram a remoc¢éao de BFA em solucéo
aquosa (25,0 mg L?, pH 5,8) empregando diferentes semicondutores; os autores
observaram a remocao de 98,1% do analito apos 1 hora de irradiagdo empregando
0,1% (m/m) de TiO, e 0,5 mM de hipoclorito de sédio. Tem-se, portanto, que 0S
resultados obtidos neste estudo apresentaram maior remocao do BFA empregando-
se menores concentracdes de TiO, no mesmo periodo de irradiacdo dos trabalhos
mencionados.

Embora neste estudo o BFA tenha sido completamente removido da solugéo
ap6s 45 minutos de irradiacdo empregando 10 mg L™ de TiO,, ndo avaliou-se se o
processo de fotocatalise resultou na completa mineralizacdo do mesmo ja que o0s
ensaios de determinacdo do carbono organico total (TOC) néo foram realizados
devido a problemas operacionais. Assim, ndo pode-se predizer se houve a
conversado total do BFA em CO; e H,O ou se subprodutos de degradacéo foram
formados. Porém, pode-se observar nas Figuras 41, 42, 43, e 44 que durante o
processo de fotocatalise (10 mg L™ de TiO,, aeracdo e radiacdo UV artificial),
ocorreu o aparecimento de picos em tempos de eluigéo distintos do BFA, o que pode
estar associado a formacgdo de intermediarios de degradacdo durante o processo.
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Figura 41 — Cromatogramas das solucfes de BFA no inicio do processo de fotocatalise

heterogénea em pH 5,3 (0 min) e apds 15 minutos de irradiacdo UV artificial
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Fonte: Proprio autor.
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Figura 42 — Cromatogramas das solucdes de BFA submetidas ao processo de fotocatalise

heterogénea em pH 5,3 ap6s 15 minutos e 30 minutos de irradiacdo UV artificial
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Fonte: Proprio autor.
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Figura 43 — Cromatogramas das solucfes de BFA no inicio do processo de fotocatalise
heterogénea em pH 8,5 (0 min) e apds 15 minutos de irradiacdo UV artificial
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Fonte: Proprio autor



Figura 44 — Cromatogramas das solucdes de BFA submetidas ao processo de fotocatélise
heterogénea em pH 8,5 ap6s 15 minutos e 30 minutos de irradiacdo UV artificial
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Fonte: Préprio autor.

Watanabe et al. (2003) estudaram a remoc¢édo do BFA em solugdo aquosa
(Ciniciar 22,8 mg L™, pH 4,4) empregando 2,0 g L™ de TiO, em suspensdo. Tais
autores utilizaram uma lampada de Hg de 75 W e Anax de 360 nm. Os autores
observaram que a absorcdo UV do BFA (225 nm) diminui com o tempo de irradiagéao
e desaparece ap6s 2 horas de reacdo. Ap6s 5 horas de irradiacdo houve a
mineralizacdo de 90% do BFA, quantificada por analise de TOC. Os produtos de
degradacéo foram identificados por analise de RMN e por espectrometria de massas
com ionizacao por eletronspray (ESI). O mecanismo de degradacao proposto segue

apresentado na Figura 45.
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Figura 45 — Proposta de mecanismo de formagéo dos intermediarios de degradacdo do BFA
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Fonte: Adaptado de WATANABE et al., 2003.

Segundo os autores, houve a formacdo de varios fragmentos durante o
periodo de irradiacao UV artificial. Os fragmentos de m/z igual a 279, 135 e 95 foram
detectados depois de 15, 30 e 60 minutos de irradiacdo. J& o fragmento de m/z igual
151 foi observado ap6s 30 e 60 minutos de irradiacdo. Ao fim do processo, a
formacdo de CO, ocorreu devido a oxidacdo de &cidos carboxilicos e aldeido
(WATANABE et al,. 2003).

Tsai et al. (2009) identificaram os intermediérios de degradacdo do BFA (20
mg L, pH 7,0) empregando-se 5,0 g L™ de TiO, apds 30 de irradiacéo UV artificial
(A = 365 nm). A caracterizagéo foi realizada por CG-EM para identificagdo do acido
aceético. Para a identificacdo da p-hidroquinina (HOC¢H4OH) e p-hidroxiacetofenona
(COCH3CgH4OH) comparou-se os resultados obtidos por CLAE com os dos
respectivos padrdes analiticos. A Figura 46 apresenta o mecanismo de degradacao

proposto pelos autores.
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Figura 46 — Proposta de mecanismo de formagé&o dos intermediarios de degradacdo do BFA
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Fonte: Adaptado de TSAI et al., 2009.

Segundo os autores durante a fotodegradacao ocorre a abertura do anel dos
intermediarios aromaticos resultando na formacdo de acidos alifaticos néo
identificados e de acido acético (TSAI et al., 2009).

4.4.2 Efeitos do pH inicial na eficiéncia de remoc¢ao do BFA

Observou-se apos os estudos de degradacdo que nédo houve diferenca
significativa na remocédo do BFA nas diferentes condi¢cdes de pH em estudo (Figura
47).
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Figura 47 - Comparacéo da remocao de BFA (Cinicial 800 pg L") empregando o sistema
TiO,/0,/UV artificial em diferentes condi¢des de pH
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Fonte: Proprio autor.

Tsai et al. (2009) investigaram o efeito do pH na remocédo de BFA em
solugéo aquosa (20,0 mg L™) empregando-se 0,5 g L™ de TiO, (Degussa AG Co).
Os autores observaram que o maximo de degradacdo do analito ocorreu em uma
ampla faixa de pH (5 a 9) e que houve uma menor eficiéncia de remogdao com o
aumento do pH (9 a 11).

O efeito do pH na eficiéncia de degradacdo do BFA deve-se a ionizacdo da
molécula em pH basico e as diferentes cargas na superficie do catalisador
(TEIXEIRA; JARDIM, 2004). O BFA é um composto organico ionizavel (CORRALES
et al., 2015) (Figura 48), apresentando-se 100% em sua forma neutra em pH 5,0 e

20% em sua forma aniénica em pH 8,5 (Figura 49).

Figura 48 - Estrutura molecular do BFA neutro e anibnico, respectivamente

Fonte: Proprio autor software ChemDraw.
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Figura 49 - Formas ionizaveis do BFA com variacao do pH
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Fonte: Adaptado de LINTELMANN et al., 2003.

As particulas do semicondutor TiO, apresentam o ponto de carga zero (pcz)
pHzc igual a 6, inferindo que em pH > 6 as particulas estdo carregadas
negativamente (KANECO et al., 2004). Assim, como o processo de fotocatalise &
interfacial, pode ocorrer reducdo da “adsorcdo” das moléculas de BFA a superficie
do catalisador em pH 8,5 devido as forcas de repulsdo eletrostaticas, implicando na
reducdo da eficiéncia do processo de degradacdo (TSAI et al., 2009). Porém,
observou-se experimentalmente, que ndo houve diferenca significativa na remocéao
de BFA nas diferentes condi¢cdes de pH em estudo. Segundo Kaneco et al. (2004),
em pH basico tem-se a geracdo de mais radicais hidroxilas devido a maior
concentracdo de ions hidroxidos em solucdo, o que possivelmente resultou na
eficiéncia da degradacdo apesar da menor “adsor¢cdo” das moléculas de BFA a

superficie do TiO;,

4.4.3 Estudo da degradacdo do BFA empregando o semicondutor TiO;, e
radiacao solar
Os resultados ap6s os processos de fotolise direta e fotocatalise

heterogénea empregando radiacao solar seguem apresentados na Figura 50.
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Figura 50 - Comparac&o da remocao de BFA (Cinicial 800 ug L™) empregando 10 mg L™ de
TiO, e radiacao solar em diferentes condi¢des de pH
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Fonte: Proprio autor.

O processo de fotdlise direta ndo apresentou eficiéncia na remocédo do BFA
apos 1 hora de irradiacdo em ambas as condi¢cdes de pH avaliadas (radiacao
acumulada em pH sem ajuste e 8,5, respectivamente: 10,6 e 12,3 J cm®). O
emprego da massa otimizada do semicondutor TiO, (10 mg L™) resultou na completa
remocdo do analito em 60 minitos de irradiacdo em pH sem ajuste (radiacdo
acumulada: 11,4 J cm™) e em pH 8,5 (radiacdo acumulada: 9,45 J cm™).

Os resultados obtidos corroboram com Kaneco et al. (2004) que estudaram
a remocdo de BFA (100 mg L™ em &gua ultrapura, pH 6,0) empregando TiO- e
radiacdo UV solar. Os autores relataram que o processo de fotdlise direta néo
apresentou eficiéncia na remocdo do BFA apos 60 minutos de irradiagdo. J4 o
processo de fotocatalise empregando 10 g L™ de TiO, removeu cerca de 60% do
analito apds uma hora de irradiacédo solar. Tem-se que os resultados apresentados
por Kaneco et al. (2004) apresentou menor porcentagem de remogédo empregando
uma concentracdo mais elevada do semicondutor. Isso pode estar associado a
concentracdo inicial da solucdo de BFA utilizada nos ensaios de degradacdo. Os

autores relataram o efeito da concentracdo inicial do analito na eficiéncia do
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processo, e concluiram que a eficiéncia da degradagédo diminui gradualmente com o

aumento da concentragao inicial da solugéo de BFA.

4.4.4 Comparacdo da eficiéncia de degradacdo empregando radiacdo UV
artificial e solar

Investigou-se o emprego da radiagdo solar como fonte de energia para
ativagdo do semicondutor TiO, obtendo-se eficiéncia na remocdo do BFA nas
condicbes em estudo. A Figura 51 apresenta o comparativo do processo de
fotocatalise heterogénea empregando radiacdo UV artificial e solar em funcdo do
tempo de exposicdo a respectiva radiacao.

Figura 51 - Comparacéo da eficiéncia do processo de fotocatalise heterogénea empregando
10 mg L™ de TiO, e radiagdo UV atrtificial e solar
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Fonte: Préprio autor.

O processo empregando radiacao UV artificial apresentou remogéo completa
do analito em solucdo apds 45 minutos de irradiacdo em ambas as condi¢cbes de pH
avaliadas. Ja o processo empregando radiacdo solar removeu completamente o
BFA apos 60 minutos de irradiacdo em pH sem ajuste e em pH 8,5.

Segundo Ribeiro et al. (2015), o processo de fotocatalise heterogénea pode
ser aplicado empregando-se radiacdo solar, o que deixaria 0 processo mais
sustentavel e viavel economicamente. A remocao do BFA em solugdo em um menor

periodo de tempo empregando-se radiacdo UV artificial pode estar relacionada ao
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fato de que apenas 3% do espectro solar ao nivel do mar corresponde ao

comprimento de onda necessario para ativagdo do semicondutor TiO, (A de até 385
nm) (NOGUEIRA; JARDIM, 1997). Porém, neste estudo, o BFA foi removido

completamente empregando-se tanto radiacdo UV artificial quanto radiacéo solar.

4.4.5 Efeito da matriz na remogé&o do BFA

Avaliou-se a seletividade do método analitico frente & mudanga de matriz.

Ap6s a andlise de uma solucdo de BFA 800 g L™ preparada em &gua de nascente e

da matriz isenta do analito (Agua de nascente), obteve-se o cromatograma

apresentado na Figura 52.

Figura 52 - Cromatograma da solucéo de BFA (Cinicial 800 ug L™) em &gua de nascente e
do branco empregando detector FLD
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Fonte: Proprio autor

Observou-se que néo houve interferéncia na determina¢cdo do BFA na matriz

agua de nascente, j& que ndo ocorreu coeluicdo no tempo de retencdo do analito em

estudo (5,68 minutos).
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Com base nos resultados apresentados anteriormente tem-se que o
processo de fotocatalise heterogénea apresentou eficiéncia na remoc¢édo do BFA em
agua ultrapura nas condi¢cdes estudadas. Avaliou-se também a eficiéncia da
degradacdo em agua de nascente empregando-se a concentracdo otimizada do
semicondutor TiO, (10 mg L™). A Figura 53 apresenta a comparacéo da eficiéncia
de remocédo apods o processo em agua de nascente e em agua ultrapura.

Figura 53 - Comparacdao da eficiéncia do processo de fotocatalise heterogénea empregando
10 mg L™ de TiO,, aeracio constante e radiacdo UV artificial

1,0 4 i
—=— Agua ultrapura pH 8,5

—e— Agua ultrapura pH 5,0 - 5,3
0.8 A —a— Agua nascente pH 8,0

0,6 = \
A

(@]
Q
© 04-
o2 .\\
'x
0,0 4 T T T T T —
0 15 30 45 60

Tempo de irradiagao UV artificial (min)
Fonte: Proprio autor.

O processo de fotocatdlise heterogénea em agua ultrapura removeu
completamente o BFA em 45 minutos de irradiagdo em pH 5,3 e 8,5. J& 0 processo
em agua de nascente removeu aproximadamente 46% do BFA apos 60 minutos de
reacdo em pH sem ajuste (= 8,0). As Figuras 54, 55, 56 e 57 apresentam,

respectivamente, os cromatogramas no decorrer do processo de degradacao.
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Figura 54 — Cromatograma das solu¢des de BFA no inicio do processo de fotocatalise
heterogénea em agua de nascente (0 min) e apés 15 minutos de irradiacao UV artificial
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Fonte: Proprio autor

Figura 55 — Cromatograma das solucfes de BFA submetidas ao processo de fotocatalise
heterogénea em agua de nascente apés 15 minutos e 30 minutos de irradiacao UV artificial
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Fonte: Proprio autor.
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Figura 56 — Cromatograma das solu¢des de BFA submetidas ao processo de fotocatalise
heterogénea em agua de nascente apds 30 minutos e 45 minutos de irradiacdo UV artificial
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Fonte: Proprio autor.

Figura 57 — Cromatograma das solu¢cfes de BFA submetidas ao processo de fotocatalise
heterogénea em agua de nascente apés 45 minutos e 60 minutos de irradiacao UV artificial
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Fonte: Proprio autor.
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Pode-se observar o aparecimento de picos em tempos de retencéo distintos
do BFA inferindo que possiveis subprodutos se formaram durante o processo.

A menor eficiéncia na degradacado do BFA em agua de nascente deve-se a
presenca de ions e compostos organicos ausentes na agua ultrapura. Segundo
Teixeira e Jardim (2004), algumas substancias (CI', SO4* e PO,%) podem reduzir a
taxa de fotomineralizacdo (20-70%) devido a adsorcdo de tais ions aos sitios
oxidantes do semicondutor. Além disso, a presenca de espécies como HCO; e CO5~
podem reduzir a eficiéncia do processo, ja que tais ions reagem com o radical
hidroxila competindo com o substrato organico (Eqg. 10 e 11) (LEGRINI; OLIVEROS;
BRAUN,1993).

HO -+ HCO; - H,0 + CO5~ (10)

HO + CO% - HO™ + CO3~ (11)

O pH da &gua de nascente empregada nos estudos € cerca 8,0. Assim,
como observado na Figura 58, esta pode conter teores de HCO3 que pelo sequestro

do radical hidroxila interferiu na eficiéncia do processo de fotocatalise heterogénea.

Figura 58 - Diagrama de distribuicdo de espécies do H,COza 25°C

N

1,0 -Ij O

O
O

A//A

0,6
3
(@]
3
On
@
i 0,4 - 0
A
—o— H2COs
0,2 4 —o— HCO3
—A— COs5”
0,0 - R A al A O B——0
1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1
0 2 4 6 8 10 12 14

pH

Fonte: Software OriginPro 7.0.
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4.5 Ensaios ecotoxicologicos
4.5.1 Teste de toxicidade aguda com Daphnia similis

Realizou-se ensaios com organismos aquéticos (Daphnia similis) para a
avaliacdo da toxicidade das amostras submetidas ao processo de fotocatalise
heterogénea e para determinagao da CEsp. Na Tabela 18 seguem apresentados os
parametros monitorados no inicio e ao fim dos ensaios (pH, condutividade (uS cm™),
Oxigénio dissolvido (OD mg L™) e temperatura (°C)).

Tabela 18 - Parametros fisicos e quimicos monitorados no inicio e ao fim do ensaio de
toxicidade aguda com D. similis

Condutividade oD Temperatura
Amostra pH L L

(S cm™) (mg L) (°C)
i Inicio 8,21 75,8 7,53 23,0

Agua de nascente _
Final 8,86 88,2 7,59 23,6
Controle reacional Inicio 7,94 67,7 9,05 22,4
(0 min) Final 8,64 82,1 7,64 22,9
Controle reacional Inicio 7,54 71,3 8,57 22,5
(30 min) Final 8,54 80,4 7,62 23,0
Controle reacional Inicio 7,34 73,3 8,69 22,6
(60 min) Final 8,47 85,8 7,65 23,3
Fotocatélise Inicio 7,58 73,8 8,51 22,9
heterogénea (0 min) Final 8,53 84,8 7,70 22,9
Fotocatéalise Inicio 7,59 73,0 8,22 22,7
heterogénea (30 min) Final 8,50 83,4 7,66 23,0
Fotocatalise Inicio 7,50 73,6 8,56 22,8
heterogénea (60 min) Final 8,44 83,6 7,66 22,9
L Inicio 7,25 73,9 7,72 23,1

CE50 3,0 mg L .
Final 8,31 87,6 7,60 23,3
L Inicio 7,36 71,6 7,76 23,0

CE50 8,0 mg L .
Final 8,33 83,4 7,57 23,3
L Inicio 7,57 72,3 7,77 23,0

CEs 12,0mg L~

Final 8,22 87,1 7,53 23,2

Fonte: Proprio autor.

89



Apbs 48 h de exposicdo determinou-se a toxicidade aguda do BFA para
Daphnia similis em relacdo ao CEsp, obtendo-se o valor de 8,97 mg L™ (Figura 59).
Jeong et al. (2013) determinaram a CEso do BFA para Daphnia magna apos 48 h de
exposicdo encontrando um valor de 10,4 mg L™, ja Tisler et al. (2016) encontraram

um valor de 7,3 mg L™ para o0 mesmo parametro.

Figura 59 - Curva dose-resposta apds 48 h exposi¢ao de D. similis ao BFA
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Fonte: Proprio autor.

Os resultados indicaram que nao houve efeito de toxicidade aguda para os
organismos apos a exposicao (24 e 48 h) ao controle reacional e as amostras de
BFA submetidas ao processo de fotocatalise heterogénea. Tal resultado pode estar
associado ao fato de que as solugdes submetidas ao processo de degradacao
apresentavam concentracdes inferiores ao CEsp € que o processo de degradacdo
ndo gerou subprodutos toxicos para tais bioindicadores nas condi¢fes avaliadas.

Erjavec et al. (2016) avaliaram a toxicidade aguda para Daphnia magna a
exposicdo a solugbes de BFA no inicio e apdés o processo de fotocatalise
heterogénea empregando TiO, suportado em fibra de vidro. Tais autores relataram
taxa de imobilizacdo dos organismos superior a 30% apos 24 h de exposicédo a
solucdo inicial de BFA (10,0 mg L), e observaram que as solucdes submetidas ao

POA apresentaram indices de toxicidade inferiores a solucéo inicial. Tal fato deve-se
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a reducdo gradativa da concentracdo de BFA em relagdo ao tempo de irradiacao
durante o processo de fotocatalise heterogénea.

Jeong et al. (2013) observaram que o BFA pode apresentar toxicidade
cronica a Dapnhia magna interferindo na taxa de reproducdo de tais organismos
apos um periodo maior de exposicdo (21 dias). Tais autores avaliaram o efeito
cronico para D. magna a exposicao a solucdes de BFA em diferentes concentracdes
(1,97 — 10,0 mg L™) e observaram que houve reducdo do niimero de neonatos por
organismos adultos a partir de 6,67 mg L™ de BFA em relacdo ao controle. Porém,
no presente trabalho a ndo imobilizacdo dos organismos ap0s o processo de
fotocatélise heterogénea indicou que as amostras tratadas ndo apresentaram
toxicidade aguda ao bioindicador Daphnias similis nas condi¢cdes em estudo.

4.5.2 Teste de toxicidade cronica com Raphidocelis subcapitata

Os ensaios de toxicidade crbnica com a microalga R. subcapitata apos 72 h
de exposicao foram expressos em % de inibicdo do crescimento (Eq. 9) obtido pela
contagem celular na camara de Neubauer. Os resultados seguem apresentados na

Figura 60.

Figura 60 - Inibicdo de crescimento da microalga R. subcapitata apés 72 h de exposicao as
amostras submetidas a fotocatalise heterogénea e ao controle reacional
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Fonte: Proprio autor.
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As amostras retiradas no inicio do processo de fotocatélise heterogénea
(800 pg L' de BFA) resultaram na inibicdo do crescimento algal de
aproximadamente 25% comparado ao controle. Apos 15 e 30 min de irradiagcdo UV
artificial houve um resultado inverso, observando um crescimento da biomassa algal
de 18 e 15%, respectivamente. Porém, tal tendéncia ndo se manteve e as amostras
retiradas em 45 e 60 min de irradiac&o inibiram o crescimento da biomassa algal
cerca 10 e 7%.

Apesar da contagem celular indicar que houve inibicdo e estimulo do
crescimento da biomassa algal em determinadas amostras do processo de
degradacdo, as andlises estatisticas (one way ANOVA) mostraram que ndo houve
diferencas significativas (95% de confianca) entre os valores de biomassa algal do
controle e das amostras retiradas no inicio (0 min) e ao fim do processo de
degradacdo (60 min) apds 72 h de exposicao. Além disso, aplicou-se 0 mesmo teste
e verificou-se que ndo houve diferenca significativa entre os valores de biomassa
algal do controle e das amostras retiradas no inicio e ao fim do controle reacional
apOs 0 mesmo ensaio.

Resultados similares foram obtidos por Candido et al. (2016) na avaliagéo da
toxicidade crénica das solucdes de ibuprofeno apds o processo de fotocatalise
heterogénea (TiO,/O,/UV artificial) para R. subcapitata. Os autores observaram que
as amostras retiradas no inicio do processo (1,0 mg L™ de ibuprofeno) resultaram na
inibicdo de crescimento algal de cerca de 20%; ja as aliquotas retiradas apos 5 e 10
min resultaram no aumento de 10% na biomassa algal. Porém, apds 45 min do
processo de degradacdo houve novamente inibicdo do crescimento algal (41%) e
apos 120 min de irradiagdo ndo observou-se efeito toxico. Entretanto, as anélises
estatisticas indicaram que ndo houve diferencas significativas entre os resultados de
Chl-a ap0s 96 h de exposicao.

Pode-se associar a tendéncia dos resultados obtidos no ensaio crénico
neste trabalho a possibilidade de formacdo de subprodutos de degradagdo que
interferiram no crescimento da biomassa algal da espécie R. subcapitata. Porém, a
extrapolacdo dos dados obtidos em condi¢cdes laboratoriais é limitada ja que em
ambientes naturais pode haver efeito sinérgico das diferentes substancias exdégenas
presentes. Assim, estudos mais detalhados sdo necessérios para a predicdo dos
efeitos nocivos da presenca do xenoestrogénio BFA no meio ambiente.
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5. CONCLUSAO

O método analitico empregado foi validado de acordo com 0s parametros
estipulados pela ANVISA e o detector FLD mostrou-se mais adequado para
determinacao de BFA.

O POA estudado foi eficiente na remocdo do BFA em &gua ultrapura
empregando-se baixas concentracdes do semicondutor TiO, (10 mg L™?) e radiacdo
UV atrtificial e solar. Entretanto, ndo determinou-se o teor de mineralizacdo do BFA
apos os ensaios de degradacao. Ao realizar-se a fotocatalise heterogénea em agua
de nascente observou-se remocao inferior (46%), indicando que a mudanca de
matriz pode interferir na eficiéncia do processo.

A CEso do BFA para o microcrustaceo Daphnia similis foi de 8,97 mg L™. Os
testes ecotoxicoldogicos mostraram que as amostras submetidas ao tratamento
otimizado nao apresentaram efeitos agudos e crbnicos para 0s bioindicadores

Daphnia similis e Raphidocelis subcapitata, respectivamente.
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS

Diante dos resultados obtidos, had a necessidade de investigar a eficiéncia
dos POA em matrizes reais (esgoto e aguas superficiais, por exemplo) para remocéo
do BFA e de outros contaminantes emergentes. Além disso, a identificacdo de
possiveis subprodutos de degradacdo e a realizagdo de ensaios ecotoxicologicos
em diferentes niveis tréficos e na presenca de outros contaminantes sdo de
fundamental importancia para a avaliacado do risco ambiental associado a ocorréncia

de tais substancias.
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