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RESUMO

O descarte de farmacos pelo processo produtivo ou apds o consumo ¢ alarmante,
devido desregularem o sistema enddcrino de humanos e animais, mesmo em concentragdes
baixas, como pg L™ e ng L. A presenga constante de fArmacos no ambiente evidencia que os
atuais sistemas de tratamento de efluentes ndo promovem a remogdo desses compostos. O
ibuprofeno (IBF), por exemplo, tem sido frequentemente detectado em ambientes aquaticos.
O IBF influencia a via da enzima ciclooxigenase, que por sua vez ¢ responsavel pela producdo
de eicosandides, importantes reguladores da reproducdo de vertebrados e invertebrados.
Como efeitos em animais relatam-se: o atraso na eclosdo de ovos, varia¢do do n° de ovos ¢ de
eventos de desova em peixes. Dada a importancia ecoldgica dos efeitos do IBF e a sua
frequente ocorréncia no ambiente, este trabalho teve como objetivo geral degradar esse
composto usando a fotocatalise com TiO; na presenca de luz UV. Estudaram-se também um
método para solubiliza¢do do ibuprofeno em solugdo aquosas, assim como uma metodologia
para analise do composto por cromatografica liquida de alta eficiéncia (CLAE). Foram
avaliados ainda, a influéncia do pH, tempo de reacdo, proporgao substrato/catalisador sobre a
eficiéncia de degradacdo do IBF; a mineralizacdo de IBF e toxicidade aguda dos produtos de
degradacdo para a Daphnia similis. O IBF ¢ rapidamente removido pela fotocatalise, sendo
que a concentragio de 20 mg L de TiO, propiciou a maior taxa de remogio, em comparagio
com as outras concentragdes utilizadas 4,0; 6,0; 8,0 e 10 mg LLo pH 6timo para a remogéo
do IBF foi o de valor 8, devido nessa condicdo nao haver respulsdo eletrostatica entre as
cargas do catalisador e do substrato. A aeracdo contribuiu para o aumento da eficiéncia da
fotocatalise, especialmente nos primeiros 15 min de reacdo. Essa oxidacdo adicional foi
promovida pelas espécies radicalares de oxigénio, na banda de condug¢do do semicondutor
TiO,;. O método elaborado ¢ validado para determinagdo e quantificacdo de IBF pode ser
reproduzido com facilidade, sem a necessidade do uso de solugdo tampao. Demonstrou ser
viavel também, utilizando-se a agua de nascente como solvente, sem provocar qualquer
interferéncia sobre a andlise, ou seja, sem o chamado efeito de matriz. A analise de carbono
organico dissolvido de amostras apds tratamento evidencia uma mineralizagdo incompleta do
IBF, ou seja, 53% de transformacdo do IBF em agua e gés carbdnico. Infere-se a formagao de
subprodutos durante o processo de fotocatalise aplicado, que parecem ser mais toxicos do que
o composto original, como constatado pelo efeito de toxicidade aguda na espécie Daphnia
similis. Este foi maior nos 60 min de tratamento, causando a mortalidade de 80% dos
organismos-teste. A eficiéncia da fotocatalise variou utilizou-se como solvente a agua de
nascente e a agua deionizada, resultando, respectivamente, em taxas de remocdo de IBF
menor que 20% e 100%, nas mesmas condi¢des de reagdo. Logo, a aplicacdo de fotocatalise
na remocdo do ibuprofeno € viavel, porém, experimentos mais voltados a identificagdo,
quantificagcdo, degradacdo e toxicidade dos subprodutos gerados s@o necessarios para uma
avaliacdo quimica e ecologica mais completa.

Palavras-chaves: Fotocatalise. Ibuprofeno. Sistema enddcrino. Toxicidade aguda.



ABSTRACT

The disposal of drugs by the production process or after the consumption is alarming,
because it deregulate the endocrine system of humans and animals, even at low
concentrations, as Ug L' and ng L. The constant presence of drugs in the environment
highlights that the current effluent treatment systems do not promote the removal of these
compounds. The ibuprofen (IBF), for example, has been frequently detected in aquatic
environments. The IBF influence the track of the cyclooxygenase enzyme, which in turn is
responsible for the production of eicosanoids, important regulators of reproduction in
vertebrates and invertebrates. As effects in animals are reported: the delay in hatching,
variation of no eggs and events of spawning fish. Given the ecological importance of the
effects of the IBF and their frequent occurrence in the environment, this work aimed to
degrade this compound using the photocatalysis with TiO; in the presence of UV light. a
method has been studied for dissolving of ibuprofen in aqueous solution, as well as a
methodology for analysis of the composed of chromatographic HPLC). Were also evaluated,
the influence of pH, reaction time, proportion substrate/catalyst on the efficiency of
degradation of IBF; mineralization of IBF and acute toxicity of the products of degradation
for the Daphnia similis. The IBF is quickly removed by photocatalysis, whereas the
concentration of 20 mg L™ of TiO, brought the higher rate of removal, in comparison with the
other concentrations 4.0; 6.0; 8.0 and 10 mg L. The optimal pH for the removal of the IBF
was the value 8, because in this condition there is no electrostatic repulsion between loads of
the catalytic converter and the substrate. The aeration has contributed to increasing the
efficiency of photocatalysis, especially during the first 15 min of reaction. This additional
oxidation was promoted by radical species of oxygen, in the side of driving the semiconductor
TiO,. It’s also proved to be viable, using the source water as a solvent, without causing any
interference on the analysis, i.e., without the so-called effect of array. The analysis of
dissolved organic carbon in samples after treatment shows an incomplete mineralization of
IBF, i.e. 53% of processing the IBF in water and carbon dioxide. It is the formation of by-
products during the process of photocatalysis applied, that seem to be more toxic than the
original compound, as evidenced by the effect of acute toxicity in species Daphnia similis.
This was higher in 60 min of treatment, causing mortality of 80% of test-organisms. The
efficiency of photocatalysis varied when it was used as a solvent source water and deionized
water, resulting, respectively, in rates of removal of IBF less than 20% and 100 %, in the
same reaction conditions. Therefore, the implementation of photocatalysis in removal of
ibuprofen is viable, however, experiments focused on the identification, quantification,
degradation and toxicity of by-products generated are needed for a chemical assessment and
ecological more complete.

Key words: photocatalysis. Ibuprofen. Endocrine System. Acute toxicity.
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1. INTRODUCAO

A pressdo exercida pelo alto crescimento demografico e o intenso consumismo tem
favorecido o desenvolvimento de novas tecnologias e produtos para satisfazer as necessidades
humanas. Desta forma, produtos quimicos muito utilizados pela sociedade moderna tém sido
produzidos mundialmente, em larga escala, para as mais diversas aplicagdes. Isso leva a
formagdo de residuos, seja pelo descarte do processo produtivo ou apds o consumo pela
sociedade, tendo como consequéncia varios impactos ambientais, sobre o meio bidtico e
abiotico (KUSTER et al., 2009). Um setor que tem se destacado pela sua expansdo e pela
geragdo de residuos ¢ o da industria farmacéutica. Esta tem se desenvolvido, tanto no ambito
nacional como internacional, no que se refere a gama de recursos voltados a descoberta de
novos farmacos e a processos de produ¢do mais eficientes (ROCHA et al., 2009). Nos
paises desenvolvidos, o uso crescente de medicamentos ¢ alarmante. Na Alemanha, por
exemplo, a quantidade de medicamentos superou cerca de 100 toneladas por ano, desde 2001
(TERNES et al., 2002). De acordo com Da Silva e Collins (2011), esta situacdo pode ainda
ser pior, devido ao uso de medicamentos comprados sem receituario, ndo sendo, desta forma,

registrados no banco de dados.

Desde a década de 70, tem sido investigada a presenca de residuos de farmacos em
varias matrizes ambientais (GARRISON, POPE e ALLEN, 1976; HIGNITE e AZARNOFF,
1977). Os farmacos sdo apenas uma classe entre os muitos compostos que tém despertado
uma preocupacdo recente. Sao motivos de preocupagdo, pois podem causar efeitos adversos
a0s organismos expostos, mesmo em concentragdes muito baixas, pg L'e ng L' (BILA ¢
DEZOTTI, 2007). As substancias com essas caracteristicas t€ém sido denominadas de
contaminantes ou poluentes emergentes, devido serem potencialmente toxicas e seus efeitos
ou presenga no ambiente serem ainda pouco conhecidos. Esses contaminantes ndo estdo
incluidos em planos de monitoramento continuo pelos 6rgdos ambientais, de saude, e
também, ndo estdo regulamentados por normas ou legislagdes de controle ambiental
(MOREIRA ¢ GONCALVES, 2014). Ainda, conforme esses autores, o termo emergente se
refere a preocupacdo sobre o potencial impacto dessas substincias sobre a saide humana e
ambiental, sob a luz dos novos conhecimentos adquiridos. Neste contexto, tanto as
substancias utilizadas ha muito tempo, como aquelas decorrentes do avango tecnoldgico

podem ser agentes potencialmente modificadores da satide humana e ambiental.
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De acordo com Erickson (2013), a maioria dos contaminantes emergentes nao ¢
removida pelo sistema convencional de tratamento de efluentes. Os farmacos estdo entre os
mais estudados, devido a propriedade de alteragdo endocrina e ndo serem degradados ou
eliminados eficientemente, pelas mais modernas estagdes de tratamento (BILA e DEZOTTI,
2003; GHISELLI e JARDIM, 2007).

O farmaco ibuprofeno que ¢ amplamente utilizado como anti-inflamatorio, por
exemplo, tem sido estudado em varias partes do mundo, por ser considerado um interferente
enddcrino e ter sido encontrado como poluente em ambientes aquosos (MADHAVAN,
GRIESER e ASHOKKUMAR, 2010).

Diante deste cendrio hd uma iminente necessidade no sentido de se minimizar a
geracdo de residuos, como também de se estudar novas formas de tratamento para os
contaminantes emergentes.

Dentre estas novas alternativas de tratamento estdo os Processos Oxidativos
Avancgados — POAs. Os POAs tém sido muito utilizados devido ao seu grande potencial de
oxidacdo por meio de radicais hidroxilas, que sdo pouco seletivos e oxidam uma vasta gama

de substancias (MELO et al., 2009).
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2. OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar a degradacdo do anti-inflamatorio e analgésico ibuprofeno por fotocatalise com TiO,,

na presenga de luz UV.

2.2 ESPECIFICOS

- Elaborar um método de solubilizagdo do ibuprofeno;
- Elaborar e validar um método cromatografico de quantificagdo do ibuprofeno;

- Avaliar a influéncia do pH, tempo de reacdo, propor¢do substrato/catalisador sobre a

eficiéncia de degradacao do IBF;
- Comparar a degradacao fotocatalitica do ibuprofeno, em diferentes matrizes aquosas;
- Avaliar a mineralizac¢do de ibuprofeno;

- Avaliar a toxicidade aguda dos produtos de degradacdo, para a Daphnia similis;
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 A AGUA

A dgua ¢ um recurso natural presente em todas as formas de vida, sendo o seu volume
praticamente constante no planeta. De todo o estoque hidrico existente, 97% estdo nos mares
e oceanos, sendo os 3% restante de agua doce distribuidos em lagos e rios (0,1%), nas calotas
polares, geleiras (2,25%) e (0,65%) no solo, subsolo, biomassa, vapor de agua, (BAIRD e
CANN, 2011). Essa pequena quantidade de 4gua doce disponivel e os seus multiplos usos,
como por exemplo, o industrial, abastecimento humano, agricola e energético tem provocado
uma escassez de recursos hidricos de qualidade. De acordo com Tomasoni, Pinto e Silva
(2009), a demanda de agua cresceu de forma exponencial, sendo a agricultura responsavel por

76%, a industria por 20% e o abastecimento humano por aproximadamente 6%.

A distribuicdo desigual de agua doce e a qualidade dos mananciais limitam a
disponibilidade hidrica em varias regides do planeta. Essa distribuicdo de recursos hidricos
diverge com as diferengas populacionais. A Asia, por exemplo, possui 59,8% dos habitantes e
31,6% da disponibilidade total de dgua doce superficial do planeta, enquanto as Américas
contam com 13,6% da populacdo mundial e dispéoem de 41% da agua (AUGUSTO et al.,
2012). Ainda, de acordo com esse autor, esse contraste estad presente dentro de um mesmo
pais. O Brasil, por exemplo, possui 2,8% da populacdo mundial e 12% da agua doce do
planeta. Entretanto, 70% dessa dgua estdo concentrados na Bacia Amazonica, na qual a
densidade demografica ¢ a menor do pais. No Nordeste, hd 30% da populacdo e somente 5%
da agua doce, ao contrario das regides Sul e Sudeste do Brasil, nas quais quase 60% da
populacdo dispdem de 12,5% de agua doce.

Ainda, como altera¢des neste cenario, devem-se considerar os impactos provenientes
da mudanga climatica, da poluicdo que afeta a oferta de 4gua doce em quantidade e qualidade
(TOMASONI, PINTO e SILVA, 2009). Conforme esses autores, no tocante as mudancas
climaticas, destacam-se as variagdes positivas do nivel do mar que reposicionam as cunhas
salinas e consequentemente, contaminam os aquiferos da zona costeira; e no que se refere a
poluicdo hidrica, os principais inconvenientes sdo os residuos solidos, efluentes liquidos,
poluicdo atmosférica e chuvas dacidas, além de seus efeitos sinergéticos. Ou seja, a
disponibilidade hidrica efetiva de certa regido pode ser menor, quando se considera os
impactos decorrentes dos aspectos de qualidade e da influéncia de zonas de sazonalidade

climatica acentuada.
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De acordo com Gomes (2011), alguns rios estdo comprometidos pela perda de
qualidade de suas aguas, nao sendo possivel a captacdo e o tratamento para o abastecimento
publico. Esse autor relata, por exemplo, que os rios Madeira, o Cuiaba e o Paraguai estdo
contaminados, hd muito tempo, por mercurio e pelos agrotoxicos utilizados na agricultura.
Destaca ainda, que nos grandes centros urbanos, os rios estdo comprometidos pelos despejos
de efluentes domésticos e industriais, além de também serem utilizados como meio de
transporte de residuos solidos.

De acordo com Lanna (1990) e Tucci (2004), o crescimento populacional ¢ o
desenvolvimento econdmico resultaram em varios conflitos derivados da disponibilidade
quantitativa e qualitativa, além das destinagdes de uso da agua. Segundo esses autores, o
conflito da destinacdo de uso acontece quando a agua utilizada tem outros destinos ndo
correspondentes aquele fixado por determinagdes politicas. No caso do conflito de
disponibilidade quantitativa, a situacdo ¢ decorrente da diminuicdo da disponibilidade
quantitativa das aguas superficial ou subterranea, devido ao uso intensivo.

O conflito de disponibilidade qualitativa € recorrente devido a poluicdo pelo
lancamento de poluentes, que também ¢ potencializada pelo consumo excessivo e
consequente reducdo de vazdo dos rios e os deterioram ainda mais. Além desses conflitos,
deve-se destacar o enorme desperdicio de dgua potavel nos sistemas de distribuicdo, média
estimada em 50%, conforme apontado por Victorino (2007).

A demanda cada vez maior de recursos hidricos, a degradacdo ambiental frequente e a
superexploracdo das reservas do planeta, sdo sinais de alerta quanto a qualidade e a
quantidade (NAVARRO, PIRANHA, PACHECO, 2006). Sob condigdes naturais, a
quantidade e a qualidade dos recursos hidricos sdo diretamente influenciadas pelo clima e por
aspectos fisicos, quimicos e bioldgicos dos sistemas ecologicos (BARROS e AMIN, 2007).
Assim, conforme esses autores, toda modificagdo nos constituintes do clima ou ainda, da
paisagem causa alteragdes sobre a quantidade e qualidade.

Cada uso da agua possui pardmetros de qualidade especificos, que sdo estimados com
a adocdo de métodos padronizados e estabelecidos, segundo as peculiaridades regionais ou do
proprio pais (UMBUZEIRO, KUMMROW e REI, 2010). Segundo esses autores, o0s
parametros de qualidade sdo os valores maximos permitidos — VMP para cada substancia
quimica provavelmente presente na dgua e que permite o uso desejado. Cada uso possui um
conjunto especifico de pardmetros de qualidade. O consumo humano, a irrigagdo, a
dessedentacdo de animais, a recreacdo, a aquicultura e a protecdo da vida aquatica sdo

exemplos de usos que possuem pardmetros de qualidade definidos.
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Existem algumas normas legais que utilizam critérios de qualidade, conforme o uso de
agua. No Brasil, a Portaria 2.914 do Ministério da Satude, publicada em 2011 estabelece
padroes para as substincias quimicas presentes na agua utilizada para o consumo humano
(BRASIL, 2014a). Ainda, nesse contexto, para as aguas envasadas e gelo, consideradas
alimento no Brasil, os critérios de qualidade s3o descritos pela Resolu¢do RDC 274 da
ANVISA (BRASIL, 2014b). Por outro lado, a Resolugado CONAMA n°® 357 de 2005
(BRASIL, 2005) define os VMP para um conjunto de usos, segundo 13 classes de agua,
estabelecido através do enquadramento dos recursos hidricos. Um exemplo € a agua doce de
classe 1 que pode ser utilizada para o consumo humano, depois de um tratamento
simplificado, além de recreacdo de contato primario e secunddrio, irrigacdo, dessendentacio
de animais, aquicultura e preservacdo da vida aquatica. Quanto as aguas subterraneas, a
Resolugdo Conama n° 396 de 2008 define as classes com os parametros de qualidade,
conforme 0s usos.

Conforme abordado anteriormente, fica explicito que todos os processos naturais ou
antropicos que necessitam do uso da agua podem ser comprometidos, caso haja alteracdo dos
padroes de qualidade. Nas tultimas décadas, acredita-se que a maior preocupacdo da
humanidade reside na escassez de agua, sendo necessarios esfor¢os no gerenciamento dos
recursos hidricos, a fim de coibir o uso irracional e principalmente, garantir a sua qualidade.

Dentre os muitos fatores que alteram a qualidade da &4gua, a polui¢do por
micropoluentes tem chamado a atencdo cientifica e estd sendo investigada mundialmente,
uma vez que esses tém provocado varias alteracdes sobre o sistema endocrino dos seres

humanos e animais.

3.1 DESREGULADORES ENDOCRINOS

Os micropoluentes sdo substincias encontradas em varios compartimentos ambientais
em baixas concentracdes, na ordem de pg L'a ng L" (BILA ¢ DEZOTTI, 2007). Dentre os
micropoluentes, os chamados Poluentes Orgéanicos Emergentes — POEs tem despertado a
aten¢do cientifica. Um POE ¢é qualquer composto quimico ou microrganismo encontrado em
matrizes ambientais ou biologicas, que ndo sdo comumente monitorados ou nao
regulamentados, com potencial risco a saide humana, animal e ao meio ambiente (LA
FARRE et al., 2008; KUSTER et al., 2008). Os POEs diferem dos POPs — Poluentes
Orgéanicos Persistentes, porque ao contrario destes, ndo precisam persistir no ambiente para
causar seus efeitos negativos. A entrada continua dos POEs nos compartimentos ambientais a

partir de langamento de efluentes industriais, doméstico e esgoto bruto, descarte no solo,
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escoamento superficial e infiltragio propicia um carater de pseudopersisténcia (BARCELO,
2003; DA SILVA e COLLINS, 2011; DAUGHTON, 2004; PETROVIC et al., 2005). Esses
poluentes tém sido detectados em aguas (superficiais, subterrdnea e potavel), efluentes
tratados, solo, sedimentos, emissdes gasosas, amostras biologicas (sangue, urina, leite, etc.),
alimentos ¢ até ovos de passaros, (KOESTER, 2005). Estudos relatam que as matrizes
aquosas sdo as mais analisadas (RICHARDSON, 2007; RICHARDSON ¢ TERNES, 2005;
RICHARDSON, 2009). Os poluentes organicos emergentes que causam interferéncia sobre o
sistema enddcrino humano e de animais tem sido chamados de desreguladores, interferentes,
modeladores ou disruptores enddcrinos. O termo a ser adotado neste trabalho é desregulador
enddcrino (DE). A agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (US.EPA) estabeleceu
uma definigdo mais abrangente do presente termo. Conforme a US.EPA (1997) € “um agente
exogeno que interfere com sintese, secrecdo, transporte, ligacdo, acdo ou eliminacdo de
horménio natural no corpo que sdo responsaveis pela manutencdo, reprodugdo,
desenvolvimento e/ou comportamento dos organismos”. A Figura 01 ilustra um exemplo de

como age uma substancia considerada DE.
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1. Oshom dénios acoplam-se
perfeitam ente nos receptores e
transmitem sinaisindispensaveisas
células.
2. Os desreguladores endocrinos
ocupam o lugar dos homm dnios
endogenos e enviam sinais
diferentes, fora do tempo, as células.
3. Por fim, osmesmos desreguladores
hom onais atuam como
bloqueadores dos sinais horm onios
que seriam enviados as células.

Hormdnio Desregulador Receptor especifico
Endécrino

Figura 01. Esquema representativo de uma das formas de agdo do DE sobre o sistema endocrino. Fonte:
Adaptado de Bila, 2005.

Sdo muitas as substincias naturais e sintéticas classificadas como DE, conforme

demonstrado na Tabela O1.
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Tabela 01. Algumas substancias quimicas classificadas como DE.

CLASSE DE COMPOSTOS EXEMPLOS
Ftalatos Dimetil ftalato (DMP)
Alquilfenois nonilfenol
Organoclorados Dibenzo-p-dioxina
Bisfenol Bisfenol A
Parabenos benzilparabeno
HAP pireno

Metais pesados cadmio

Pesticidas carbofurano
Compostos orgénicos de estanho Tributilestanho
Policlorados de Bifenilas 2.,4,4’triclorobifenil
Retardantes de chama polibromobifenila
Fitoestrogénios isoflavona

Agentes terapéuticos e farmacéuticos dietilestilbestrol
Estrogénios naturais estrona

Fonte: Adaptado de Bila e Dezotti (2007). *HAP = hidrocarbonetos aromaticos policiclicos.

Com a grande repercussdo mundial sobre a problematica da poluicdo ambiental,
percebe-se que algumas organizagdes estdo atentas e engajadas, no intuito de se estabelecer
normas, visando a integridade da vida humana e animal. A US.EPA (2013) apresenta uma
lista prioritdria de mais de 120 contaminantes emergentes, € a Comissdo Europeia de Meio
Ambiente (2013) elenca uma lista com 132 compostos, tendo como objetivo a

regulamentacao.

Os DE tém dispersdo e difusdo facilitada, devido serem em alguns casos persistentes,
lipofilicos, bioacumulativos e possuirem baixa pressdo de vapor. Quanto aos meios de
exposicdo tém sido relatados o contato direto por produtos de uso pessoal e o uso indireto
através da ingestdo de ar, 4gua e alimentos contaminados, além do contato com o solo (BILA
e DEZOTTI, 2007). Ainda, de acordo com estas autoras, os efeitos dos DE no ambiente
dependem ndo somente de suas concentragdes, mas também de outros aspectos, como o
tempo de exposicao, a bioacumulagdo, mecanismos de biotransformacao e de excre¢do. Como
exemplos de efeitos tém sido citados: alteracdes de gonadas e declinio na populacdo de
peixes, anomalias no sistema reprodutivo e declinio da populagdo de anfibios, crescimento
anormal de conchas de mexilhdes, incidéncia de cancer, redugdo na producdo de esperma e da
fertilidade, em humanos (SOLE et al., 2003; ROBINSON et al., 2003; DALTON, 2002;
GAGNE et al., 2001; US.EPA, 1997).
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3.2 OS FARMACOS NO AMBIENTE

Dentre os DE, os compostos farmacéuticos tem sido amplamente estudados, devido
até as mais modernas estagdes de tratamento de agua e efluentes ndo possuirem sistemas
capazes de degrada-los ou elimina-los (GHISELLI ¢ JARDIM, 2007; PETROVIC et al.,
2005).

Como mencionado anteriormente, desde a década de 70, tem sido investigada a
presenga de residuos de farmacos em nos mais variados compartimentos. Cada vez mais ¢é
crescente o uso de medicamentos. Na Italia, por exemplo, entre 1997 ¢ 2001, o consumo de
medicamentos foi de cerca de 1500 toneladas (CALAMARI et al., 2003). O Brasil também se
situa entre os maiores consumidores de medicamentos do mundo. Conforme dados obtidos
junto @ ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (2013), sdo comercializados
mais de 20 mil medicamentos provenientes de diferentes laboratorios, seja como farmaco
isolado ou em associagdes. O uso exacerbado e a producdo crescente de produtos quimicos
aliados a falta de politicas de controle, com base em aspectos toxicologicos e ambientais, tém
propiciado o aparecimento de substancias emergentes em matrizes ambientais (SODRE et al.,

2007).

De acordo com Melo et al., (2009), o principal meio de entrada de farmacos no meio
ambiente é o langamento de efluentes domésticos, com ou sem tratamento, em cursos de agua.
Porém, os efluentes de industrias farmacéuticas, os efluentes rurais, os residuos presentes no
esterco animal para fertilizagdo de solos, o acondicionamento e destinagdo inadequada de

medicamentos vencidos sdo outras formas de contaminagdo que merecem atengdo (BILA e

DEZOTTI, 2003).

A Figura 02 ilustra as mais variadas rotas dos farmacos no ambiente e formas de

exposicao humana.
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Figura 02. Possiveis rotas dos farmacos no ambiente e formas de exposi¢do humana. Fonte: Aquino, Brandt,
Chernicharo, 2013.

A excregdo metabdlica apos a prescricdo médica e veterinaria tem sido apontada como
o principal aporte dos farmacos que chegam as Estacdes de Tratamento de Esgoto — ETE
(MELO et al., 2009). De acordo com Calamari et al., (2003) dependendo do composto, apos a

dose administrada, até 95% do composto pode ser excretado na sua forma original.

De acordo com Bila e Dezotti (2003), os farmacos sao sintetizados para persistirem o
maximo possivel, mantendo suas propriedades quimicas para cumprir o seu papel terapéutico.
Nesse sentido, Castiglioni et al., (2006) relatam que a ndo remogao dos fArmacos em estacoes
convencionais de tratamento se deve a agdo biocida ou por estruturas quimicas complexas,

tornando-os dificeis de serem degradados ou eliminados.

Farmacos, como antibioticos, hormonios, antilipémicos, analgésicos,
antiinflamatorios, tém sido detectados em esgoto doméstico, aguas superficiais e subterraneas,
na faixa de pg L™ a ng L™ em varias partes do mundo (MELO, et al., 2009). A presenca de
farmacos residuais no esgoto doméstico e dguas naturais ¢ um relevante topico internacional,

conforme demonstrado na Tabela 02.
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Tabela 02. Concentragdes médias de farmaco ibuprofeno e outros fArmacos detectados em

ambientes aquaticos.

Farmaco (Classe terapéutica) Concentracao Matriz
média pg L™
Amoxicilina (antibidtico) 0,49 Esgoto bruto/Italia
Atenolol (B-bloqueador) 0,30 Esgoto bruto/Suécia
Carbamazepina (anticonvulsionante) 2,1 Efluente/Alemanha
1,0 Efluente/Franca
0,50 Esgoto bruto/Espanha
Cetoprofeno (antiinflamatorio) 0,15 Esgoto bruto/Brasil
0,22 Agua superficial/Brasil
2,0 Esgoto Bruto/Finlandia
Ibuprofeno (antiinflamatorio) 0,60 Esgoto bruto/Brasil
0,19 Agua superficial/Brasil
3,0 Esgoto bruto/Suécia
54,2 Esgoto bruto/Brasil
48.4 Efluente/Brasil
17a-Etinilestradiol 5,8 Esgoto bruto/Brasil
(hormoénio contraceptivo) 5,0 Efluente/Brasil
Genfibrozil (antilipémico) 2,14 Efluente/Italia
0,071 Efluente/Canada
Trimetoprim (antibidtico) 0,15 Agua superficialEUA
0,32 Efluente/Alemanha

Fonte: Adaptado de Melo et al., (2009).

A taxa de remogao em estagdes de tratamento de efluentes varia para cada classe de

compostos emergentes. De acordo com Deblonde, Cossu-Leguille ¢ Hartemanna (2011), os

efluentes que contém analgésicos e os antiinflamatorios sdo mais dificeis de serem tratados,

com a taxa de remog¢do de apenas 40%, em comparagdo com os efluentes compostos por

antidepressivos (95%), antibioticos e diuréticos (50%). Esses autores também relatam uma

variagdo na concentracdo de substancias, em ETE — Estacdo de Tratamento de Esgoto,

especialmente dos farmacos, em relago a taxa de precipitacdo pluviométrica, radiagdo solar e

temperatura. Segundo esses autores, processos de biodegradacdo, por exemplo, sdo mais

eficazes em temperaturas maiores e por outro lado, a fotodegradacdo ¢ dependente da

radiacdo solar e evidentemente no inverno tal processo tem sua eficiéncia diminuida.
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3.2.1 IBUPROFENO
O Ibuprofeno — IBF, (acido (RS)-2-(4-isobutilfenil)-propandico), CAS nimero 15687-
27-1 é um Anti-Inflamatério Nao-Esteroide — AINE e apresenta a seguinte formula molecular

(Figura 03).

OH

O

Figura 03. Férmula estrutural do ibuprofeno.

Em 1961, o IBF foi sintetizado por Stewart Adams e por John Nicholson Burrows
Colins, no Reino Unido. Foi imediatamente patenteado, sendo que a sua comercializacdo
comegou em 1969 neste pais (MARQUES, 2013). Ainda, conforme esse autor, atualmente, o
IBF ¢é comercializado, em varias partes do mundo, sendo consumido por milhdes de pessoas.
O IBF ¢ integrante do grupo de medicamentos genéricos registrados na ANVISA. Isso
propicia a reducdo do produto de referéncia, contribuindo para um maior acesso aos
medicamentos (BRASIL, 2013b). Este medicamento ¢ de venda livre, ou seja, pode ser
adquirido sem receita médica. Esta presente na Relagdo Nacional de Medicamentos —
RENAME como componente basico da assisténcia farmacéutica. O RENAME incorpora os
medicamentos e insumos que sdo fornecidos pelo Sistema Unico de Satde - SUS (BRASIL,
2014c). O IBF ¢é também um dos medicamentos incluidos na “Lista de Medicamentos
Essenciais" da Organizagdo Mundial de Saide (OMS), sendo, portanto, produzido e
consumido em grandes quantidades no mundo todo (HECKMANN et al., 2007).

O ibuprofeno tem sido amplamente utilizado como antiinflamatério, analgésico, para
aliviar sintomas de artrite, doencas reumaticas e febre (HAYASHI et al., 2008).

Devido a frequente ocorréncia do IBF em ecossistemas aquaticos, o seu potencial de
impacto ambiental tem sido motivo de crescente preocupacdo (CHRISTENSEN et al., 2009).
Estima-se que a meia-vida deste composto seja de 32 dias no ambiente (HECKMANN et al.,
2007; TIXIER et al., 2003). No entanto, apesar de permanecer por pouco tempo, o que se
torna preocupante ¢ o fato de haver uma continua inser¢ao deste farmaco no ambiente, através

da excre¢do humana.

O IBF ¢ conhecido por influenciar a via da enzima ciclooxigenase - COX, (FLIPPIN,

HUGGETT e FORAN, 2007; HECKMANN et al., 2008). A enzima COX tem papel sobre a
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sintese de eicosandides, que sdo importantes reguladores da reproducdo em vertebrados e
invertebrados (HAYASHI et al., 2008). Nesse sentido, a contaminagdo por IBF, em ambiente

aquatico, pode afetar a reproducdo de animais deste compartimento.

Varios estudos t€ém demonstrado os impactos do ibuprofeno sobre a saude animal.
Uma exposigdo por 120 dias, a uma concentracdo de 0,1 pg L' de IBF pode atrasar a eclosao
dos ovos de peixes de agua doce; a exposicdo de Daphnia magna a 1,23 mg L de IBF, por
21 dias, afeta sua reproducdo (HAN et al., 2010). Esses autores ainda relatam que o
ibuprofeno pode ser responsavel pela indugdo de vitelogenina em peixes machos, por menos
eventos de desova e por mais ovos por época de desova. Essa variagdo do numero de ovos e
dos eventos de desova, em periodo ndo favoravel para a sobrevivéncia da espécie, pode ser
prejudicial em virtude de alteracdes nas interagcdes ecologicas, como por exemplo, aumento de
predagdao (HAN et al., 2010). Ensaios agudos e sub-cronicos realizados em concentragdes
300 ng L' de ibuprofeno demonstraram efeitos genotoxicos para os peixes (RAGUGNETTI
et al,, 2011). Em um experimento de 14 dias, com o organismo-teste, Daphnia magna, foi
verificada a diminuicdo da reproducdo com o teste de toxicidade cronica numa concentragao
de 13,4 mg L, ocorrendo a inibicdo da reproducdo na maior concentracao utilizada no teste,
80 mg L', (HECKMAN et al., 2007). Um estudo com moluscos bivalves expostos a 0, 100 e
1000 pg L' de IBF, por 1, 3, 5 e 7 dias, revelou alteracdes nas atividades enzimadticas e
aponta que o IBF ¢ neurotdxico pelo menos para os individuos do género Ruditapes

philippinarum (MILAN et al., 2013).

A presencga de fArmacos no ambiente revela a precariedade do sistema de saneamento
basico, que prejudica a qualidade de aguas superficiais, comprometendo os seus multiplos

usos, como por exemplo, o abastecimento humano e a preservacao dos ecossistemas.

3.3 SANEAMENTO BASICO

Segundo a Lei Federal de n° 11.447/07, o saneamento basico consiste num conjunto de
servicos que abrangem o abastecimento de dgua potavel, o esgotamento sanitario, limpeza
urbana e manejo de residuos so6lidos, a drenagem e o manejo das dguas pluviais urbanas
(BRASIL, 2007). Dentre os principios fundamentais expressos na presente lei estd o que diz
respeito a universalidade do acesso aos servigos publicos de saneamento. No entanto, no que
se refere ao esgotamento sanitario, ¢ grande o numero de pessoas que convivem com a falta
deste servigo basico. Em 2008, segundo dados do IBGE - Instituto Brasileiro de Geografia e

Estatistica, 34,8 milhdes de pessoas ndo possuiam acesso a rede coletora de esgotos,
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considerando-se apenas os municipios sem rede coletora. Com relacdo ao tratamento de
esgoto, a situacdo ¢ ainda mais critica. Ainda, em 2008, somente 28,5% dos municipios
brasileiros trataram o esgoto, o que impacta negativamente na qualidade dos recursos
hidricos. E importante destacar que o saneamento ¢ muito mais precario, dependendo da
regido analisada. Enquanto, o Sudeste tratou 48,4% de seu esgoto, essa porcentagem foi muito
menor nas regides Centro-Oeste (25,3%), Sul (24,1%), Nordeste (19,0%) e regido Norte
(7,6%). De acordo com o Programa de Pesquisas em Saneamento Basico - PROSAB (2009),
isso ¢ um forte indicativo de numerosas substancias nos cursos d’agua receptores desses

esgotos e consequentemente, dos mananciais usados para abastecimento publico.

Essa problematica recorrente sobre o saneamento basico possui estrita relagdo com a
contaminagdo por compostos emergentes. A inexisténcia do sistema de coleta e do tratamento
de esgotos ou sua baixa eficiéncia t€ém sido apontadas como influéncia direta para a presencga

de contaminantes emergentes em cursos d’ agua (PROSAB, 2009).

3.4 TRATAMENTO CONVENCIONAL

Os sistemas de tratamento mais comumente utilizados no tratamento de efluentes sdo
os processos biologicos, uma vez que permitem o tratamento de volumes maiores, possuem
custos relativamente mais baixos e removem altas taxas de matéria organica. Entretanto, em
meio a complexidade quimica do esgoto, alguns compostos sdo mais recalcitrantes, sendo
mais toxicos aos microrganismos (Melo et al., 2009). Ainda, conforme este autor, processos,
como a decantagdo, flotagdo, filtracdo e adsor¢do resultam somente na transferéncia de fase
do contaminante, ndo sendo degradado, continuando presentes no lodo gerado. Entretanto, tais
processos podem ser utilizados como pré ou pos-tratamento (FREIRE et al., 2000; KUNZ et
al., 2002). A taxa de remocao de produtos farmacéuticos em ETE varia em fun¢do de varios
fatores, como a natureza do farmaco; o tipo de tratamento aplicado; a idade do lodo ativado;
as condicdes ambientais (temperatura, intensidade da luz) e as caracteristicas do efluente
(CARBALLA et al., 2004). Conforme esse autor, os tratamentos secundarios mais comuns
sdo os filtros biologicos e os lodos ativados. Estudos relatam taxas de remocao da ordem de
50% na biodegrada¢do de farmacos, em sistemas convencionais de lodo ativado. Nesse
sistema, a adsor¢do ¢ o mecanismo principal na remocdo de farmacos lipofilicos, como por
exemplo, os estrogenos (FENT e WESTON, 2009; RADJENOVIC; PETROVIC; BARCELO,
2007).
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A baixa eficiéncia de degradacdo de substincias recalcitrantes pelo tratamento
convencional de efluentes torna ainda mais preocupante, quando a contaminagdo atinge os
mananciais utilizados para o consumo humano. No Brasil, uma vez que o servico de
saneamento basico ainda € precario, ¢ possivel a contaminagdo da agua potavel, por
desreguladores endocrinos, principalmente na Regido Nordeste (BRASIL, 2008; SILVA et
al., 2014). Segundo Janex-habib (2009), alguns desreguladores enddcrinos ainda estdo
presentes na agua tratada distribuida, em concentragdes da ordem de ng L™, podendo causar

diversos efeitos deletérios.

Diante desse cenario, novas alternativas de tratamento de efluentes devem ser
estudadas para se alcangar uma melhor eficiéncia na degradagdo de substincias recalcitrantes

e consequentemente, assegurar uma boa qualidade da agua dos corpos receptores de efluentes.

3.5 PROCESSOS OXIDATIVOS AVANCADOS (POAs)

A continua presenca de farmacos em efluentes tratados demonstra que ha uma baixa
eficiéncia de remogdo dos mesmos, através dos processos convencionais de tratamento
(MELO et al., 2009). Diante disso, a procura por tecnologias mais eficientes de tratamento,
com capacidades de remog¢do dos denominados contaminantes emergentes ou a sua

transformac¢do em subprodutos inertes, tem sido uma tarefa fundamental.

Entre os novos sistemas de descontaminacdo ambiental, os POAs tem-se destacado
(NOGUEIRA e JARDIM, 1998). Tais processos sdo baseados na formagdo de radicais
hidroxila (*OH) que promovem uma degrada¢do mais efetiva do poluente (NOGUEIRA e
JARDIM, 1998). Varias caracteristicas tém destacado a viabilidade da utilizagdo dos
processos oxidativos avancados. Tém sido apontadas: a simplicidade operacional; a alta
eficiéncia na degradacdo de compostos organicos toxicos e recalcitrantes, com a
mineralizacdo total em CO, e H,O; a aplicabilidade em uma grande variedade de classes de

substancias (BRITO e SILVA, 2012; NOGUEIRA e JARDIM, 1998).

Entre os mais variados POAs, a fotocatalise heterogénea tem sido amplamente

estudada na degradacdo de varios poluentes.

3.5.4 FOTOCATALISE HETEROGENEA

Na década de 70, os estudos com células fotoeletroquimicas para obtencdo de

combustiveis, com o uso de materiais de baixo custo resultaram na origem da fotocatalise.
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Fujishima e Honda (1972) estudaram a oxidagdo da agua com didxido de titanio em
suspensdo e sob irradiacdo, em uma célula fotoeletroquimica, tendo como produtos, o
hidrogénio ¢ o oxigénio. Apos essa época, o emprego da fotocatdlise na descontaminagdo
ocorreu primeiramente por Pruden e Ollis (1983a, 1983b), no qual cloroformio e
tricloroetileno foram degradados com o uso de TiO, em suspensdo e sob irradiagdo. Desde
entdo, a fotocatalise heterogénea vem sendo investigada por varios pesquisadores devido a sua
potencialidade de aplicacdo, na de degradagdo de poluentes (KONDO e JARDIM, 1991;
NOGUEIRA e JARDIM, 1998; ZIOLLI e JARDIM, 1998).

A fotocatalise, processo empregado neste trabalho, tem sido aplicada em
descontaminagdo ambiental e se baseia na irradiagdo de luz UV sobre um semicondutor
inorganico, como o didxido de titanio, TiO, (NOGUEIRA e JARDIM, 1998). O
semicondutor possui duas bandas: a de valéncia e a de conducdo, existindo entre estas uma

regido denominada “bandgap”, conforme ilustrado na Figura 04.
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Figura 04. Esquema representativo da particula do semicondutor dioxido de titdnio. BC: Banda de Condugao;
BV: Banda de Valéncia; ¢, h*: par-elétron; hv: energia.
Fonte: adaptado de <http://avibert.blogspot.com/2012 02 01 archive.html>.

De acordo com Nogueira e Jardim (1998), o TiO, ¢ muito utilizado na fotocatalise
devido possuir varias propriedades favoraveis. Podem ser citadas: possibilidade de ativacao
por luz solar; insolubilidade em 4gua; estabilidade quimica em ampla faixa de pH;
possibilidade de reutilizagdo; baixo custo e auséncia de toxicidade.

Segundo Ziolli e Jardim (1998) a degradagdo dos compostos orgénicos por fotocatalise
com TiO, pode ocorrer pelas formas: mecanismo direto (h'BV), indireto (*OH), o que

o + . ;. o -
envolve as duas espécies (h™ e *OH) e via espécies O, e O, . De acordo com esses autores
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no mecanismo direto, a oxida¢do ocorre diretamente da lacuna fotogerada na banda de
valéncia. Os defensores desse mecanismo afirmam que a lacuna mencionada age como um
oxidante, através de transferéncia de elétrons. Sobre o mecanismo indireto grande parte dos
pesquisadores entende que a oxidacdo se da indiretamente, por meio do radical *OH, na
superficie do semicondutor (HOFFMANN, CHOI E BAHNEMANN, 1995; TURCHI e
OLLIS, 1990; BARRETO, GRAY e ANDERS, 1995; RIEGEL, BOLTON e PHYS 1995).
Relata-se a existéncia de um mecanismo de degradacdo por radicais derivados de oxigénio,
através da reagdo na banda de condugdo, formando inclusive o radical hidroxila (PERALTA-
ZAMORA et al., 1998). No entanto, ainda ndo se pode afirmar qual espécie - elétrons, lacuna
ou *OH ¢ a responsavel efetiva pela degradacdo dos poluentes organicos (BRITO e SILVA,
2012). Por outro lado, suspeita-se de que as trés espécies estejam envolvidas, no processo
fotocatalitico (GONZALEZ e LITTER, 2013).

Segundo Moraes ¢ Azevedo (2010), os poluentes organicos podem ser oxidados pelo
radical *OH basicamente por trés mecanismos: abstracdo de hidrogénio, transferéncia
eletronica e adigdo eletrofilica. Segundo esses autores, a reacdo que envolve a abstragdo de

hidrogénio ocorre, em geral com hidrocarbonetos alifaticos (Equagdes 1.1 e 1.2):
*OH + RH— R’ + H,0O (1.1)
R+ 0,— RO, (1.2)

A adicdo de radical OH acontece em geral com hidrocarbonetos insaturados ou

aromaticos (Equacdo 2.1):

R R R R
OH
R R R R

2.1)

Fonte: Nogueira et al., (2007).

Por outro lado, Moraes ¢ Azevedo (2010) relatam que as reagdes em que ha
transferéncia eletronica acontecem quando ambas a adicdo eletrofilica e abstragdo de
hidrogénio ndo sdo favorecidas, como, por exemplo, com hidrocarbonetos clorados (Equacdo

3.1).

*OH + RX— RX" + OH- (3.1
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Nos ultimos anos, a fotocatalise com TiO, tem se destacado como alternativa

promissora, nas descontaminagdes de compostos organicos (BRITO e SILVA, 2012).

Varios experimentos tém demonstrado a eficiéncia da fotocatalise com dioxido de
titdnio na degradagio de farmacos. Em um estudo aplicou-se a fotocatalise com 50 mg L™ de
TiO, em suspensdo e foi obtida uma degradagdo total de trimetoprima, diclofenaco e
sulfametoxazol (ambos em solugdo aquosa a 20 mg L), com mineraliza¢io de cerca de 80%,
em 120 min de reagdo (DA CRUZ et al., 2010). Elevada eficiéncia de degradacao foi também
observada para os hormdnios 17B-estradiol, e 17a-etinilestradiol, com remog¢des maiores que
95%, em sistema fotocatalitico com dioxido de titanio e reator de fluxo continuo (BARROS et
al., 2014). Uma solugdo de 100 mg L' do farmaco omeprazol foi facilmente degradada com
eficiéncia de 100% e taxa de 75% de mineralizagdo, ap0Os tratamento fotocatalitico com 0,5 g

L' de TiO, (LUNA-SANCHEZ et al., 2011).

A degradacdo de fArmacos por processos oxidativos avancados pode resultar em varios
subprodutos. Isso ocorre devido @ mineralizagdo incompleta. Os subprodutos podem ser mais
toxicos, manter ou ndo a mesma funcionalidade do composto primario (JARDIM, MORAES

e TAKIYAMA, 1996; MELO et al., 2009).

Os POAs sdo também empregados como pré-tratamento aos sistemas biologicos, com
o intuito de propiciar uma maior biodegradabilidade de compostos toxicos recalcitrantes. Isso
reduz o tempo de tratamento dos processos convencionais (DE MORAIS E PERALTA-
ZAMORA, 2005). Segundo Kunz et al., (2002), a deficiéncias de processos, quando aplicados
isoladamente, podem ser preenchidas de forma complementar utilizando-se os processos
combinados. Quando empregados em conjunto, os POAs sdo aplicados como tratamento
prévio ou posterior. Por exemplo, quando efluentes sdo mais concentrados ou complexos, a
etapa de oxidacdo pode ser relativamente reduzida, com a combinagdo de outras etapas de
tratamento como, a coagulacdo, floculacdo, sedimentacdo e processo biologico (NAGEL-

HASSEMER et al., 2012; KUNZ et al., 2002).

3.7 ECOTOXICIDADE

As andlises quimicas tém como objetivos principais identificar e quantificar a
concentragdo dos compostos toxicos investigados. No entanto, as pesquisa mais
contémporaneas tem se preocupado em complementar os resultados da avaliacdo quimica,

através da analise dos efeitos dos compostos toxicos sobre os sistemas biologicos (COSTA et
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al., 2008). Essa analise se faz necessaria, porque apenas o cumprimento dos padrdes das
legislacdes ambientais ndo significa a preservacdo da qualidade ambiental dos ecossistemas
aquaticos. Além disso, as analises de toxicidade ja sdo exigidas pela legislacdo ambiental no
Brasil. A Resolugdo de n® 430 do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), por
exemplo, estabelece que o efluente ndo deva causar ou apresentar potenciais efeitos toxicos
ao0s organismos aquaticos no corpo receptor. Determina também que os critérios de toxicidade
devem ser baseados em dados de ensaios ecotoxicoldgicos padronizados, em que sdo
utilizados organismos aquaticos, com espécies de pelo menos dois niveis troficos (BRASIL,
2011). Destaca-se, um avanco com a deliberagdo dessa resolucdo, no qual o 6rgdo ambiental
competente deliberara sobre quais empreendimentos e atividades realizardo os ensaios de

ecotoxicidade, o que ndo era previsto na Resolugdo Conama n° 357 (BRASIL, 2005b).

A utilizagdo dos testes de toxicidade na analise ambiental é muito ampla, sendo de
fundamental importancia, 2 medida que aumenta a complexidade das transformagdes das
substancias quimicas no meio ambiente. As analises quimicas tradicionais ndo detectam os
efeitos nos organismos e tampouco determinam qual tipo de agente quimico ¢ o responsavel
pela toxicidade (MAGALHAES e FERRAO FILHO, 2008). Ainda, conforme esses autores
somente com esse tipo de analise, ndo sdo obtidas informagdes sobre possiveis interagdes
entre substincias (aditivas, sinérgicas e antagonicas) bem como sobre a biodisponibilidade
das mesmas.

Os testes ou ensaios de ecotoxicidade avaliam matrizes ambientais de diversas fontes
como, por exemplo, efluentes agricolas, domésticos, industriais, medicamentos, sedimentos,
produtos quimicos em geral (ZAGATTO e BERTOLETTI, 2006). Esses testes sdo feitos com
organismos indicadores, devido a uma série de caracteristicas, como baixa tolerancia
ecologica a certas substancias; ddo resposta fisioldgica, comportamental mediante exposicao
ao contaminante (MAGALHAES e FERRAO FILHO, 2008). Os testes sdo estabelecidos por
norma, como a NBR 12713/93, com procedimentos padronizados para que se tenha uma
resposta valida.

Os testes de toxicidade sdo classificados em agudos e cronicos, no que diz respeito a
duracdo e respostas finais. O teste de toxicidade aguda mede os efeitos de substancias toxicas
sobre organismos-testes, durante um intervalo de tempo relativamente curto, geralmente de 24
a 96 h. Estima-se a dose ou concentracdo de um agente toxico capaz de induzir certa resposta
em um organismo-teste ou populacdo (COSTA et al., 2008). Ainda, conforme a autora, o teste

de toxicidade cronica mede os efeitos de substincias sobre os organismos indicadores sob
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exposi¢des prolongadas, que pode incluir parte ou o ciclo de vida do individuo. Essa
toxicidade permite a sobrevivéncia dos organismos, porém afeta algumas fungdes biologicas,
como a reprodugdo, ovulagdo, crescimento, dentre outras.

A relacdo dose-resposta ¢ definida como a relagdo entre a concentracdo de uma
substancia a qual certo organismo é exposto € o consequente efeito nocivo produzido,
conforme ilustrado na Figura 05. A toxicidade aguda de uma substancia quimica ¢
quantificada pela sua curva de dose-resposta (HODGSON, 2004; MAGALHAES e FERRAO
FILHO, 2008). Os segmentos dessa curva representam os varios niveis de toxicidade de certa
substancia. Destaca-se o estagio (I) em que ndo ha toxicidade para os organismos; o estagio
(IIT) com maior inclinag@o, no qual se tem a CE50, ou seja, a concentragdo média que afeta
50% dos individuos expostos e o estagio (V) no qual ndo ha inclinacdo, a toxicidade afeta

100% dos individuos expostos (HODGSON, 2004).
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Figura 05. Curva da relagdo dose-resposta. Fonte: Hodgson, 2004.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 REAGENTES

e Ibuprofeno (IBF), CH3H;30,, com pureza cromatografica > 99% da Sigma Aldrich.
e Dioxido de titanio P-25 Degussa. Acetonitrila Sigma Aldrich, grau HPLC.
e Agua deionizada (Milli-Q). Solugdes de hidréxido de sédio 0,2 mol L e de 4cido

cloridrico 1,0 mol L™. Acido nitrico 5% (V/v).

4.2 EQUIPAMENTOS

e Bomba peristaltica Gilson Miniplus3.
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e Cromatdgrafo modular Agilent 1200 Infinity séries. UV Vis Spectrophotometer Meter
Spectrum SP — 2000 NV.

e Lavadora ultrassonica digital Sanders Medical, Soni Clean 2.

e pHmetro Digitmed DM-20

e Sondas Alfa Mare, Inolab Terminal Level 3.

e Radidémetro PMA 2100 Datalogging Radiometer Solar Light.

e TOC Analytik Jena, multi N / C 2100S.

4.3 PROCEDIMENTOS

Todas as vidrarias e materiais utilizados foram primeiramente lavados em agua
corrente, com detergente ¢ escova. Posteriormente, foram enxaguados exaustivamente com
agua deionizada (Milli-Q). A vidraria volumétrica foi colocada em solug@o de acido nitrico 5
% (v/v) por no minimo, 48 h. No decorrer de todo o processo de limpeza, a vidraria foi

armazenada em bandejas limpas.

4.3.1 ELABORACAO DO METODO CROMATOGRAFICO

4.3.1.1 CURVA DE CALIBRACAO

Quantidades de massa pré-determinadas de IBF foram dissolvidas em uma mistura de
agua deionizada e acetonitrila na propor¢do 1:1 e amostras nas concentracdes de 0,125; 0,25;
0,5; 1,0 e 2,0 mg L' foram injetadas no cromatografo. Foi feito o monitoramento da area do
pico do IBF, sendo o valor desta usado como referéncia para montagem da curva de
calibragdo. Utilizaram-se agua e acetonitrila para dissolver o IBF, visto que estes foram os

solventes usados na fase movel.

4.3.1.2 CLAE-DAD

Foram realizados varios testes, variando-se as diferentes condi¢cOes de analise, no
cromatografo, como a propor¢ao dos solventes da fase movel, o controle de temperatura, o

fluxo e volume de injegdo, entre outros.

A analise apds o tratamento fotocatalitico se deu em um cromatografo modular
Agilent 1200 Infinity séries, com detector de arranjo de diodos (DAD) e uma coluna eclipse
plus C18, 1,8 um, 4,6 x 150 mm. Utilizou-se como fase movel 40% de agua deionizada, em
sistema de agua ultrapura MilliQ, com resistividade igual a 18,2 MQ/cm e 60% de acetonitrila

(modo isocratico, por 10 min), a um fluxo de 1,3 mL min”', com controle de temperatura de
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22 °C. O volume de injecdo manteve-se constante e igual a 10 uL. em todas as medidas. A
quantificagc@o ocorreu a um comprimento de onda de 222 nm. Esse comprimento de onda foi o
mesmo utilizado por Sena et al., (2007). O tempo de retengdo do ibuprofeno foi de 3,75 — 3.,8.
As amostras foram filtradas antes de serem injetadas no cromatografo, através de membranas
de celulose de 0,45 pm de porosidade. Os solventes utilizados como fase moével (agua
deionizada e acetonitrila grau HPLC) foram sempre ultrasonicados na lavadora ultrassonica
digital Sanders Medical, Soni Clean 2, por no minimo 15 minutos, antes da andlise das
amostras. Os canais utilizados (A e B), do sistema cromatografico foram purgados por no

minimo 10 minutos, antes da analise de cada lote de amostras.

4.3.2 SOLUBILIZACAO DO IBUPROFENO

Para obter a curva de calibracdo, ndo houve nenhuma dificuldade na solubilizagdo do
IBF. Entretanto, no preparo de solugdes para os experimentos de fotocatalise ndo se obteve
uma solubilizagdo total do IBF, visto que a acetonitrila ndo foi utilizada como solvente. Esta
ndo foi adicionada nessas solucdes, devido a possibilidade de interferéncia nas reacoes
oxidativas, através do sequestro de radicais hidroxilas, o que diminui a eficiéncia do
tratamento fotocatalitico. Além disso, o objetivo do trabalho era remover o ibuprofeno
dissolvido apenas em agua. Assim, sem a adicao de acetonitrila, verificou-se que o ibuprofeno
era pouco soluvel em agua deionizada. Devido a auséncia de metodologia especifica para a
solubilizagdo do IBF da Sigma Aldrich, com pureza > 99%, testes de solubilidade foram
realizados com o uso de agitagdo magnética, de ultrassom e agitacdo manual com correcdo de

pH.

A solubilidade do IBF foi conseguida mais eficientemente do seguinte modo:
pesaram-se 51 mg do composto, transferindo-se esta massa para um baldo volumétrico
calibrado de 5 litros; adicionaram-se 30 mL de soluc¢do de hidréxido de sdédio 0,2 mol L'ea
medida que se completava com agua deionizada, até o menisco, fez-se a agitacdo manual por
cerca de 10 minutos. Posteriormente, a solucao foi filtrada em bomba a vacuo, com membrana
de celulose de 0,45 um. Apods a filtragdo, a parte soluvel foi totalmente homogeneizada e
armazenada em frascos dmbar, em temperatura de +/- 8 °C. Apo0s inje¢do no cromatografo e
comparando-se com a curva de calibragdo, pdde-se afirmar que a concentragdo para esta
solucdo estoque era de 6, 10 mg L. Logo, uma quantidade de massa do IBF ficou retida na

membrana de celulose.



39

4.3.3 EXPERIMENTO DE FOTOCATALISE

O sistema fotocatalitico foi composto de uma lampada de vapor de mercurio de 125 W
de poténcia, com emissdo de 10,75 mW/ecm?® de radiag@o, posicionada a 3,50 cm dos 3
béqueres de 500 mL, com o auxilio de uma haste de metal, conforme ilustrado pela Figura

06. A radiacao foi medida com o radiometro PMA 2100 Datalogging Radiometer Solar Light.

lampada de vapor N
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Figura 06. Imagem ilustrativa do processo fotocatalitico empregado.

As solugdes ficaram submetidas a incidéncia de uma lampada UV - Ultravioleta, com
comprimento de onda minimo de 125 nm e maximo de 365 nm. As amostras foram
continuamente aeradas com o auxilio de bomba peristaltica Gilson Miniplus3, com vazao de
28 mL min” de ar. A aeragdo ¢ importante porque a injegdo adicional de oxigénio evita a
recombinacdo do par elétron/lacuna, propiciando a reagdo oxidativa do radical hidroxila. O
experimento ocorreu em temperatura ambiente. O didxido de titdnio foi adicionado em
quantidades pré-determinadas e mantido em suspensdo. Foram retiradas aliquotas de 2,0 mL
de cada amostra, a cada 20 minutos, durante a fotocatalise, sendo essas aliquotas filtradas em
membrana de celulose 0,45 pum, para a retirada do didxido de titdnio. Antes da injegdo das

amostras no cromatografo, foram adicionadas 2,0 mL de acetonitrila as aliquotas.

4.3.4 ANALISE DE CARBONO ORGANICO

O analisador de carbono orgénico total utilizado neste trabalho foi da marca
ANALYTIK JENA — 2100 S. Utilizou-se a metodologia descrita por Clementino, Neto e
Alencar (2008).

4.3.4.1 CARBONO ORGANICO TOTAL

A amostra ¢ injetada no forno catalitico (platina como catalisador) de alta temperatura

(800 °C) com atmosfera oxidante (oxigénio) cuja toda matéria organica: Carbono Orgénico
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Total - COT e Carbono Inorganico - CI ¢ oxidada para formar CO,. O gas de arraste conduz o
CO; e os demais produtos da combustdo para um recipiente separador onde sdo retidos os
produtos que foram liquefeitos, como por exemplo, a 4gua. O gis que sai na parte superior
desse vaso é conduzido para uma célula de um detector de infravermelho néo dispersivel que
gera um sinal proporcional ao contetido de carbono total pela quantidade de CO, presente na

amostra, o qual ¢ registrado na forma da area de um pico.

Considerando que as curvas de calibragdo, previamente obtidas e armazenadas no
proprio equipamento expressam a relacdo entre a area do pico e a concentragdo de carbono

total, esta pode ser determinada a partir da respectiva area obtida para cada amostra analisada.

4.3.4.2. CARBONO INORGANICO

A amostra ¢ injetada diretamente ao vaso reator de CI para reagir com acido fosforico
10%, e com isso é esperado que todo CI seja convertido na forma de CO,. A partir dessa
reacdo, os produtos de reacdo sdo conduzidos pelo gas de arraste para um vaso separador,
onde sdo retidas as fracdes liquefeitas. Dai em diante, a fracdo ndo retida ¢ conduzida para a

célula de infravermelho nao dispersivel a exemplo do CT.

Com o auxilio da curva de calibragdo previamente construida, determina-se o teor do
carbono inorganico da amostra. Como ja descrito, o contelido de carbono organico total
presente na amostra ¢ determinado pela subtracdo da fracdo de carbono inorganico do

conteudo do carbono total, isto é, COT =CT - CL

Durante o tratamento fotocatalitico de uma solucao de 1,0 mg L' de ibuprofeno, com
20,0 mg L' de dioxido de titanio e pH 8,0 foram retiradas aliquotas de 10,0 mL, nos tempos
0, 15, 30, 45 e 60 min. Essas quantidades de IBF e titdnio foram utilizadas, devido terem sido
as melhores condi¢des em que se obteve uma degradacdo mais eficiente. As aliquotas foram
filtradas em membrana de celulose 0,45 pm de porosidade, para a retirada do dioxido de
titdnio e o carbono orgénico foi quantificado no equipamento TOC Analytik Jena, multi N/ C

2100S.

4.3.5 TOXICIDADE AGUDA

Os testes de toxicidade aguda com a Daphnia similis foram realizados no laboratério
de Limnologia, do Instituto de Recursos Naturais da Universidade Federal de Itajuba (Figuras
07 e 08). As culturas dos organismos adultos de Daphnia similis foram mantidas em

incubadora a 22 °C, com fotoperiodo controlado (12/12 claro e escuro). Um dia antes do
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inicio do teste, as fémeas ovadas foram separadas para um béquer com agua de cultivo com
alimento. A separagdo ¢ feita com base no tamanho do individuo. A alimentagdo foi

proveniente das culturas de algas da espécie Selenastrum capricornutum.

Neonatas recém-nascidos (6 a 24 horas de idade) foram expostos a amostras
correspondentes aos 05 diferentes tempos de reacdo fotocatalitica (0, 15, 30, 45 ¢ 60 min).
Ap6s o periodo de exposicao foi contabilizado o numero de individuos imdveis ou mortos, em
cada tempo de fotocatalise e os resultados foram expressos em termos de porcentagem (%) de

mortalidade, em rela¢do ao tempo de tratamento fotocatalitico.

A solucdo de 1,0 mg L' de IBF submetida a fotocatalise foi obtida por uma diluicio
de solugdo estoque de 6,10 mgL”, em 4gua de cultura ( de nascente) proveniente da
comunidade Sol de Deus, do Municipio de Itajuba, MG. Ao contrario das solugdes
submetidas a fotocatalise, utilizou-se a dgua de nascente no teste de toxicidade aguda, devido
a agua deionizada provocar desequilibrio osmoético nos individuos de Daphnia similis,

causando a mortalidade dos mesmos.

Todas as varidveis fisicas e quimicas, como pH, OD, condutividade e temperatura
foram medidas no inicio e no término do testes, com o auxilio das Sondas Alfa Mare, Inolab
Terminal Level 3 e do pHmetro Digitmed DM-20. Todas as condi¢des experimentais seguidas
foram as estabelecidas na NBR 12.713/04. No entanto, em vez de utilizar 05 diferentes
concentragdes, usaram-se os 05 tempos de tratamento fotocatalitico mencionados
anteriormente. Os testes de toxicidade foram realizados com no maximo 5 h apos o tratamento

fotocatalitico.



Figura 07. Imagens ilustrativas do teste de toxicidade aguda com Daphnia similis.

Figura 08. Daphnia similis. Organismo utilizado no teste de toxicidade aguda. Fonte: (Sakata, 2014).

42



43

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CURVA DE CALIBRACAO DO IBUPROFENO

A curva de calibragdo (Figura 10) feita com cinco concentracdes diferentes 0,125;
0,25; 0,5; 1,0 e. 2,0 (mg L'l) obedece a uma regressdo linear, sendo o seu coeficiente de

correlagdo igual a 0,9999. Isso significa que ha uma relagdo estrita em os dados obtidos.
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Figura 10. Curva de calibragdo do ibuprofeno, nas concentragdes de 0,125; 0,25; 0,50, 1,0 € 2,0 mg L

5.2 METODO CROMATOGRAFICO

Diferentes métodos analiticos para a detecgdo/quantificagdo do IBF sdo descritos na
literatura, (GOMEZ, MARTINEZ e MARTINEZ, 2010; CHOINA et al., 2011; VIONE et al.,
2011; MENDEZ-ARRIAGA, ESPLUGAS, GIMENEZ, 2010). No entanto, o método
elaborado, testado e validado neste trabalho difere dos métodos ja descritos, uma vez que nao
se utiliza solugdo tampdo na analise cromatografica. Segundo Petrovick et al., (2005), os
antiinflamatorios precisam de ajuste do pH da fase moével para evitar problemas de
solubilidade e melhorar a ionizagdo. No entanto, o método analitico desenvolvido pode ser
aplicado a detec¢do e quantificacdo do antiinflamatdrio ibuprofeno, conforme demonstrado

pela validagdo e por conseguinte, pela eficiéncia do método.



44

5.2.1 VALIDACAO DO METODO CROMATOGRAFICO

5.2.2 LIMITES DE DETECCAO E QUANTIFICACAO

De acordo com o Instituto Nacional de Metrologia, Normaliza¢do ¢ Qualidade
Industrial — INMETRO, o Limite de Deteccdo (LD) é a menor concentracdo de uma
substancia que pode ser detectada, sem necessariamente ser quantificada, utilizando-se certo
método de analise (BRASIL, 2003b). Por outro lado, ainda conforme o INMETRO, o Limite
de Quantificacdo (LQ) configura-se como a menor concentracdo da substancia, a qual pode
ser medida, utilizando-se um determinado método de analise.

Os limites de deteccdo e de quantificacdo foram obtidos baseando-se em parametros
analiticos da curva, pelas seguintes equacdes, conforme Ribani et al., (2004):

LD=3,3 x§ e LQ= 10x§
onde s ¢ a estimativa do desvio padrdo da resposta, ou seja, da equagdo da linha de regressdo
ou do coeficiente linear e S ¢ a inclinacdo ou coeficiente angular da curva analitica. Os

parametros analiticos da curva foram calculados, utilizando-se o software Microcal Origin®.

Os valores obtidos foram LD = 0,0169 mg L' eLQ=0,0514 mg L.

5.2.3 LINEARIDADE E SENSIBILIDADE

A linearidade foi obtida pelo método de padronizacdo externa. De acordo com a
resolucdo RE n°® 899 da ANVISA ¢ recomendado como critério minimo, um coeficiente de
correlacio (r%) igual a 0,99 (BRASIL, 2003a). Para o INMETRO um valor de r acima de 0,90
¢ aceitavel (BRASIL, 2003b). O coeficiente de correlacdo r obtido foi igual a 0,9999. A

sensibilidade foi expressa pela inclinagdo da curva de regressdo linear de calibragao.
5.2.4 PRECISAO

A precisdo foi avaliada em termos de repetitividade por meio do célculo da estimativa
do Coeficiente de Variagdo — CV para um numero de seis repeticdes. De acordo com o
INMETRO (2003) sdo aceitos CV de até 20 %, conforme o nivel de concentracdo da amostra.

O coeficiente de variagdo obtido foi de até 3,00%.

5.2.5 EXATIDAO

A exatiddo foi avaliada através do método de ensaio de recuperagdo que ¢ expressa em

termos de porcentagem, da quantidade medida da substincia em relacdo a quantidade
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adicionada na matriz (branco), para um determinado niimero de ensaios. De acordo com o
Associagdo Grupo de Analistas de Residuos de Pesticidas — GARP (1999), os intervalos
aceitaveis de recuperagdo para analise de residuos, em geral, estdo entre 70 ¢ 120%, com
precisdo de até + 20%. No entanto, ainda conforme o GARP, dependendo da complexidade
analitica e da amostra, o valor pode ser de 50 a 120%, com precisdo de até + 15%. Os valo