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RESUMO
Os medicamentos veterinarios (MVs) fazem parte dos grupos dos contaminantes
emergentes, uma vez que ndo possuem legislacdo quanto a presenca destes
contaminantes em matrizes ambientais como agua, solo e sedimento. O
conhecimento do destino no ambiente e o potencial ecotoxicolégico a organismos
nao alvos dos MVs ainda sdo escassos. Os MVs podem ser eliminados por vias de
excrecdo (fezes e wurina) de animais, descarte inadequado de embalagens,
aplicacoes de estrume em terras agricolas e acesso dos animais aos recursos
hidricos. No solo os MVs podem sofrer processos de sorcao, lixiviagdo, escoamento
superficial, resultando na contaminacdo do mesmo e dos recursos hidricos. O
presente trabalho propfe avaliar o comportamento do albendazol (ABZ) e seu
metabdlito sulfoxido de albendazol (ABZSO) no horizonte A do Latossolo Vermelho
Amarelo de Minas Gerais (MG) bem como sua remocdo em solugbes aquosas
porum dos Processos Oxidativos Avancados (POAs), a fotocatélise heterogénea.
Os estudos de sorcdo dos farmacos revelaram que estes sdo adsorvidos ao solo
tendo um Kf, em pH sem ajuste, para o0 ABZ e ABZSO de 41.783 ug kg* e 125 ug
kg, respectivamente, em pH 3 os valores de Kf para o ABZ e ABZSO de 473 ug kg
1 e 598 ug kg?, respectivamente. O processo é reversivél em pH 3 onde tem-se o
processo da histerese de 0,848 e 0,773 para o0 ABZ e ABZSO, respectivamente.
Para a remocdodos farmacos em solucédo aquosa, foi empregado 10 mg L de TiO2,
uma lampada vapor de Hg de 125 W e Amax 365 nm e um reator de borossilicato. Os
estudos resultaram emuma remocéao total do ABZ em 30 minutos e para o ABZSO
de 38% em 60 minutos de reacdo. A avaliacdo ecotoxicoldégica com 0s organismos
Daphnia similis e Raphidocelis subcapitata demonstraram redugéo na toxicidade ao
final do processo. A avaliacdo de fitotoxicidade em sementes de alface e feijdo
indicou que a presencga dos farmacos influenciou no percentual de germinacdo das

sementes assim como no comprimento da radicula.

Palavras-chave: Albendazol, sulfoxido de albendazol, sor¢édo, Processos Oxidativos

Avancados.



ABSTRACT

Veterinary Medicaments (VMs) are part of the group of the emerging contaminants,
since they can be found in environmental matrices such as water, soil and sediment,
and their fate in the environment and its ecotoxicological potential are unkown tonon-
target organisms. VMs can be eliminated by animal excretion, inappropriate
discharge of packages, use of manure as fertilizer and access of the catle to the
agueous sources. In the soil, the VMs can undergo processes as sorption, leaching
and run off which can cause soil and water resources contaminations. The present
work studied the Albendazole (ABZ) and its metabolite albendazole sulfoxide
(ABZSO) behavior in the A horizon of the latosol red-yellow of Minas Gerais (MG), as
well as its removal in aqueous solutions by Advanced Oxidative Processes (AOPS),
especially by heterogeneous photocatalysis. The sorption studies of the drugs
revealed that they are adsorbed to the soil having a Kf, at unadjusted pH, for ABZ
and ABZSO of 41.783 ug kg* and 125 ug kg, respectively, at pH 3, the Kf values for
the ABZ and ABZSO of 473 ug kg* and 598 mg kg, respectively. The process is to
revert to pH 3 where the hysteresis process is 0.848 and 0.773 for ABZ and ABZSO,
respectively. For the study of removal of the drugs it was employed 10 mg L* of TiOz,
a Hg lamp of 125 W, Amax of 365 nm and a borossilicate reactor. It wasobserved total
removal of ABZ in 30 minutes and 38% removal of ABZSO in 60 minutes of reaction.
The ecotoxicological evaluation using Daphnia similis and Raphidocelis subcapitata
demonstrated reduction in toxicity at the end of 60 minutes of irradiation. An
evaluation of phytotoxicity in lettuce and bean seeds influenced the percentage of

seed germination as well as at the root diameter.

Keywords: Albendazole, albendazole sulfoxide, sorption, Advanced Oxidative

Processes.



LISTA DE FIGURAS
Figura 1: Crescimento do mercado farmacéutico veterinario segundo as classes
L0 =T 0110 o7= LSRR 18

Figura 2. Possiveis rotas de contaminacdo do ambiente pelos medicamentos

1YL= (=] € F= U o 1S 20
Figura 3: Estrutura Quimica do Albendazol(a) e Sulféxido de Albendazol (b)........... 31
Figura 4: Formas ionizaveis do ABZ (a) e ABZSO (b) com variacdo do pH.............. 31
Figura 5: Ativacao dO SEMICONUULON .........cciviiiiiiiiie e ee e e e e e e e e eeeanes 38
Figura 6: Cromatégrafo Liquido modelo Infinity 1260 da Agilent Technologies......... 43
Figura 7: Mesa agitadora para realizacdo dos ensaios de sor¢éo dos analitos ........ 47

Figura 8: Sistema empregado no processo de degradacéo com radiacao UV artificial50
Figura 9: Esquema montado para a realizagdo do processo de fotocatalise
heterogénea empregando radiaGao SOIaAr................uuuuiuiuimimmiiiiiiiiiiiiiieaaee 52
Figura 10: Esquema empregado no ensaio cronico com R.subcapitata(a) inicio (b)
final dO EXPEINMENTO .....uviiii e e e e e e e e e aeanes 55

Figura 11: Cromatograma solugdo ABZ e ABZSO 900 ug L sobreposto ao branco

ACN:H20 (50:50) pelo detector FLD Aemissao 280 NM- Aexc320 NM ...oeeiiiiiieiiiiiene. 58
Figura 12: Cromatograma solugdo ABZ e ABZSO 900 ug L sobreposto ao branco
ACN:H20 (50:50) pelo detector DAD A- 292 NM.....iiiiiiiiiiiiicie e 59

Figura 13: Andlise espectral da solugdo ABZ e ABZSO 900 ug L seus respectivos
tEMPOS A€ EIUIGAD ....ceeeviiiii e e e et e e e e e e e e e e et e e e e aaeeeennes 60

Figura 14: Curva analitica do ABZ pelo detector DAD em A-292 nm-Faixa linear.........

5 - 1000 G Lo e e 61
Figura 15: Curva analitica do ABZSO pelo detector DAD em A-292 nm -Faixa linear...
5 - 1000 G L e e aareas 61
Figura 16: Curva analitica ABZ pelo detector FLD em A-290-320 nm -Faixa linear ......
5 - 1000 G Lo e e e e 62
Figura 17: Curva analitica ABZSO pelo detector FLD em A-290-320 nm -Faixa linear.
5 - 1000 G L e e eareas 62
Figura 18: Cromatograma referente ao ABZ na concentracdo de 5,0 ug L* para
afericdo do LD pelo detector DAD-292 NM......ccoooiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 64

Figura 19: Cromatograma referente ao ABZSO na concentragdo de 5,0 ug L para
afericdo do LD pelo detector DAD-292 NM......coooiiiiiiiiiiiiiiiee et 64

Figura 20: Cromatograma referente ao ABZ na concentracdo de 5,0 ug L* para



afericdo do LD pelo detector FLD-290-320NM .....ccoooiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 65
Figura 21: Cromatograma referente ao ABZSO na concentracdo de 5 ug L para
afericdo do LD pelo detector FLD-290-320NM .......oooviiiiiiiiieeeeeeeeeiieee e 65
Figura 22: Cromatograma referente ao ABZe ABZSOna concentracdo de 25 pug L+
para afericdo do LQ pelo detector DAD-292 NIM .........uuuuiiiimimiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee 66
Figura 23: Cromatograma referente ao ABZ e ABZSO na concentracéo de 50 ug L™
para afericdo do LQ pelo detector FLD-292 NM ...........cuviiiiiieiiieeeieee e 66
Figura 24: Estabilidade do ABZ e ABZSO na concentracdo de 900 pg L tubos de
Falcon e na solucéo extratora CaClz 0,01 mol L detectadas pelo DAD-292 nm...... 72
Figura 25: Adsorcdo meédia do ABZ e ABZSO no horizonte A em funcgdo da variagédo
(o - V.= (o JsTo] [0V KSTo] [U Tor= o X (17 SO 73
Figura 26: Cromatograma dos extratos brancos do solo (CaCl2 0,01 mol L e solo) e
o obtido da solucdo de ABZ e ABZSO (3 mg L) no solo detectados por DAD-A-292

Figura 27: Isotermas de adsorcdo do ABZ em pH sem ajuste (SA) ajustado aos
modelos (a) linear; (b) Freundlich e (C) Langmuir...........cccoooeeeiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeenn, 75
Figura 28: Isotermas de adsorcdo do ABZSO em pH sem ajuste ajustado aos
modelos (a) linear; (b) Freundlich e (C) Langmuir..............cccccuumemmiiiiimiiiiiiiiiiiiiiinene 76
Figura 29: Isotermas de adsor¢édo do ABZ em pH 3 ajustado aos modelos (a) linear;

(b) Freundlich @ (C) LangMUIT ........coieieiiiiiece e e e e e 78
Figura 30: Isotermas de adsor¢cdo do ABZSO em pH 3 ajustado aos modelos (a)
linear; (D) FreundliCh ........ ... e 79

Figura 31: Isotermas de dessor¢cédo do ABZ em pH sem ajuste, ajustado aos modelos
(@) linear; (b) Freundlich € (C) LaNgMUIT .........coiiiiiiiiiiicce e 80
Figura 32: Isotermas de dessor¢cdo do ABZSO em pH sem ajuste ajustado aos
modelos (a) linear, (b) Freundlich e (C) Langmuir..............cccccuuuemmiiiiiiiiiiiiiiiiiiiienene 81
Figura 33: Isotermas de dessor¢édo do ABZ em pH 3, ajustado aos modelos (a)
linear; (b) Freundlich @ (C) LaNgmMUIF ........cooouiiiiiiiiii e 82
Figura 34: Isotermas de dessor¢cédo do ABZSO em pH 3, ajustado aos modelos (a)
linear; (D) FreundliCh ........ ... e 83
Figura 35: Sementes de feijdo expostas aos farmacos ABZ e ABZSO: a- Controle
com agua destilada; b- controle negativo com ACN:DMSO, (90:10 v:v); c- 0,12 mg L
Ld-12mgLt;e-120mg Lt ;f-600 MG LT .o 87
Figura 36: Imagens ao final do experimento da exposicao de sementes de alface aos



farmacos ABZ e ABZSO: (a) Controle com agua destilada (b) controle negativo com
ACN:DMSO, 90:10 v:v (c) 0,12 mg L dos farmacos (d) 12 mg L* dos farmacos(e)
120 mg L dos farmacos (f) 600 mg L dos fArmacos...........ccccveveeeeviveeeecicivieeeee, 88
Figura 37: Imagens ao final do experimento da exposicdo no solo de sementes de
feijdo aos farmacos ABZ e ABZSO: (a) Controle com agua destilada (b) controle
negativo com ACN: DMSO, 90:10 v:v (c) 0,12 mg L (d) 12 mg L (e) 120 mg L%e (f)
600 MQ L1 dOS fAIMACOS.......ciiiiiei ettt et 91
Figura 38: Remocgdo simultinea do ABZ e ABZSO (900 pgLt) empregando o
sistema TiO2/02/UV artificial em pH 8,5 com variacdes de concentracdo do TiO2....92
Figura 39: Emprego da solugéo individual de ABZ (900 ugL™) utilizando o sistema
TiO2/02/UV artificial em pH 8,5 e formacdo de ABZSO.........ccccccvvvviiiiiiiiiiiiiiiininnnnn, 94
Figura 40: Sobreposicdo do cromatograma inicial da solucéo de ABZ (900 ugL™t) aos
cromatogramas de 15 e 30 minutos apos 0 iNiCI0 da reagao ..........cccceeeeeeiivvvvneeeennnn. 95
Figura 41: Remocdo simultinea do ABZ e ABZSO (900 ugL?) empregando o

sistema TiO2/02/UV artificial em pH 8,5 em 120 minutos de reacao.........cccccceeeeee... 97
Figura 42: Remocgao simultanea do ABZ e ABZSO (900 pgLY)empregando o sistema
TiO2/02/UV solar em pH 8,5 com concentragdo 10,0 mg LITiO2......ccccvevvvveevinnennee. 98
Figura 43: Estudos controles com os farmacos simultaneos ABZ e ABZSO ............ 99
(900 PG L) @M PH 8,5 ...ttt 99

Figura 44: Cromatograma referente a deteccdo do ABZ e ABZSO (900 ug L) em
agua de nascente e branco detectados por DAD-A-292 nM.........ccccceeveeeeeieeeeiiinnnnnn. 101
Figura 45: Remocédo simultanea do ABZ e ABZSO (900 ug L*%) empregando o
sistema TiO2/02/UV artificial, pH sem ajuste com concentragédo 10,0 mg L TiO2 em
o Lo (U= W0 (SR g = LYo =T o] (PSS 102
Figura 46: Porcentagem de imobilizacdo de organismos Daphnia simillis ap6s 24 e
48 horas de exposicdo a amostras dos tempos coletados durante o processo de
fotocatélise heterogénea TiO2/02/UV artificial............ccevvvvveiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiieeeeeeee 103
Figura 47: Porcentagem de imobilizagdo dos organismos Daphnia simillis a
concentracdes de ABZ 0,009 a 0,9 mg L! para determinacédo da CEso.................. 105
Figura 48: Porcentagem de imobilizagdo de organismos Raphidocelis subcapitata
em 72 horas de exposicdo a amostras dos tempos coletados durante o processo de

fotocatélise heterogénea TiO2/O2/UV artificial............ccevvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee 106



LISTA DE TABELAS
Tabela 1: Modo gradiente empregado na corrida cromatografica para determinacéo

O ABZ € ABZSO ...ttt e e e e aa e s 44
Tabela 2: Solucdes para preparo do meio de cultura L.C. Olig0........cccovvvvrvveeneeennn. 56
Tabela 3: Tempo de retencdo do ABZ e ABZSO nos detectores DAD e FLD........... 60
Tabela 4: Equacgéo da reta para o ABZ e ABZSO e seus respectivos coeficientes de
CONMEIAGAD lINBAT (R?)....ieviii e et e e e e e e e e e et ra e e e e s 63
Tabela 5: Obtencado do LD e LQ pelo método sinal/ ruido .........cccooeeeevviiiiiiiiieneeeenn. 67

Tabela 6: Obtencao do Limite de Detecc¢ao (LD) e Limite de Quantificacdo (LQ) pelos
parametros da curva analitiCa ............uuveiiiiiie i 67
Tabela 8: Avaliacdo dos parametros de precisdo: repetitividade e precisdo
LY =T g T=To [T - T 69
Tabela 9: Avaliacdo da recuperacdo média (%) frente a 5 % variagcdes nas
condicOes CromMatrografiCas. .......coiieeeeeiiieiiie e 70
Tabela 10: Propriedades fisicas e quimicas do horizonte A do Latossolo Vermelho-
Y 0= T ] o USSP 71
Tabela 11: Coeficientes lineares obtidos pelas equacdes da reta (R?) e constantes
de ajuste a0 MOAEIO T .........uveeiiii e
Freundlich (Kf- mg*¥"LY"kgte 1/n) de Langmuir (L Kg) e modelo Linear...................
(L Kg) para isotermas de adsorgao em pH SEmM ajJuSEE ..............euuuuiimiiiiiiiiiiiiiiiiiinnees 77
Tabela 12: Coeficientes lineares obtidos pelas equacdes da reta (R?) e constantes
de ajuste ao modelo de Freundlich (Kf- mg¥¥" LY kg1 e 1/n) para isotermas de
Fo 10 £ or=To T =T 0 1T o] o PSR 79
Tabela 13: Coeficientes lineares obtidos pelas equacdes da reta (R?) e constantes
de ajuste ao modelo de Freundlich (Kf- mgn V" kg e 1/n) para isotermas de
desSOorcao €m PH SEM @JUSTE .......ci i 81
Tabela 14: Coeficientes lineares obtidos pelas equacdes da reta (R?) e constantes
de ajuste ao modelo de Freundlich (Kf- mgn LM kgl e 1/n) para isotermas de
deSSOrGA0 €M PH S .. 83
Tabela 15: Parametros estatisticos do percentual de germinacgao (%) crescimento da
raiz (cm) para as sementes de Alface e Feijdo avaliados apés exposicéo a diferentes
concentragctes de ABZ € ABZSO ... 85
Tabela 16: Parametros estatisticos do percentual de germinacao (%) e crescimento

da raiz (cm) para as sementes de Feijdo no solo avaliados ap0s exposicdo a



diferentes concentragtes de ABZ € ABZSO ..., 90
Tabela 17: Propriedades fisicas e quimicas monitoradas nos ensaios
ecotoxicologicos agudo com organismos Daphnia simillis.............cccccceeeeiniiiinnnne. 103
Tabela 18: Propriedades fisicas e quimicas monitoradas nos ensaios

ecotoxicolégicos agudo para exposicdo com organismos Daphnia simillis ao ABZ.105



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ABNT: Associacgdo Brasileira de Normas Técnicas

ABZ: Albendazol

ABZSO: Sulfoxido de Albendazol

ACN: Acetonitrila

ANVISA: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

BZD: Benzimidazois

CE: Comisséao Européia

CLAE: Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

CPV: Coordenacéao de Fiscalizacdo de Produtos Veterinarios
CV: Coeficiente de variacao

DAD: Diode Array Detector (Detector com Arranjo de Diodos)
DMSO: Dimetilsulfoxido

ECso: Valores de concentracao efetiva

FLD: Fluorescence Detector (Detector por Fluorescéncia)
FM: Fase moével

IBGE: Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica

Kd: Constante de distribuicao

Kf: Constante de sorcéo/ dessor¢cao de Freundlich

Kow: Coeficiente de particdo octanol- agua

LD: Limite de deteccao

LQ: Limite de quantificacéo

MAPA: Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento
MVs: Medicamentos veterinarios

OECD: Organizacao para Cooperacao e Desenvolvimento Econémico
PEC: Concentracéo previsivel no solo

PNEC: Concentracao prevista sem efeito

POA: Processos Oxidativos Avancados

RCR: Relacéo de caracterizagéo de risco

SINDAN: Sindicato Nacional da Industria de Produtos para Saude Animal
VICH: Comité Veterinario de Harmonizacéo

CVMP: Committe for Medicinal Products for Veterinary



SUMARIO

LUNTRODUGAOD ... 15
2. OBUIETIVO ..ttt e e 17
2.1 ODJetiVO Geral.......ccooiiiiiiiiii 17
2.2 ObJetiVOS ESPECITICOS ..uuuiii i e 17
3. REVISAO DA LITERATURA ....oouiiiiieeeceeeeeeeeee et 18
3.1Producédo e consumo de medicamentos veterinarios na pecuaria.......................... 18
3.2 Exposicdo do meio ambiente aos medicamentos veterinarios (MVS).................... 19
3.3 Aspectos regulatérios envolvendo o consumo de MVS ........ccccvvvvvnnes 21
3.4 Estudos de adsor¢éo e dessor¢cao dos farmacos No SOI0...........ccvvvvvvvviviiiiiiiiennnn, 21
3.4.1 Modelo de FreundliCh............coooiiiiieccee e 27
I NV (o To (=1 [ Jo [T A= T o To T 4 11 1T SR 28
3.5 Uso de anti-helminticos na producao animal.............cccceeeriiiiiiiieiieee e 29
3.5.1Albendazol e Sulfoxido de AIbendazol ............cccuuuiieiiiiiiiiii e 30
3.6 Composicao e propriedades d0 SOI0...........cevvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 32
I A 1 (o] (o ) (o1 o F= Vo [ PP P PP PPPPPPPPPPPP 34
3.8 Processos Oxidativos Avangados (POAS)........uuuuueuimiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinaens 35
3.8.1 FOtOCAtAliSE HEtErOgENEA .....ccee i ittt 37
3.9 ENSaios €COtOXICOIOQICOS ....ouvuuiiii it e e e e e e e e 39
4. Materiais € MEBLOUOS ... .uuueiiiiiiee et e e e e e e e 40
I == T L= = P 40
4.1.2 EQUIPAMENTOS ...ttt eeeeeeeiiiee e e e e e e e e ettt ea e e e e e e e e e e et e s e e e aeeeasstb s e eeeeeeeasstanaaeeaes 41
4.2.1 Preparo de SOIUGOES ......couvvviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee ettt e e e e e e aeees 42
4.2.2 Validagtes do meétodo analitiCo .........eevvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee e 42
4.3 SEletiVIAAE ......ceeviieee et 44
R [T T T F= T [ S 44
4.5 Limite de detecgao e (LD) limite de quantificag@o (LQ) .....cvvvvvvvvriiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnee, 44
N = 1o = o J S 45

A = (Tt (Y- To TP 45



G 0] o T 1] (<A 46

4.9 Método de estudo para andlise do comportamento do ABZ e do
ABZSO N0 SOI0 couiiiiie e 46

4.9.1 Avaliacdo da estabilidade do ABZ e ABZSO em solucgédo de CaCl, 0,01 mol L.46
4.9.2 Otimizacao da razao solucéo/solono estudo de adsor¢ao............cceeeevvvvvneeennnn. 46

4.9.3 Estudos das isotermas de adsorcdo e dessorcdo do ABZ e ABZSO para o
NOFIZONTE A . ettt e e e e e e e e et e e e e e e e e e ettt e e aaaaeeaanne 47

4.10 Avaliacao da fitotoXIiCIdAde.........cceeiieeeice e 48

4.10.1 Avaliagdo da fitotoxicidade em sementes de alface (Lactuca sativavar.capitata)

e feijdo (Phaseolus vulgaris): ensaios em placa de Petri...........coovvviiiieiiiieeeeiiiiiinnnnn, 48
4.10.2 Avaliagéo da fitotoxicidade em sementes de feijdo: Ensaios no solo ............... 49
4.11 Estudo de remocao do ABZ e ABZSO em solucdo aquosa................ 49

4.11.1 Avaliacdo da remocgédo do ABZ e ABZSO por fotocatalise heterogénea com o

emprego de TiO2/0250b [uz UV artificial............ooouuiiiiiiiiiiiiieieeee e 49

4.11.2 Avaliacdo da remocao do ABZ por fotocatélise heterogénea com o emprego de
TiO2/026M IUZ UV ArtifiCIal ..oeevvvveiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee ettt 51

4.11.3 Avaliacdo da remocdo do ABZ e ABZSO por fotocatalise heterogénea com o

emprego de TiO2S0b IUZ UV SOlar ... 51
4.11.4 EXPErMENTOS CONIOIE ....ooeviiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeee ettt 52

4.12 Ensaios ecotoxicolégicos com Daphnia simillis e microalga Raphidocelis

ST oJor=T o] = - S 52
4.12.1 Avaliagéo da toxicidade aguda com Daphnia simillis 53

4.12.2 Avaliacdo da toxicidade aguda com Daphnia simillis para determinacdo da CEsg

para o ABZ e para o ABZSO 53
4.12.3 Toxicidade crbnica com Raphidocelis subcapitata 54
5. RESULTADOS E DISCUSSAOQ .......ciiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 58
5.1 Validac&o da metodologia analitiCa.............cceevvviiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee e 58
5.1.1 Seletividade .......ccooiiiiiiiiieeee e 58
5.1.2 LINCANUAUE ... 60

5.1.3 Limite de detecgéo(LD) e limite de quantificag8o (LQ) ........ccevvvvvvviiiiiiiiiiiiiinnnnnn. 63



LT I = 1o = Vo T 67

R R o £ T ol 1T Vo USSP 68
TR G T 0] o101 (Y4 69
5.2 Caracteristica e propriedade fisicas e quimicas do solo em estudo....................... 70

5.2.1 Estudos preliminares para avaliacdo do comportamento dos farmacos no solo. 71
5.2.2 Avaliagao da estabilidade do ABZ e ABZSO em solugdo de CaCl, 0,01 mol L*.71
5.2.3 Otimizacao da razdosolucao/solono estudo de adsorgao..........cccceeeeeeeeveevnvnnnnnn. 72

5.2.4 Determinacgdo do ABZ e ABZSO no extrato do solo e avaliacdo do efeito matriz

na quantificagcao dOS FAMMACOS .......ccooeeiiieeeeeeeee e 73

5.2.5 Estudos das isotermas de adsorcdo e dessorcdo do ABZ e ABZSO para o
NOFIZONTE A . ettt e e e e e e e e e ettt e e e e e e e e ee ittt e e e aaaaaaaanees 74

5.3 Avaliagc@o da fitotoXiCidade.............ooevviiiiiiiiii 84

5.3.1 Avaliacdo da fitotoxicidade em sementes de alface (Lactuca sativa var.capitata) e

feijdo (Phaseolus vulgaris): Ensaios em placa de Petri..........ccccccvvvieeiiieeiiieiiiicieee e, 85
5.3.2 Avaliagdo da fitotoxicidade feijdo (Phaseolus vulgaris): Ensaios no solo ........... 89
5.4 Estudo de remogéo do ABZ e ABZSO em SOIUGEO0 aquOSA............ccevvvvevveeeeiennnnnn. 92

5.4.1 Avaliacdo da remocdo do ABZ e ABZSO fotocatélise heterogénea com o

emprego de TiO2/0250b [uz UV artificial............coouiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 92

5.4.2 Avaliacdo da remocdo do ABZ e ABZSO fotocatélise heterogénea com o

emprego de TiO2 SOD IUZ UV SOlar.........cooiiiiiiiiiii 97
5.4.3 EXPEriMentos CONMIOIE ........ccoiiiiiiiiiiiiie 99

5.4.4 Determinagdo do ABZ e ABZSO em &gua de nascente e avaliagdo do efeito

matriz na quantificacdo dos farmacos por analises por CLAE-DAD- A-292 nm ......... 100

5.4.5 Avaliacdo da remog¢do do ABZ e ABZSO fotocatélise heterogénea com o

emprego de TiO2/O,/ UV artificial em agua de nascente............cccccvvvvvvvvvveeeeeeeeennnnn, 101
5.5 Ensaios ecotoxicol6gicos com Daphnia Simillis............ccoooiiiiiiiiiiieiiiiiiiiiieeeee, 102

5.5.1 Avaliacdo da toxicidade aguda com Daphnia simillis para determinacdo da CEsg

PAIA O ABZ ... et e et aear e aaae 104
5.5.2 Toxicidade crénica com Raphidocelis subcapitata ...........cccceevvvvvveveiiiieieiieenn, 106
B. CONCLUSAO ...ttt 108

7. PERSPECTIVAS FUTURAS ..o 109



8. REFERENCIAS



1. INTRODUCAO

O crescimento populacional foi acompanhado pelo desenvolvimento na
producdo animal, para garantir tal producgéo intensificou-se o uso de MVs (OLIVEIRA
et al., 2009). O uso indiscriminado destes e seus efeitos nos ecossistemas aquéticos
e terrestres vém desencadeando diversos estudos que buscam determinar o risco
ambiental destes contaminantes (BOXALL, 2004; GAO et al., 2013; MARCIOCHA et
al., 2013).

Os medicamentos veterindrios (MVs) compdem o0s grupos dos
contaminantes emergentes, ndo sendo controlados por programas nhacionais ou
internacionais, ndo tendo conhecimento do seu real destino no ambiente e seus
respectivos potenciais ecotoxicolégicos (HORVAT et al., 2012). De acordo com Zhao
et al. (2016) os MVs séo parcialmente metabolizados no organismo animal podendo
ser eliminado em uma taxa 30 a 90% em sua forma ativa ou como metabolitos
ativos.

Segundo Mckellar e Jackson (2004), os anti-helminticos tiveram nos anos de
1960 e 1980 um reconhecimento de sua eficacia e seguranca apreciavel,
contribuindo para o crescimento da produtividade animal, sendo até hoje muito
utilizado. O Albendazol (ABZ) € um anti-helmintico da classe dos benzimidazois
(BZD), que mantém a eficacia e seguranca desta classe. Sdo amplamente utilizados
na medicina humana e veterindria como medicamento original. Na medicina
veterinaria o uso de seu metabdlito sulfoxido de albendazol (ABZSO) € comum uma
vez que este mantém as caracteristicas do medicamento original (PRCHAL et al.,
2016; HORVAT et al., 2012). Sdo escassos os dados na literatura sobre o potencial
de degradacao e o impacto destes ao meio ambiente.

Os MVs podem ser introduzidos em matrizes como solo e ambientes
aguaticos, seguindo rotas no ambiente ap6s serem eliminados por vias de excre¢ao
(fezes e urina) de animais, descarte inadequado de embalagens, aplicacbes de
estrume em terras agricolas e acesso dos animais aos recursos hidricos (BOXALL,
2004; GAO et al., 2013).

A exposicdo constante do ambiente aos residuos de MVs ocorre por
diversas causas, praticas comuns como dispersdo de estrumes contaminados ou a
presenca direta de animais tratados, exposicédo da aquicultura, aguas subterraneas e

superficiais ou inalacdo pelos animais a poeiras provenientes de instalacdes de
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criacoes intensivas de gado (KOSCHORRECK; KOCH; RONNEFAHRT, 2002;
BOXALL, 2004; BOXALL et al., 2006; BEYNON, 2012). Os impactos ambientais dos
residuos de MVs sdo pouco conhecidos, porém o seu conhecimento resultara em
grandes beneficios ao meio ambiente.

Os estudos destinados a avaliacdo do comportamento destes contaminantes
no solo sdo muito importantes, uma vez que o destino nesta matriz, considerando a
relacdo entre as propriedades fisicas do solo e do farmaco, pode ser sugerido
durante a avaliacdo do risco ambiental (DORETTO; PERUCHI; RATH, 2014). Por
outro lado, os MVs podem ser absorvidos pelas plantas, podendo estas remover
estes contaminantes realizando a metabolizagcdo por acdo enzimatica e
transformando-os em metabdlitos, porém estes podem ter efeitos téxicos menores
ou maiores em relacdo ao farmaco original que podem afetar o desenvolvimento e
fisiologia destas espécies ou ficarem disponiveis para o consumo, como fonte
alimentar a outros animais (PODLIPNA et al., 2013; STUCHLIKOVA et al.,2016).

O desenvolvimento de processos que sejam eficientes na remocao destes
contaminantes nos recursos hidricos vem sendo investigados a fim de se obter mais
eficiéncia em relacdo aos processos empregados em tratamentos convencionais
(DEWIL et al.,, 2017; PASCHOAL et al.,, 2008), considerando a estabilidade e
resisténcia a mineralizacao destes contaminantes necessitando de tratamentos mais
reativos e eficientes (TOKODE et al.,, 2016). Neste contexto, o processo de
fotocatalise heterogénea é um dos Processos Oxidativos Avancados (POASs), que
consiste na aplicagcdo de um semicondutor inorganico como TiO2, ZnO ou CdS,
ativado por uma energia superior a energia de bandgap, regido compreendida entre
a banda de valéncia (BV) e banda de conducéo (BC) levando os elétrons a migrarem
da BV para BC, formando radicais oxidantes pela interacdo entre as moléculas da
agua e de oxigénio e o par elétron/lacuna (KONDO; JARDIM, 1991; ZIOLLI,
JARDIM, 1998).

Os ensaios ecotoxicologicos podem ser uma boa ferramenta para
monitoramento dos POAs, pela avaliagdo da toxicidade antes e depois dos ensaios
avaliando a reducéo da toxicidade ou efeitos toxicolégicos gerados pela formacao de
subprodutos durante o processo (RIZZO et al., 2009; MAGALHAES, FERRAO,
2008). Diante disto o presente trabalho tem como objetivo avaliar o comportamento

do ABZ e seu metabdlito (ABZSO) no solo, avaliando processos de adsorcdo e
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dessorcdo nesta matriz. Também avaliar o processo de degradacdo desses

medicamentos por fotocatalise heterogénea empregando o sistema TiO2/UV em

solucGes aquosas.

2. OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

Analisar o comportamento do albendazol e sulféxido de albendazolno

horizonte A do Latossolo Vermelho Amarelo de Minas Gerais bem como investigar

possivel remocao destes farmacos em solucdo aquosa, empregando processos de

fotocatélise heterogénea com TiO:2 e radiagédo UV artificial e solar.

2.2 Objetivos especificos

Validar uma metodologia em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para
determinacao e quantificacdo do albendazol e sulféxido de albendazol.

Realizar estudos de sor¢céo dos farmacos no horizonte A do LatossoloVermelho
Amarelo de MG;

Estudar a fitotoxicidade dos farmacos na germinacdo de sementes de alface e
feijao;

Avaliar aremocédo dos farmacos em solucdo aquosa empregando o0 processo de
fotocatalise heterogénea utilizando TiO:z e radiacdo UV atrtificial e solar;

Verificar o potencial toxicoldgico dos farmacos apds ser submetido ao processo
de fotocatalise heterogénea, utilizando como organismos testes 0 microcrustaceo

Daphnia similis e a microalga Raphidocelis subcapitata.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1Producéo e consumo de medicamentos veterinarios na pecuaria

O crescimento populacional mundial foi acompanhado pelo
desenvolvimento do sistema agropecuario. Métodos eficazes para manutencdo da
produtividade animal em larga escala sdo amplamente empregados e dentre esses
métodos encontram-se o uso dos MVs (MARCIOCHA et al., 2013). Para o
agronegocio brasileiro, a produgdo animal é uma das atividades com maior
representacdo no mercado econdmico. O uso de MVs se faz necesséario para
manutencdo da produtividade e competitividade do setor (REGITANO; LEAL, 2010),
sendo responsaveis pela manutencdo da saude animal. Apesar dos MVs terem
grande importancia na saude animal, sua eliminagdo para o meio ambiente deve ser
considerada, podendo apresentar atividade sobre animais e microorganismos nao
alvo (BOXALL, 2004).

Segundo dados do Sindicato Nacional da Industria de Produtos para Saude
Animal (SINDAN, 2016), o mercado farmacéutico veterinario brasileiro apresentou
um crescimento de 5 bilhGes de reais em 2016, sendo 80% destinado a animais de
producdo (ruminantes, aves e suinos). Os medicamentos da classe dos
antiparasitarios representam cerca de 30% desse mercado, desde 2011

representam a classe de MVs com maior produgéo (Figura 1).

Figura 1: Crescimento do mercado farmacéutico veterinario segundo as classes terapéuticas

2011 2012 2013 2014 2015 2016

BIOLOGICOS = ANTIPARASITARIOS ™ ANTIMICROBIANOS ® TERAPEUTICOS » SUPLEMENTOS ™ OUTROS

Fonte: Sindan (2016).
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Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), o Brasil
deteve, em 2015, um efetivo de bovinos de 215,2 milhdes de cabegas, com um
aumento de 1,3% em relacdo a producédo de 2014, ocupando a posicdo de maior
exportador de carne bovina (IBGE, 2016). Este € um setor promissor para a
economia brasileira com grande crescimento em sua produgéo, superando a crise
politica e econbmica (NASCIMENTO; FILHO; DIAS, 2016) e contribuindo para o
crescimento do Produto Interno Bruto (PIB) brasileiro. Em 2015, a exportacéo
representou cerca de 23% do PIB, sendo um dos Unicos setores com crescimento

significativo se comparado aos demais setores da economia (RATH et al., 2016).

3.2 Exposicdo do meio ambiente aos medicamentos veterinarios (MVs)

Os MVs compdem as classes dos compostos denominados contaminantes
emergentes (CE) e ndo estdo incluidos no monitoramento ambiental quanto ao
destino e aos riscos que possam apresentar aos ecossistemas aquaticos e terrestres
(HORVAT et al., 2012; MARCIOCHA et al., 2013).

A preocupacdo com o uso indiscriminado dos MVs e seus efeitos nos
ecossistemas aquaticos e terrestres vem desencadeando diversos estudos em
relacdo aos riscos gque estes possam apresentar no ambiente (BOXALL, 2004; GAO
et al., 2013; MARCIOCHA et al., 2013). Estudos recentes guantificaram a presenca
destas substancias a concentracdes tracos, em varios tipos de amostras, tais como
em excretas de animais, lagoas de tratamento de residuos de origem animal, solos,
aguas superficiais, subterraneas e sedimento (REGITANO; LEAL, 2010; HORVAT et
al.,2012). Varios estudos buscam determinar as rotas dos farmacos no organismo
animal, porém sdo raros o0s estudos que tratam sobre o destino destes
medicamentos no ambiente apds serem eliminados por fezes ou urina (HORVAT et
al., 2012).

A taxa de eliminacdo do farmaco dependera de fatores como a via de
administracdo (t6pica, oral ou injetavel), sistemas de producdo (intensivo, semi-
intensivo e extensivo), tipo de substancia, da dosagem, da espécie e da idade do
animal (EMA, 2016). Os MVs sao pouco metabolizados no organismo animal com
uma taxa de eliminacdo de aproximadamente 30 a 90% sob sua forma ativa ou
como metabolitos ativos (ZHAO et al., 2016).

No ambiente os farmacos estao sujeitos a processos como a biodegradacéao,

degradacdo quimica ou fotodegradacdo. Esses processos contribuem para sua
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eliminacdo no meio, porém esta degradacédo é limitada pelas propriedades fisicas e
quimicas do composto e do meio, coeficiente de particdo da substancia (Kow), sua
concentracdo e as condicfes climaticas locais (REGITANO; LEAL, 2010; HORVAT
et al., 2012). Esses farmacos podem seguir diversas rotas no ambiente, como

observado na Figura 2.

Figura 2: Possiveis rotas de contaminac¢do do ambiente pelos medicamentos veterinarios

TRATAMENTOS PECUARIOS

J J = MEDICAMENTOS VETERINARIOS PROCESSOS DE FABRICACAO
, — -~ :’

TRATAMENTOS
AQUICULTURA

S

TRATAMENTO DE
ANIMAIS DOMESTICOS

DESCARTE

ARMAZENAMENTO | INADEQUADO
DE ESTRUME | DE UTENSILIOS
7 SOLO >
ESPALHAMENTO
DE ESTRUME

Fonte: Adaptado Boxall et al., (2003).

O aumento da producdo animal intensificou o uso destes medicamentos,
potencializando a entrada destes compostos no ambiente pelo uso indiscriminado ou
pela ma gestéo de seus residuos. Os MVs podem ser classificados em parasiticidas,
antibioticos, antifingicos, hormonios e promotores de crescimento (OLIVEIRA et al.,
2009).

Os anti-helminticos pertencem a classe dos parasiticidas. Esses, ao serem
eliminados pelas fezes e urina, sdo dispersos no ambiente através de uma pratica
agricola comum, que consiste no armazenamento e posterior espalhamento do
esterco no solo, ou espalhamento direto. A contaminagdo ambiental por estes
farmacos néo se limita ao solo e aos estercos provenientes de animais tratados,
podendo atingir também as aguas superficiais. Esta contaminagcéo pode ocorrer de

forma direta, devido ao acesso de animais a essas ou por processos indiretos como:
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infiltrac&o, lixiviagdo aos corpos d’agua, descarte inadequado de medicamentos e
embalagens, uso direto de medicamentos na aquicultura ou por meio da limpeza do
equipamento utilizado na fabricacdo dos farmacos. Para determinar 0s riscos
ambientais do farmaco deve-se ater a questdes como uso, dose, rota, frequéncia de
administragdo e vias de excregdo. (BOXALL, 2004; KOSCHORRECK; KOCH,;
RONNEFAHRT, 2002; BEYNON, 2012). A exposicdo de parasitas a concentracdes
sub-letais destes anti-helminticos no solo e esterco pode levar ao desenvolvimento
de cepas mais resistentes. Assim sendo estes MVs possuem elevado risco
ambiental. No entanto, as pesquisas referentes ao potencial da contaminacao
ambiental por anti-helminticos e seus efeitos tOxicos aos ecossistemas aquaticos e
terrestres ainda sdo escassas (GAO et al, 2013). Os anti-helminticos sé&o
popularmente utilizados sendo incontestavel sua eficacia no tratamento de
parasitoses. Em 2014 na Republica Checa, foram vendidos cerca de 1.244 kg
destes farmacos, porém por serem amplamente utilizados podem representar
grandes riscos ao ambiente por sua eliminacdo no meio (STUCHLIKOVA et al.,
2016).

3.3 Aspectos regulatérios envolvendo o consumo de MVs

No Brasil a regulamentagédo dos medicamentos veterinarios é realizada pelo
Ministério da Agricultura Pecuéaria e Abastecimento (MAPA) e o 6rgao legal
responsavel pela fiscalizacdo € a Coordenacdo de Fiscalizacdo de Produtos
Veterinarios (CPV), que deve garantir a fiscalizagdo, o comércio e 0 uso de produtos
desta classe (CASELANI, 2014).

Existem normas estabelecidas para o monitoramento dos residuos de MVs
em produtos de origem animal. A fiscalizacdo € realizada pelo programa de
monitoramento destes residuos, o0 Programa de Andalise de Residuos de
Medicamentos Veterinarios em Alimentos de Origem Animal (Panvet). Um dos
parametros fiscalizado € o Limite Maximo de Residuos (LMR), que se caracteriza
pela concentracdo maxima de residuos resultante da utilizacdo de um medicamento
veterinario (expresso em mg kg, mg L, ug kg? ou pg L de alimento) que pode ser
aceito, considerando uma concentracdo que nao provoque risco a saude humana
(ANVISA, 2009).

As avaliacbes do impacto ambiental pelos residuos de MVs sdo pouco

conhecidas, porém o seu conhecimento resultara em grandes beneficios ao meio
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ambiente. No Brasil as legislagcbes atuais sobre o controle de residuos de
medicamentos se limitam apenas aos residuos presentes em produtos de origem
animal. Em outros paises, ha um amadurecimento sobre a avaliagdo ambiental por
estes contaminantes.

Para a Comissao Européia, a regulamentacdo da fabricacédo e distribuicdo
de medicamentos veterinarios é estabelecida pela DIRECTIVA 2004/28/CE, que
prevé a protecdo do meio ambiente e da saude animal (MONTFORTS, 2006). As
DIRECTIVAS sobre os residuos ativos eram determinadas por um Committe for
Medicinal Products for Veterinary (CVMP), nas quais se avaliavam o0 impacto
ambiental (EMA, 2016).

Segundo Boxall et al. (2003) os Estados Unidos da América (EUA) tém como
orgao fiscalizador a Food and Drug Administration (FDA) que desde os anos 1980 ja
vem aplicando testes ecotoxicolégicos na avaliacdo de risco dos MVs para 0 meio
ambiente (HORVAT et al.,, 2012). Sendo o estudo da nova droga realizado em
quatro fases: a) formulacdo do problema (levantamento de informacgdes) b) obtencéo
informacbes de dados (meios fisicos, quimicos ou biolégicos, bem como o
comportamento no ambiente) c¢) anélise de dados (determinacdo do ambiente a ser
exposto) e d) caracterizacéo do risco (estimativa do risco) (BOXALL et al., 2003).

A exigéncia por uma avaliagcdo da seguranca ambiental em relacdo aos MVs,
passaram a serem estabelecidas pela VICH, pela DIRECTIVA 92/18/EC através da
elaboracdo de Estudos de Avaliacdo de Impactos Ambientais por produtos
veterinarios (EIAs) (EMA, 2016). Estas normativas sao inclusas nas DIRECTIVAS
2001/82 e 2004/2 e empregadas para autorizacdo da comercializacdo dos MVs.
Avaliando os efeitos nocivos que os MVs podem representar ao ambiente e
identificando medidas mitigatérias que possam reduzir os riscos ambientais
(BOXALL, 2004; HORVAT et al., 2012; EMA, 2016).

Em 1996 foi criado o comité de Cooperacao Internacional de Harmonizagao
dos Requisitos Técnicos para o Registro de Medicamentos Veterinarios (VICH),
composto pela UE, Japéo e EUA. O VICH objetiva a realizacdo de uma avaliagao do
risco ambiental pela exposicdo de medicamentos ao meio ambiente visando a
protecdo dos ecossistemas, saude animal, consumidores e profissionais
(MONTFORTS, 2006; PEREIRA et al., 2012).

De acordo com DIRECTIVA 92/18/EC a avaliagao ambiental passa por duas
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FASES, a primeira FASE se caracteriza avaliagdo da extencdo da exposicéo
ambiental excretada para pastagem, o tipo de substancia ativa considerando a
espécie alvo e as propriedades fisicas e quimicas do MVs bem como sua
degradabilidade no ambiente (EMA, 2016). A segunda FASE deve-se considerar os
efeitos do produto nos ecossistemas (destino e comportamento no solo, agua e
esterco), esta € dividida em duas etapas; na ETAPA 1 ocorre o detalhamento do
destino e os possiveis efeitos do farmaco e seus metabdlitos, devendo considerar as
rotas e quantidades inseridas destes produtos no ambiente, devendo se ater a
dosagem, via de aplicacao, tipo de animais alvo e forma de excrecdo; se nesta
etapa for verificado algum risco ambiental entdo passa-se para a ETAPA 2 que
envolve o estudo dos ecossistemas susceptiveis a serem afetados, avaliando o
comportamento dos MVs e sua presenga e concentracdo no esterco, corpos
hidricos, solo, estudos de biodegradacdo e grau de hidrofilicidade, para
caracterizacdo de uma maior possibilidade em serem carreados aos corpos hidricos
(EMA, 2016). Na FASE 1 a avaliacdo utiliza uma arvore decisoria, produtos
compostos por substancias naturais, utilizadas em animais que nao sédo destinados
a producdo e medicamentos com uma metabolizagdo alta, sendo sua eliminagao
menos de 5% ndo passam pela fase 2 (BOXALL, 2004). O grau de exposicao
ambiental é determinado na primeira fase (FASE 1) através da determinacédo da
PEC (concentracdo prevista no solo) (PEREIRA et al., 2012; EMA, 2016). Que

ocorre de acordo com a equacao 1.

Dxad*BWPx170*Fh
PEC =
1500%1000%0,05xNy*H

%1000 1)

Onde:

PEC solo inicial = Concentracéo previsivel no solo [ugKg™];

D = Dose diaria da substancia ativa [mg Kgbw?* d 1];

Ad = NUumero de dias de tratamento [d];

BW = Massa (peso) corporal dos animais [K(];

P = Taxa de rotatividade de animais por local e por ano [lugar?! ano™];
170 = Limite de azoto por espalhamento na Unido Européia [kg N ha];
Fh = Frac&o do grupo tratado [valor entre O e 1];

1500 = Densidade do solo seco [kg m3];
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10000 = Area de 1 hectare [m?ha™];
0.05 = Profundidade de penetragéo no solo [m];
Ny = azoto produzido em um ano por lugar [kg N lugartano™];

H = Fator de habitacdo ou 1 para os animais alojados durante todo o ano ou 0,5 para
animais alojados por apenas 6 meses;

1000 = Fator de converséo [1000 pg mg™];

Fonte: EMA (2016).

Com o valor da PEC na FASE 1 é possivel estimar a concentracédo
depositada no solo, considerando 0s casos mais extremos como 0 maior niumero de
animais, dose mais alta e sem degradagdo no ambiente (KOSCHORRECK; KOCH,;
RONNEFAHRT, 2002).

Segundo Koschorreck; Koch e Ronnefahrt (2002), foram estabelecidos
limites de concentracdo para tomada de decisdo de acordo com os valores obtidos
pela PEC no solo ndo devendo exceder: 100 ug kg? (chorume), 100 ug kg* (solo),
0,1 yg L (dguas subterraneas), 10 ug kg* (estrume), para instalacdes aquicolas o
limite de eliminagéo para o ambiente é 1 uyg L1. Se o limite for ultrapassado passa-
se entdo para a FASE 2 (EMA, 2016).

Pela natureza inseticida todos os endoparasitas, assim como ectoparasitas,
destinados a producdo ou animais de pastagem avancam para FASE 2
independentes da concentracdo na FASE 1, dando atencdo especial a fauna do
estrume (BOXALL, 2004).

A tomada de decisdo estabelece passos que estdo descritos na arvore de
deciséo (Anexo |), buscando concluir se o MVs apresenta risco do uso podendo ser
autorizado ou prosseguir para FASE 2 para que seja qualificado e quantificado o
risco (BOXALL et al., 2004).

De acordo com Ema (2016), o objetivo da FASE 2 € estabelecer o potencial
toxico do medicamento para 0s ecossistemas aquaticos e terrestres levando em
consideracdo os sistemas de produgdo que contribuem com a eliminagdo de
medicamentos no ambiente: a) aquicultura; b) animais em sistema de producao
intensiva; ¢) animais a pasto.

A FASE 1 consiste em uma avaliacao dos riscos ambientais mais detalhada
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frente a exposi¢do no ambiente levando em consideracéo fatores como: a) tempo de
degradacdo; b) propriedades fisicas e quimicas da substéancia; c) influéncia da luz,
pH, umidade; d) farmacodinamica da substancia; €) bioacumulacéo para substancias
lipofilicas (PEREIRA et al., 2012; EMA, 2016).

De acordo com Boxall (2004), as espécies avaliadas na FASE 2 sdo: aves,
mamiferos, algas, minhocas, artrépodes, plantas e microrganismos para o
compartimento terrestre e para 0s aquaticos sao utilizado ensaios com algas
(produtores primérios); Daphnia (consumidores primarios); peixes (consumidores
secundarios); e outras espécies (por exemplo, decompositores).

Segundo Montforts (2004) a partir dos valores da PEC e PNEC
(concentracdo prevista sem efeito) pode se determinar a caracterizacdo do risco
(indicada pela Eqg. 2), realizadas na FASE 1, para cada compartimento ou
ecossistema ou espécie avaliada, sendo calculada a relacdo de caracterizacdo de
risco RCR (Relacao de caracterizagdo de risco).

PEC

RCR = PNEC @)

Fonte: MONTFORTS (2004).

Se 0 RCR do composto for inferior a 1, indicando um risco aceitavel, ndo
sera necessario testes adicionais, porém se o resultado for maior que 1 passara
para 0 FASE 2 para refinar a avaliacdo, para uma melhor caracterizacdo do
perigo,deve-se realizar mais estudos sobre o destino e os efeitos do medicamento
considerando todos processos que influenciam a concentracdo no ambiente tais
como fotélise, biodegradacdo (mineralizacdo e biotransformacéo), além de poder
refinar a analise de toxidade a curto prazo prevendo seus efeitos a um periodo maior
(toxidade crénica) (MONTFORTS, 2004; PEREIRA et al., 2012).

Ao final da FASE 2 deverd se ter conclusbes solidas sobre o risco de
exposicao do ambiente. Se considerado significativo a autorizacédo da fabricacédo do
medicamento devera vir associada medidas mitigatérias que venham atenuar estes
riscos potencias para o ambiente (BOXALL, 2004). As etapas da FASE 2 estdo

descritas no Anexo |.

3.4 Estudos de adsorcéo e dessor¢édo dos farmacos no solo

Nos ultimos anos iniUmeras pesquisas vém contribuindo para a determinacéo
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da relacdo da contaminagcdo do solo por produtos farmacéuticos e seu
comportamento no mesmo. Os estudos de sor¢édo dos contaminantes no solo devem
ser realizados de acordo com o guia da Organizacdo para Cooperacdo e
Desenvolvimento Econémico-OECD 106 (OECD, 2000).

O estudo da adsor¢cdo de farmacos € muito importante, uma vez que o
destino destes contaminantes na matriz pode ser sugerida durante a avaliacdo de
risco ambiental. Para tanto, deve-se considerar as propriedades fisicas e quimicas
do solo, tais como pH, percentual de matéria organica (%MO), capacidade de troca
catibnica (CTC), tipo de argila e as propriedades do farmaco, como estrutura,
tamanho, forma, solubilidade em &gua e hidrofobicidade (DORETTO; PERUCHI;
RATH, 2014).

A determinacdo da mobilidade dos farmacos veterinarios na matriz de solo
pode inferir informacdes sobre o potencial do farmaco em se lixiviar, podendo atingir
aguas subterraneas, sofrer processo de escoamento superficial alcancando aguas
superficiais ou até mesmo de serem transportados por particulas sélidas, levando a
exposicao de organismos aquaticos e terrestres a estes contaminantes (TOLLS,
2001).

No estudo de adsorcdao devem ser empregadas cinco ou mais
concentracbes do farmaco, adicionadas a proporcdo do solo/solucdo pré-
determinado no estudo. Os testes devem alcancar o equilibrio e a massa adsorvida
por unidade de massa de solo em funcdo da concentracdo remanescente no
equilibrio é tracada (OECD, 2000). Para a avaliacdo dos processos de sor¢cdo que
ocorrem entre a fase aquosa e a fase soélida (sorvente- solo ou sedimento), utiliza-se
o coeficiente de sorcdo Kd, que relaciona a concentracdo do contaminante na fase
sélida (Cs) e a concentracdo no equilibrio na fase aquosa (Caq) (EQ. 3). Quando séo
empregadas varias concentracfes € possivel a construgdo das isotermas de sorcéo
(TOLLS, 2001).

Cs
Kd = Caa (L kg (Eq. 3)

Existem inUmeros modelos que descrevem o0s processos de sor¢do nas
superficies do solo. Alguns destes modelos estdo representados nas secdes

seguintes.
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3.4.1 Modelo de Freundlich

O modelo de isoterma de adsor¢cdo de Freundlich foi empregado pela
primeira vez para descrever a adsorcdo entre a fase gasosa e fase solida,
amplamente utilizada na quimica ambiental do solo (SPARKS, 2003). O modelo
considera a adsor¢do em mudltiplas camadas, ndo considerando uma superficie
uniforme, e descrevendo bem a adsorcéo dentro de um limite de concentragdo entre
materiais porosos e 0 meio liquido, assim como a adsorcao iénica (MELLO et al.,
2011). Segundo Sparks (2003), uma das principais desvantagens do modelo € nao
poder prever a concentracdo maxima de adsor¢cdo. As Equacgles 4 e 5 descrevem o

modelo de Freundlich em sua forma exponencial e linearizada, respectivamente.
Cs = KfCaq'/™ (Eq.4)

logq = logKf +%logCaq (Eq.5)
Onde:

Cs- concentracdo do adsorvato no solo (mg kg?)
Kf — constante de sorcdo/ dessorcao de Freundlich
Caq — concentragdo do adsorvato no equilibrio (mg L)

1/n — expoente de Freundlich

De acordo com Oliveira Jr. e Regitano (2009), a Kf esta relacionada com a
capacidade de adsorcao do adsorvente e substrato, que pode ser subdividida em
adsorcdo baixa, média, grande e elevada: Kf (mg'/n LY kg1) 0- 24; 25- 49; 50- 149;
> 159, respectivamente.

Para avaliar se a adsorgdo é reversivel ou irreversivel é realizado o estudo
da dessorcao, representando um importante resultado para avaliacdo da mobilidade
do farmaco no solo. A construcdo das isotermas de dessorcdo € estabelecida a
partir da quantidade do farmaco remanescente adsorvido ao solo em funcdo da
concentracdo do mesmo na solucao apos o equilibrio. (OECD,2000)

Segundo Oliveira Jr. e Regitano (2009), o processo pode ser avaliado
segundo o grau de reversibilidade da adsorcdo, onde as isotermas de adsorcéo e
dessorcdo ndo se equivalem, retornando parte das moléculas para a solugéo,

fendbmeno conhecido como histerese (Eq. 6), podendo ter influéncia das
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modificacbes do adsorbato ou superficie do adsorvente ou por insuficiéncia no
tempo de equilibrio.

H = g (Eq.6)

3.4.2 Modelo de Langmuir

Um modelo amplamente utilizado para descricdo do processo de sor¢ao € o
modelo de Langmuir, aplicado inicialmente para descrever a adsorcdo de um gas, e
desde 1957 passou a ser utilizado para determinar o comportamento de
contaminantes no solo (SPARKS, 2003). O modelo pressupfe uma adsor¢cdo em
uma superficie homogénea considerando um numero de sitios adsorventes
limitados, onde a adsorcédo € limitada independente da concentracdo do material
adsorvido (SPARKS, 2003; MELLO et al., 2011). As Equacbes 7 e 8 descrevem o0
modelo de Langmuir e seu modelo linearizado (PAVLOVIC et al., 2017),

respectivamente.
__ bCaqQmax
Cs = 1+bCaq (Eq.7)
1 1 1
; b + bQmaxCaq (Eq8)
Sendo:

Cs- quantidade adsorvida por massa de adsorvente (mg Kg™)
b — valor maximo de adsorbato sobre a superficie sélida (mg kg™?)

Caq — concentracgdo no equilibrio (mg L?)

Omax OU KL — constante de Langmuir (L kg™?)

S&o muitos os estudos que visam o entendimento do comportamento de
MVs no ambiente. Diversos estudos sdo realizados em escala laboratorial
eclaramente ha uma série de lacunas entre os dados obtidos e o impacto real ao
ambiente, porém estas pesquisas auxiliam a previsao do comportamento do farmaco
no ambiente (BOXALL, 2004). S&o varios os estudos descrevendo o comportamento
de antibiéticos no solo (LIGUORO et al., 2007; ZHANG et al., 2009; GONG et al.,
2012; BIAIK-BIELINSKA et al.,, 2012; SITTIG et al., 2014; CHUNG et al., 2017;
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OLIVEIRA NETO; ARENAS; FOSTIER, 2017). Sendo que diversos trabalhos relatam
o potencial de sor¢cdo dos anti-helminticos no solo, porém a avaliacdo do
comportamento destes farmacos é importante uma vez que estes também
representam riscos ao ambiente. Os dados experimentais ainda séo limitados para
avaliar o destino no solo e na agua (KIM; LEE; KWON, 2010). Pavlovi¢ et al. (2017)
estudaram a avaliacdo da sor¢cdo do ABZ em solose sedimentos e Kim; Lee eKwon
(2010) avaliaram a sorcdo dos anti-helminticos Albendazol (ABZ), Tiabendazol (TBZ)

e Flubendazol (FLBZ) em particulados de matéria organica e lodo de esgoto.

3.5 Uso de anti-helminticos na producao animal

O uso de anti-helmintico na producao de bovinos é bastante expressivo uma
vez que 0s acometimentos por parasitas reduzem a produtividade do animal
causando prejuizos na producao de leite, reproducdo, ganho de peso corporeo dos
animais, além de aumentarem a susceptibilidade a outras doencas, portanto, o
controle de parasitas é essencial para este setor (BEYNON, 2012; RATH et al.,
2016). Para Lespine et al. (2012) os parasitas compreendem helmintos da familiados
nematdéides, trematdides, cetoides, acanthocephala que sdo capazes de alterar o
bem-estar animal podendo causar sua morte. Segundo Rath et al. (2016) sem o
controle dos parasitas seria estima-se um prejuizo na bovinocultura mundial de US$
13,96 bilhdes.

Desde o inicio do século XXI pesquisas sao desenvolvidas pela busca de um
anti-helmintico com alta eficacia e com baixos efeitos toxicolégicos ao hospedeiro. O
primeiro anti-helmintico descoberto foi a Afenotiazina destinada ao uso em bovinos e
equinos. Em 1961, uma grande evolugdo com a descoberta do Tiabendazol
possibilitounovas pesquisasno desenvolvimento de anti-helminticos cada vez mais
eficientes (LANUSSE; PRICHARD, 1993).

Os benzimidazois (BZD) compreendem uma classe bastante disponivel
atualmente tanto para uso veterinario quanto para humano. Esses sao utilizados a
mais de cinquenta anos mantendo sua eficacia e eficiéncia na prevencéo e controle
de parasitas (LESPINE et al., 2012; LANUSSE; PRICHARD, 1993). Para animais de
producgdo, os anti-helminticos comumente utilizados sdo o albendazol, tiabendazol,
oxibendazol e fenbendazol, apesar de apresentarem efeitos embriotdéxicos
(LANUSSE; PRICHARD, 1993).

O destaque a familia dos BZD se da por sua eficacia, sua alta atividade e
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por se apresentarem relativamente seguro ao hospedeiro, sendo frequentemente
utilizados na agricultura, aquicultura e usos veterinarios (LIMA, 2013).

Poucos trabalhos relatam o impacto dos produtos farmacéuticos e sua
fabricacdo sobre o ambiente (MARCIOCHA et al., 2013). A literatura apresenta
publicacdes sobre a presenca do albendazol em tecidos ou plasmas, como descrito
por Gokbulut; Akar e Mckellar, (2006) e preocupagdes com residuos em produto de
origem animal (PRCHAL et al., 2016). Porém poucos trabalhos relatam o estudo
sobre a determinacdo destes medicamentos na agua, no solo e em plantas
(MARCIOCHA et al., 2013). Estudos para determinacao do comportamento dos anti-
helminticos no ambiente e o risco ecoldgico devem ser investigados uma vez que se

apresentam bastante resistentes a biodegradacédo (SIM et al., 2013).

3.5.1Albendazol e Sulfoxido de Albendazol

O Albendazol (ABZ), de formula molecular C12H1sN302S (Figura 3a), € um
dos representantes da familia dos BZD caracterizado por seu amplo espectro. Este
medicamento atinge uma grande variedade de parasitas desde nematdides,
trematdides, cestoides e protozoarios, por acdo na inibicdo energética e
polimeralizac&o da tubulina nos microtubulos do parasita (CAPECE; ARZO; ADELL,
2002; CARLSSON et al., 2011; LIOU; CHEN, 2017). E mundialmente empregado em
diversos mamiferos por apresentar baixa toxicidade e alta eficacia (PRCHAL et al.,
2016; MARCIOCHA et al., 2013). No entanto, ndo sado recomendados para animais
no primeiro trimestre de gestacdo devido aos efeitos embriotoxicos (CAPECE;
ARZO; ADELL, 2002; LIOU; CHEN, 2017). Estudos relatam um aumento na
reabsorcdo fetal, ma formacdes e perda de peso em embrides de ratos, coelhos e
ovelhas (CARLSSON et al., 2011).

Caracterizado pela sua baixa solubilidade em agua e na maioria dos
solventes organicos, o ABZ tem seu comportamento alterado no organismo e
apresenta limitagbes em sua forma comercial (DAYAN, 2003; LANUSSE;
PRICHARD, 1993). Com a administracdo oral do ABZ o organismo tem uma taxa de
absorcao de apenas 50% para bovinos, sendo convertido durante o metabolismo por
uma oxidacdo de primeira passagem a seu metabdlito sulfoxido de albendazol
(ABZSO), de formula molecular C12H15sN3OsS (Figura 3b). Esta conversdo ocorre no
figado por acdo da enzima P-450, sendo este metabolito considerado com atividade

semelhante ao farmaco original (DAYAN, 2003). O ABZSO é posteriormente
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metabolizado a sulfona de albendazol (ABZSO2) n&do apresentando atividades do
farmaco original (CARLSSON et al., 2011).

Segundo Marciocha et al. (2013), a eliminacdo do ABZ pode chegar até 50%
para o ambiente sendo eliminado nas fezes e urina. A presenca de conjugados dos
metabdlitos aumenta sua polaridade e a excrecao urinaria é facilitada (LANUSSE;
PRICHARD, 1993; CARLSSON et al., 2011). Os farmacos em estudo possuem um
Kow (coeficiente de particdo) de 1,27 para ambos os farmacos (ABZ, ABZSO)
(CHEMISPIDER, 1998). A estrutura quimica e a capacidade de ionizacdo de acordo

com a variagao do pH seguem descritas nas Figuras 3 e 4.
Figura 3: Estrutura Quimica do Albendazol(a) e Sulféxido de Albendazol (b)

H H
NH
HiC g /©:N/ “ac\/\5/©::>_ >—o\
) o

(a) 0 H,
Fonte: ChemSpider (1998).

1 1

0,8 0,8
-] =]

00,6 00,6
AT AT
& g

04 0,4

0,2 0,2

0 0

0 2 4 6 8 10 12 14
0 2 4 6 8 10 12 14
pH pH
= CatiOnico === Neutro Anibnico e Cationico Neutro Anidnico

Figura 4: Formas ionizaveis do ABZ (a) e ABZSO (b) com variacdo do pH.
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Fonte: proprio autor.

O ABZ é uma molécula anfétera com pKai de aproximadamente 4,27 e pKaz
de 9,51, para o0 ABZSO é estimado um pKai de aproximadamente 1,99 e pKa:
7,07(DRUGBANK, 2011).

Segundo Liou e Chen (2017), pode-se inferir que o valor de Kow elevados
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para o ABZ demonstra uma tendéncia do farmaco em se acumular em solos e
sedimentos, mas estes farmacos podem chegar aos recursos hidricos, como pode-
se observar na Figura 4, estas moléculas possuem formas ionizaveis segundo a
variacdo do pH do meio, podendo estas moléculas aumentar suas polaridades e
assim serem carreadas aos corpos d agua. Sim et al. (2013) realizaram extracdo em
fase solida (SPE) para deteccdo de oito classe de anti-helminticos, dentre eles o
ABZ que foi encontrado em concentracédo de 3,75 ug L em estacdes de tratamento
de residuos humano, 0,011 pg L em &guas de rio, 0,891 pg L? nas estacdes de
tratamento de esgoto e 0,656 pg L para aguas residuais hospitalares na regido da
Coréia.

Gros; Rodriguez-Mozaz e Barcel6 (2012) também realizaram o
monitoramento de 81 farmacos em estacfes de tratamento de aguas, coletadas na
regido da Espanha, entre estes farmacos trés sdo pertencentes a classe dos anti-
helminticos sendo quantificado 17 ng L' de ABZ.

3.6 Composicao e propriedades do solo

O solo é composto por sua fragdo mineral e organica e estas exercem
grande influéncia nos fendémenos fisicos e quimicos que possam ocorrer na matriz.A
compreensao das cargas elétricas e dos processos fisicos e quimicos que ocorrem
nos constituintes da fracdo organica e mineral do solo sao imprescindiveis para a
determinacdo do comportamento de compostos organicos e inorganicos na matriz
(MOTA et al., 2007; ALLEONI; MELLO; ROCHA, 2009). A fracdo mineral é composta
pelas fracBes areia, silte e argila, como produtos dos processos de intemperismo,
sendo a fracdo areia e a fracao argila consideradas mais estaveis em solos tropicais,
onde predominam as argilas oxidicas (hematita, goetita e gipsita) e a caulinita; o
qguartzo predomina na fracdo areia. No entanto considerando a fracédo coloidal como
um todo, em condi¢cdes de intemperismo ativo possam por varias transformacdes
com a producédo de cargas elétricas que podem ser dependentes do pH do solo ou
resultantes de substituicdo isomorficas entre ions destes componentes (SPARKS,
2003; MOTA et al., 2007).

Os argilominerais correspondem as particulas menores que 2um, possuem
capacidade de trocar ions por apresentarem em suas superficies cargas negativas,
expressando elevada capacidade de troca catidnica, a intensidade desta troca sera

relacionada com as concentracbes de ions trocaveis e adsorvidos, dimensao,
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natureza e do grau de hidratagdo do mineral (MELLO et al., 2011). Os minerais
secundarios mais comuns sao 0s aluminossilicato (caulinita e montmorilonita) e
oxidos (gibsita, goethita e hematita) (SPARKS, 2003). A maior area especifica dos
argilomineais, bem como o seu potencial de expansdo quando em contato com o
meio aquoso, favorece o processo de adsorcdo de céations e/ou de anions
(ALLEONI; MELLO; ROCHA, 2009; MELLO et al., 2011).

Os minerais sdo formados pelas disposicdes de laminas tetraédricas
(compostas por silica) e folhas octaédricas (compostas por aluminio). A lamina
tetraédrica ao se ligar em uma lamina octaédrica resulta em minerais de argila 1:1.
Quando duas laminas tetraédricas se unem a uma lamina octaédrica tem-se
minerais 2:1, que apresentam caracteristicas expansivas quando hidratadas
(SPARKS, 2003).

Alleoni, Mello e Rocha, (2009) também classificam os constituintes minerais
por grupos com carga permanente ou carga variavel (dependente do pH e da forca
ibnica do meio). As cargas permanentes sao geradas por substituicdes isomoérficas
nas areas superficiais dos minerais, sdo independentes do pH da solucdo e do
mineral, sd0 mais expressivas nos minerais secundarios como os argilosos
silicatados do tipo 2:1. (FONTES; CAMARGO; SPOSITO, 2001). As substituicdes
podem ocorrer entre atomos de tamanho semelhantes presentes nas folhas
octaédricas (com a substituicdo do aluminio por Fe?*, Fe3*, Mg?*, Zn?* ou Cu?*) e
tetraédricas (substituicdo do silicio por aluminio) (SPARKS, 2003). Sendo as cargas
positivasou negativas dependentes da substituicdo de um elemento de maior e/ou
menor valéncia em relacdo ao outro ion, 0s minerais que possuem cargas mais
expressivas sdo os argilosos silicatados do tipo 2:1 (FONTES; CAMARGO;
SPOSITO, 2001).

As cargas variaveis, também chamadas dependentes do pH, tem como
caracteristica a determinacéo da carga liquida pelo ion adsorvido na superficie dos
coloides do solo. Os ions H* e OH sdo considerados determinantes de potencial,
pois definem a carga do solo. Dentre os minerais com estas caracteristicas tem-se a
caulinita, goethita, hematita e gibbsita (FONTES; CAMARGO; SPOSITO, 2001).

Tanto nos compostos organicos quantos nas argilas oxidicas as cargas
variaveis sdo dadas pela dissociacdo de grupos funcionais (carboxilicos, fendlicos e

alcodlicos) e pelo grau de protonacéo e desprotonacdo (os quais sdo determinados
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pela atividade dos ions H*). Em pH &acido ocorre a protonacdo dos grupamentos e
em pH basico tem-se aumento de pH ocorrendo a desprotonagdo (ALLEONI,;
MELLO; ROCHA, 2009).

A matéria organica apresenta esta carga dependente do pH do meio, em pH
superior a 3 essa é carregada negativamente a medida em que o pH aumenta a sua
carga negativa também aumenta devido a desprotonacao ou dissociacdo dos grupos
H* (SPARKS, 2003). Como a matéria organica possui diversos grupos funcionais
que participam de reacdes no solo estas permitem uma série de interacdes com
compostos organicos na matriz. DICK, NOVOTNY, DIECKOW (2009), descrevem a
interacdo da matéria organica com compostos de origem antropogénica resultando
tanto em sua imobilizacdo como na possibilidade do transporte ao longo perfil e
encostas dos solos.

Segundo o Embrapa (2006) o Sitema Brasileiro de Classificacado de Solos os
solos se dividem em 12 classes, dentre elas os Latossolos correspondem a grande
parte do territério nacional e sdo amplamente utilizados pelo setor agropecuario
(plantio e criacdo de animais). Sao solos com alto grau de intemperismo, com
predominio de argilominerais 1:1 e 6xidos de Fe (goethita e hematita), Al (gibbsita) e
em pequenas quantidades presentes mica e vermiculita, em abundancia se encontra
a caulinita. Estes solos respondem por grandes reacdes pela grande diversidade de
tamanho de particulas, substituicdo isomorficas e grau de intemperismo.Séo solos
com grande profundidade, estaveis, porosos e de alta permeabilidade, entretanto
possuem baixa capacidade de troca catibnica e elevada adsorcdo de anions
(ALLEONI; MELLO; ROCHA, 2009).

3.7 Fitotoxicidade

A exposicdo constante do ambiente aos residuos de MVs ocorre por
diversas causas, entre elas dispersdo de estrumes contaminados ou a presenca
direta de animais tratados, exposi¢cdo da aquicultura, aguas subterraneas e
superficiais ou até mesmo a inalacdo de animais a poeiras provenientes de
instalacdes de criacdes intensivas de gado (BOXALL et al., 2006). Estes residuos
guando acabam em terras cultiviAveis podem tornar-se disponiveis as plantas,
podendo ou ndo afetar seu crescimento e desenvolvimento, dependendo do
farmaco, da dosagem deste farmaco, da sua cinética de sor¢cdo ao solo, e de sua

bioacumulacdo e mobilidade (JJEMBA, 2002). As plantas também podem absorver
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adguas contaminadas por evapotranspiracdo e/ ou fotossintese ou serem expostas
pela utilizacdo de agua contaminadaoriunda de irrigagdo. Os efeitos desta
contaminagdo para as plantas envolvem interrup¢cdes bioquimicas e fisioldgicas,
comprometendo seu desenvolvimento (BARTIKOVA, PODLIPNA, SKALOVA, 2016).

As plantas também s&o capazes de remover estes contaminantes e realizar
a metabolizacdo destes por agcdo enzimatica. Elas transformam em metabdlitos, que
podem ter efeitos tGxicos menores ou maiores em relacdo ao farmaco original. Esses
metabdlitos podemtornar-se disponiveis para o consumo, como fonte alimentar a
outras espécies, podendo afetar outros organismos (PODLIPNA et al., 2013;
STUCHLIKOVA et al.,2016). Entretanto os efeitos toxicos e o destino dos anti-
helminticos nas plantas sdo pouco estudados.

Stuchlikova et al. (2016), avaliou a fitotoxicidade e a biotransformacéo do
albendazol (ABZ), fenbendazol (FBZ) e flubendazol (FLU) em células da planta
Campanula rotundifolia. Os resultados demonstraram que o ABZ € oxidado
inicialmente do grupo S (biotranformacédo Fase |) e hidrolisado observando-se a
formacdo do sulféxido de albendazol (ABZSO). Com uma segunda oxidagcdo do
grupo S origina-se a sulfona de albendazol (ABZSO2). A Fase Il gerou a formacao de
varios metabdlitos (detectados por UHPLC-MS) totalizando ao final 24 metabdlitos e
a exposicdo aguda (24horas) ndo expressou alteracdo significativa para as células
da planta em estudo.

Marciocha et al. (2013) observaram a absorcdo do ABZ utilizando a espécie
de planta Vicia faba, em uma cultura hidropbnica por 14 dias, assumindo uma
concentracdo inicial do farmaco de 1,7 x 10°° mol dm, obtendo uma recuperacéo de
93% e 86% para as raizes e parte aérea, respectivamente. Nao foram encontradas
na literatura avaliacdo toxicoldgicas para o metabdlito ABZSO tanto para as plantas

COMO em organismos aquaticos.

3.8 Processos Oxidativos Avangados (POAS)

O desenvolvimento de processos que sejam eficientes na diminuicdo dos
impactos gerados pelas descargas de aguas residuais aos recursos naturais vem
sendo investigadas a fim de se obter mais eficiéncia em relacdo aos processos
empregados em tratamentos convencionais (DEWIL et al., 2017; PASCOAL et al.,
2007), uma vez que muitos poluentes apresentam alta estabilidade e resisténcia a

mineralizagdo, sendo necessarios tratamentos mais reativos e eficientes (TOKODE
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et al.,, 2015). Os POAs se destacam pela remocdo de contaminantes organicos,
convertendo-os em diéxido de carbono, 4gua e anions inorganicos pela reacédo de
oxidacdo das radicais hidroxilas (*OH) (TEIXEIRA; JARDIM, 2004; TOKODE et al.,
2015), que possuem um potencial de oxidacdo de E° = 2,73V que possibilita a
degradacéo de diversos compostos (KONDO et al., 2014; RODRIGUES-SILVA et al.,
2014). O ataque néo seletivo dos radicais também se destaca para o tratamento de
aguas residuais e descontaminacdo ambiental (MALATO et al., 2009), outra
vantagem destes processos esta na versatilidade na geracédo dos radicais hidroxilas
que podem ser gerados por reacOes de oxidantes fortes como o ozbnio (Os) e
operéxido de hidrogénio (H202), semicondutores como diéxido de titanio (TiO2) e
oxido de zinco (ZnO) combinados com irradiacdo ultravioleta (UV) (TEIXEIRA;
JARDIM, 2004; MALATO et al., 2009). Os radicais hidroxilas ndo sdo os Unicos
radicais gerados no processo, porém € a espécie dominante na eficiéncia da
remocdo (SIEVERS, 2011). O mesmo autor também destaca a eficiéncia na
remocdo de poluentes de origem antropogénica, substancias téxicas, bactérias,
virus e micropoluentes emergentes.

Os POAs se dividem em sistemas homogéneos (onde ndo € empregado um
catalisador em forma sélida) e heterogéneos (onde € empregado um catalisador
semicondutor sélido) (TEIXEIRA; JARDIM, 2004). Os empregos de catalisadores
sélidos geram no processo reacfes como a difusdo, adsorcéo, reacdo e dessorcao
dos produtos fora da superficie e ao final da reacao a difusdo dos produtos finais, os
catalisadores (metais nobres como-Cu, Mn, Co, Cr, V, Ti, Bi e Zn) sdo imobilizados
em superficies sélidas (organicos e inorganicos) com funcbes de aumentar a
superficie catalitica do material, diminuir a sinterizacdo e controlar a vida Gtil dos
catalisadores (SIEVERS, 2011), ou serem utilizados em suspensdo aquosa
(NOGUEIRA; JARDIM, 1998).

Os POAs podem ser empregados em tratamentos de contaminantes do ar,
solo e recursos hidricos (KONDO et al., 1999; GAYA; ABDULLAHA, 2008; WANG et
al.,, 2011; PRIETO-RODRIGUEZ et al., 2012). Processos oxidativos podem ser
utilizados para a remocédo de produtos farmacéuticos e de cuidados pessoais
(MARTINEZ et al., 2011). Dentre os POAs tem-se destaque a fotocatalise
heterogénea que em diversos trabalhos é reportada na remocao destes poluentes
(KLAVARIOTI; MANTZAVINOS; KASSINOS, 2009; MARTINEZ et al, 2011;
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CANDIDO et al., 2016; CIZMIC et al., 2017).

3.8.1 Fotocatélise Heterogénea

A fotocatalise heterogénea teve sua descoberta em 1972 com a obtencéo
de hidrogénio apartir da reacdo de oxidacdo da agua, realizado por Fujishima e
Honda, onde desde entdo o processo vem sendo estudado para aplicacdo de
semicondutores na remocao de poluentes ambientais organicos e inorganicos,
tratamento dos recursos hidrico ou atmosférico (IBHADON; FITZPATRICK, 2013). O
processo de fotocatalise heterogénea consiste na aplicagdo de um semicondutor
inorganico como TiO2, ZnO ou CdS, fornecendo uma energia superior a energia de
bandgap, regido compreendida entre a banda de valéncia (BV) e banda de
conducéo (BC), provocando a excitacdo eletrénica, levando o elétron a migrar da BV
para BC, formando sitios oxidantes e redutores (par elétron/lacuna (e/h*)) que
realizaram reacfes quimicas cataliticas (ZIOLLI; JARDIM, 1998). Estas reacdes sao
possiveis pela geracdo de uma lacuna (h*) na BV, estas lacunas apresentam
potenciais de eletropositivos no intervalo de +2,0 a +3,5 V, sendo capazes de gerar
radicais hidroxilas (*OH) apartir da oxidagdo de moléculas de agua adsorvidas a
superficie do semicondutor (NOGUEIRA; JARDIM, 1997). A ativacdo de um
semicondutor pela radiacdo segue esquematizada na Figura 5.

Entretanto o par elétron/lacuna (e/h*) pode sofrer recombinacado interna. A
presenca do oxigénio nas reacdes onde sdo empregados os semicondutores € muito
importante, pois o oxigénio aprisiona o elétron da BC formando radicais superoxidos
(O27), com um menor potencial de reducdo em relacdo aos radicais hidroxilas que
podem também oxidar compostos organicos (TEIXEIRA; JARDIM, 2004). Martinez et
al. (2011), avaliaram a eficiéncia da degradacdo do medicamento diclofenaco em
relacdo ao emprego de oxigénio e observaram que a diferenca ao empregar uma
propor¢cdo de 21,0; 50,0 e 100% de oxigénio € minima, porém o0 aumento da
degradacdo é proporcional a adicdo de O2. Na auséncia de Oz o processo de
degradacédo foi muito lento e a degradacdo de 82% do farmaco com 21,0% de

oxigénio dissolvido demonstrou que € viavel o trabalho em condi¢cdes ambientais.
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Figura 5: Ativacdo do semicondutor
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Fonte: Adaptado de IBHADON; FITZPATRICK (2013).

Fotoexcitacao: TiO2 + hv— e- + h+
Adsorcao oxigénio: O, +e- — 02~
lonizagdo da agua: H,O — OH™ + H*
Formacdao do superéxido: O, + H* — HOO*

O semicondutor bastante empregado é o diéxido de titanio (TiOz2), devido a
sua elevada fotoatividade, sua néo toxicidade, estabilidade na presenca de radiacéo
e variacado de pH, eficiéncia no processo de degradacado e por ndo ser corrosivo faz
com que este seja preferido em relagdo a catalisadores comerciais. (KLAVARIOTI,
MANTZAVINOS; KASSINOS, 2009; SAIEN; KHEZRIANJOO, 2008; HAVLIKOVA;
SATINSHY; SOLICH, 2016). O TiO2 possui uma energia (bandgap) de 3,0 e 3,2 eV,
assim a radiacdo solar, que compreende o0 comprimento de onda menor que 387
nm, pode ser usada como fonte de radiacdo para ativacdo do semicondutor, uma
vez que neste comprimento de onda aproximadamente 3% do espectro solar atinge
a terra (FERREIRA; DANIEL, 2004). O emprego do semicondutor também tem
vantagens da ndo geragao de nenhum lodo que requeira destinagéo para o aterro.
Ocatalisador nédo sofre alteracbes durante todo processo o0 que evita o uso de
produtos quimicos (IBHADON; FITZPATRICK, 2013). Segundo IBHADON;
FITZPATRICK (2013) a inércia do TiO2 ao ambiente quimico faz com que seja
amplamente empregado em diversos produtos como cosméticos, produtos

farmacéuticos e protetores solares.
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De acordo com Nogueira; Jardim, (1997), a maior fotoatividade do TiO2 em
relacdo aos outros semicondutores deve ser considerada, porém a recombinacgéo do
par elétron/lacuna torna limitante o seu rendimento. Outro fator limitante € a radiacao
absorvida do fotocatalisador onde a melhor eficiéncia com o aumento da irradiacao,
entretanto apenas 5% da luz solar € capaz de causar fotossensibilizacdo devendo
considerar as possiveis perdas por processos de reflexdo (GAYA; ABDULLAH,
2008).

Diversos estudos sdo reportados na literatura visando a aplicacdo deste
processo para remocao de farmacos, como descrito por Saien e Khezrianjoo (2008),
com a remocao do carbendazim, um fungicida da classe dos BZD.A remocéo de
farmacosfloxacina e atenolol também foi avaliada (HAPESHI et al., 2010). Havlikova
Satinshy e Solich (2016), estudaram a remocao de dois farmacos anti-helminticos
ivermectina e praziquantel. Candido et al. (2016) também avaliaram a eficiéncia da
fotocatélise heterogénea para remocao do farmaco ibuprofeno avaliando o processo

por ensaios toxicolégicos com organismos aquaticos.

3.9 Ensaios ecotoxicoldgicos

A avaliacao da resposta de organismos frente a fatores estressores do meio
ja é realizada desde tempos mais antigos. A ecotoxicologia estuda os efeitos de
substancias sintéticas ou naturais na exposi¢cdo de organismos vivos (animal ou
vegetal), de suas populacdes ou comunidades de ecossistemas aquatico ou
terrestres, utilizada como uma ferramenta de monitoramento ambiental
(MAGUALHAES, FERRAO, 2008). Para esta avaliacdo sdo empregados testes
ecotoxicolégicos pré-estabelecidos e padronizados por normas brasileiras. Estes
testes se classificam de acordo com o tempo de exposicdo em agudo ou cronico,
avaliando possiveis alteracdes fisiologicas, morfolégicas ou comportamentais (morte,
crescimento ou reproducdo) (KAPANEN; ITAVAARA, 2001). Segundo Kapanen e
Itavaara (2001) as respostas obtidas pelos testes agudos sdo expressas em LCso
(concentracdo letal) e as respostas cronicas expressas em ECso (valores de
concentracdo meédia efetiva) indicando morte ou algum tipo de alteracdo em 50%
dos organismos.

Os organismos aquaticos estdo expostos a diversos poluentes que podem
uma vez dentro do organismo causar diferentes efeitos até a morte (WAGIL et al.,

2014). E crescente a aplicacdo destes ensaios ecotoxicologicos a fim de
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monitoramento dos corpos hidricos. Véarias espécies podem ser utilizadas para
realizacdo dos testes, dentre elas encontram-se a Daphnia similis, a Vibrio fischeri, a
Raphidocelis subcapitata, a Danio rerio e dentre outras selecionadas de acordo com
0 objetivo da avaliacdo (REGO DA SILVA; POMPEO; PAIVA, 2015; BRAZ et al.,
2014; CANDIDO et al., 2016).

Os ensaios ecotoxicologicos podem ser uma boa ferramenta para
monitoramento dos POAs, a avaliacdo da toxicidade antes e depois dos ensaios
avaliando a reducdo da toxicidade ou efeitos toxicologicos pela formacdo de
subprodutos durante o processo (RIZZO et al., 2009). Os mesmos autores avaliaram
a degradacdao do diclofenaco empregando o processo de fotocatalise heterogéneaos
bioensaios com Daphnia magna; Pseudokirchneriella subcapitata e oocisto de
Artemia.

Em 2014, Czech; Josko e Oleszczuk avaliaram a toxicidade do processo de
remocao dos farmacos cloranfenicol e diclofenaco utilizando como bioindicadores
Daphnia magna e Vibrio fischeri. Candido e colaboradores em 2016 utilizaram os
bioensaios para monitoramento da degradacdo do ibuprofeno avaliando os
organismos aquaticos Daphnia similis e Raphidocelis subcapitata.

Os efeitos toxicolégicos do ABZ e seus metabdlitos foram estudados por
Carlsson et al. (2013) em embrides de peixe-zebra confirmando seu efeito
teratogénico ao observar que o0s embrides apresentaram seu desenvolvimento

afetado (cabecas e olhos subdesenvolvidos e caudas truncadas).

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Reagentes

° Acetonitrila / grau HPLC — Dinamica

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

° Agua ultrapura — sistema Millipore Milli-Q

° Albendazol (manipulado) e Sulfoxido de Albendazol (comercial)

° Cloreto de célcio (Synth)

° Dioxido de titanio (Degussa, P25)
° Dimetilsulfoxido (DMSO) (Synth)
° Lugol 5%

° Membrana de éster de celulose — 0,45 um de porosidade e 0,47 mm de
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diametro (Quimica Moderna)

Membrana de fibra de vidro 0,47um (Carvalhes)
Papel de filtro (Unifil)

Tubos Falcon 50 mL

Vials 1,5 mL

Placas de Petri

4.1.2 Equipamentos

Aerador -VigoAr 60

Agitador magnético —Novalnstruments

Autoclave vertical —PhoenixLuterco (Modelo 415)

Balanca analitica— Shimadzu (Modelo: ATX 224)

Banho ultrassonico — Tecnal TE-0581

Bomba a vacuo — Unique

Céamara de Fluxo laminar -Veco

Céamara de Neubauer

Centrifuga —Thermo Fisher

Cromatdégrafo Liquido de Alta Eficiéncia Modelo 1260 Infinity series - Agilent
Coluna cromatografica — Modelo ZORBAX SB — C18/ RapidResolution HT

(150 mm x 4,6 mm, 5um)

Condutivimétro — Alfa Mare
Estufa D.B.O — Eletrolab

Lampada a vapor de Hg 125 W - GE lluminacdo do Brasil Comércio de

lampadas LTDA

Luximetro Digital — Modelo: Wm 1850 — Icel

Mesa agitadora - Aggimax

Mesa Orbital — Shaker

Micropipeta — Labmate

Microscopio optico— Olympus

Oximetro — Inolab

pHmétro - Digimed

Radiémetro— Solar Light

Reator (125 W, 220 V/1,15 A) —Industria de Materiais Elétricos (Intral AS)
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4.2 METODOLOGIA

4.2.1 Preparo de Solugdes

Foi preparada uma solucdo estoque contendo ambos os farmacos ABZ e
ABZSO. Empregou-se 0o ABZ adquirido em uma farméacia de manipulacdo e seu
metabdlito ABZSO extraido apartir de um medicamento comercial. A solucdo padrao
estoque de concentracdo de 900 mg L foi preparada pesando 0,09 g do ABZ em
balanca analitica de alta precisdo e pipetando 1,5 mL do medicamento contendo o
ABZSO, cuja apresentacdo comercial é de 6,0 g de ABZSO a cada 100mL de
medicamento.As amostras foram solubilizadas em 10 mL de Dimetilsulfoxido
(DMSO) e avolumadas em baldo volumétrico de 100 mL com acetonitrila (ACN),
obtendo uma concentracéo final de 900 mg L1. Também foram preparadas solugées
estoques dos farmacos isoladamente nas concentracdes de 900 mg L.

Uma solucdo trabalho, denominada como solucdo trabalho |, com
concentracdo de 10 mgL™* foi preparada para uso imediato mediante a diluicdes da
solucdo estoque e avolumadas com solugdo de acetonitrila: agua ultrapura em uma
proporcao de 50:50 (v:v). Outra solucdo, denominada como solucao trabalho I, foi
preparada para obtencao de 1 L de solucdo de ABZ e ABZSO na concentracdo de
900 ug L%, obtido a partir de diluicdo da solucdo estoque em Aaguaultrapura. Esta
teve seu pH ajustado para 8,5 com auxilio de solu¢édo de hidroxido de sédio (NaOH)
e/oudcido cloridrico (HCI), ambos na concentracdo de 1 mol L.

Todas as solu¢bes foram submetidas ao banho ultrassénico por 10 minuots,

armazenadas, protegidas de luminosidade e refrigeradas a 4°C.

4.2.2 Validacdes do método analitico
Para deteccdo e quantificacdo dos farmacos foi utilizada a Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) empregando-se um equipamento de modelo
Infinity 1260 da Agilent Technologies composto por um sistema de bombeamento
quaternario (Figura 6), acoplado aos detectores Fluorescéncia (FLD) e Arranjos de
Diodos (DAD), equipado com uma coluna C18 de 4,6mm de diametro, 150 mm de
comprimento e 5um de tamanho de particula. Osparametros analiticos de validacao
(ou figuras de mérito) avaliados foram: seletividade, linearidade em uma faixa linear
de trabalho, sensibilidade, limite de deteccdo (LD), limite de quantificacdo (LQ),
exatiddo, precisdo e robustez seguindo parametros estabelecidos pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) pelo Instituto Nacionalde Metrologia,
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Normalizacdo e Qualidade Industrial- INMETRO (BRITO et al., 2003; RIBANI et al.,
2004; PASCHOAL et al., 2008). Os tratamentos estatisticos dos dados foram

realizados empregando o programa estatistico Microsoft Office Excel 2010.

Figura 6: Cromatdgrafo Liquido modelo Infinity 1260 da Agilent Technologies

Fonte: proprio autor.

As condi¢cdes cromatograficas empregadas para a analise dos farmacos
foram adaptadas de Gokbulut, Akar e Mckellar (2006), onde se empregou umafase
movel composta por acetonitrila e aguadeionizada (ambas filtradas em microfiltro de
fibra de vidro de 0,47 mm e desgaseificadas em banho ultrassénico por 15 minutos),
moddulo gradiente descrito na Tabela 1, volume de injecao igual a 10 pL, temperatura
da coluna igual de 40°C. A deteccdo dos farmacos para o FLD ocorreu no
comprimento de onda de excitagéo (Aexcitacao) igual a 280 nm e comprimento de onda
de emissao (Aemissao) igual a 320 nm. Para oDAD o comprimento de onda (A) utilizado
foi de 292 nm.
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Tabela 1: Modo gradiente empregado na corrida cromatogréfica para determinagédo do ABZ

e ABZSO

Vazdo da fase mével Composiciio da Tempo
(ml min'l) fase movel (%)  (min)

0,3 50:50 0-3

0,3 50:50 3-5

0,5 75:25 5-9

0,5 75:25 9-15
0,3 50:50 15-20

Fonte: Proprio autor.

4.3 Seletividade

A avaliacdo da seletividade na separacdo cromatografica dos farmacos foi
observada através da comparacdo de uma matriz fortificada com os analitos ABZ e
ABZSO, simultaneamente, na concentragdo de 900 pg L em relacdo a uma matriz
isenta dos analitos na composicao de acetonitrila: dgua 50:50 (v:v), analisados por
CLAE.

4.4 Linearidade

A linearidade do método foi obtida através da constru¢do da curva analitica
em 14 niveis de concentra¢éo (5, 10, 25, 50, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800,
900, 1000 pg L), realizados em triplicatas. As diferentes concentracdes foram
obtidas pela diluicdo da solugdo trabalho lem acetonitrila: agua 50:50 (v:v)
analisadas por CLAE, sendo avaliado pelo método matematico de regressao linear,
onde obteve-se as equacdes das retas expressas como: y=a + bxC, na qual C é a
concentragdo dos farmacos em ug mL* e y a area do pico cromatografico, sendo a e

b correspondem aos coeficientes linear e angular, respectivamente.

4.5 Limite de deteccao e (LD) Limite de quantificagdo (LQ)

O Limite de Deteccdo (LD) e o Limite de Quantificacdo (LQ) foram
determinados pelo método sinal-ruido pela comparacdo dos cromatogramas dos
analitos em baixas concentracbes em relacdo a leitura de um cromatograma

proveniente de uma matriz isenta dos analitos composta por acetonitrila: agua
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deionizada 50:50(v:v). Segundo Ribani et al., 2004, pode-se consideraruma razao de
3:1 e 10:1para LD e LQ, respectivamente. Estas medidas foram mensuradas com
auxilio de uma régua. Também se utilizou-se a comparacdo dos parametros da
curva analitica, considerando as equacdes que foram obtidas pela regressao linear

de cada triplicata (equacao 9 e 10).
LD =33x )

LQ = 10x§ (10)

Sendo ‘s’ o desvio padrao do coeficiente linear da equagao da reta e ‘S’

coeficiente angular da curva analitica.

4.6 Exatidao

Um dos métodos mais utilizados para avaliacdo da exatiddo consiste na
realizacdo de ensaios de fortificacdo da amostra, adicionando concentracfes do
analito de interesse e posterior determinacdo da concentracdo adicionada (BRITO et
al., 2003). A exatidao foi avaliada ao se preparar solugcdes nas concentracdes de
300, 500, 700 ug L* dos analitos em agua deionizada a partir da solugao trabalho I,
realizadas em triplicatas, avaliando o percentual de recuperacdo (R) dos analitos
(Eq. 11) em matrizes aquosas ap0s a andlise por CLAE comparando com dados
determinados na literatura (BRITO et al., 2003).

Valor Obtido (R%): Concentragdo do valor +100 (11)

valor adicionado

4.7 Precisao

Para se avaliar a precisdo do método analitico verificou-se a repetitividade
do método ao se analisar o coeficiente de variacdo (CV (%)) da preparacao de dez
solucdes nas concentragdes de 500 pg Lt em acetonitrila: 4gua deionizada (50:50,
v.v) dos analitos, preparadas por um primeiro analista e analisadas em CLAE,
avaliado e comparado com dados determinados para analises a niveis tracos na
literatura (Ribani et al., 2004).

Também se avaliou a reprodutividade do método preparando solucbes dos
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analitosnas mesmas condi¢cdes do primeiro analista, porém realizado por um
segundo analista, em dias diferentes. Foram calculados os valores de recuperacéo
(R), aplicando testes estatisticos (teste F e teste T), em um nivel de confianca de
95%.

4.8 Robustez

A robustez foi realizada variando + 5% de alguns parametros do método
analitico para determinar o quao robusto ele se apresenta frente a pequenas
variacdes nas condi¢cdes pré-estabelecidas, comparando o fator de recuperagcdo com
o determinado na literatura (BRITO et al., 2003). Assim trés solu¢bes dos analitos
nas concentracdes de 500 pg L foram preparadas pela diluigdo da solugédo trabalho
| em acetonitrila: agua deionizada (50:50, v:v) e analisadas em CLAE, variando

parametros como temperatura da coluna, volume de injecéo e vazao da fase moével.

4.9 Método de estudo para analise do comportamento do ABZ e do ABZSO no

solo

4.9.1 Avaliacao da estabilidade do ABZ e ABZSO em solucao de CaCl20,01 mol
L-l

Para avaliacdo da estabilidade dos analitos ABZ e ABZSO na solucao
extratora de CaClz e nos tubos Falcon ® (Polipropileno), foram preparadas solu¢des
em quintuplicatas na concentragdo de 900 pg L dos analitos em CaCl2 0,01 mol L
a partir da solucdo estoque de 600 mg L' dos analitos em 25,0 mL de CaClz 0,01
mol L. Apés o preparo, as solugbes foram transferidas para tubos Falcon®,
mantidas em agitacdo (120 rpm) por 72 horas, protegidas de luz solar a 25°C e
coletando aliquotas a cada 24 horas de cada solucéo.

As aliquotas foram filtradas em membrana de mistura de ésteres 0,45 pum de

porosidadeearmazenadas em vials para posterior andlise em CLAE.

4.9.2 Otimizacao da razdo solucéo/solono estudo de adsorcgéo

Amostras de 0,1; 0,25; 0,5 e 1,0g do horizonte A do solo em estudo foram
pesadas em triplicata em tubos Falcon® de capacidade de 50 mL, adicionando
25mL da solucéo dos analitos na concentragdo de 900 pg L' em CaCl2 0,01 mol L,
preparadas pela diluicdo da solucdo estoque de 9000 pg L*?, a cada tubo. Quatro
razbes solo/solugbes foram estudadas: 1/25 (1 g: 25,0mL), 1/50 (0,5 g:25,0 mL),
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1/100 (0,25 g: 25,0 mL) e paral/250 (0,1 g:25,0mL).
Os tubos foram mantidos em agitagéo a 120 rpm por 24 h a 25°C, mantendo

um branco para cada razdo solo/solucdo como pode-se observar na Figura 7.

Figura 7: Mesa agitadora para realizacdo dos ensaios de sor¢do dos analitos

Fonte: préprio autor.

Posteriormente, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos e as
aliquotas do sobrenadante foram coletadas e filtradas em membrana 0,45 pum de

porosidade. O filtrado foi armazenado em vials para analise em CLAE.

4.9.3 Estudos das isotermas de sorcao e dessorcédo do ABZ e ABZSO para o
horizonte A

Os estudos de adsorcéo e dessorgadopara o horizonte A foram realizadosem
pH 3 e sem ajuste. Para os ensaios de adsorcdo foram pesados em triplicata
massas de 1g de solo em tubos Falcon® adicionando solugdes de 25 mL de CaCl
0,01 mol L* dos analitos nas concentracdes de 0,6, 0,9, 1,2, 3, 6, e 9 mg L*,
realizou-se ajuste de pH quando necessario com o auxilio das solu¢des de hidroxido
de sédio (NaOH) e/ou acido cloridrico (HCI), ambos na concentra¢do de 1 mol L.
Os tubos ficaram sob agitacéo (120 rpm) protegidas de luz solara 25°C por 24 horas.
Apbs este periodo centrifugou-se as amostras por 10 minutos sendo asaliquotas do
sobrenadante coletadas e filtradas em membrana 0,45 um de porosidade. Realizou-
se diluicbes em agua: ACN (50:50 v;v) para que pudesse ser realizada a leitura das
amostras dentro da faixa de trabalho (curva analitica), sendo 1,2 mg L%(1:1), 3mg L
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1(3:1), 6 mgL!e 9 mgL?! (10:1), sendo as amostras foram armazenadas para
analise em CLAE.

Para os ensaios de dessorcdo retirou-setodo sobrenadante de cada tubo
adicionado 25 mL de CaCl2 0,01 mol L** sem os analitos, sendo o pH da solucédo
CaClz2 0,01 mol L? ajustado para pH 3 na isoterma de meio acido. O sistema foi
mantido por mais 48 horas nas mesmas condicdes ja descritas de agitacdo. Apos
este periodo o sistema foi novamente centrifugado e filtrado como ja descrito na

adsorcdo. Para as concentragées 6,0 e 9,0 mg L™ foi realizada uma diluicdo 1:1.

4.10 Avaliacao da fitotoxicidade

Os estudos para avaliacdo dos efeitos fitotoxicos de uma substancia em
organismos vegetais, podem serem conduzidos segundo normas pré-estabelecidas,
como o guia 208 da OECD chamado Seedling Emergence and Seedling Growth Test
e 0 guia E1963 — 09 da ASTM chamado Standard Guide for Conducting Terrestrial
Plant Toxicity Tests.

4.10.1 Avaliacdo da fitotoxicidade em sementes de alface (Lactuca
sativavar.capitata) e feijdo (Phaseolus vulgaris): ensaios em placa de Petri

Para avaliacdo da influéncia dos farmacos ABZ e ABZSO na germinacgao
das sementes foi montado um experimento contendo seis tratamentos com quatro
repeticbes cada um. Placas de Petri (10,5 cm diametro) foram recobertas com papel
de filtro quantitativo de 12,5 cm embebidas com 5,0 mLde solugdo contendo ambos
os farmacos nas concentracdes de 0,12, 12, 120 e 600 mg L. Foi preparado um
controle negativo contendo 4gua destilada e um segundo controle positivo, contendo
somente 0s solventes utilizados no preparo das nas solu¢des dos farmacos (120 e
600 mg L), nas mesmas propor¢cdes (ACN: DMSO 90:10 v:v). As placas foram
mantidas em estufa tipo BOD (Demanda Bioquimica de Oxigénio) por 24h para
evaporacao do solvente. Apds este periodo adicionou-se a cada placa de Petri, 25
sementes de alface e 25 de feijdo separadamente, em um total de 100 sementes por
tratamentoe uma segunda folha de papel filtro cobrindo as sementes. As placas
foram mantidas no escuro a temperatura 25 + 4 °C. Adicionou-se agua destilada
para manter a umidade quando se observava perda da mesma, mantendo-a
suficiente para germinacgao.

As sementes foram analisadas quanto a germinagdo e o seu crescimento

por analise qualitativa com auxilio de uma lupa (ZEISS Stemi 305).
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4.10.2 Avaliacao da fitotoxicidade em sementes de feijdo: Ensaios no solo

Foi conduzido um experimento na casa de vegetacdo da Universidade
Federal de Itajuba (UNIFEI) para avaliacdo da influéncia dos farmacos em estudona
germinacao e crescimento de plantulas de feijao (Phaseolus vulgaris), os estudos no
solo foram conduzidos empregando sementes de feijdo pelo seu curto prazo de
germinacdo e crescimento, também pelas sementes se apresentarem mais
resistentes ao uso dos solventes (controle positivo) em relacdo as sementes de
alface, como observado nos ensaios de placa de Petri.

As sementes foram adicionadas em caixa de plastico (dimensdes 21,2 x 15,0
X 5 cm) contendo solo proveniente do horizonte A, peneirado em tamanho de
particulas menores que 2,0 mm. Foram preparadas quatro bandejas por tratamento,
e a cada bandeja foram adicionados 25mL de solu¢des contendo ambos o0s
farmacos nas concentragbes de 0,12, 12, 120 e 600 mg L, reservando um
tratamento para controle positivo onde foi adicionada apenas agua e um controle
negativo onde foram adicionados os solventes utilizado nas solucées (ACN:DMSO
90:10 v:v).

As bandejas permaneceram por 24 horas com as soluc¢des para evaporacao
dos solventes. Apds este periodo foram adicionadas cinco sementes por bandejas,
totalizando 20 sementes por repeticdo.Avaliou-se aporcentagem de germinacgao,
altura do caulepara a semente de feijao, além de observacdo sob os aspectos
qualitativos das plantas. Os dados foramsubmetidos inicialmente ao teste de
normalidade Shapiro-Wilk (p>0,05). Em seguida a andlise de variancia, com uso do
software SISVAR (FERREIRA, 2011). A fim de verificar a diferenga entre os
tratamentos para as caracteristicas testadas, foi realizada a comparacdo das médias

pelo teste de Scott-Knott a 95% do nivel de confianca.

4.11 Estudo de remocéao do ABZ e ABZSO em solucgéo aguosa

4.11.1 Avaliacdo daremocdo do ABZ e ABZSO por fotocatélise heterogénea
com o emprego de TiO2/Oz2sob luz UV artificial

Para os ensaios de fotodegradacdo empregando radiacdo UV artificial, foi
utilizado um reator de borossilicato de dupla jaqueta (27cm de altura, 2,5cm de
espessura) (KONDO; JARDIM, 1991). Inseriu-se uma lampada de vapor de mercurio
de poténcia igual a 125W e comprimento de onda maximo de 365nm no interior do
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reator, a qual foi acesa 10 minutos antes do inicio do processo de degradacdo. O
sistema foi inserido em um recipiente de vidro com capacidade de 2 litros, contendo
1 litro da solucdo de ambos os farmacos (ABZ e ABZSO) na concentracao de 900 ug
Lt (preparadas a partir da solucdo estoque 900 mgL™?) em pH ajustado a 8,5 com o
auxilio de solugdes de hidroxido de sédio (NaOH) e/ou &cido cloridrico (HCI), ambos
na concentracdo de 1 mol Lt. Manteve-se a solucdo sob agitacdo com auxilio do
agitador magnético (600 rpm) e sob aeracdo constante (60 cm® mL'). Para que a
solucdo ndo se aquecesse, conectou-se um fluxo de agua continuo de vazao igual
0,5 L min't ao reator. O ensaio foi realizado durante uma hora (Figura 8).

Adicionou- se as solu¢cbes massas TiO2 em diferentes concentracdes 1; 10;
100; 500 e 1000 mg L, a fim de otimiza-la.

Foram retiradas aliquotas da solucdo a cada 15 minutos de reacdo, durante
o periodo de uma hora. Todas as aliquotas foram filtradas, utilizando filtro de
membrana de mistura de ésteres de 0,45um, e transferidas para vials, para posterior

analise por CLAE.

Figura 8: Sistema empregado no processo de degradagdo com radiacdo UV atrtificial

Fonte: proprio autor.
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4.11.2 Avaliacdo da remocdo do ABZ por fotocatalise heterogénea com o
emprego de TiO2/0Oz2em luz UV artificial

Para os ensaios de fotodegradacdo empregando radiacdo UV artificial foi
preparada 1 litro de uma solugcéo contendo apenas o ABZ na concentracao inicial de
900 pg L (preparadas a partir da solucdo estoque 900 mg L') em pH ajustado a 8,5
com o auxilio de solu¢des de hidroxido de sodio (NaOH) e/ou &cido cloridrico (HCI),
ambos na concentracdo de 1 mol L1 Empregou-se a massa otimizada do

semicondutor (10,0 mg L TiO2) e o processo descrito em 4.11.1 foi repetido.

4.11.3 Avaliacdo da remocao do ABZ e ABZSO por fotocatalise heterogénea
com o emprego de TiOz2sob luz UV solar

Para o estudo da fotocatalise heterogénea com o emprego de TiO2/O2 sob
luz UV solar foi montado o experimento a latitude de 22° 24’ 45” e a longitude 45°
26’ 58” a 850 metros acima do nivel do mar, no campus da Universidade Federal de
Itajuba, MG, em um periodo entre 11 horas a 14 horas, aferindo a radiacéo
acumulada, com o auxilio de um radidmetro.

Foi preparada 1 litro de uma solu¢do contendo ambos os farmacos (ABZ e
ABZSO) na concentracdo de 900 pg L (preparadas a partir da solugdo estoque 900
mg L1) em pH ajustado a 8,5 com o auxilio de solu¢cdes de hidréxido de sddio
(NaOH) e/ou &cido cloridrico (HCI), ambos na concentracdo de 1 mol L*. As
solugcdes foram colocadas em recipientes de vidro com diametros similares, em um

mesmo periodo de tempo (Figura 9) mantido sob agitacdo (600 rpm).
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Figura 9: Esquema montado para a realizagdo do processo de fotocatélise heterogénea
empregando radiagdo solar

Fonte: préprio autor.

Foram retiradas aliquotas da solucdo a cada 15 minutos de reacdo, durante
o periodo de uma hora. Todas as aliquotas foram filtradas utilizando filtro de
membrana de mistura de ésteres de 0,45um e transferidas para vials, para posterior

analise em CLAE.

4.11.4 Experimentos controle
Foram realizados experimentos controle com os parametros estudados

isoladamente: aeracao, radiacao UV (artificial e solar) e com o semicondutor TiOo.

4.12 Ensaios ecotoxicolégicos com Daphnia simillis e microalga Raphidocelis
subcaptata
Os ensaios ecotoxicoldgicos com microcrustdceo Daphnia similis e com a
microalga R.subcaptata foram conduzidos no Laboratério de Limnologia da
Universidade Federal de Itajuba (UNIFEI) (ltajuba- MG). Tais estudos foram
realizados a partir de protocolos estabelecidos pela Associacdo Brasileira
deNormas Técnicas (ABNT). Para manutencdo dosorganismos e realizacdo de
todos os testes ecotoxicologicos utilizou-se agua de nascente (dgua de cultivo)
proveniente da Comunidade Sol de Deus, do Municipio de Itajuba, MG.
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4.12.1 Avaliacao da toxicidade aguda com Daphnia simillis

A avaliacdo da toxicidade aguda utilizando o microcrustaceo Daphnia similis
foi realizada de acordo com a Norma NBR 12713/2016. (BRASIL, 2016).

Foi mantido por um periodo de trés semanas uma cultura de organismos
adultos, fémeas ovadas proveniente desta cultura foram retiradas incubadas e
mantidas em cubas contendo um litro de agua de nascente, alimentadas com 10 mL
microalga R. subcaptata (10° cels mL™?) e suplementos a base de peixes. A cultura
de organismos foi incubada a 22°C, em fotoperiodo controlado (12 horas claro e 12
horas escuro) e mantidas em sistema estatico. Neonatos provenientes desta cultura
com idades de 6 a 24 h foram enté&o utilizados para os testes de toxicidade.

As amostras utilizadas na exposicdo dos organismos foram obtidas pela
realizacdo do processo de fotocatalise heterogénea utilizando TiO2/02/UV artificial
com a massa otimizada do catalisador. Para este ensaio substituiu-se a agua
ultrapura utilizada nos processos de degradacdo por agua de nascente. A solucéo
foi adicionada 900 pg Lt de ambos os farmacos. A cada 15 minutos aliquotas de 50
mL eram retiradas filtradas, armazenadas e refrigeradas, para realizacao do teste de
exposicao da D. similis. Foram utilizados béqueres de 50 mL contendo 10 mL da
amostra adicionando 5 organismos a cada um; foram expostas quatro réplicas de
cada tempo (0, 15, 30, 45 e 60 minutos); também foi reservado um controle
contendo apenas agua de nascente. Um controle reacional foi preparado nas
mesmas condi¢cdes do processo de degradacao, porém sem adi¢cdo dos farmacos, a
fim de avaliar a toxidade de todos os consumiveis durante o processo.

As amostras foram monitoradas no inicio do teste e apds 48 h de exposicao
dos organismos aferindo parametros fisicos e quimicos (condutividade, oxigénio
dissolvido, pH e temperatura). Apos a exposicdo, realizou-se a contagem dos

organismos imobilizados em 24 h e 48 h de exposigao.

4.12.2 Avaliacao da toxicidade aguda com Daphnia simillis para determinacéao
da CEso para o ABZ e para o ABZSO

Foram realizados testes de exposicdo aguda dos organismos Daphnia
simillis como descrito em 5.12.1, porém empregando solu¢des preparadas com 0s
farmacos individualmente. Para o ABZ foi utilizada concentracbes de 0,009; 0,09;
0,3; 0,6 e 0,9 mg L. Preparadas a partir de solucdes estoque do ABZ 900 mg L.
Os resultados foram determinados pelo Software Jspear.
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4.12.3 Toxicidade cronica com Raphidocelis subcapitata

A avaliacdo da toxicidade cronica com a microalga R.subcaptata foi
realizado de acordo a norma NBR 12648/2011. (BRASIL, 2011)

Foi preparada uma pré-cultura de microalga R.subcaptata, mantida em
condicbes conhecidas de temperatura, luminosidade e aeracdo constante,
permanecendo em crescimento exponencial durante sete dias antes dos testes.

Para a realizacdo dos testes todosos materiais utilizados foram
devidamenteautoclavados a 120°C, durante um periodo de 15 minutos. Assim como
0 meio de cultura L.C. Oligo utilizado para o crescimento algaceo também foi
autoclavados nas mesmas condi¢cées. O meio de cultura L.C. Oligo foi preparado
segundo a normativa NBR 12648/2011(BRASIL, 2011), e segue descrito na Tabela

2. A Figura 10 representa o esquema montado para a realizacédo dos testes.
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Figura 10: Esquema empregado no ensaio cronico com R.subcapitata(a) inicio (b) final do

experimento

(b)

Fonte: proprio autor.
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Tabela 2: Solugbes para preparo do meio de cultura L.C. Oligo

Solugéo Reagente Quantidade Preparo
mg
1 Ca(NOs3)2.4H-.0 4 000 Dissolver e completar
2 KNO3 10 000 para 100 mL com agua
3 MgS04.7H,0O 3000 de nascente
4 KoHPO4 4 000
5 CuS04.5H,0 30 Dissolver e completar
(NH4)sM07024.4H,0 60 para 1 000 mL com agua
ZnS04.7H20 60 de nascente
CoCl,.6H,0 60
Mn(NO3)2.4H.0 60
CsHgO2.H20 60
H3BOs3 60
6 CeHsFeO7.5H,0 1625 Dissolver e completar
FeCl;.6H,0 625 para 1 000 mL 4gua de
FeS0,4.7H0 625 nascente
7 NaHCO; 15 000 Dissolver e completar

para 1 000 mL 4gua de
nascente

Volume das solugfes para preparo de 1 L do meio de cultura L.C. Oligo

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

Fonte: (BRASIL, 2011)

Para obtencao do inoculo algal foi centrifugada a pré-cultura e realizada a
contagem (apoés diluicdo 1:10) na camera de camara de Neubauer, realizada em
microscopio Optico, para que o volume algaceo a ser inoculado nas amostras testes
fosse na ordem de 10% células mL* e 10° células mL™2.

Apoés se realizar a contagem calculou-se um volume de 0,214 mL a ser
inoculado na solugao teste de 100 mL de volume final, volume este preparado com
94 mL de meio L.C. Oligo e 6,0 mL de amostra teste obtida do processo de
fotocatalise heterogénea em agua de nascente. A inoculagdo, assim como toda

montagem do teste, foi realizada em na camara de fluxo laminar para evitar
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contaminagdes. As solucdes testes foram preparadas em Erlenmeyer de 250 mL,
sendo realizada a exposicao da cultura de algas a cinco amostras (0, 15,30,45 e 60
minutos) um controle em agua de cultivo e mais cinco amostras de controle
reacional onde nao foram adicionados no processo da fotocatalise heterogénea os
farmacos; todas as amostras foram realizadas em triplicatas.

Os recipientes permaneceram em uma mesa agitadora orbital por 72 h
(Figura 11), a temperatura de 23 = 2°C, com iluminagdo continua (lampada
fluorescente) acima de 4 500 lux e velocidade de agitacdo entre 120 rpm. Os
recipientes testes foram aleatorizados diariamente, a fim de diminuir possiveis
interferéncias. Ap6s 72 h foi adicionado Lugol a 5mL de amostra para que ocorresse
a inibicdo do crescimento ou decaimento celular. Foi realizada a contagem das
amostras na camera de camara de Neubauer em microscopio Optico. O crescimento
algaceo médio A foi calculado pela (Eq. 12), sendo os resultados em porcentagem
de inibicdo (%l).

__ Mc—-Ma

%I * 100 (12)
Onde:

% | = porcentagem de inibicdo do crescimento algaceo.
Ma = média do nimero de células das solucbes teste.
Mc = média do numero de células do controle.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Validac&o da metodologia analitica
As valida¢gBes devem ser realizadas a fim de garantir que o método analitico
apresente confiabilidade para deteccéo e quantificacdo dos analitos nas matrizes em

estudo.

5.1.1 Seletividade

Os cromatogramas apresentados nas Figuras 11 e 12 representam as
separacdes entre o0 ABZ e ABZSOno detector fluorescéncia (FLD) no comprimento
de onda de Aexcitagao= 280 nm € Aemiss20=320 nm e pelo detector ultravioleta (DAD) no

comprimento de onda de A=292 nm.

Figura 51: Cromatograma solugdo ABZ e ABZSO 900 ug L sobreposto ao branco ACN:
H20 (50:50) pelo detector FLD Aemissao 280 NM- Aexc320 Nm

FLD Signal A branco

ABZSO FLD Signal A ABZ-ABZSO 0,9 ppm

1 ABZ

T T T T T T ST TSR TR SRR TN =TT T T T T T T T T T T TR T T N T T T TR TR S T T ST TS T T T TR T T T e,

Fonte: Préprio autor.
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Figura 6: Cromatograma solucdo ABZ e ABZSO 900 ug L* sobreposto ao branco ACN:H,O
(50:50) pelo detector DAD A- 292 nm

DAD Signal A branco

ABZSO DAD Signal A ABZ-ABZSO 0,9 ppm

ABZ

Fonte: Préprio autor.

Pode-se observar que houve uma separacao satisfatéria entre os farmacos
para ambos os detectores. Comparando 0s cromatogramas na presenca e auséncia
(branco ACN: &gua (50:50 v:v) dos analitos, ndo observa-se eluicdo de outras
substancias préximo ao tempo de retencdo dos mesmos. Assim 0 método se
apresentou seletivo para a leitura do ABZ e ABZSO. Na Tabela 3 sdo apresentados
os tempos de retencdo de cada analito em estudo. A Figura 13 apresenta o espectro
de absorcédo dos analitos nos comprimentos de A=292 nm (DAD) e em Aexcitacao=280

nM e Aemissao=320 nm (FLD) em seus respectivos tempos de eluicao.
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Figura 13: Analise espectral da solugdo ABZ e ABZSO 900 ug L seus respectivos tempos
de eluicdo

[ EENEEREVACNNE AREN] AN AREUR AYNR] UNENE RANRY ARTUR|

o
mAl

Fonte: Préprio autor.

Pode-se observar que os analitos possuem absorcdo em uma faixa de
comprimento de onda entre 280 a 320 nm. O ABZ possui eluicio em um tempo de
retencdo de aproximadamente 10 minutos ja o ABZSO possui eluicdo entre 5 a 6

minutos (Tabela 3).

Tabela 3: Tempo de retencdo do ABZ e ABZSO nos detectores DAD e FLD

Concentracdo Tempo de retengcdo (min.) Tempo de retencdo (min.)

(ug LY DAD (292 nm) FLD (280- 320 nm)
ABZ 10,027 10,109
ABZSO 5,060 5,184

Fonte: Proprio autor.

5.1.2 Linearidade

O meétodo analitico se apresentou linear para os detectores DAD e FLD,
como se pode observar pela regressado linear das curvas analiticas demonstradas
nas Figuras 14,15,16 e 17.
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Figura 14: Curva analitica do ABZ pelo detector DAD em A-292 nm-Faixa linear
5-1000 pg L*?
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Fonte: proprio autor.

Figura 75: Curva analitica do ABZSO pelo detector DAD em A-292 nm -Faixa linear
5-1000 pg L*?
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Fonte: proprio autor.



Figura 16: Curva analitica ABZ pelo detector FLD em A-290-320 nm -Faixa linear
5-1000 pg L*?
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Fonte: proprio autor.

Figura 17: Curva analitica ABZSO pelo detector FLD em A-290-320 nm -Faixa linear
5-1000 pg L?
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Fonte: proprio autor.



A Tabela 4 apresenta as equacdes da reta para cada farmaco em estudo e o
coeficiente de correlacdo linear (R?) que se apresentou para ambos os farmacos
superior a 0,999, podendo considerar uma forte correlacdo entre os dados (BRITO et
al., 2003). Assim ambos os detectores apresentaram linearidade para o método

empregado.

Tabela 4: Equacéo da reta para o ABZ e ABZSO e seus respectivos coeficientes de
correlagéo linear (R?)

Farmacos Detectores Equacdo dareta R?

ABZ DAD y=80,55x + 87,02 0,999
FLD y=2674x—-6301 0,999
ABZSO DAD y=187,02x — 551,8 0,999

FLD y = 4640,x — 45009 0,999

Fonte: proprio autor.

5.1.3 Limite de deteccédo (LD) e limite de quantificacdo (LQ)

As Figuras 18, 19, 20, 21, 22 e 23 apresentam 0S cromatogramas
resultantes da leitura de baixas concentracbes dos analitos. O limite de deteccéo e
guantificacdo do método foi obtido através da relacdo sinal/ruido, de acordo com as

razoes estabelecidas em 5.5.
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Figura 18: Cromatograma referente ao ABZ na concentracéo de 5,0 ug L™? para afericéo do

LD pelo detector DAD-292 nm

]

) m\/v

Time: 788422 Minutes - Ampituoe: 02855 mAL

1 ____ DAD Signal A
ABZ 0,005 ppm

mAl

Fonte: proprio autor.

Figura 8: Cromatograma referente ao ABZSO na concentracdo de 5,0 ug L para aferigdo

do LD pelo detector DAD-292 nm
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Fonte: préprio autor.
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Figura 20: Cromatograma referente ao ABZ na concentracéo de 5,0 ug L™? para afericéo do
LD pelo detector FLD-290-320nm

™1~ FLD Sigmal A o
ABZ 0,005 ppm 7
545 545
535 5as

Fonte: proprio autor.

Figura 21: Cromatograma referente ao ABZSO na concentragdo de 5 pg L para afericéo do
LD pelo detector FLD-290-320nm

" FLD Signal A
.| ABZ- ABZS0 0,005 ppm Lo
585 U 85

Fonte: proprio autor.
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Figura 22: Cromatograma referente ao ABZe ABZSOna concentracéo de 25 pug L* para
afericdo do LQ pelo detector DAD-292 nm
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Figura 23:

Cromatograma referente ao ABZ e ABZSO na concentragdo de 50 pg L* para

afericdo do LQ pelo detector FLD-292 nm
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A Tabela 5 resume os limites de deteccdo e quantificacdo dos analitos
apresentados pelos cromatogramas apresentados acima.

Tabela 5: Obtencao do LD e LQ pelo método sinal/ ruido

Método sinal/ Ruido Limite de deteccdo Limite de quantificacao
ng L™ ug Lt
ABZ DAD-292 nm 5,0 25,0
FLD-280 nm /320 nm 5,0 50,0
ABZSO DAD-292 nm 5,0 25,0
FLD-280 nm /320 nm 5,0 50,0

Fonte: proprio autor.
Também foi calculado os LD e LQ pelos parametros da curva analitica como
descrito nas Eq. 9 e 10. A Tabela 6 apresenta os valores calculados para 0s

farmacos.

Tabela 6: Obtencgé&o do Limite de Detec¢éo (LD) e Limite de Quantificagéo (LQ) pelos

parametros da curva analitica

Pardmetros da curva analitica Limite de detec¢do Limite de quantificagéo

Mg L™ Mg L*

ABZ DAD-292 nm 38,7 117,0
FLD-280 nm /320 nm 1,6 5,56

ABZSO DAD-292 nm 1,83 4,85
FLD-280 nm /320 nm 4,19 12,7

Fonte: proprio autor.

Os LD e LQ obtidos pelos parametros da curva analitica apresentam
grandes variacfes na leitura de solucbes dos analitos a baixas concentracdes,
utilizando por tanto o método sinal/ ruido para deteccéo e quantificacdo dos analitos.
Pode-se observar que o detector DAD apresentou menores LQ e LD para ABZSO.

5.1.4 Exatidao
As recuperacdes foram determinadas, avaliando-se o percentual recuperado

apos a fortificacdo e seu respectivo coeficiente de variacdo (CV%)(Tabela 7).
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Tabela 7: Recuperacgéo e coeficiente de variagdo obtida na avaliagdo da exatiddo do método

analitico
Concentracéao Concentracdo média Recuperacdo  Coeficiente
adicionada determinada média de variacdo
(Mg L) (%) Cv
(hg L)
(%)
ABZ 300 DAD 274,00 91,34 2,48
FLD 270,06 90,03 5,04
500 DAD 448,59 93,17 7,82
FLD 443,40 88,68 10,57
700 DAD 647,51 87,98 4,13
FLD 632,30 90,33 6,32
ABZSO 300 DAD 300,75 100,25 0,78
FLD 306,64 102,22 2,60
500 DAD 477,04 95,41 10,00
FLD 474,05 94,81 10,51
700 DAD 684,37 97,77 4,85
FLD 678,70 96,96 5,12

Fonte: préprio autor.

Os dados apresentados na tabela mostram que o ABZ tem uma recuperagao
média para o detector DAD na ordem de 87,98 e 93,17% para o detector FLD a
recuperacdo meédia dos analitos entre 88,68 e 90,33%. Para o ABZSO pode-se
observar uma recuperacdo média para o detector DAD na ordem de 9541 e
100,25% e para o detector FLD 94,81 e 102,22%. Para ambos os detectores os
valores de recuperacdo estao dentro dos limites estabelecidos na literatura, que de
acordo com Ribani et al. (2004) se encontra em uma faixa entre 40- 120% com um

CV (%) inferior a 20% para andlises de tragos ou impurezas.

5.1.5 Precisao

Segundo Ribani et al. (2004), a avaliacdo da repetitividade e
reprodutibilidade do método demonstram a concordéancia entre os resultados de uma
amostra analisadas repetitivamente sob mesmas condi¢cdes laboratoriais ou

avaliacdo desta concordancia sob condi¢des diferentes pré-estabelecida. A Tabela 8
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apresenta o resultado das analises de amostras para avaliacdo dos parametros de
precisdo do método.

Tabela 8: Avaliacao dos parametros de precisao: repetitividade e precisado intermediaria
Recuperacéao ABZSO ABZSO ABZ ABZ

Média (%) FLD DAD FLD DAD
Analista 1 90,93 95,74 85,73 103,00
Analista 2 98,95 97,54 90,52 93,72

CV(%) (Analista 1) 3,31 1,61 2,96 2,36

CV(%) (Analista2) 4,57 2,50 4,27 1,64

F (calculado) 2,25 2,49 2,32 2,54

F 5%(tabelado) 3,18 3,18 3,18 3,18
T(calculado) 0,0249 0,11 0,0419 0,0204

T 5%(tabelado) 1,734 1,734 1,734 1,734

Fonte: proprio autor.

Os dados apresentaram um CV (%) para ambos analistas inferiores a 4,57,
podendo considerar o método preciso, com um CV (%) menor que 20% como o
recomendado na literatura (BRITO et al, 2003).

O método pode ser considerado preciso pelos valores de recuperac¢do dos
analistas ao serem relacionados estatisticamente pelo teste F, podendo inferir com
95% de confianca que ndo ha diferenca significativa entre as variancias e ndo ha
diferenca significativa entre as médias pelo calculo do teste T, ambos os valores
obtidos se apresentam inferiores quando comparados com seus respectivos valores

tabelados.

5.1.6 Robustez
A Tabela 9 apresenta a recuperacdo média das analises das amostras de
ABZ e ABZSO (500 ug L) ao se realizar pequenas variacdes na ordem de + 5% no

método analitico.
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Tabela 9: Avaliacao da recuperacdo média (%) frente a +5 % variacdes nas condicbes

cromatrograficas

Recuperacao ABZSO- ABZSO- ABZ- ABZ-
- FLD DAD FLD DAD
Média (%)
Temperatura da coluna 107,99 102,32 89,46 83,62
(38°C)
Temperatura da coluna 107,03 102,36 87,41 87,41
(42°C)
Volume inj. 9,5 pL 88,23 88,68 83,82 92,54
Volume inj. 10,5 pL 99,47 98,08 95,80 104,04
Fase movel (47,5 mL-71,2 96,53 103,99 82,76 88,84
mL)
Fase mével (52,5 mL-78,8 81,66 92,2 84,39 101,95
mL)

Fonte: proprio autor.

O método pode ser considerado robusto uma vez que para ambos 0s
detectores os valores de recuperacdo média se encontram entre 81,66 a 107,99%,
apresentando valores dentro dos estabelecidos na literatura (BRITO et al., 2003).

Optou-se por realizar os estudos subsequentes utilizando a leitura das
amostras pelo detector DAD, uma vez que se apresentou mais sensivel a deteccéo

e gquantificacdo dos farmacos pelos parametros avaliados.

5.2 Caracteristica e propriedade fisicas e quimicas do solo em estudo

Para avaliacdo do comportamento dos farmacos no solo foram utilizadas
amostras obtidas da sub-bacia hidrogréfica do Ribeirdo José Pereira, da cidade de
Itajubd (Minas Gerais- MG). O solo da regido foi caracterizado como Latossolo
Vermelho-Amarelo de coloragdo Umida bruno muito escuro (7,5 YR 2,5/2). As
amostras em estudos compreendem o Horizonte A do perfil do solo, caracterizado
como argiloso (53,8% argila, 32,8% areia e 13,4% silte), possuindo um teor médio
de matéria organica de 1,72% e pH 4,2. Na Tabela 10 estdo apresentadas outras

70



determinacdes que foram realizadas pelo Laboratorio da Universidade Federal de
Lavras (UFLA).

Tabela 10: Propriedades fisicas e quimicas do horizonte A do Latossolo Vermelho-Amarelo

Propriedades Unidade Resultado
Teor de umidade 19,09
Matéria Orgéanica (M.O.) 1,72
Argila % 53,8
Areia 32,8
Silte 13,4
K 14,23
P 1,15
Na -
Ca mg dm- 0,22
Mg 0,10
Al 2,01
Capacidade de troca catidnica cmolc dm-3 2,37

Fonte: Adaptado dos dados de analises da UFLA.

5.2.1 Estudos preliminares para avaliacdo do comportamento dos farmacos no
solo

Os estudos foram realizados em conformidade com o determinado pelo Guia
106 da Organizacdo para a Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmico- OECD
(OECD, 2000), realizando ensaios preliminares de estabilidade dos farmacos,
otimizacdo da razdo solo solucdo e avaliagdo da adsorcdo e dessorcdo dos

farmacos no solo.

5.2.2 Avaliacédo da estabilidade do ABZ e ABZSO em soluc¢éo de CaCl20,01 mol
L—l

O estudo controle de estabilidade é preconizado pelo Guia da OECD
(OECD, 2000), assim como os ensaios preliminares para avaliacdo da estabilidade
dos farmacos durante o periodo de estudo. O estudo da estabilidade dos farmacos
na solugdo extratora de CaCl2 0,01 mol L foi avaliada no periodo de 72 h e
analisadas por CLAE-DAD e os resultados sao apresentados na Figura 24. Os tubos
permaneceram durante o ensaio em agitacéo (120 rpm) a 25°C e protegidos da luz,

para evitar processo de fotdlise.
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Figura 24: Estabilidade do ABZ e ABZSO na concentracéo de 900 ug L tubos de Falcon e
na solugdo extratora CaCl, 0,01 mol L' detectadas pelo DAD-292 nm
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Fonte: proprio autor

Observou-se que o ABZSO ndo apresentou variacdo significativa na
concentracdo durante o periodo analisado com uma recuperacdo média de 100 a
112%, para o ABZ a faixa de recupera¢do média foi um pouco menor em relagédo ao
ABZSO estando entre 85 a 110%. Porém as recuperagdes se encontram dentro do
estabelecido na literatura para andlises de tragos (RIBANI et al., 2004). Assim, nédo
observando adsorcdo dos farmacos nas paredes do recipiente e que ndo sofrem
degradacdo durante o periodo de estudo, os tubos Falcon foram escolhidos para

continuidade do trabalho.

5.2.3 Otimizacao da razdosolucéo/solo no estudo de adsorgéo

O estudo desenvolvido para determinar a melhor raz&o entre solo/solucao ao
variar a massa de solo esta apresentado na Figura 25 para os farmacos analisados
no horizonte A do solo em estudo, podendo ser observada reducdo na sor¢édo dos

analitos a medida que se empregou menores massas de solo.
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Figura 25: Adsor¢do média do ABZ e ABZSO no horizonte A em funcdo da variagédo da
raz&o solo/solugdo (m/V).
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Fonte: proprio autor.

A razdo 1:25 apresentou maior adsorcdo ao solo para ambos os farmacos,
sendo de aproximadamente 90% e 40% para o ABZ e ABZSO, respectivamente.
Essa razéo foi escolhida para os ensaios seguintes uma vez que, como determinado
pela OECD 106 (OECD, 2000), a adsor¢éo deve ser de no minimo maior que 20% e
preferencialmente maior que 50%, estando as taxas de adsor¢cdo dentro do

estabelecido.

5.2.4 Determinacgdo do ABZ e ABZSO no extrato do solo e avaliagéo do efeito
matriz na quantificacdo dos farmacos

A Figura 26 apresenta a sobreposicdo do cromatograma obtido pela analise
do ABZ e ABZSO, detectados e quantificados por CLAE-DAD no comprimento de
onda de 292 nm e o cromatograma obtido pela andlise de um branco (CaClz 0,01

mol L e solo) isento dos analitos.
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Figura 26: Cromatograma dos extratos brancos do solo (CaCl; 0,01 mol L™ e solo) e o obtido
da solucdo de ABZ e ABZSO (3 mg L) no solo detectados por DAD-A-292 nm
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Fonte: Préprio autor

Pode-se observar que a leitura e quantificacdo dos analitos ndo ficaram
comprometidas pelo efeito matriz da amostra (solo), como observado mesmo com a
presenca de um pico préximo a 4 minutos como a eluicdo dos analitos ocorrem em
tempos de retencado diferentes (5 minutos para o ABZ e 10 minutos para ABZSO),

nao se observou qualquer tipo de interferéncia.

5.2.5 Estudos das isotermas de sor¢éo e dessor¢cdo do ABZ e ABZSO para o
horizonte A

As isotermas de adsor¢do e dessorcdo dos farmacos ABZ e ABZSO foram
estudadas em duas variacbes de pH, sem ajuste (4,2- 4,5) e pH 3, devido a
probabilidade de se encontrar solos com valores de pH semelhantes aos pH
escolhidos para o estudo das isotermas. As isotermas de adsorgcéo foram ajustadas
segundo os modelos lineares, de Freundlich e Langmuir, representados nas Figuras

27, para 0 ABZ e na Figura 28, para o ABZSO, respectivamente.
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Figura 27: Isotermas de adsor¢cdo do ABZ em pH sem ajuste (SA) ajustado aos modelos (a)
linear; (b) Freundlich e (c) Langmuir
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Fonte: Préprio autor.
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Figura 28: Isotermas de adsorcdo do ABZSO em pH sem ajuste ajustado aos modelos (a)
linear; (b) Freundlich e (c) Langmuir
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Fonte: Préprio autor.

Os resultados obtidos com a construcdo das isotermas se relacionam com
as formas ionizaveis de cada farmaco que variam segundo o pH do meio, e as
interacfes que estes podem ter com o solo. As sorcBes das moléculas ao solo
ocorrem por mecanismos fracos ou ndo especificos como for¢ca de London- Van
Waals, dipolo- dipolo e transferéncia de cargas, mas sao fracas quando comparadas
as interacbes especificas onde se tem a presenca de ligacdes covalentes, ibnica e
ligagOes de hidrogénio (OLIVEIRA Jr e REGITANO, 2009).

Para as isotermas construidas em pH sem ajuste (entre 4,0 a 4,5), o ABZ se
encontra 50% na forma neutra e 50% na forma catibnica e o ABZSO se apresenta
100% em sua forma neutra neste pH (ver Figura 4), estima-se que a molécula de
ABZ possa ter mais interacdo com com as cargas do solo em relacdo ao seu
metabdlito (ABZSO). Nestas condi¢des as isotermas de adsorcéo para o ABZ néo

foram bem ajustadas ao modelo matemético proposto em estudo, uma vez que
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apresentou um coeficiente de correlacdo (R?) baixo, podendo ser resultado de sua
baixa solubilidade nas condi¢cdes em estudo. No entanto, para o0 ABZSO pode-se
destacar um bom ajuste aos modelos com um R? superior a 0,9. A Tabela 11,
apresenta os dados obtidos a partir das equacdes das retas. Nesta sé&o
apresentados os valores de Kf (eq.5) e a relagao 1/n, obtidos a partir das equacdes
de isotermas de adsorcao de Freundlich e as constantes obtidas das equacdes de

Langmuir-KL e Kd a partir do modelo linear.

Tabela 11: Coeficientes lineares obtidos pelas equacdes da reta (R?) e constantes de ajuste
ao modelo de

Freundlich (Kf- mg*"L¥"kg'e 1/n) de Langmuir (L Kg™) e modelo Linear
(L Kg) para isotermas de adsor¢cdo em pH sem ajuste

Farmaco Estudo Freundlich Langmuir Linear
em pH (ugttLY"kgte 1/n) (L Kg?) (L Kg?)
Sem ajuste Kf 1/n R? R? KL R? Kd

ABZ Adsorcdo 41.783 -0,239 0,427 0,3127 -0,21 0,502 -0,009

ABZSO Adsorgéo 125 0,703 0,981 0,990 2,44*10* 0,979 9,539

Fonte: préprio autor.

Segundo Do Nascimento et al. (2014) valores de N inferiores a um indica
uma forte interacdo entre o adsorvente e adsorvato, assim podemos concluir que o
ABZ possue mais interacdo (N= -4,18) neste pH em relacdo ao ABZSO (N=1,42) ao
solo. Porém como N para o ABZ foi menor que uma unidade neste pH, pode-se
concluir que a adsorgdo ndo foi favoravel, ja para o ABZSO ocorre um favorecimento
da adsorcao.

As Figuras 29 e 30 e a Tabela 12 apresentamos resultados para o estudo de

adsorcdo em pH 3, para ambos os farmacos.
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Figura 29: Isotermas de adsorcdo do ABZ em pH 3 ajustado aos modelos (a) linear; (b)

Freundlich e (c) Langmuir
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Fonte: Préprio autor
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Figura 30: Isotermas de adsorcado do ABZSO em pH 3 ajustado aos modelos (a) linear; (b)

Freundlich
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Fonte: préprio autor.

Tabela 12: Coeficientes lineares obtidos pelas equacdes da reta (R?) e constantes de ajuste

ao modelo de Freundlich (Kf- mg*¥" L¥" kg e 1/n) para isotermas de adsor¢éo em pH 3

Farmaco  Estudo Freundlich Langmuir Linear
em pH (ugttLY"kgte 1/n) (L Kg?) (L Kg?)
3 Kf 1/n R? R? KL R? Kd

ABZ Adsorcdo 473 0,783 0,973 0,826 1,66*10° 0,946 107,6
ABZSO Adsorcdo 598 0,521 0,925 Na&o se ajustou* 0,989 8,129

Fonte: proprio autor.

Os resultados encontrados para as isotermas de adsorcdo do ABZ, em pH 3,
apresentam um melhor ajuste aos modelos empregados, com coeficientes de
correlacdo superior a 0,9, o ABZSO também teve um bom ajuste aos modelos
exceto ao modelo de Langmuir, porém se ajusta bem aos outros modelos. Deve-se
considerar que em pH 3 ambos os farmacos expressao caracteristicas mais
catibnicas. Neste pH a adsorcéo foi favoravel para ambos os farmacos, com um 1>
N> 10 (Do NASCIMENTO et al.,, 2014), 1,27 e 1,91 para o0 ABZ e ABZSO,
respectivamente.

As Figuras 31 e 32 apresentam as isotermas de dessor¢do ajustadas aos

modelos proposto e as constantes obtidas estdo expressas na Tabela 13.
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Figura 31: Isotermas de dessor¢cédo do ABZ em pH sem ajuste, ajustado aos modelos (a)
linear; (b) Freundlich e (c) Langmuir
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Fonte: Préprio autor
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Figura 32: Isotermas de dessor¢gdo do ABZSO em pH sem ajuste ajustado aos modelos (a)
linear, (b) Freundlich e (c) Langmuir
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Fonte: préprio autor.

Tabela 13: Coeficientes lineares obtidos pelas equacdes da reta (R?) e constantes de ajuste

ao modelo de Freundlich (Kf- mg*¥" L kg e 1/n) para isotermas de dessorcdo em pH sem

ajuste
Farmaco Estudo Freundlich Langmuir Linear
em pH (ng*YrLY"kgte 1/n) (L Kg?) (L Kg?)
Sem ajuste Kf 1n R? R? KL R? Kd

ABZ Dessorgcdo 24.888 0,999 1 0,990 2,39*10*% 1 24,9
ABZSO Dessor¢céao 24.889 0,999 1 1 2,50*107 1 24,9

Fonte: Préprio autor.

Os coeficientes encontrados para as isotermas sem ajuste de dessorgéo
caracterizam uma correlagéo forte para ambos os farmacos em todos os modelos a
gue foram ajustados construidas em pH sem ajuste. Para ambos os farmacos neste

pH no processo de dessorcdo o fator 1/n foi proximo a 1 (0,999), podendo indicar
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uma maior linearidade em relacdo ao processo de adsorgédo (Do NASCIMENTO et

al., 2014).

Para o modelo de Freundlich os valores de Kf encontrados apresentam

capacidade de dessorcao elevada para ambos os farmacos, considerando a Eq. 4 e

5, pode-se estimar o processo de histerese para o0 ABZ no pH sem ajuste (1/ndes/
1/nads= -4,17) e ABZSO (1/ndes/ 1l/nads= 1,42). Quando os valores de histerese

encontrados sdo menores que 0,7 tem-se uma histerese positiva (MAMY;
BARRIUSO, 2007), como observado para o ABZ, e negativa para o ABZSO (H=

1,42). A representacdo da dessorcdo dos farmacos em pH 3 seguem apresentados

nas Figuras 33 e 34, e na Tabela 14.

Figura 33: Isotermas de dessor¢édo do ABZ em pH 3, ajustado aos modelos (a) linear; (b)
Freundlich e (c) Langmuir
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Fonte: Proprio autor.
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Figura 34: Isotermas de dessor¢do do ABZSO em pH 3, ajustado aos modelos (a) linear; (b)
Freundlich
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Fonte: préprio autor.

Tabela 14: Coeficientes lineares obtidos pelas equacdes da reta (R?) e constantes de ajuste
ao modelo de Freundlich (Kf- mg¥¥" L" kg e 1/n) para isotermas de dessor¢cdo em pH 3

Farmaco Estudo Freundlich Langmuir Linear
em pH (ug*YrLY"kgte 1/n) (L Kg?) (L Kg?)
3 Kf 1/n R? R? Ke R? Kd

ABZ Dessorcdo 1.101 0,664 0,972 0,920 3,33*10° 0,985 100,1
ABZSO Dessorgdo 1.118 0,403 0,771 N&o se ajustou* 0,888 9,543

Fonte: proprio autor.

Os resultados obtidos demonstram um ajuste para o ABZ para todos os
modelos, apresentando bons coeficientes lineares. Assim, como na adsorcado do
ABZSO, em pH 3 ndo foi possivel o ajuste ao modelo de Langmuir. Os valores de Kf
para ambos os farmacos demonstram uma dessorcédo elevada. Os valores de H
obtidos (1/ndes/ 1/nags) 0,848 e 0,773 para 0 ABZ e ABZSO, respectivamente,
demonstram uma reversibilidade do processo de sorcdo, onde em um intervalo de
0,7<H<1,0, ha auséncia de histerese (MAMY, BARRIUSO, 2007).

Pavlovi¢ et al. (2017) avaliaram o potencial de sorcdo do ABZ para cinco
amostras de solo e cinco amostras de sedimentos obtidos de rios, da regido da
Croéacia.As amostras de sedimento apresentavam texturas arenosas (82,5 <% areia
fina> 88,6) e para o0 solo uma textura também arenosa (43<% areia fina<70,5). O pH
do sedimento entre 3,92<pH<7,19 e para o solo 6,0<pH<7,25, com um percentual de
matéria organica de 1,51<%MO< 3,62 para o sedimento e 1,52<%MO< 11,59 para o
solo. Os resultados foram ajustados ao modelo linear, Freundlich e Langmuir
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apresentando um bom ajuste a todos os modelos, obtendo um R? maior que 0,9
sendo o modelo linear mais adequado para descrever o processo de sorcdo dos
solos e sedimentos pelo alto R? 0,9864.

Os valores obtidos pelos autores demonstram para o modelo de Freundlich
revelaram um N> 2, indicando um favorecimento da sor¢do com o aumento da
concentracdo, para o sedimento 1 e 3 e 0 solo 4 observou um N préximo de 1,
indicando linearidade da isoterma e uma afinidade constante. Para os sedimentos 0s
Kf (ug g1) (mL pgh)Y" variaram entre 17,89<Kf< 29,09 e 12,5<Kf< 30,35 para
sedimento e solo, respectivamente. As constantes de Kd (mL g!) obtidas indicaram
uma forte sorcdo ao solo 1, que apresentou um maior valor de Kd-104,43 mL g* e o
menor valor foi obtido pelo sedimento 3 (Kd- 29,43 mL g! ) sugerindo uma
mobilidade do ABZ nos sedimentos. Os autores revelam um aumento de adsorcao
em valores menores de pH, observado também no presente estudo. Devido a
expressdo das moléculas dos farmacos terem mais sitios disponivéis a realizar
interacBes com a matriz solo.

Biatk-bielinska et al. (2012) avaliaram o potencial de sorcdo do MV
Sulfadimetoxina (SDM) em trés tipos solos (argiloso, aluvial e areia de praia). O
estudo revelou um ajuste para o modelo de Freundlich e Langmuir e ao modelo
linear, com um coeficiente de correlagdo superior a 0,9, para o solo argiloso a SDM
expressaram um Kd de 107,53 mL g* (linear), KL 144991 (Langmuir) e um Kf de
24,95 (Freundlich) e para os solos com textura arenosa obteve-se um Kd inferior a
4,83, Ki< 148,37 e Kf< 1,53, os valores de adsorcéo inferiores para o solo de
caracteristicas arenosas sdo decorrentes da baixa interacdo entre as moléculas e as
fracbes argilas e matéria organica do solo, que sao responsaveis por estas
interacBes, assim 0s autores puderam avaliar que as propriedades do solo influéncia
o transporte da farmaco e que o potencial de sorcdo das sulfas sdo baixos,

sugerindo alta mobilidade na matriz.

5.3 Avaliagéo da fitotoxicidade

A exposicdo do solo a contaminagdo por MVs pode causar efeitos em
plantas, uma vez que estas podem absorverestes contaminantes. As avaliagcbes da
toxicidade em plantas terrestres auxiliam na avaliacdo do impacto que os
contaminantes possam provocar nestas espécies, e a influéncia no desenvolvimento

e fisiologia das plantas.

84



5.3.1 Avaliacédo da fitotoxicidade em sementes de alface (Lactuca sativa var.

capitata) e feijao (Phaseolus vulgaris): Ensaios em placa de Petri

Ensaios em placa de Petri, realizados para a avaliacdo da fitotoxicidade do

ABZ e ABZSO, seguem apresentados na Tabela 15. Os resultados séo referentes as

sementes de alface e feijdo em relacdo ao percentual de germinacdo (%) e

comprimento da raiz (cm).

Tabela 15: Parametros estatisticos do Percentual de Germinacéo (%) crescimento da raiz

(cm) para as sementes de Alface e Feijao avaliados ap6s exposicdo a diferentes

concentracdes de ABZ e ABZSO

ABZ e
ABZSOem Feijdo Alface
placa de petri
(mg L)
Germinagdo Comprimento Germinacdo Comprimento
apo6s 5 dias daraiz ap6s 5 dias daraiz
% (cm) % (cm)
Controle 22 7,05 +0,7 a 51 4,48 +0,31 a
Agua
Controle
(ACN: DMSO) 14 8,66 +0,7 a 0 0+0,31d
(90: 10 v:v)
0,12mg L?
15 6,96 +0,7 a 8 2,54 +0,31b
12mg L1
26 6,11 £0,7 a 8 1,99+0,31b
120 mg L*
17 5,47 £0,7 a 7 1,08 £0,31 c
600 mg L?
0 2,35+0,7 b 0 0+0,31d
CV % 23 10

Fonte: proprio autor. Dados seguidos pela mesma letra na coluna nao diferem entre si a 5%

pelo teste Skott-Knott.
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De acordo com os dados da tabela pode se observar que a exposi¢cao das
sementes a 600 mg L dos farmacos influenciou de forma negativa na germinacéo
das sementes de feijdo. Para as mesmas o comprimento da radicula, se apresentou
reduzido e observou-se um engruvinhamento. Nos demais tratamentos, as sementes
de feijao, ndo apresentam diferencas entre a porcentagem de germinagdo e
comprimento da raiz.

Para as sementes de alface foi verificada uma influéncia maior, reduzindo
drasticamente a germinacdo. Observa-se também a influéncia dos farmacos na
protusdo e alongamento da radicula a medida que se aumenta a concentracdo dos
medicamentos. O controle positivo de ACN: DMSO se comportou de forma
semelhante ao tratamento com 600 mg L' dos farmacos, onde ambos os
tratamentos se observou auséncia de germinacao.

A germinacdo das sementes de alface foi afetadapela presenca dos
farmacos semelhante aos solventes. O pericarpo e o0 tegumento da semente
restringem aentrada de contaminantes, porém observa-se que a simples presenca
dos farmacos e do solvente a principio do DMSO, por que na concentracdo de 120
mg L' os farmacos estdo solubilizados em ACN e apresentaram germinacéo,
independente da concentracdo afetou o embridoe consequentemente, diminuiua sua
germinacao.

Stuchlikova et al. (2016) avaliaram a fitotoxicidade do ABZ, fenbendazol e
flubendazol para as em células de Campanula rotundifolia, as células foram
expostas por 24 horas a 10 uM de cada farmaco, este estudo revelou que nestas
concentragbes os farmacos ndo afetaram significativamente o crescimento e a
viabilidade das células, sendo identificado 24 metabdlitos ao final do estudo, onde
todo o ABZ foi metabolizado.

As Figuras 35 e 36 apresentam uma comparacdo ao final do experimento
das sementes de feijdao e alface, a fim de apresentar algumas alteracdes

observadas.
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Figura 35: Sementes de feijdo expostas aos farmacos ABZ e ABZSO: a- Controle com agua
destilada; b- controle negativo com ACN: DMSO, (90:10 v:v); ¢c- 0,12 mg L?; d- 12mg L ;e-
120 mg L? ;f- 600 mg L

Fonte: préprio autor.

Ao comparar os tratamentos é possivel observar que os aumentos das
concentracbes dos farmacos causaram uma reducao no tamanho da radicula e um

engruvinhamento das mesmas.
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Figura 36: Imagens ao final do experimento da exposicdo de sementes de alface aos
farmacos ABZ e ABZSO: (a) Controle com 4gua destilada (b) controle negativo com
ACN:DMSO, 90:10 v:v (c) 0,12 mg L* dos farmacos (d) 12 mg L dos farmacos(e) 120 mg
L! dos farmacos (f) 600 mg L* dos farmacos

Fonte: préprio autor.

No ensaio de exposicdo das sementes de alface aos farmacos, pode se
observar que os solventes ACN: DMSO, inibiram a germinacdo assim como quando
em contato com solucdo de concentracdo de 600 mg L* dos medicamentos. Nas
concentracées de 0,12 e 12 mg L* dos farmacos nao proporcionaram diferencas
estatisticas entre os tratamentos, porém uma reducdo no tamanho da radicula e um
aumento dos numeros de tricomas radiculares, pode ser observado. A concentracéo
de 120 mg L também apresentou uma alteracdo na anatomia das radiculas, com
presenca de tricomas, porém a um comprometimento maior no crescimento e
germinacao Figura 37.

A producéo de plantulas anormais foi evidenciada nas concentra¢des acima
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de 0,12 mg L, com reducéo drastica do sistema radicular (Figura 37).

Essa redugdo no crescimento radicular (tricomas) pode afetar o
crescimentode toda a plantula por restringir a absor¢cdo de agua enutrientes. As
restricdbes no crescimento das plantulas, estdo provavelmente relacionados aos
efeitos fitotoxicos dos solventes que podem levar a inibicdo da atividade enzimatica,
instabilidade de membranas com modificagdes prejudiciaisna fisiologia das plantulas
de alface (LAMHAMDI et al.,2011).

A observacdo de raizes na lupa confirmou o aumento dedensidade e
comprimento dos tricomas radiculares em plantas tratadas com 12 e 120 mg Lde
farmacos.Os resultados mostraram que em alface, o ABZ e ABZSO induz uma
mudanca no tamanho do meristema apical da raiz que se torna cada vez mais curto,
sugerindo que os farmacos provavelmente influenciam atividade mitética (Figura 33).

Balestri et al. (2014) avaliou a tolerancia de plantas P. vittata na absorcao de
cadmio em concentracdes de 0, 30, 60 e 100 uM, tais autores também observaram
um aumento da densidade e comprimentos dos tricomas radiculares nas
concentracbes de 30 e 60 uM, reduzindo drasticamente em 100uM, os autores
atribuiram o aumento no numero de tricomas como uma resposta adaptativa a um
agente estressor que provocou mudancas na morfologia e anatomia das plantas
com o0 aumento das concentragdes.

Em amostras tratadas com 12 e 120 mg L?, o surgimentodos
tricomasradiculares ocorreram mais perto do apice, indicando um desequilibrio entre
a divisdo celular e o inicio da célulaalongamento e diferenciacdo. Essas mudancas
envolvemtamanho do meristema apical da raiz e o desenvolvimento da raiz. As
plantas de feijdo e alface parecem incapazes de sobreviver por um periodo mais
longo a uma concentracdo acima de 12 mg L porque, em tais condi¢cdes.Por tanto,
o tratamento com farmacos acelera a maturacdo das raizes, induzindo mudancas

morfogénicas que podemestar ligado a estratégias adaptativas.

5.3.2 Avaliacéao da fitotoxicidade feijao (Phaseolus vulgaris): Ensaios no solo
As sementes de feijdo foram utilizadas para continuacdo dos testes de

fitotoxicidade no solo por se apresentarem menos sensivel a presenca dos solventes

em relacdo as sementes de alface, como demonstrado nos ensaios em placa de

Petri e pelo seu rapido tempo de desenvolvimento (Tabela 16).
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Tabela 16: Parametros estatisticos do percentual de germinagéo (%) e crescimento da raiz
(cm) para as sementes de Feijdo no solo avaliados apos exposicao a diferentes
concentracdes de ABZ e ABZSO

Tratamentos SOLO Feijdo

) Comprimento do
Numero de folhas Largura da folha

caule
Controle Agua 16,7 il,l a 4,7 iO,3 a 9,4910,6 a
Controle
(ACN:DMSO) 0+1,1d 1,87 +0,3 ¢ 7,87+0,6 b
(90:10 v:v)
0,12mg L?
185+1,1a 4,45 +0,3 a 10,02 +0,6 a
12mg L?
5+1,1b 2,95+0,3 b 7,04 +0,6 b
120 mg L™
25+1,1c 3,09+0,3 b 7+0,6 b
600 mg L*
0+1,1d 0,95 +0,3c 7,24+0,6 b
CV % 14,9 22 14

Fonte: préprio autor. Dados seguidos pela mesma letra na coluna nao diferem entre si a 5%
pelo teste Skott-Knott

Apbs 15 dias, foi observado que o tratamento controle somente agua e 0,12
mg L? dos farmacos, ndo apresentaram influéncia no nimero e na largura das
folhas, assim como no crescimento do caule do feijdo. Pode-se observar também
gue no controle positivo (ACN: DMSO (90:10 v:v), as plantas se comportaram de
forma semelhante quando cultivadas em altas concentracdes dos farmacos (600 mg
L-1) apresentando menor namero e largura de folhas assim como no crescimento da
planta de feijdo. Outros sintomas no tratamento de 600 mg L foram observados
comoo estrangulamento do caule, como destacado na Figura 37. Em concentracdes
em torno de 0,12 mg L* os farmacos ndo causam problemas no desenvolvimento
das plantas de feijdo, porém a partir de 12 mg L™ ele interfere na producéo de folhas
e tamanho do caule.
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Figura 37: Imagens ao final do experimento da exposi¢céo no solode sementes defeijao aos
farmacos ABZ e ABZSO: (a) Controle com 4gua destilada (b) controle negativo com ACN:
DMSO, 90:10 v:v (¢) 0,12 mg L* (d) 12 mg L (e) 120 mg L*e (f) 600 mg L* dos farmacos

7 l/l

Fonte: Préprio autor.
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5.4. Estudo de remocéao do ABZ e ABZSO em solucao aquosa
A fim de avaliar a remoc¢éo dos farmacos ABZ e ABZSO em solucdo aguosa
pelo processo de fotocatalise heterogénea, realizou se ensaios empregando

radiacdo UV artificial e solar e o semicondutor TiO2.

5.4.1Avaliacdo da remocéo do ABZ e ABZSO fotocatalise heterogénea com o
emprego de TiO2/O2sob luz UV artificial

Os ensaios de fotodegradacdo empregados no processo de fotocatélise
heterogénea TiO2/02/UV artificial (50.472 J cm?), seguem apresentados na Figura
38. Os estudos foram realizados empregando diversas concentracdes do

semicondutor TiO2, em pH ajustado para 8,5.

Figura 38: Remogéo simultanea do ABZ e ABZSO (900 ugL?) empregando o sistema
TiO2/O,/UV artificial em pH 8,5 com variagces de concentragdo do TiO»
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Fonte: proprio autor

Os resultados obtidos com o emprego de diferentes concentragcdes do
semicondutor TiO2 (Degussa P-25), demonstram remo¢do do ABZ nas
concentragées de 1 mg L' em 60 minutos de reacdo, com 10 mg L? a remogéo
ocorre em 30 min., quando emprega-se maiores massas do semicondutor, como a
concentracdo de 100 mg L a remocédo é de 90% nos 60 minutos finais, com 500

mgL™* a remocdo ocorre nos 45 min. de reacdo e com o emprego de 1000 mg L*
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tem-se uma remogao menor em relagdo as concentracdes citadas anteriormente,
sendo de apenas 87%.

Hapeshie et al. (2010) avaliaram a remocédo dos farmacos ofloxacina e
atenolol, para de seis marcas comerciais do semicondutor TiO2Degussa P-25,
Hombicat UV100, Aldrich, Tronox A-K-1, Tronox TR-HP-2 e Tronox TR, em 30 min.
de reacdo obtiveram um percentual de remocéo de 85,0; 83,0; 73,0; 67,0; 39,0 e
33,0%, respectivamente, observando que dentre os semicondutores avaliador a
marca Degussa P-25 apresentou melhor eficiéncia de remocéo dos farmacos.

Para o ABZSO tem-se uma remoc&o com o emprego de 1,0 mg L1de 75%,
com 10,0 mg L1observa-se uma remocgédo de 38% ao final do processo e com o
emprego das massas de 100 mg L%; 500 mg Lt e 1000 mg L ocorre ineficiéncia na
remocdo do farmaco. Nos primeiros 15 minutos do processo verificou-se um
aumento da concentracdo de ABZSO em relagédo a sua concentragao inicial com o
emprego de maiores massas do semicondutor (10 mg L; 100 mg L?; 500 mg L* e
1000 mg L1). Para conseguir uma remocdo para ambos os farmacos durante o
processo otimizou-se a massa de 10 mg L.

Estes resultados demonstram a oxidacdo do ABZ formando o intermediario
ABZSO, que ja estava presente em solucdo. Assim, observa-se 0 aumento e ndo a
diminuicdo do ABZSO. Para confirmar esta hipotese, foi realizado um estudo de
fotodegradacdo empregando uma solucdo contendo somente ABZ. A Figura 39
apresenta os resultados obtidos pela exposi¢cdo da solu¢do contendo apenas o ABZ
na concentracdo inicial de 900 ug L' ao processo de Fotocatalise TiO2/O2/UV
artificial com o emprego de 10 e 20 mg L* do semicondutor.
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Figura 39: Emprego da solugdo individual de ABZ (900 pgL™) utilizando o sistema
TiO2/0,/UV artificial em pH 8,5 e formacdo de ABZSO
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Fonte: proprio autor

Pode-se observar que ocorre a formacédo do ABZSO a partir da oxidacdo do
ABZ, considerando que o ABZSO é um metabdlito do ABZ, ap6s um processo de
oxidacao seletiva do grupamento tioéter gerando o grupamento sulfoxido. Pode-se
estimar que o radical *OH gerado durante o processo da fotocatalise esteja
favorecendo esta reagdo, como descrita no trabalho de Grogan (2012) que discute
esta oxidacdo do albendazol, gerando seu metabolito que mantém o efeito
farmacélogico do farmaco original.

A Figura 40 representa a sobreposi¢cdo dos cromatogramas, onde no tempo
de 0 min. se observa apenas o pico do ABZ que elui no tempo de retencdo de 10
min., sobreposto a ele a o cromatograma apdés 15 minutos de reacdo que ja
apresenta no tempo de retencdo de aproximadamente 5 minutos o0 pico
cromatografico do ABZSO, confirmando a formag&o do metabalito.
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Figura 40: Sobreposigado do cromatograma inicial da solugdode ABZ (900 ugL™?) aos
cromatogramas de 15 e 30 minutos apds o inicio da reacéo
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Fonte: préprio autor

Pode-se observar também a eluicdo de outro pico cromatografico eluindo
entre 3 a 4 minutos do inicio da corrida cromatografica, no cromatograma referente
aos 15 minutos do processo, provavelmente se tratando de outro intermediario
gerado durante o processo de fotocatalise, porém ndo quantificado no presente
trabalho.

Havlikova, Satinsky e Solich (2016) observaram a remocao de 88% e 60%
dos anti helminticos ivermectina e praziquantel (10,0 mg L) ao empregar o
processo de fotocatalise utilizando um reator de tubo de vidro, lampada UV a 366
nm (Camag), 2,0 g L'* de TiOz, sendo observado a formagao de intermediarios que
ao final do processo de 7 horas foram completamente removidos.

Um fator importante nas reacdes de degradacdo fotocataliticas € o pH da
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solugédo, segundo Gaya e Abdullah (2008) o semicondutor TiO2-Degussa P-25 se
encontra em um pH 6,9 no seu ponto de carga zero (PCZ) estando 80% em sua
forma anatase e 20% rutilo, em meio acido a superficie do semicondutor esta
protonada (pH < 6,9) e em meio basico desprotonada (pH 6,9). Considerando que no
pH 8,5, em estudo, o farmaco ABZ se encontra em sua forma 50% neutra e 50%
anidnica e 0 ABZSO em sua forma 100% neutra, pode-se inferir que o pH influenciou
a porcentagem de remocéo do ABZSO que pode ter sofrido repulsédo entre as cargas
da superficie do semicondutor e as formas carregadas ionizadas do farmaco, fato
que contribuiu para sua menor remoc¢do. Porém os estudos foram conduzidos neste
pH para que o pH da solucéo fosse préximo ao pH da 4gua de nascente empregada
nos estudos ecotoxicoldgicos.

A combinacdo de dois ou mais POAs pode gerar um efeito sinérgico
aumentando a capacidade oxidativa pela geracdo de mais espécies 0xigénio
reativas, melhorando a eficiéncia na remogédo de compostos organicos (DEWIL et
al., 2017) podendo ser uma alternativa para estudos futuros o emprego de
processos oxidativos conjuntos para melhoria da degradacao.

Um estudo realizado por Cizmic et al. (2017), para remocdo do anti-
helmintico praziquantel revelou avaliou a degradacdo em dois comprimentos de
onda, UV-A (365nm) e UV-C (185 a 254nm), empregando um filme de TiO:2
combinado com o emprego de peréxido de hidrogénio (H202), avaliando a taxa de
fotdlise direta, irradiacdo com o filme de TiO2 e UV+filme de TiO2+ H202, os
resultados para a remocao do farmaco foi de uma degradacéo na fotélise direta com
UV-A insuficiente. Porém, ao se utilizar UV-C a degradacdo foi mais eficiente, o
emprego de UV-C/TiO2 a degradacado foi mais rapida, ao adicionar H202 observou
maior degradacdo em relacdo a todos os experimentos realizados, na luz UV-A +
filme TiOza degradacado foi de 90% apds 5 horas em contrapartida com o uso da
radiacdo UV-C a degradacao de 95% ocorreu em 3 horas (CIZMIC et al., 2017).

Com o objetivo de avaliar se o aumento do tempo de irradiacdo tornaria a
remoc¢ao mais eficiente, foi mantido o processo de fotocatalise heterogénea durante
120 min. A Figura 41 apresenta os resultados obtidos pela exposi¢cédo da solucdo de
ABZ e ABZSO em concentragdo inicial de 900 ug L*(pH 8,5) ao processo de
fotocataliseTiO2/02/UV artificial com o emprego de 10,0 mg L do semicondutor em

120 minutos de reagao.
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Figura 41: Remogéo simultanea do ABZ e ABZSO (900 pgL™) empregando o sistema
TiO2/02/UV artificial em pH 8,5 em 120 minutos de reacéo
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Fonte: proprio autor

Com o emprego de um maior tempo de exposicdo (120 minutos) dos
farmacos ao processo de degradacdo observou-se uma remoc¢do do ABZ em 60
minutos de reacdo, porém a remo¢do do ABZSO ao final de 120 minutos de reagdo
foi de apenas 55%. Devido aos consumiveis durante o processo, fluxo de agua
continuo, gasto de energia e aumento no tempo e reagentes para analise, a
remocdo que se observou ndo seria viavel a aplicagdo do processo em maiores

tempos, por isso realizou o processo de fotocatalise em 60 minutos.

5.4.2 Avaliagdo daremocao do ABZ e ABZSO fotocatalise heterogénea com o
emprego de TiOz2 sob luz UV solar

A Figura 42 apresenta os resultados obtidos pela exposicdo da solucédo de
ABZ e ABZSO em concentracdo inicial de 900 ug L (pH 8,5) ao processo de

fotocataliseTiO2/02/UV com radiacéo solar, empregando TiO2 10,0 mg L.
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Figura 42: Remogéo simultanea do ABZ e ABZSO (900 pgL™) empregando o sistema
TiO2/02/UV solar em pH 8,5 com concentracdo 10,0 mg L1TiO>
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Fonte: proprio autor

Observou-se uma remocado de 87% do ABZ nos 60 minutos de reacéao,
porém a remocdo do ABZSO ao final de 60 minutos foi de apenas 18%. Ao final do
processo de reacéo a radiacdo acumulada de 12,78 J cm™.

Campo et al., (2012) estudaram a fotocatélise heterogénea solar em escala
piloto para o ABZ, empregando um reator em tubos de vidro com diametro 32 mm,
com dimensbes da caixa de 520 mm X 1650 mm acoplado a um tanque de
recirculacdo de agua, obtiveram uma remocéo de 30,27% do ABZ de concentracdo
inicial de 40 mg L* com o emprego de 0,6 g L TiO2 (Degussa-P25), em uma
radiacdo acumulada de 30W h m-2. Perez et al. (2012) também aplicaram em escala
piloto a fotocatalise heterogénea solar onde um reator do tipo coletor parabdlico
composto, que aumenta a redistribuicdo da radiagdo composto por dez tubos de
vidro (32 mmX 1,4 mm).

Os autores obtiveram uma degradacdo do ABZ na concentragao inicial de
40,0; 75,0 e 159,0 mg L, empregando 0,6 g L TiO2 (Degussa-P25), de 39; 36;
34,77 e 22,96%, respectivamente.

A eficiencia do processo de fotocatalise heterogénea é dependente da
absorcdo de radiacdo pelo catalisador, obtendo maiores degradagbes com o

aumento de intensidade luminosa. O processo pode ser realizado empregando luz
98



solar, a mesma apresenta no cumprimento de onda de até 385 nm 3% a 5% de
espectro solar que atinge a terra, porém ainda nao apresenta eficiéncia na remocao,
sendo um dos fatores limitantes de sua aplicagcdo. Perdas como reflexao,
transmissdo ou perda por calor, no processo também devem ser consideradas
(TEIXEIRA; JARDIM, 2004; GAYA; ABDULLAH, 2008).

5.4.3 Experimentos controle

Os estudos das condi¢fes isoladas empregadas no processo da fotocatalise
heterogénea TiO2/02/UV foram estudadas a fim de verificar se ocorre remogao dos
farmacos quando empregadas isoladamente: assim semicondutor TiOz, radiacdo UV
solar (Fotdlise direta) e artificial e aeracdo foram avaliadas. Os resultados seguem

descritos na Figura 43.

Figura 43: Estudos controles com os farmacos simultdneos ABZ e ABZSO
(900 pg LY) em pH 8,5
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Fonte: proprio autor

Os estudos controle empregando a massa de 10,0 mg L de TiO2 ndo
apresentaram eficiéncia na remocdo dos farmacos, sendo a remoc¢édo do ABZ e

ABZSO inferior a 1% e 6%, respectivamente. Com o emprego isolado do aerador
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ndo se observou remocédo significativa dos farmacos no processo de fotolise direta,
pois observou-se remocao de 2% e 1% para o ABZ e ABZSO, respectivamente. Os
resultados encontrados demonstram que as condi¢cfes s6 apresentam eficiéncia na
remocao dos farmacos quando sdo empregados conjuntamente, uma vez que a
remocao do estudo controle foi inferior a 6%.

Candido e colaboradores (2016) estudou a remoc¢do da molécula de
ibuprofeno por fotocatalise heterogénea observando que ndo houve adsorcao
consideravel do farmaco a superficie do catalisador, ndo volatilizacdo do mesmo
com o emprego do aerador e que a luz solar isolada ndo apresenta eficiéncia na

remocao em um percentual de menos de 10%.

5.4.4 Determinacdo do ABZ e ABZSO em &gua de nascente e avaliacdo do
efeito matriz na quantificacdo dos farmacos por analises por CLAE-DAD- A-292
nm

A Figura 44 apresenta a sobreposicdo do cromatograma obtido pela analise
do ABZ e ABZSO nas concentraces de 900 pg L! em &agua de nascente,
detectados e quantificados por CLAE-DAD no comprimento de onda de 292 nm e o
cromatograma obtido pela andlise de um branco (agua de nascente) isento

dosanalitos, a fim de observar o efeito matriz.
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Figura 44: Cromatograma referente a deteccdo do ABZ e ABZSO (900 ug L) em agua de
nascente e branco detectados por DAD-A-292 nm

Time: 0.0134185 Minutes - Amplitude: -D.0281334 mAU

——DAD Signal A

Branco 4gua de nascente
——DAD Signal A

O min ABZ- ABZSO 0,9 ppm

mAL

0o 1 2 3 4 5 ) 7 ] 5 10 " iz 13 " 15 J 17 18

Fonte: préprio autor.

Pode-se inferir que ndo houve interferéncia da matriz utilizada (dgua de
nascente), para deteccdo e quantificacdo dos analitos. Podendo os estudos, de
fotocatélise heterogénea para remocao dos farmacos, prosseguirem ja que nado

houve comprometimento do método analitico.

5.4.5Avaliacdo daremocdo do ABZ e ABZSO fotocatalise heterogénea com o
emprego de TiO2/02/ UV artificial em agua de nascente

Para realizacdo dos ensaios ecotoxicologicos foi necessario a realizacdo do
processo de fotocatdlise heterogénea TiO2/O:2 artificial (10,0 mg LTiOz2) substituindo
a agua ultrapura por agua de nascente.Os resultados da remocao seguem descritos

na Figura 45.
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Figura 45: Remogéo simultanea do ABZ e ABZSO (900 pg L) empregando o sistema
TiO2/02/UV artificial, pH sem ajuste com concentragdo 10,0 mg L TiO,em agua de

nascente
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Fonte: proprio autor

Os resultados obtidos mostram uma remocdo de 80% para o ABZ e de
48%para o0 ABZSO. Nao se observou, durante o processo, 0 aumento da
concentracdo do ABZSO em relacdo a sua concentracdo inicial, ao contrario do
observado com emprego de agua ultrapura. A 4gua de nascente apresenta diversos
compostos organicos que podem ter impedido a oxidagédo do ABZ para ABZO.

Ren, Drosos e Frimmel (2017) avaliaram a degradacdo do acido citrico
relatando que o percentual de matéria organica exerce grande influéncia na
degradacdo, uma vez que pode interagir com as nanoparticulas de TiO2, porém ao
se empregar valores maiores de pH esta interacao diminui.

5.5 Ensaios ecotoxicol6égicos com Daphnia simillis

A realizacdo do monitoramento da toxicidade do processo de fotocatalise
heterogénea utilizando bioindicadores se apresenta muito importante, uma vez que o
processo pode remover 0 contaminante organico, porém aumentar sua toxicidade
pela formacao de compostos intermediarios (VAN DOORSLAER et al. 2015).

Os ensaios de fotocatalise heterogénea simultanea do ABZ e ABZSO (900
ug L) empregando o sistema TiO2/02/UV artificial, pH sem ajuste com concentracéo

10,0 mg L? TiO2 em Agua de nascente, quando expostos os organismos Daphnia
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simillis para avaliacdo da toxicidade aguada, em periodos de 24h e 48h seguem
apresentados na Figura 46.

Na Tabela 17 encontram-se as medidas dos parametros pH, condutividade,
oxigénio dissolvido e temperatura mensurados antes do inicio do teste de exposi¢cao
e ao final do teste. A fim de monitoramento das propriedades fisicas e quimicas da

amostra.

Tabela 17: Propriedades fisicas e quimicas monitoradas nos ensaios ecotoxicolégicos

agudo com organismos Daphniasimillis

Paramétros 8-11- PH Condutividade Oxigénio Dissolvido Temperatura

17 (us/cm) (mg L% (C)

0 min -inicial 8,05 62,0 7,24 24,5

O min 48 h 8,33 63,5 7,59 24,6

30 min-inicial 7,99 63,8 7,24 24,6
30 min 48 h 8,14 67,8 7,56 24,8
60 min-inicial 7,97 63,0 7,23 24,1
60 min 48 h 8,12 68,7 7,79 23,4

Fonte: proprio autor.

Figura 46: Porcentagem de imobilizacdo de organismos Daphnia simillis apés 24 e 48 horas
de exposi¢éo a amostras dos tempos coletados durante o processo de fotocatalise
heterogénea TiO./O2/UV artificial
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Fonte: proprio autor.

Os ensaios de exposicdao dos organismos Daphnia simillis ao controle

reacional, processo de fotocatalise heterogénea mais todos 0s consumiveis,
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incluindo os reagentes utilizados na solugdo dos farmacos, porém sem os farmacos,
ndo apresentou imobilizacdo dos organismos apds 48 horas de exposicdo em todos
os tempos do processo (0, 15, 30, 45 e 60 minutos).

Ao empregar solucbes do processo de fotocatalise heterogénea com os
farmacos ABZ e ABZSO simultaneos, observou-se 100% de imobilizagdo nos
primeiros 0, 15 e 30 minutos em 24 horas, com uma reducgédo de 30% e 100% nos 45
e 60 minutos, respectivamente. Em 48h de exposicdo observou-se uma
porcentagem de imobilizacdo de 100% em 0, 15, 30 e 45 minutos da reacdo e uma
reducdo de 40% ao final do processo (60 minutos).

Carlsson et al. (2013) investigou o efeito agudo do ABZ (0,022 - 0,22 mg L 1)
para embrides zebrafish (Danio rerio) , observando 50 e 100% de mortalidade nas
concentracfes mais altas, ao final de 48 horas ap0s a exposicdo, estas solucbes
foram analisadas e observou-se predominio do ABZ, jA que nas concentracdes mais
baixas observou-se metabolizacdo do ABZ a trés de seus metabdlitos (sulfoxido de
albendazol, sulfona de albendazol e aminosulfona de albendazol), observando que a
toxicidade é atribuida ao ABZ e ndo a seus metabdlitos, onde a mortalidade ocorreu
onde havia predominio do ABZ. A reducédo da toxicidade ao final do processo pode

ser relacionada a presenca do metabdlito, ja que a completa remocao do ABZ.

5.5.1 Avaliacdo da toxicidade aguda com Daphnia simillis para determinacao
da CEso para o ABZ

Os efeitos toxicos dos farmacos isolados foram avaliados empregando
solucbes destes aos organismos realizando avaliagdo da toxicidade aguda. Os
resultados obtidos seguem descritos na Figura 47 para 0s ensaios com o0 ABZ.A

Tabela 18 apresentam os parametros monitorados durante os testes.
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Figura 47: Porcentagem de imobilizacdo dos organismos Daphnia simillis a concentragdes
de ABZ 0,009 a 0,9 mg L para determinacéo da CEso
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Fonte: proprio autor.

Os resultados demonstram gue 0s organismos testes apresentam toxicidade
ao farmaco ABZ na concentracdo de 0,6 e 0,9 mg L' apresentando 100% de
imobilizacdo apds 24 e 48 horas. A concentracdo de 0,3 mg L apresentou 45% de
imobilizacdo em 48 horas. Nestas concentracdes ndo houve efeitos toxicoldgicos
dos organismos ao ABZSO.

Tabela 18: Propriedades fisicas e quimicas monitoradas nos ensaios ecotoxicoldgicos
agudo para exposicdo com organismos Daphnia simillis ao ABZ

Paramétros PH Condutividade Oxigénio Dissolvido  Temperatura
(Hs/cm) (mg L) (C°)
Controle -inicial 7.64 110,7 7,01 26,2
Controle 48 h 8,03 129,5 7,39 25,5
0,009(mg L) inicial 7,77 108,5 7,02 26,5
0,009(mg L) 48h 7,99 127,4 7,40 26,0
0,3(mg L) inicial 7,75 109,6 7,05 26,1
0,3(mg L) 48 h 8,15 126,4 7,42 26,0
0,9(mg L) inicial 7,80 109,9 7,05 26,1
0,9(mg L?) 48h 7,76 127,4 7,40 26,0

Fonte: proprio autor.

Oh et al. (2006) estudou a toxicidade aguda de seis farmacos da classe dos
BZD (fembendazol, tiabendazol, flubendazol, oxfendazol, febantel e albendazol) para

0os organismos Vibrio Fischeri (bactéria marinha) monitorados em 5 e 15 min. de
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exposicao e a Daphinia magna (invertebrado de agua doce), monitorados em 24, 48,
72 e 96 horas, observando que a bactéria Vibrio Fischeri apresentou menor
sensibilidade aos farmacos, sendo 0 ABZ mais tOxico para 0 organismos em um
concentragdo de 770 ug L' e para as Daphinia magna o ABZ em 48 horas
apresentou uma CEso de 67,9 ug L. Para embrides de zebrafish (Danio rerio) o ABZ
expressou alta toxicidade com um CEso 0,042 mg Lt (CARLSSON et al., 2013).

No presente estudo obteve-se uma CEso de 24 h foi de 0,16 mg L'e em 48
hde 0,074 mg L para o ABZ.

5.5.2 Toxicidade crénica com Raphidocelis subcapitata

Os ensaios para avaliacdo da toxicidadecrbénica foram realizados com a
microalga Raphidocelis subcapitata as amostras obtidas do processo de fotocatalise
heterogénea (0, 15, 30, 45 e 60 minutos), em um periodo de 72 horas de exposicao,
o percentual de inibicdo foi determinado através da contagem celular (Eq. 11). Os

resultados seguem apresentados na Figura 48.

Figura 48: Porcentagem de imobilizagdo de organismos Raphidocelis subcapitata em 72
horas de exposi¢do a amostras dos tempos coletados durante o processo de fotocatélise
heterogénea TiO,/0,/UV atrtificial
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Fonte: proprio autor.

As amostras referentes a concentracao inicial (O minutos) apresentaram uma
inibicdo aproximadamente de 30%, nos tempos de 15, 30, 45 e 60 minutosdo
processo um percentual de inibicdo de aproximadamente 14%, 10%, 15% e 10%,

respectivamente. Pode-se observar uma reducdo na porcentagem de inibicdo ao
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decorrer do processo.

Um estudo realizado empregando os processos oxidativos avancados para
remocdo do antibidtico moxifloxacina foi realizado empregando a concentracao
inicial do farmaco de 50 mg L%, 1 g L de TiO2 (Degussa-P25) e uma radiacédo UV-
300 a 440 nm, o estudo foi conduzido durante 150 minutos observando que apés 90
min. a detec¢do do farmaco estava abaixo do LD, ensaios toxicoldgicos utilizando a
microalga Pseudokirchneriella subcapitata, o0s ensaios foram conduzidos
empregando as solucdes no tempo de 0, 30, 60, 90 e 150 minutos, os resultados
também apresentaram um percentual de inibicdo de 72% no inicio do processo e ao
final este percentual reduziu a 12% (VAN DOORSLAER et al., 2015).
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6. CONCLUSAO

De acordo com os parametros determinados pela ANVISA, tem-se que o
método foi validado, sendo o detector DAD mais sensivel para deteccdo e
quantificacdo dos farmacos em estudos, portanto o escolhido para posteriores
deteccdes e quantificacoes.

Os ensaios de sorcao ao solo revelaram que o ABZ apresenta uma maior
tendéncia a adsorcdo em relacdo ao ABZSO no solo em estudo. Em pH 3, o
processo revelou maior reversibilidade para ambos os farmacos, onde o processo de
dessorcdo € mais favorecido em relacdo ao processo de adsor¢cdo no solo em
estudo.

O processo de fotocatélise heterogénea com o emprego do sistema
TiO2/02/UV artificial apresentou uma remocao total do ABZ em 30 minutos de reacéo
e para o ABZSO uma remocéo de 38% ao final de 60 minutos de irradiacdo. Pode-
se concluir que a oxidacdo pelos radicais hidroxilas liberados durante a reacédo
contribuiu para oxidagdo do ABZ em seu metabdlito ABZSO, assim os resultados de
remogéo para o ABZSO demonstraram menor eficiéncia. Com o emprego da luz
solar observou uma remocéo de 87 e 18% para o0 ABZ e ABZSO, respectivamente.

Os ensaios com os organismos Daphnia similis demonstraram uma reducgao
de 40% dos efeitos téxicos ao final do processo de fotocatalise heterogénea.Os
resultados da exposicdo destes organismos aos farmacos isolados demonstram uma
CEso de 24 horas de 0,16 mg L* e em 48 horas de 0,074 mg L para o ABZ e nas
concentracdes aplicadas ndo apresentou toxicidade do ABZSO aos organismos.

Os ensaios de avaliacdo de toxicidade crbénica revelaram um percentual de
inibicdo dos organismos R. subcaptata de aproximadamente 30% no inicio do
processo e ao final do processo esta inibicdo reduziu a aproximadamente 10%.

Os ensaios de fitotoxicidade para as sementes de feijado e alface revelam
alteracdes no percentual de germinacdo e desenvolvimento das plantulas, sendo
gue as sementes de alface foram as mais sensiveis ao uso dos solventes.

A solucédo contaminada com o farmaco, nas condicbes deste experimento,
promove modificagdes morfoldgicas radiculares em plantulas de alface e feijao;

A sensibilidade da alface aos solventes possui relacdo com a restricdo de

crescimento do sistema radicular.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

O presente trabalho revelou que os farmacos ABZ e ABZSO podem
apresentar potenciais de toxicidade ao meio ambiente, sendo necessarios mais
estudos em relagdo ao seu comportamento em outros tipos de solo brasileiros.
Utilizagdo de outros niveis troficos como Chironomus, organismos de sedimentos

para avaliacdo de seus efeitos toxicos.
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Anexo |
Arvore desciséria para avaliacdo do risco ambiental pela exposi¢cdo a MVS
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Fonte: BOXALL et al. (2004)
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