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RESUMO

Produtos farmacéuticos de diferentes classes terapéuticas sdo encontrados no meio
ambiente, tornando-se um grande problema ambiental. Dentre estes, se destaca o captopril, 0
qual € um farmaco da classe dos anti-hipertensivos, utilizado mundialmente no tratamento de
pacientes com hipertensdo arterial, insuficiéncia cardiaca, infarto do miocérdio e nefropatia
diabética. Processos oxidativos avancados sdo alternativas para aumentar a remocgédo e a
mineralizacdo dos microcontaminantes em A&guas. Este trabalho tem como objetivo
caracterizar os produtos de degradacdo do captopril por Espectrometria de Massas de Alta
Resolucéo, apds a fotocatalise heterogénea utilizando TiO,/UV-C e avaliagdo da toxicidade
dos produtos da degradacdo. Foram realizados ensaios de fotocatalise heterogénea com TiO,
suspenso, fotolise, hidrélise e adsorcdo e dessorcdo do farmaco em escala de bancada,
utilizando um aparelho de Jar-Test. As determinacGes e as analises semi-quantitativas
captopril e seus subprodutos formados foram realizadas por Espectrometria de Massas e
Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia. O acompanhamento da mineralizacdo foi
realizado através da técnica de medida de carbono organico total. O teste de Ames e Artemia
salina foram empregados para avaliagdo da toxicidade dos subprodutos. Como resultado,
obteve-se, através da fotolise (UV-C) e fotocatalise (TiO,/UV-C), a remocdo quase completa
do captopril (93,5% para a fotélise e 99,86% para fotocatalise), as taxas de mineralizacdo
obtidas para os processos de fotodegradacdo foram de 9,09% para TiO,/UV-C e 2,92% para a
fotolise para o tempo de exposicdo de 120 min. Foram identificados 11 subprodutos de
degradacdo do farmaco e elucidadas suas respectivas estruturas quimicas e também proposta a
possivel rota quimica de degradacdo. O teste de ecotoxicidade utilizando Artemia salina ndo
apresentou diferenca de toxicidade entre o farmaco e os subprodutos. Ja no teste de Ames, o

farmaco foi considerado mais toxico do que os seus produtos da degradacao.



ABSTRACT

Pharmaceuticals of different therapeutic classes are found in the environment, making
this a major environmental problem. Among the pharmaceuticals, the captopril, which is a
drug from the class of antihypertensive, is used worldwide in the treatment of patients with
hypertension, heart failure, myocardial infarction and diabetic nephropathy. Advanced
oxidation processes are alternatives to increase removal and mineralization of organic
microcontaminants in waters. The aim of this work is to characterize the heterogeneous
photocatalysis (TiO2/UV-C) degradation byproducts of captopril by High-Resolution Mass
Spectrometry and to evaluate the toxicity of its degradation byproducts. The photodegradation
assays were performed with suspended TiO2, photolysis, hydrolysis, adsorption and
desorption of the drug in a bench scale apparatus, using a jar-test. Measurements and semi-
quantitative analysis of the captopril and its by-products were performed by Mass
Spectrometry and Ultra Performance Liquid Chromatography. The mineralization was
monitored using the total organic carbon analysis. The Ames test and Artemia salina were
used to evaluate the toxicity of by-products. As results, after 120 min light exposure, there
was obtained almost the complete removal of captopril, 93.5% at photolysis(UV-C) and
99.86% at photocatalysis (TiO2/UV-C). At these conditions, the rate of mineralization
obtained 2,92 and 9.09%, respectively. 11 by-products of captopril photodegradation
processes were identified and their respective chemical structures elucidated. It was also
proposed a possible chemical degradation pathway. The ecotoxicity test using Artemia salina
showed no difference in toxicity between the drug and its by-products. The Ames test show
that captopril seems to be more toxic than its degradation byproducts.
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1 INTRODUCAO

A sociedade utiliza diariamente varios compostos organicos sintéticos. Dentre estes
compostos, citam-se produtos farmacéuticos, produtos de higiene pessoal, horménios
sintéticos, produtos veterinarios, pesticidas, produtos e subprodutos industriais, aditivos
alimentares e drogas ilicitas (KUMMERER, 2009b; RADJENOVIC; PETROVIC;
BARCELO, 2009).

A partir da década de 1960, iniciou-se a discussdo sobre a presenca de compostos
organicos antropicos no meio ambiente. A persisténcia destes compostos no meio ambiente
levou a criagéo da classe dos microcontaminantes de preocupagfes emergentes (ME). Este
termo é designado aos contaminantes organicos encontrados em amostras aquosas, com
concentracdes na ordem de nanogramas por litro (ng.L™) e microgramas por litro (ug.L™).
Até o momento, somente alguns destes ME sdo regulamentados, a grande maioria ainda séo
potenciais candidatos a regulamentacdes futuras (CARLSSON et al., 2006; RADJENOVIC et
al., 2007; TAMBOSI, 2008; KUMMERER, 2009; LAPWORTH et al., 2012; RODRIGUES,
2012).

Em 1990 intensificou-se a discussao dos possiveis problemas que podem gerar com a
presenca de farmacos no meio ambiente. Atualmente produtos farmacéuticos de diferentes
classes terapéuticas sdo encontrados no mundo inteiro em aguas superficiais, subterraneas e
em agua de abastecimento, tornando-se um grande problema ambiental. Varios estudos ja
foram realizados, investigando quais sdo os principais farmacos e em qual concentracdo sdo
encontrados no meio aquoso (JORGENSEN; HALLING-SORENSEN, 2000; CARLSSON et
al., 2006; RADJENOVIC et al., 2007; KOSJEK; HEATH, 2008; TAMBOSI, 2008;
KUMMERER, 2009; RODRIGUES, 2012; SANSON, 2012).

Com a intesificacdo de estudos sobre os ME, varias fontes sdo apontadas para
justificar o aparecimento destes no meio aquatico, como: esgotos doméstico, efluentes
industriais, rejeitos agropecuarios. Os efluentes das estacdes de tratamento de esgoto (ETES),
bem como a disposicdo sem tratamento de esgotos doméstico, provavelmente sdo 0s
principais responsaveis pela disseminacdo destes ME no meio ambiente (IKEHATA;
JODEIRI NAGHASHKAR; GAMAL EL-DIN, 2006; KOSJEK; HEATH, 2008).

Os farmacos séo compostos altamente estaveis, com consideravel poder recalcitrante.
Devido a estas caracteristicas 0s processos de tratamento convencionais existentes nas ETES
ndo sdo os mais adequados para a remocdo destes compostos da agua (JORGENSEN;
HALLING-SORENSEN, 2000; KOSJEK et al., 2007).
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Sabendo-se que o efluente lancado pela ETE pode ser reutilizado por uma estacdo de
tratamento de agua (ETA) a jusante, é importante analisar o efluente da ETE. Avaliando a
eliminacdo e/ou reducdo dos ME, bem como, a formacao de subprodutos perante 0s processos
de tratamentos utilizados nas ETAs e nas ETEs (KASPRZYK-HORDERNA; ZIOLEKB;
NAWROCKI, 2003; HASSAN; HAWKYARD, 2006; IKEHATA; JODEIRI
NAGHASHKAR; GAMAL EL-DIN, 2006; SOARES et al., 2006; EROL; OZBELGE, 2008;
FATTA-KASSINOS; VASQUEZ; KUMMERER, 2011; PEREIRA et al., 2011b).

A presenca dos ME em aguas superficiais, subterraneas e de abastecimento publico
causam efeitos toxicos aos seres humanos e animais como, por exemplo, toxicidade aquética,
desenvolvimento de resisténcia em bactérias patogénicas, genotoxicidade e distarbios
enddcrinos. Estudos revelam que alguns farmacos e subprodutos de degradacdo persistem por
mais de um ano em aguas naturais tornando este problema ambiental ainda mais preocupante
(KUMMERER, 2004; MOMPELAT; BOT; THOMAS, 2009; JARDIM et al., 2012;
RATOLA et al., 2012).

Processos de tratamentos de agua ndo convencionais estdo sendo desenvolvidos para
aumentar a remocao e a mineralizacdo dos microcontaminantes das aguas. Alguns processos
alternativos desenvolvidos e com grande potencial de uso sdo 0s processos oxidativos
avancados (POAS), caracterizados pela geracao de radicais hidroxila (OH"). Estes radicais sdo
agentes fortemente oxidantes, capazes de oxidar matéria organica com certo poder
recalcitrante (MORAES, 1995; ANDREOZZI et al., 1999; BELTRAN; AGUINACO;
GARCIA-ARAYA, 2009; BUTH, 2009; HOMEM; SANTOS, 2011).

O captopril, (S)-1-(3-mercapto-2-metil-1-oxopropil)-1-prolina), € um farmaco da
classe dos anti-hipertensivos, o qual atua na inibi¢cdo da enzima conversora de angiotensina
(ECA). Seu uso é recomendado mundialmente para o tratamento de pacientes com
hipertensdo arterial, insuficiéncia cardiaca, infarto do miocardio e nefropatia diabética
(AZEVEDO; RIBEIRO; ARAUJO, 2008; MAHMOUD; KUMMERER, 2012).

A literatura reporta a presenca de varios farmacos da classe dos anti-hipertensivos nos
esgotos, em aguas superficiais e até mesmo em aguas potaveis (HERNANDO et al., 2007; LI
et al., 2012; LOPEZ-SERNA; PETROVIC; BARCELOA, 2012). O captopril (CPT), apesar
do seu vasto uso pela populacéo, alta taxa de eliminacdo € um farmaco muito pouco estudado
na area ambiental. O captopril foi encontrado, nos afluentes e nos efluentes de ETE’s em
Portugal, na faixa de concentracdo de 32 + 2 ng.L ™" e 1,376 + 56 ng.L™ , respectivamente, por
(SALGADO et al., 2010).
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Além da presenca do captopril no meio ambiente, fazem-se necessarios estudos do seu
comportamento frente aos processos quimicos de tratamento de &gua, particularmente quanto

a toxidade de seus subprodutos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Caracterizar os produtos de degradacdo do captopril por Espectrometria de Massas de
Alta Resolucéo, apos a fotocatélise heterogénea utilizando TiO,/UV-C e avaliar a toxicidade

dos produtos da degradacéo.

2.2 Objetivos especificos

e Realizar o ensaio de fotodegradacdo heterogénea utilizando TiO,/UV-C;

e Desenvolver método analitico de cromatografia e espectrometria de massas para
identificar o captopril e seus subprodutos;

e Avaliar a degradacédo do captopril perante o processo de fotocatalise heterogénea;

e ldentificar e avaliar a formagdo dos subprodutos gerados durante a degradacdo do
captopril;

e Avaliar a toxicidade dos subprodutos gerados através do Teste de Ames e Teste da
Artemia salina e comparar com a toxicidade do farmaco;

e Propor rotas quimicas de degradacdo do captopril e formacédo dos subprodutos.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Farmacos no meio ambiente

Farmacos sdo substancias quimicas biologicamente ativas, possuem propriedades
farmacoldgicas com finalidade medicamentosa. S&o utilizados para diagndstico, alivio, ou
tratamento de moléstias. E empregado para modificar, explorar sistemas fisioldgicos ou
estados patologicos, em beneficio humano ou animal na qual se administra. Estas substancias
sdo, geralmente, compostos organicos de baixo peso molecular (inferior a 500 Daltons). Para
produzir os efeitos terapéuticos, o farmaco deve estar presente em concentracfes apropriadas,
geralmente em concentragdes inferiores a miligramas por litro (mg/L) e atingir a célula-alvo
(IKEHATA; JODEIRI NAGHASHKAR; GAMAL EL-DIN, 2006; RADJENOVIC;
PETROVIC; BARCELO, 2009).

Desde a década de 1960, sabe-se que os farmacos estdo presentes no meio ambiente.
Sdo encontrados frequentemente em aguas superficiais de varios lugares do mundo, em menor
frequéncia e concentracdo nas aguas subterraneas e em aguas potaveis. (JORGENSEN;
HALLING-SORENSEN, 2000; HOMEM; SANTOS, 2011). Os farmacos estdo inclusos a
classe dos microcontaminantes de preocupacdes emergentes (ME), pois assim como outros
contaminantes de origem antropica, estdo presentes nas concentracdes de ng.L™ & ug.L™ em
amostras aquosas (KUMMERER, 2009a; TAMBOSI et al., 2010).

A presenca destes ME no meio ambiente chama a atencdo, pois a cada ano aumenta o
consumo de medicamentos pela populacdo. Consequentemente sera maior a probabilidade de
atingir o meio ambiente, tanto em nimero quanto em concentracdo. De acordo com a
estimativa do Instituto Brasileiro de Opinido Publica e Estatistica (IBOPE), para o ano de
2013, o comércio de medicamentos movimentaria cerca de setenta bilhdes de reais somente
no Brasil, 12% maior do que foram gastos em 2012.

A ocorréncia dos ME é preocupante devido as propriedades intrinsecas destes
compostos. Os farmacos sdo biologicamente ativos, polares, pouco volateis e possuem
estabilidade quimica, sendo fortemente resistentes & mineralizagdo. A presenca dos ME no
meio ambiente pode causar efeitos adversos sobre a vida aquatica e aos seres humanos
(ANDREOZZI et al., 1999; PAL et al., 2010; LAPWORTH et al., 2012; RATOLA et al.,
2012).

Santos e colaboradores (2010) compilaram informagdes de 134 artigos publicados

entre os anos de 1997 e 2009, identificando as principais classes terapéuticas presentes no
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meio ambiente (SANTOS et al., 2010). Dentre as classes farmacéuticas encontradas no meio
ambiente, citadas na FIGURA 1, estdo os anti-hipertensivos. A contribuicdo desta classe é
relativamente alta. De todos os farmacos encontrados no meio ambiente 12% séo da classe
dos anti-hipertensivos. Tal resultado condiz com o alto consumo desta classe de medicamento

pela populagéo.

FIGURA 1 Principais classes farmacéuticas encontradas no meio ambiente, de acordo com o ndmero de

farmacos.

’ _Ansioliticos
Anti-depressivos 4o
e 4%
Anti-4cidos o\ l
3% \

Anti-neoplésicos
4%

Constrastes de raio X
3%

Agonistas adrenérgicos
3%

Produtos veterinarios
3%

Hipoglicemiantes
3%

Anti-psicoticos
1%

Fonte: Adaptado de Santos, 2010.

3.2 Rotas de exposi¢cao para 0 meio ambiente

Ao serem administrados, os farmacos sdo absorvidos, distribuidos e posteriormente
metabolizados no organismo. O metabolismo dos farmacos comeca com varias reacdes
bioguimicas (transformacédo de fase 1), em que se adicionam grupos funcionais nas moléculas
(exemplo: reagdes de hidroxilacdo, epoxidacdo, reducdo e hidrdlise). Logo depois, moléculas
enddgenas altamente polares, tais como: acido glucurdnico, sulfato e aminoécidos, sdo

adicionados aos farmacos ou metabélitos da transformacdo da fase I, para gerar conjugados,
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estas reacGes sdo denominadas de transformacdo de fase Il. Apds as reacdes de fase Il, os
farmacos conjugados sdo mais solUveis em agua, permitindo a excregdo pela urina ou pela
bile. Embora haja absorcédo e metabolizacdo, uma quantidade significativa do farmaco pode
ser eliminada sem sofrer nenhuma transformacao, serdo eliminados na forma inalterada (H.
JONES; VOULVOULLIS; LESTER, 2005; IKEHATA,; JODEIRI NAGHASHKAR; GAMAL
EL-DIN, 2006; RADJENOVIC; PETROVIC; BARCELO, 2009).

A TABELA 1 apresenta informacdes sobre a porcentagem quantidade e a forma que
alguns farmacos sao eliminados do organismo, isto é, se o farmaco é eliminado na forma

inalterada ou como metabolitos.

TABELA 1 Farmacos e porcentagem das formas de excrecao.

Forma inalterada

Farmaco %) Metabélito (%)

Aciclovir 75+10 9-carboximetoximetilguanina 8-14
8-hidroxi-9-(2-hidroxietoximetil) guanina 0,2

Acido Acetil 10 Acido salicildrico 75

Salicilico Acido fendlico 10

Amoxicilina 868 Acido penicil6ico 10-25

Atenolol 94 +8 Metabolito hidroxilado 3

Azitromicina 12

Bezafibrato Conjugado glicuronideo 60-90

Brometo de n-butil- 80

escopolamina

Captopril 40-50 Dimero de dissulfeto de captopril e dissulfeto de 40
captopril-cisteina

Cefalexina 9118
Diacetilfalotina (metabélito menos ativo) 27-54

Cefazolina sddica 80+ 16

Cimetidina 50-90 n-glixuronideo cimetidina 24
sulfoxido de cimetidina 7-14
hidroximetilcimetidina 4

Ciprofloxacino 50-70 Oxociprofloxacino (metabolito ativo) 3
Sulfociprofloxacino (metabdlito ativo) 8

Claritromicina 20-40 114-hidroxiclaritromicina 10-15

Cloreto de Sulfoxido de prometazina e n-

Prometazina desmetilprometazina

Diclofenaco de 1 4’-hidroxidiclofenaco 20-30

sddio 5,3 e 4,5-dihidroxidiclofenaco 10-20



Cloridrato de
ondansetrona
Diltiazem
Doxiciclina
Enalapril
Eritromicina
Estriol
Fluconazol
Fosfato de
Clindamicina
Furosemida
Genfibrozila
Ibuprofeno
Levofloxacino
Linezolida
Losartana Potéssica
Metformina

Naproxeno
Norfloxacina
Nitrofurantoina
Oxitetraciclina
Paracetamol

Propranolol

Ranitidina

Sulfametoxazol

Tetraciclina
Trimetoprima

Varfarina sodica

35
41+£19
88+7
2-5

60-80
10

7110
<1
<1
61-87
30
12+28
99,9+0,5
95

25-40
47 +13
10-35
3%1

35-50

58 +8
60
<2

Diacetildiltiazem-DAD (metabdlito ativo)

Acido enalaprilico (metabdlito ativo)

Conjugado com &cido glicurdnico

N-desmetilclindamicina

Conjugado com o acido glucurdnico

Conjugado glicuronideo
Hidrolisado

Desmetil e n-oxido
Produtos de oxidagédo

Metabolitos ativos

6-desmetilnaproxeno

Conjugado com &cido glicurénico

Aminofurantoina

Conjugado com &cido glicurdnico
Conjugado com &cido sulfurico
Conjugado com cisteina
Conjugado com glicuronideo
4-hidroxipropranolol (ativo)
n-oxido

s-Oxido

desmetil ranitidina

Derivado de Ny-acetilato

Conjugado com &cido glicurénico.

1,3 oxidos e derivados de 3,4- hidroxi

20

2-4

43-56

95
11

60-90
90

50

5-10
1,2

60
35

20

3-6

1-2

1-2
50-70
15-20

10-20

Fonte: (GOODMAN; GILMAN, 2005; KASPRZYK-HORDERN; DINSDALE; GUWY, 2008a; PUBCHEM,

2013).

Apbs serem excretados do organismo por meio da urina e fezes, os farmacos sao

diluidos no esgoto doméstico sendo dispostos em corpos d'agua ou levados as ETES. Nesta
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mesma rota inclui-se o descarte de forma inadequada (por exemplo, no vaso sanitario) de
produtos ndo usados ou com o prazo de validade expirado, indo para o esgoto. Quando ocorre
a disposicdo em aterros sanitarios clandestinos, a chuva pode solubilizar estes compostos,
assim, podem sofrer infiltracdo no solo (atingindo aguas subterrdneas) e escoamento
superficial (alcangando as aguas superficiais) (IKEHATA; JODEIRI NAGHASHKAR,;
GAMAL EL-DIN, 2006; KOSJEK et al., 2007; RATOLA et al., 2012).

Os medicamentos veterinarios sdo lancados diretamente no meio ambiente pela
excrecdo dos animais, consequentemente, podem sofrer infiltracdo e escoamento superficial
(IKEHATA; JODEIRI NAGHASHKAR; GAMAL EL-DIN, 2006; KOSJEK et al., 2007;
RATOLA et al., 2012).

Os farmacos que foram eliminados do organismo na forma conjugada (por exemplo,
com os grupos glucurénicos, sulfurdnicos) podem sofrer biodegradacdo pelos microrganismos
nas ETEs e retornar a forma original (forma inalterada) (TAMBOSI et al., 2010).

Assim, como produto final pode haver (i) compostos totalmente mineralizados, isto é,
foram completamente degradados a dioxido de carbono e agua; (ii) compostos convertidos, 0s
quais sofreram algumas alteracdes em sua estrutura quimica formando subprodutos de
degradacdo, ndo necessariamente menos toxicos que 0s precursores; ou (iii) compostos
integros, compostos que ndo sofreram nenhuma alteracdo na estrutura quimica (geralmente
compostos recalcitrantes) (QUINTANA; WEISS; REEMTSMA, 2005; GROS et al., 2010).

Tendo em vista que 0s processos de tratamento de esgoto podem ser ineficientes na
remocdo de ME, alguns farmacos e subprodutos formados nos processos de tratamentos
podem continuar nos efluentes das ETEs. Estes efluentes sdo langados em um corpo d'agua
receptor, contaminando o meio aquatico a jusante, e comprometendo a qualidade das aguas
(MOMPELAT; BOT; THOMAS, 2009; ACERO et al., 2010; ZHANG et al., 2013).

Além da contaminacdo dos corpos d'agua pelos efluentes das ETEs, paises em
desenvolvimento sofrem com outra rota de contaminag¢do: a contaminagdo direta do esgoto
nos corpos d’agua devido a falta de coleta e/ou tratamento de esgoto em alguns municipios.

Dados publicados pelo IBGE no Atlas de Saneamento de 2011 revelam que no ano de
2008, pouco mais de 70% dos municipios apresentavam em todos os distritos tratamento de
agua distribuida por rede geral. Aproximadamente 28,5% dos municipios (incluindo seus
distritos) faziam o tratamento do esgoto coletado, dentre estes, somente 72% tratavam todo o
esgoto coletado. Do numero total de municipios brasileiros, 30,5% langavam esgoto néo

tratado em rios, lagos ou lagoas. Estes municipios utilizam, a jusante, a dgua dos corpos
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receptores para varios usos, como: abastecimento de agua (16%), irrigacdo (23%), recreacao e
aquicultura.
Apos o que foi dito anteriormente, é possivel esquematizar a rota de exposicdo dos

microcontaminantes no meio ambiente. Este esquema esta exposto na FIGURA 2.

FIGURA 2 Principais rotas de exposi¢do dos microcontaminantes no meio ambiente.
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Fonte: adaptado de (IKEHATA; JODEIRI NAGHASHKAR; GAMAL EL-DIN, 2006; TAMBOSI, 2008;
KUSMIEREK et al., 2009; HOMEM; SANTOS, 2011).
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3.3 Tecnologias para tratamentos de aguas e efluentes

Novas tecnologias para tratamentos de agua e efluentes sdo testadas para degradar
poluentes organicos ndo eliminados em tratamentos bioldgicos convencionais em ETES. Estas
tecnologias consistem principalmente na transferéncia de fase e na oxidacdo quimica
(ZIOLLI; JARDIM, 1998; ANDREOZZI et al., 2004; JARDIM; CANELA, 2004).

A transferéncia de fase € um tipo de tecnologia que transfere o poluente de um meio
para outro, como por exemplo, a floculacdo/decantacdo, adsorcdo com o carvdo ativo. A
oxidagdo quimica do poluente tem como objetivo a mineralizacdo do poluente em didxido de
carbono, agua e material inorganico, ou em apenas moléculas mais simples e menos téxicas
(ZIOLLI; JARDIM, 1998; ANDREOZZI et al., 2004; JARDIM; CANELA, 2004).

As técnicas de oxidacdo quimica podem ser: convencional e avancada. A oxidacéo
avancada utiliza-se de agentes oxidantes fortes capazes de formar, principalmente, radicais
hidroxilas, os quais promovem a oxidacdo dos compostos organicos presentes na agua
(KASPRZYK-HORDERNA; ZIOLEKB; NAWROCKI, 2003; JARDIM; CANELA, 2004).

3.3.1 Processos oxidativos avangados

Os processos oxidativos avancados (POAs) sdo alternativas ou complementos aos
processos convencionais para tratamento de efluentes, aguas superficiais ou subterraneas. Os
POAs possuem a capacidade de eliminar ou reduzir substancias de elevada estabilidade e
baixo grau de mineralizacdo presentes na dgua. Nos Gltimos anos, estes processos tém sido
amplamente estudados devido ao alto potencial reativo (MUNTER, 2001; AGUSTINA;
ANG; VAREEK, 2005; SOUSA et al., 2012).

Os POAs sdo técnicas de oxidacdo quimica que utilizam oxidantes fortes (oz6nio e
peroxido de hidrogénio) aliados a fonte de energia (luz ultravioleta-UV, ultrassom-US e feixe
de elétron), e catalisadores (ions ferrosos, semi-contudores) para produzir radicais hidroxilas
(OH") (SOUSA et al., 2012).

O radical hidroxila é uma espécie extremamente reativa e pouco seletiva. O potencial
de oxidacgéo deste radical (E° = 2,80V) é superior ao dos oxidantes convencionais e inferior
apenas ao potencial de oxidagdo do fltor (E° = 3,03V). Portanto, 0 OH" é capaz de oxidar
matéria organica até entdo consideradas refratarias (TEIXEIRA; JARDIM, 2004).

Os POAs séo classificados quanto & presenca ou auséncia de irradiacdo e quanto a

homogeneidade do sistema (homogéneo ou heterogéneo). A homogeneidade do sistema é
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determinada pelo método de geracdo de radicais hidroxilas. Assim, sistemas heterogéneos
possuem catalisadores sélidos, constituindo duas fases ao sistema, e sistemas homogéneos
possuem apenas uma fase (ANDREOZZI et al., 1999; MUNTER, 2001; KASPRZYK-
HORDERNA; ZIOLEKB; NAWROCKI, 2003). A TABELA 2 apresenta a classificacio dos

POAS de acordo com a homogeneidade e presenca ou auséncia de irradiagéo.

TABELA 2 Classificacdo dos POAs.

Presenca de irradiacao Auséncia de irradiacao
05/UV 0O3/H,0,
H,0,/UV O3/OH
. n Feixe de elétrons H,0,/Fe”* (fenton)
Sistemas Homogéneos US
H,0,/US
UV/US
Sistemas Heterogéneos Tio/UV Eletro-fenton
TiO,/H,0,/UV

Fonte: adaptado de (KASPRZYK-HORDERNA; ZIOLEKB; NAWROCKI, 2003).

3.3.1.1 Fotocatélise heterogénea

A fotocatalise heterogénea é caracterizada pela presenca de catalisadores do tipo
semicondutor. Estes catalisadores sdo materiais cristalinos solidos, cuja condutividade elétrica
esta entre um material condutor e ndo-condutor, como mostrado na FIGURA 3. Alguns
exemplos de semicondutores s&o: TiO,, ZnO, Fe;03, CdS, GaP and ZnS (BUTH, 2009).

FIGURA 3 Diferengas dos niveis energéticos dos materiais.
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Fonte: adaptado de (TEIXEIRA; JARDIM, 2004).

Os semicondutores possuem uma regido energética chamada de banda de valéncia

(BV) e a banda de conducdo (BC) e entre eles ha a band-gap. A BV possui baixa energia e
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ndo ha movimentos de elétrons, a BC possui alta energia e os elétrons sdo livres para se
movimentarem através do cristal (AGUSTINA; ANG; VAREEK, 2005; CHONG et al.,
2010).

O semicondutor, na presenca de uma fonte de energia, absorve um foton com energia
superior ou igual a energia de band gap. A energia absorvida promove a transferéncia de um
par de elétrons da BV para a BC. Com a geracéo do par elétron/lacuna (e/h*) o semicondutor
comeca a apresentar condutividade elétrica, assemelhando-se a condutividade elétrica
de um metal. O par de elétrons pode sofrer recombinacdo interna, externa (na superficie) ou
participar de reacOes de oxi-reducdo. A FIGURA 4 esquematiza a fotoativagdo do
semicondutor TiO, (ZIOLLI; JARDIM, 1998; MUNTER, 2001; HOMEM; SANTOS, 2011).

FIGURA 4 Mecanismo simplificado para a fotoativacdo em um semicondutor TiO,.
hv: energia; P: produto; P*: produto oxidado
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Fonte: Adaptado de (CHONG et al., 2010).

A fotocatalise apresenta vantagens quando comparada a outros POAs: (i) pode-se
trabalhar em temperatura e pressdo ambiente; (ii) consegue mineralizar compostos organicos e
seus subprodutos; (iii) remove tracos de farmacos da agua; (iv) baixo custo operacional.
Atualmente, a degradagdo fotocatalitica com semicondutor é vista como uma tecnologia
promissora para a remogdo de contaminantes toXicos 0rganicos e inorganicos presentes na
agua (H. JONES; VOULVOULIS; LESTER, 2005; CHONG et al., 2010).
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3.3.1.2 Fotodlise (UV)

A fotolise quimica ocorre por acdo da luz em comprimentos de onda especificos, as
reacOes estdo apresentadas na FIGURA 5. A luz incidente pode excitar a molécula (M) em
solucdo aquosa. Consequentemente um elétron do orbital molecular ligante (OM) é
transferido para um orbital molecular antiligante (OM*), assumindo o estado singleto (1).
Uma molécula em um estado excitado singleto pode sofrer uma conversao para um estado em
que o elétron excitado tenha seu spin modificado, tal estado é chamado de estado tripleto (2).
Os estados singleto e tripleto de uma molécula sdo de niveis energéticos com alta
probabilidade de submeter-se a reagdes quimicas de foto-inducdo. Dois mecanismos
principais de degradacdo sdo reportados a partir do estado tripleto: oxidacdo direta com
formacéo de subprodutos, por exemplo, descarboxilacdo e degradacdo da cadeia lateral (3) e
dissipacdo com formacéo de espécies oxigenadas reativas (EOR). A dissipacdo pode proceder
através da formacdo de um oxigénio singleto 'O, (etapa 4a), transferéncia de elétron,
formando O, e M™ (etapa 4b), degradacdo homolitica com a formacdo de M e OH’ (etapa
4c) e dissipacdo fisica (etapa 4d). Os produtos EOR podem reagir com outras moléculas e
formar produtos de degradacdo, chamados de oxidacdo autossensibilizidos (VAN
DOORSLAER et al., 2011).

FIGURA 5 Mecanismo das reac¢des na fotolise.
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Fonte: adaptado de (VAN DOORSLAER et al., 2011)

3.3.2 Fotocatalise heterogénea utilizando TiO,/UV-C

Vaérios estudos sobre a utilizacdo da fotocatdlise com TiO, foram realizados nos

ultimos anos. Essa tecnologia € utilizada no tratamento de efluentes industriais, domésticos,
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chorume, na descontaminagéo do solo, nas emissdes gasosas e nas ETAs. A grande vantagem
de utilizar o TiOx/UV é que durante o processo ndo h& a geragdo de subprodutos
carcinogénicos, como pode ocorrer na cloracdo (TAFFAREL, 2007).

Entre todos os catalisadores citados, o dioxido de titanio (TiO,) é o catalisador mais
comumente utilizado na fotocatélise por reunir as seguintes caracteristicas: ndo toxico,
insolubilidade em agua, foto-estabilidade, estabilidade quimica em uma ampla faixa de pH,
resisténcia quimica e mecanica, possibilidade de ativacdo pela luz solar (reducdo dos custos
do processo), possibilidade de imobilizacdo, alta atividade catalitica e maior rendimento
(NEELAVANNAN; REVATHI; AHMED BASHA, 2007; BUTH, 2009; NAKATA;
FUJISHIMA, 2012).

O TiO, possui a propriedade simultanea de atuar como agente oxidante e agente
redutor, aumentando o rendimento global do processo. Andreozzi e colaboradores (1999)
propuseram 0s seguintes mecanismos de reacfes que ocorrem na fotocatéalise heterogénea

com TiOy, as séries de equacbes quimicas estdo apresentadas a seguir:
~ - UW. + -
EQUACAO 1 TiO, —> hgy' +egc

As reacOes de oxidacdo podem ocorrer entre a lacuna da BV e a &gua (EQUACAO 2) ou

com os ions hidroxila (EQUAGCAO 2), produzindo radicais hidroxilas.
EQUACAOD 2 TiOo(h") + HyOags —>TiO, + "OHggs + H'

EQUACAO 3 TiO2(h") + HOags —> TiO2 + "OHags

Os radicais hidroxila produzidos reagem rapidamente com a matéria organica
adsorvida na superficie do catalisador, por elétrons ou por a&tomos de hidrogénio abstraidos,
formando cétions radicais organicos ou por reacdo de adicdo em sistemas © (ELMOLLA,;
CHAUDHURI, 2010a). As reacGes de reducdo podem ocorrer entre o elétron da BC e o
oxigénio, produzindo o ion radical superdxido (O,") (EQUACAO 4), o qual pode produzir
peroxido de hidrogénio (EQUACAO 5-8); este, por sua vez, produz radicais hidroxilas
(EQUACAO 9 e EQUACAO 10).

O, +egc — 0, EQUACAO 4
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0," + H"—>HO, EQUACAO 5

HO," + HO,—> H,0, + O, EQUACAO 6

0;" + HO;——=HO;, + 0, EQUACAO 7

HO; +H"—> H,0, EQUAGAO 8

TiO,(e") + H0,—>TiO; + HO™ + HO' EQUACAO 9
H,0, + O,"—>O0H" + OH +0, EQUACAO 10

Outro caminho possivel para a oxidacdo do substrato adsorvido (RXaqgs) € a oxidacao

direta por transferéncia de elétrons, de acordo com a EQUACAO 11.

TiOp(h") + RXags—> TiO2 + RXags EQUACAO 11

A fonte de energia na fotocatalise é de extrema importancia, pois ela deve ser capaz de
ativar o semicondutor, sendo assim, para ativar o TiO,, a energia deve ser superior ao
potencial de oxidacdo de 3,2 eV, 0 que corresponde a um comprimento de onda menor que
386 nm, que é a energia do band gap. Dentre as opcOes de fonte de energia, pode-se utilizar
para a fotoativacdo do TiO; a luz solar ou a luz UV (BUTH, 2009).

Na FIGURA 6 apresenta o espectro de absorcdo do TiO, comparado ao espectro solar.
E possivel observar que a faixa de absorcao da luz solar pelo TiO, é pequena, indicando que a
ativacdo do catalisador pela luz solar € baixa, comprometendo a fotocatalise.

FIGURA 6 Espectro de absorcdo do TiO2 comparado com o espectro solar.

Espectro Solar

Unidades arbitrarias

250 300 3isn ald a50 500
Comprmento de Onda (mm)

Fonte: adaptado de (ALMEIDA, 2011).
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A luz UV pode ser dividida em UV-A, UV-B e UV-C, esses tipos de luz UV foram
determinados tendo em vista a faixa de comprimento de onda da emissdo da energia. A
TABELA 3 apresenta os tipos de luz UV e suas respectivas faixas de comprimentos de onda
(BUTH, 2009).

TABELA 3 Relacéo entre tipo de radiagdo e comprimento de onda.

Tipo de radiacéo Faixa de comprimento de onda
uv_C 100 a 279 nm
Uuv B 280 a 314 nm
Uuv A 315a399 nm

Fonte: adaptado de (EPA, 2010).

A eficiéncia dos POAs € influenciada por alguns fatores como: a concentra¢do do
contaminante organico, a presenca e concentracdo de oxidantes auxiliares (H20,, O3), as
propriedades, concentracdo e forma do TiO,, caracteristica da fonte luminosa, temperatura,
pH e a presenca de anions. Um esquema que sintetiza os principais fatores e a maneira como
interferem nos processos de fotocatalise estdo apresentados na FIGURA 7 (TEIXEIRA;
JARDIM, 2004).



30

FIGURA 7 Fatores que influenciam na fotocatélise.

« A taxa de oxidacdo fotocatalitica eleva com o aumento da
Contaminante concentracdo do substrato, mas ao atingir um valor critico, a
organico concentragdo néo influencia na taxa de oxidacao.

* Se 0 poluente absorve luz UV, ele pode recobrir o TiO,
impedindo que a luz atinja a superficie do catalisador.

. * O desempenho do catalisador varia de acordo com:
Catalisador concentracdo, area superficial, distribuicio uniforme de
particulas, forma cristalina (forma anatase é mais ativa).

Fonte luminosa « As reacdes de degradacio dependem da intensidade luminosa.

Temperatura « A velocidade das reacdes fotoquimicas ndo sofre influéncia da
temperatura.

« As propriedades superficiais do catalisador (carga das
particulas, tamanho dos agregados e posices das BC e BV)
sofrem alteragGes com a mudanca de pH.

Presenca de « Determinadas substancias inibem ou aceleram a velocidade de
anios degradacéo dos contaminantes.

NN N NN

Fonte: (TEIXEIRA; JARDIM, 2004).

3.4 Efeitos ecotoxicoldgicos

Uma questdo cada vez mais importante para os 6rgdos reguladores ambientais é a
presenca dos farmacos no meio ambiente e 0s riscos potenciais ao ecossistema que eles
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podem causar. Os farmacos séo sintetizados com o objetivo de produzir acdo farmacoldgica
em um local-alvo, sendo necessario possuir uma resisténcia quanto a inativagdo antes de
exercer o seu efeito. No entanto, estas mesmas propriedades idealizadas para promover o bem
ao ser humano ou animais, sdo paradoxalmente responsaveis pelos efeitos toxicos em
ecossistemas aquaticos e terrestres (FENT; WESTON; CAMINADA, 2006; KUMMERER,
2009).

Organismos que possuem vias metabdlicas, receptores ou biomoléculas semelhantes as
humanas séo expostos a substancias ativas lancadas ao meio ambiente, podendo induzir a uma
toxicidade. Os efeitos toxicos nos organismos podem ser classificados em efeitos agudos e
cronicos. Os efeitos agudos sdo causados por grandes concentragbes do composto com a
exposicdo em um intervalo de tempo curto. Em contrapartida, os efeitos cronicos sdo
causados por baixas concentracfes com a exposicdo em um intervalo de tempo longo
(GOODMAN; GILMAN, 2005; FENT; WESTON; CAMINADA, 2006; KUMMERER,
2009a; SANTOS et al., 2010).

Testes ecotoxicoldgicos avaliam os efeitos toxicos que os farmacos podem provocar
na fauna circunvizinha, virtualmente em qualquer nivel da hierarquia bioldgica, ou seja,
células, 6rgdos, organismos, populacdes, ecossistemas. Geralmente, 0s testes toxicoldgicos
agudos avaliam as taxas de mortalidade, e os testes cronicos avaliam as modificaces que
ocorrem ao organismo frente a diferentes concentragdes de um composto quimico em um
periodo de tempo prolongado (VILLEGAS-NAVARRO; ROSAS-L; REYES, 2003).

Villegas-Navarro e colaboradores (2003), realizaram estudos utilizando anti-
hipertensivos em meio aquoso e o crustacio Daphinia magna. Os autores comprovam que
anti-hipertensivos presentes na agua em baixa concentracdo por um longo periodo podem
causar problemas no sistema circulatério da Daphinia magna, quando aumenta a
concentracdo do anti-hipertensivo pode levar a morte do crustaceo.

Os horménios sexuais sintéticos presentes em aguas superficiais, em baixas
concentracdes dentro de um espaco de tempo longo, podem induzir a feminizacdo de peixes.
Estes compostos promovem a reducdo da concentracdo de testosterona, tal resultado é devido
aos efeitos que os desreguladores enddcrinos causam no desenvolvimento e crescimento
gonodal de animais. Este efeito ndo esta limitado somente aos peixes, podendo ocorrer até
mesmo em seres humanos (MIMEAULT et al., 2005; VIGLINO et al., 2008).

Adicionalmente aos efeitos toxicos, certas classes de farmacos tais como antibioticos,

mesmo em baixas concentracdes, podem provocar mudancas irreversiveis em longo prazo no
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genoma de microrganismos, tornando-os resistentes na sua presenga (KLAVARIOTI,
MANTZAVINQOS; KASSINQOS, 2009).

Kummerer (2004), estudando corpos d’agua que receberam efluentes de esgotos,
identificou diferentes classes de antibidticos e cepas de bactérias menos sensiveis aos
mesmos. Indicando que a presenca de antibidticos no meio aquatico esta induzindo a selecéo
de bactérias resistentes.

A questdo de exposicdo cronica do homem a estes microcontaminantes € real. Ha
presenca de grupos farmacéuticos, como analgésicos e anticonvulsivantes, em aguas potaveis,
sendo esta principal rota que expde seres humanos a estes microcontaminantes. Ainda néo se
sabe quais os efeitos que a exposicdo cronica causa a salude humana, sendo assim, &
necessario que haja medidas para evitar a presenca destes compostos na dgua de consumo
(IKEHATA,; JODEIRI NAGHASHKAR; GAMAL EL-DIN, 2006).

A exigéncia de uma avaliacdo dos riscos ambientais como pré-requisito para obtencao
de uma autorizagdo para comercializacdo de produtos farmacéuticos veterinarios foi
requerida, pela primeira vez em 1995, pela Agéncia Européia de Avaliacdo dos
Medicamentos (EMEA). A diretriz era aplicavel apenas para produtos farmacéuticos de uso
veterinario, mas, posteriormente, ampliou para os de uso humano. A avaliacdo do risco
ambiental de ambos os produtos é dividida em duas fases. Na Fase |, é estimada a exposicao
ambiental para o farmaco ou seus metabolitos. E na fase Il, compreende a avaliagdo dos
destinos e os efeitos no ambiente, para a execucdo desta fase, ela é subdividida em duas
subfases: a primeira faz-se a avaliacdo do possivel destino e os efeitos; e a segunda, €
realizada a avaliagdo dos efeitos sobre a fauna e flora dentro de compartimentos ambientais
que possam ser afetados. Entretanto, os estudos de fase 11 s6 sdo exigidos, se a concentracao
ambiental prevista em &guas superficiais seja igual ou superior a 0,01ug.L™* (CRANE;
WATTS; BOUCARD, 2006; FENT; WESTON; CAMINADA, 2006).

Nos Estados Unidos, o 6rgao regulador Food and Drug Administration (FDA), exige a
avaliacdo ecotoxicidade para os farmacos de uso veterinario, mas para os farmacos de uso
humano s&o necessarias somente se a concentracdo ambiental dele for superior a 1pgL™
(CRANE; WATTS; BOUCARD, 2006; FENT; WESTON; CAMINADA, 2006).

Os estudos da presenca dos farmacos no meio ambiente s&0 numerosos e existentes em
todo 0 mundo. No Brasil s&o varios grupos de pesquisa dedicados a este assunto,. MOREIRA
et al. (2011); RODRIGUES (2012); SANSON (2012); LOPEZ-SERNA et al. (2013),
apresentam trabalhos realizados com aguas superficiais brasileiras. Entretanto, as avaliacGes

dos riscos ambientais dos farmacos no meio ambiente, ainda séo insuficientes, percebe-se essa
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falta de estudos quando se faz um levantamento dos artigos cientificos que s&o publicados,

como seré apresentado no proximo item.

3.5 Aplicacao

A TABELA 4 apresenta uma compilagéo dos trabalhos que avaliaram a degradacao de
farmacos e pertubadores endocrinos em diferentes processos oxidativos convencionais e
avancados para a remocao de farmacos em diferentes matrizes aquosas. Observa-se que sdo
poucos 0s estudos que apontaram a formacgdo de subprodutos em conjunto com testes de
toxicidade.



TABELA 4 Estudos que avaliam a degradacédo de farmacos perante processos oxidativos convencionais e avangados.

Farmaco

Tratamento

Avaliacéo de

subproduto

Tipo de agua

Andlise quimica

Teste de toxicidade

Referéncia

17 -estradiol Cloracéo sim agua e esgoto HPLC-FLR cultura de célula (ALUM et al., 2004)
Ozondlise sim agua e esgoto HPLC-FLR cultura de célula (ALUM et al., 2004)
L. . Cloracéo sim agua e esgoto HPLC-FLR cultura de célula (ALUM et al., 2004)
17 -etinil estradiol . . . .
Ozonolise sim agua e esgoto HPLC-FLR cultura de célula (ALUM et al., 2004)
. cloragéo sim Agua LC-ESI-MS estrogenicidade (HU et al., 2003)
17b-estradiol . . .
TiO,/UV sim Agua LC-MS (MAI et al., 2008)
Cloragdo sim Agua HPLC-UV (PINKST;)O'\&)SEDLAK'
5 . . v (BEDNER;
Cloragao sim agua e esgoto LC-UV-MS MACCREHAN, 2006)
Foto-fenton sim Agua LC-MS Vibrio fischeri (TROVO et al., 2012)
Daphnia magna
Acetoaminofeno . . « .
I TiO,/JUV sim Agua UV-vis (MOCTEZ%);JZ'\)AA e
. . 7 (MOCTEZUMA et al.,
TiO,/UV sim Agua v 2012)
TiO,/UV sim Agua CG-MS (ZHANG et al., 2008)
TiO,/UV nao Agua HPLC (YANG; YU; RAY, 2008)
Acido oxolinico TiO,/JUV sim Agua LC-MS V. Fisheri (GIRALDO et al., 2010)
Cloracdo sim agua potavel e esgoto HPLC-DAD (ACERO et al., 2010)
agua supercificial
i < i (ELMOLLA,;
Zn-Uv nao Agua HPLC CHAUDHURI, 2010a)
. = 7 (ELMOLLA;
o TiO,/H,02/UV nao Agua HPLC CHAUDHURI, 2010b)
Amoxicilina TiO,/UV néo Agua (MAI et al., 2008)
Foto-fenton sim Agua LC-MS-TOF D. magna (TROVO et al., 2011)
. : x agua e efluente de (DIMITRAKOPOULOU
TiO,/UV-A ndo tratamento secundario s etal,, 2012)
x < (ELMOLLA;
Foto-fenton ndo Agua HPLC CHAUDHURI, 2009)
Ampicilina Foto-fenton ndo agua HPLC (BE/0H s

CHAUDHURI, 2009)

34



Avaliacéo de

Farmaco Tratamento Tipo de agua Andlise quimica Teste de toxicidade Referéncia
subproduto
. 5 i (ELMOLLA,;
Zn-Uv néo Agua HPLC CHAUDHURI, 2010a)
. x A (ELMOLLA;
TiO,/H,0,/UV ndo Agua HPLC CHAUDHURI, 2010b)
Cloragéo sim Agua HPLC-UV (PINKSTZOOI\(‘)Z)SEDLAK'
Atenolol TiO,/UV nio Agua HPLC D. magna (IOANNOU et al., 2011)
UV-A/TIO, n&o Agua UV-Vis D. magna (HAPESHI et al., 2010)
Benzafibrato TiO,/UV sim Agua LC-TOF-MS (LAMiITOZF;%;LOU et
. - . " LC-UV-MS/MS- (MAHMOUD;
Captopril Fotdlise sim Agua T KUMMERER, 2012)
i V. fischeri
Fotolise/UV sim Agua P. subcapitata (DONNER et al., 2013)
D. magna
Carbamazepina TiO,/UV n&o Agua (MAI et al., 2008)
0F ~ 2 . (ANDREOZZIA et al.,
Ozondlise nao agua e rio 2002)
H,0,/UV sim Agua HPLC e GC/MS (VOGNA et al., 2004a)
Cetoprofeno Cloracéo sim Agua HPLC-UV (PINKSTSOI\&)SEDLAK'
. . . ) (BUTH; ARNOLD;
Cloracéo sim agua e esgoto LC-MS MCNEILL, 2007)
. .. ~ . a (BUTH; ARNOLD;
Cimetidina Cloracéo sim agua e esgoto RMN-H MCNEILL, 2007)
x . . (BUTH; ARNOLD;
Cloracéo sim agua e esgoto v MCNEILL, 2007)
Ozondlise sim Agua LC-MS (DE WITTE et al., 2009)
H,0, sim Agua LC-MS (DE WITTE et al., 2009)
Ciprofloxacino p
: TiO,/UV-A e UV-C n&o Agua HPLC-DAD (VAN 'zlogglle)AER et
TiO,/JUV sim Agua LC-MS/MS An, 2010
) = A (ELMOLLA;
Cloxaciling Foto-Fenton néo Agua HPLC CHAUDHURI, 2009)
Zn-uv hdo Agua HPLC (ELMOLLA;

CHAUDHURI, 2010a)
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Avaliacéo de

Farmaco Tratamento Tipo de agua Andlise quimica Teste de toxicidade Referéncia
subproduto
. x A (ELMOLLA;
TiO,/H,0,/UV ndo Agua HPLC CHAUDHURI, 2010b)
TiO,/UV sim Agua LC-MS V. fischeri (CALZA et al., 2006)
) (MENDEZ-ARRIAGA,;
TiO,/UV sim Agua LC-MS V. fischeri ESPLUGAS; GIMENEZ,
2008)
i D. magna
TiO,/UV ndo Agua uv Artemia salina (R1ZZO et al., 2009)
P. subcapitata
Ozondlise nédo agua e esgoto HPLC D. magna (AGUINACO et al., 2012)
TiO,/0O5/UV-A nado agua e esgoto HPLC D. magna (AGUINACO et al., 2012)
) - D. magna
Diclofenaco de sodio TiO,/UV ndo Esgoto uv P. subcapitata (R1ZZO et al., 2009)
Lepidium sativum
Ozondlise sim Agua HPLC (VOGNA et al., 2004b)
H,0,/UV sim Agua HPLC (VOGNA et al., 2004b)
Ozondlise sim Agua CG-MS (VOGNA et al., 2004b)
H,0,/UV sim Agua CG-MS (VOGNA et al., 2004b)
Fotolise nao agua, lago, esgoto (BAEZA; KNAPPE, 2011)
H,0,/UV ndo agua, lago, esgoto (BAEZA; KNAPPE, 2011)
TiO,/UV-A nao Agua UV-Vis D. magna Achilleos, 2010
Fenacetina Cloragéo sim agua potavel € t_esgoto HPLC-DAD (ACERO et al., 2010)
agua supercificial
. i M. (RODRIGUES-SILVA et
Fenton sim Agua LC-MS-qTOF al., 2013a)
Foto-fenton sim Agua LC-MS-qTOF (RODR;?Uin,S LVAet
Flumequina o
. . A (RODRIGUES-SILVA et
TiO,/UV sim Agua LC-MS-qTOF al., 2013b)
. . A Ma (RODRIGUES-SILVA et
TiO,/UV/H,0, sim Agua LC-MS-qTOF al., 2013b)
o TiO,/UV sim Agua HPLC-UV VIS (YURDAKAL et al., 2007)
Genfibrozila . . p
TiO,/UV sim Agua CG-MS (YURDAKAL et al., 2007)




Avaliacéo de

Farmaco Tratamento subproduto Tipo de agua Andlise quimica Teste de toxicidade Referéncia
Cloragéo sim Agua HPLC-UV (PINKSTSO%Z;SEDLAK'
Cloragéo sim Agua HPLC-UV (PINKSTSO%L)SEDLAK’
i (MENDEZ-ARRIAGA,;
TiO,/JUV sim Agua LC-MS V. fischeri ESPLUGAS; GIMENEZ,
Ibupronefo 2008)
x (MENDEZ-ARRIAGA et
Ultrason ndo Esgoto uv al., 2008)
TiO,/UV-C e UV-A sim Agua LC-MS-IT-TOF A. salina (DA SILVA et al., 2014)
Indometacina Cloragéo sim Agua HPLC-UV (PINKSTSO%Z;SEDLAK'
Tio,/UV-C néo Agua HPLC “m“ﬂ$%U““
Levofloxacino
Ozondlise néo Agua HPLC (NASU';(C))S)‘U e
Cloragéo sim Agua HPLC-UV (PINKSTSOI\&)SEDLAK'
x . agua potavel e esgoto
Metoprolol Cloragéo sim 4gua supercificial HPLC-DAD (ACERO et al., 2010)
TiO,/UV sim Agua LC-ESI-MS V. fischeri (ROMERO et al., 2011)
TiO,/UV sim Agua LC-MSD-TOF V. fischeri (ROMERO et al., 2011)
. ~ < . (SHEMER; KUNUKCU;
Fotélise/lUV néo Agua HPLC-DAD LINDEN, 2006)
UV/H,0, néo Agua HPLC-DAD (SHEL'}”NESENKLJZ';(‘)JG?CU;
Metronidazol !
2+ x A (SHEMER; KUNUKCU;
H,0,/Fe nao Agua HPLC-DAD LINDEN, 2006)
2 x < (SHEMER; KUNUKCU;
UV/H,0,/Fe nao Agua HPLC-DAD LINDEN, 2006)
TiO/JUV-A e UV-C néo Agua HPLC-DAD (VAN ZO%(F)%AER et
Moxifloxacino .
TiO,JUV-A Ao Agua HPLC-DAD T e
Nadolol Cloracéo sim Agua HPLC-UV (PINKSTSO'\&)SEDLAK’
Naproxeno Cloracéo sim Agua HPLC-UV (N SSIOE SZRILALS

2004)



Avaliacéo de

Farmaco Tratamento subproduto Tipo de agua Anélise quimica Teste de toxicidade Referéncia
Cloracéo sim agua potavel e esgoto HPLC-DAD (ACERO et al., 2010)
agua supercificial
) (MENDEZ-ARRIAGA,;
TiO,/UV sim Agua LC-MS V. fischeri ESPLUGAS; GIMENEZ,
2008)
Sorghum saccharatum
Foto-fenton/luz x L. sativum
Ofloxacino solar néo Esgoto UPLC-MS/MS Sinapis alba (MICHAEL et al., 2012a)
D. magna
UV-AITIO;, nao Agua UV-Vis D. magna (HAPESHI et al., 2010)
. - TiO,/ Luz solar e . P . .
Oxitetraciclina Luz solar artificial sim Agua HPLC-DAD V. fischeri (PEREIRA et al., 2011a)
Cloragao sim Agua HPLC-UV (PINKST?O'\(')Z)SEDLAK'
- ~ < (DE LACRUZ et al.,
fotolise néo Agua 2013)
Propranolol TiO,/UV n&o Agua Chlorella vulgaris (2= LAZ((:MR;;Z eal,
TiO,/UV n&o Agua HPLC D. magna (IOANNOU et al., 2011)
TiO,/UV sim Agua LC-ESI-MS V. fischeri (ROMERO et al., 2011)
TiO/UV sim Agua LC-MSD-TOF V. fischeri (ROMERO et al., 2011)
Salbutamol TiO,/UV sim Agua LC-MS V. fischeri (SAKKAS et al., 2007)
sulfaclorpiridazina TiO,/UV sim Agua LC-MS/MS (YANG et al., 2010)
. Fotdlise ndo agua, lago, esgoto (BAEZA; KNAPPE, 2011)
Sulfadiazina . i
H,0,/UV néo agua, lago, esgoto (BAEZA; KNAPPE, 2011)
Fotolise ndo agua, lago, esgoto (BAEZA; KNAPPE, 2011)
Fotolise ndo agua, lago, esgoto (BAEZA; KNAPPE, 2011)
Sulfametoxazol - -
H,0,/UV néo agua, lago, esgoto (BAEZA; KNAPPE, 2011)
Ozondlise sim Agua CG-MS cultura de célula (YARGEAU et al., 2008)
Sulfapiridina TiO,/JUV sim Agua LC-MS/MS (YANG et al., 2010)
Sulfisoxazol TiO,/UV sim Agua LC-MS-MS (YANG et al., 2010)
Tamoxifeno TiO,/UV sim Agua HPLC-UV-VIS (YURDAKAL et al., 2007)
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Farmaco

Tratamento

Avaliacéo de
subproduto

Tipo de agua

Andlise quimica

Teste de toxicidade

Referéncia

TiO,/UV sim Agua CG-MS (YURDAKAL et al., 2007)
Tetraciclina TiO,/UV n&o Agua (REYES et al., 2006)
Cloragéo sim Agua LC-MS (DODD; HUANG, 2007)
S. saccharatum
Foto-fenton/luz x L. sativum
solar néo Esgoto UPLC-MS/MS S alba (MICHAEL et al., 2012a)
D. magna
Fotdlise ndo agua, lago, esgoto (BAEZA; KNAPPE, 2011)
Trimetropina H,0,/UV nao agua, lago, esgoto (BAEZA; KNAPPE, 2011)
agua, simulacéo de
Solar Fenton sim agua doce e esgoto e UPLC-MS-qTOF V. fischeri (MICHAEL et al., 2012b)
efluente
Fot6lise sim e LC-MS-TOF V. fischeri (SIRTORI et al., 2010)
agua do mar
TiO,/ luz solar sim agua e simulagdo de LC-MS-TOF V. fischeri (SIRTORI et al., 2010)

agua do mar
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3.6 Captopril

3.6.1 Farmacologia e farmacodinamica

O Captopril (CPT) é um farmaco anti-hipertensivo que diminui a pressao arterial
atuando na inibicdo da enzima conversora de angiotensina (ECA). E empregado na
terapéutica em esquemas de monoterapia ou em associacfes para o tratamento de pacientes
com hipertensdo arterial na terapia anti-hipertensiva e também no tratamento da insuficiéncia
cardiaca, infarto do miocérdio e nefropatia diabética (MARCATTO et al., 2005; AZEVEDO;
RIBEIRO; ARAUJO, 2008; SOARES et al., 2012).

No mercado nacional, o captopril se apresenta na forma farmacéutica encapsulada e
comprimidos. As concentracGes mais usuais sdo 12,5, 25 e 50 mg por comprimido, sendo que
a dose diaria maxima durante o tratamento pode ser de até 450 mg de CPT por dia
(AZEVEDO; RIBEIRO; ARAUJO, 2008).

De todo o CPT administrado de modo oral, cerca de 68 a 76% sdo absorvidos pelo
trato gastrointestinal. A eliminacdo do captopril é realizada principalmente pela via renal,
sendo que no periodo de 24 horas, mais de 95% da dose absorvida e eliminada pela urina,
cerca de 40 a 50% na forma inalterada e o restante na forma de dimero de dissulfeto de
captopril e dissulfeto de captopril-cisteina (AZEVEDO; RIBEIRO; ARAUJO, 2008;
MAHMOUD; KUMMERER, 2012).

3.6.2 Farmacovigilancia

O uso do CPT no tratamento de hipertensdo pela populacdo € extenso. Varios artigos
foram publicados atualmente apresentando a frequéncia do uso deste medicamento no Brasil.

Um estudo verificou que 25,7% dos pacientes internados em um hospital universitario,
no primeiro semestre de 2005, tiveram prescricdo do CPT precedendo a elevacdo da pressao
arterial (OLIVEIRA et al., 2008). Silva e colaboradores (2007) avaliaram o perfil do
tratamento da insuficiéncia cardiaca no ambulatorio de Insuficiéncia Cardiaca e Transplante
do Instituto do Coracao, do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade
de Sdo Paulo. O resultado obtido foi proximo do preconizado pelas diretrizes,
aproximadamente 95% dos pacientes recebem inibidor de IECA (captopril ou enalapril).

Em uma avalia¢do dos principais farmacos utilizados no tratamento da hipertensdo no

Centro de Saude de Rincéo, durante periodo de outubro a dezembro de 2007, o CPT tinha
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prevaléncia de 42% dos prontudrios em paciente de monoterapia e houve predominancia a
associacdo de CPT e hidroclorotiazida em 30% das prescricdes avaliadas, seguida da
associacdo de furosemida e CPT em 12% das prescri¢cdes (VERONEZ; SIMOES, 2008).
Outro estudo indicou que 25% dos idosos da Unidade Municipal de Saude de Jau-SP fazem
uso de anti-hipertensivos. Dentre 0s anti-hipertensivos com maior ocorréncia estdo 0s
inibidores da enzima conversora de angiotensina (IECA) com prevaléncia de 11,15%, sendo
que CPT é um dos principios ativos encontrados (SIMOES; MARQUES, 2005).

3.6.3 Caracteristicas fisico-quimicas

Captopril (S)-1-(3-mercapto-2-metil-1-oxopropil)-1-prolina) é o nome quimico do
captopril (FIGURA 8). As propriedades fisico-quimicas deste farmaco estdo expressas na
TABELA 5. O CPT apresenta elevada susceptibilidade a degradacéo oxidativa (MARCATTO
et al., 2005; INMETRO, 2012; MAHMOUD; KUMMERER, 2012).

FIGURA 8 Estrutura quimica do captopril.
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TABELA 5 Propriedades fisico-quimicas do captopril.

Férmula molecular CgH15sNO3S (captopril); C18H28N206S; (dissulfeto)
Peso molecular 217,0774g/mol (captopril)
432,5576g/mol (dissulfeto)
Forma e cor P6 cristalino branco
Odor Ligeiro odor de acido sulfidrila
Ponto de fuséo 103-104°C
Constantes de dissociagédo pKa;= 3,7; pKa,=9,8
Coeficiente octanol/agua (log Kow) 0,34
Solubilidade Soltvel em agua (160 mg/L), acetonitrila, metanol,

etanol, cloreto de metileno, moderadamente soltvel em
cloroférmio, acetato de etila

Fonte: (INMETRO, 2012; MEDICINE, 2014).
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A degradacdo é promovida pela elevada temperatura e umidade, com formacao de
quantidades crescentes do dimero, dissulfeto de captopril. Esta degradagéo se intensifica com
0 pH>4 atraves de um complexo mecanismo, envolvendo a funcdo tiol (Erro!
Autoreferéncia de indicador ndo valida.), portanto as solu¢bes aquosas deste farmaco
devem ser analisadas imediatamente apds preparo (MARCATTO et al., 2005; INMETRO,
2012; MAHMOUD; KUMMERER, 2012).

FIGURA 9 Oxidacéo do captopril a dissulfeto de captopril.

Captopril Dissulfeto de Captopril

O espectro de absorcdo do CPT em meio aquoso (FIGURA 10), realizado entre as
faixas de 190 a 250 nm, mostra que ha um pico no comprimento de onda méximo de 200 nm,
indicando que o CPT € capaz de absorver energia na faia do UV. Comparando com a
TABELA 3, a qual esta descrito os comprimentos emitidos pelos diferentes tipos de luz UV,
percebe-se que lampada UV-C emite energia entre 100 a 279 nm, comprimentos de onda

compativel com a faixa de absorcdo do CPT.

FIGURA 10 Espectro de absorgo de uma solucio aquosa de captopril (10mgL™).
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3.6.4 Informac0es ecolodgicas e toxicoldgicas

Os componentes da formulacdo e seus produtos de degradacdo sdo potencialmente
toxicos para 0 meio ambiente. Sendo assim, ndo devem ser descartados na rede de esgoto, em
colecBes de agua ou no solo. A persisténcia do CPT em colecBes de &gua e solo é baixa e sua
mobilidade no solo é média, apresentando potencial de bioacumulacdo baixo (INMETRO,
2012).

Quanto aos dados toxicologicos, 0 CPT possui poder teratogénico em humanos, pois é
capaz de atravessar a barreira placentéaria, e no periodo de lactacdo se apresenta no leite
materno. Quanto a carcinogenicidade, ndo esta listado como substancia carcinogénica pela
American Conference of Industrial Hygienists (ACGIH), International Agency for Research
on Cancer (IARC), National Institute for Occupational Safety and Health (NIOSH), National
Toxicology Program (NTP) ou Occupational Safety and Health Administration (OSHA). Os
dados de mutagenicidade ndo estdo disponiveis (INMETRO, 2012).

3.6.5 Presenca no meio ambiente

Na &rea ambiental, o CPT é um farmaco muito pouco estudado. Relatos de sua
presenca em agua s6 foram divulgados por Salgado e colaboradores (2012). Estes autores
monitoraram 65 farmacos, dentre estes 0 CPT, em cinco estacdes de tratamento de esgoto em
Portugal, em duas campanhas. Analisando o afluente da estacdo, dentre as 10 amostragens,
em 5 foram encontrados o CPT, concentracdo maxima de 32 + 2 ng.L™, analisando o efluente
da estacdo, dentre as 9 amostragens, em 1 foi encontrado na concentracdo de
1,376 + 56 ng.L™ (SALGADO et al., 2010).

3.7 Fundamentos das técnicas envolvidas

3.7.1 Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas de

Ala Resolugéo

A anélise de farmacos em amostras ambientais exige a utilizacdo de técnicas analiticas
mais sofisticadas pelo fato destes compostos, muitas vezes, estarem em misturas complexas e

em baixas concentragdes. Sendo assim, 0s métodos para estas analises precisam ser capazes
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de separar, identificar e quantificar os compostos quimicos com alta sensibilidade e
especificidade (FATTA-KASSINOS; MERIC; NIKOLAQU, 2011).

A espectrometria de massas (do inglés mass spectrometry - MS) acoplado a
cromatografia liquida (do inglés liquid chromatography — LC) é uma técnica analitica de alta
sensibilidade e seletividade, considerado um dos métodos instrumentais mais qualificados
para andlises de amostras ambientais (BARCELO; ELJARRAT; PETROVIC, 2005;
DALMAZIO et al., 2005; KASPRZYK-HORDERN; DINSDALE; GUWY, 2008a).

Basicamente, a analise através da MS consiste na geracdo de ions com base em
compostos (organicos ou inorganicos) por meio de um método de ionizagdo apropriado. Em
seguida, os ions sdo separados por meio de sua relagdo massa/carga (m/z) em um analisador
de massas e detectados qualitativamente e ou quantitativamente por meio de um detector. O
sinal elétrico é coletado em funcdo da razdo m/z, e convertido por um processador de dados, o
qual gera o espectro de massas correspondente (FIGURA 11) (HOFFMANN; STROOBANT,
2007).

FIGURA 11 Componentes de um Espectrometro de massas.

Alto vicuo .
Injecdoda Fonte de Analisador Detector Processador de
Amostra lonizagdo de Massas Dados

Fonte: adaptado de (HOFFMANN; STROOBANT, 2007).

Através da determinacdo precisa da razdo massa/carga dos analitos, a espectrometria
de massas é capaz de fornecer informagéo sobre: (i) a composicdo elementar de amostras; (ii)
a estrutura molecular; (iii) a composicdo qualitativa e quantitativa de misturas complexas; (iv)
a estrutura e a composicdo de superficies sélidas e as propor¢des isotdpicas de atomos em
amostras (ARDREY, 2003)

Existe uma grande variedade de técnicas de ionizacdo (FIGURA 12), cuja escolha
deve levar em conta as propriedades fisico-quimicas do analito e a energia transferida durante
0 processo de ionizagdo (HOFFMANN; STROOBANT, 2007).
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FIGURA 12 Técnicas de ionizagédo.
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Fonte: (HOFFMANN; STROOBANT, 2007)

Os tipos de analisadores mais utilizados s&o: quadrupolos (Q), armadilha de fons (fon
Trap), tempo de vdo (TOF — Time of Flight), setor elétrico (E) e setor magnético (B),
ressonancia ciclotrénica de ions com Transformada de Fourier (FT-ICR — Fourier-Transform
lon Cyclotron Resonance) e configuragdes hibridas, por exemplo, IT-TOF (HOFFMANN;
STROOBANT, 2007).

A ESI é técnica de ionizacdo mais utilizada para analise de substéncias polares e
determinagdo de produtos de degradacdo em matrizes complexas (DALMAZIO et al., 2005;
KASPRZYK-HORDERN; DINSDALE; GUWY, 2008b; NARAYANAM et al., 2014).

Na ESI, o analito de interesse contido na fase movel, passa atraveés de um capilar de
metal extremamente fino, na pressdo atmosférica, sob alta tensdo (geralmente entre 3 a 5kV
para a producdo de ions positivos, e entre - 2,5 a -3,5 kV para a producdo de ions negativos).
Na saida do capilar sdo formadas aerosséis de microgotas carregadas, que sao dessolvatadas
por um fluxo continuo de gas seco (geralmente N). A medida que ocorre a dessolvataco, o
tamanho das gotas é reduzido e a densidade de carga da superficie da molécula aumenta até o
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momento em que as forcas repulsivas de Coulomb, entre as cargas superficiais, exceder as
tensbes superficiais, levando as divisdes consecutivas das microgotas iniciais. As reacdes de
transferéncia de cargas acontecem ainda em meio liquido, na superficie das goticulas. As
transferéncias destes ions para a fase gasosa no ESI sdo explicadas pelos modelos de ion-
evaporacao, modelo de carga residual ou pelo modelo eletroquimico, entretanto, espera-se que
todos estes processos de transferéncia de ions para a fase vapor acontecem
concomitantemente, dependendo do analito e das condi¢Ges operacionais da fonte de
ionizacdo (FIGURA 13) (KOSTIAINEN; KAUPPILA, 2009; RODRIGUES, 2012).

FIGURA 13 Esquema de ionizag&o por ESI.
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Fonte: (RODRIGUES, 2012).

Este método de ionizacdo é considerado de baixa energia, pois envolve reacdes de
transferéncia de cargas, pela protonacéo e desprotonacdo ainda em fase liquida. Sendo assim,
consegue formar ions dos analitos com elevada estabilidade, sem induzir a fragmentac6es ou
degradacgfo térmica dos analitos. E possivel produzir, também, ions com mdltiplas cargas,
dependendo das massas moleculares dos analitos (BARCELO; ELJARRAT; PETROVIC,
2005; NARAYANAM et al., 2014).

Vaérios analisadores hibridos foram propostos. Um exemplo de analisador hibrido € a
configuracdo IT-TOF. O IT é usado para acumular ions e seleciona-los, além de realizar
fragmentacdes antes de passar para 0 TOF. O TOF é utilizado para a analise de massas. Com
esta configuragdo (FIGURA 14), é possivel obter alta exatiddo de massa e alta resolucdo
(10.000 FWHM a 1000 m/z) em todos os modos MS (HOFFMANN; STROOBANT, 2007;
SHIMADZU, 2012).
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FIGURA 14 Configuragédo do hibrido IT-TOF.
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Fonte: adaptado de (SHIMADZU, 2012)
3.7.2 Carbono Orgénico Total - COT

A diminuicdo da concentracdo de carbono orgéanico total (COT) presente na dgua € um
pardmetro que avalia a eficiéncia de um sistema de tratamento. O COT fornece
quantitativamente a soma de todos os carbonos ligados organicamente em espécies organicas
dissolvidas e ndo dissolvidas. Portanto, o monitoramento a concentragdo do COT na 4gua em
tratamento revela o quanto de matéria organica foi removida, isto é, se ocorreu mineralizacdo
da matéria organica ou somente transformou a matéria organica em outra mais fragmentada
(BELTRAN; AGUINACO; GARCIA-ARAYA, 2010).

O carbono estd presente na amostra em duas formas: carbono inorganico (CI) e
carbono organico (CO). Os Cl sdo os minerais, diéxido de carbono, &cido carbénico e suas
espécies dissociadas. Residuos de animais, plantas, micro-organismos em diferentes estados
de decomposicdo, substdncias himicas e microcontaminantes sdo considerados a fracao
organica, o CO da amostra.

Podem-se classificar os tipos de método para determinacdo do carbono orgéanico total
em direto e indireto. Em geral as metodologias tém o mesmo principio: converter todas as
diferentes formas de carbono em uma forma simples, diéxido de carbono, que é mais
facilmente quantificado. No método direto, remove o CI por um tratamento acido e mede-se 0
CO,, e depois, com outra aliquota da amostra faz a medicdo do carbono total (CT). No
método indireto, 0 CT é medido através da oxidacdo de todo o carbono presente, e o Cl é
medido na purga do gas do tratamento &cido ou por decomposicdo apos a eliminagédo do CO»,
0 COT é obtido através de uma subtragdo matematica: o COT ¢é igual ao CT menos o CI
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contido na amostra (BISUTTI: HILKE; RAESSLER, 2004: VISCO; CAMPANELLA;
NOBILI, 2005).

3.7.3 Teste de ecotoxicidade

3.7.3.1 Artemia salina

A Artemia salina (FIGURA 15) é um micro crustaceo encontrado em &guas salgadas
(TABELA 6), mas € utilizada como alimento vivo para peixes ornamentais. Em laboratorios a
A. salina tem sido largamente utilizada como organismo bioindicador em testes de toxicidade
aguda (KOUTSAFTIS; AOYAMA, 2007; PIMENTEL et al., 2011).

FIGURA 15 Artemia salina.

Fonte: (NATUREPHOTO-CZ, 2010).

Os testes de toxicidade aguda tém como objetivo avaliar a sobrevida de individuos
expostos a um agente ou amostra a ser analisada, por um determinado periodo de tempo. A A.
salina tem demonstrado razoavel aceitabilidade, pois seu grau de tolerancia em relacdo a um
fator ambiental é reduzido e especifico, de modo que a letalidade desse organismo é utilizada
para identificacdo de respostas bioldgicas, onde as variaveis como a morte ou vida sdo as
Unicas envolvidas. Além da sensibilidade a vantagem de se utilizar a A. salina é decorrente ao
baixo custo, rapidez e ser de facil manuseio. A determinacdo da toxicidade € realizada através
do percentual de mortalidade dos crustaceos (MEYER et al., 1982; KOUTSAFTIS;
AOYAMA, 2007; PIMENTEL et al., 2011).
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TABELA 6 Classificacéo cientifica da Artemia salina.

Classificacdo cientifica

Reino Animalia
Filo Arthropoda
Subfilo Crustacea
Classe Branchiopoda
Ordem Anostraca
Familia Artemiidae
Geénero Artemia

Fonte: adaptado de (PIMENTEL et al., 2011).

3.7.3.2 Teste de Ames

O teste de Ames foi desenvolvido por Bruce Ames e colaboradores na década de 1970.
O teste emprega cepas de Salmonella typhimurium derivadas da linhagem parental LT2
dependente de histidina, apresentando diferentes mutaces no operon deste aminoacido. Estas
cepas foram especialmente construidas para detectar mutacfes do tipo deslocamento de
quadro de leitura ou substituicdo de pares de base (MARON; AMES, 1983).

O principio do teste se baseia na incapacidade destas cepas de sintetizar o aminoacido
histidina (histidina dependentes), consequentemente, as cepas sao incapazes de crescerem e
formarem coldnias na auséncia deste aminoacido. Novas mutacGes no local dessas pré-
existentes, ou nas proximidades dos genes, podem restaurar a funcdo do gene e permitir que
as células sintetizem histidina, podendo crescer na auséncia de histidina e formar colénias.
Por esta razao, o teste é muitas vezes referido como um “ensaio de reversdo". A frequéncia de
reversdo € medida pela contagem de colnias que crescem no meio minimo apos a exposi¢ao
de uma populacédo de células a um agente mutagénico.

Os agentes mutagénicos podem ser divididos em mutagenos diretos ou indiretos
(promutagenos). Os mutagenos diretos possuem acdo diretamente no DNA, ja os mutagenos
indiretos sdo substancias que ndo tem acdo "per se" sobre o DNA, entretanto quando
metabolizados no organismo, sdo convertidas em compostos altamente reativos com o DNA.

As cepas mais utilizadas para a realizacdo do teste de Ames sdo as cepas TA100 e
TA98. A cepa TA100 detecta mutidgenos que causam substituicdo de pares de bases, enquanto
que a TA98 detecta mutagenos que causam deslocamento do quadro de leitura do DNA.

Apesar das linhagens bacterianas utilizadas no teste de Ames ndo apresentarem
enzimas de metabolizacdo, ainda € possivel detectar agentes mutagenos indiretos por este
teste. Para agentes mutagenos indiretos € necessario incluir homogenados de figado de

mamiferos, por exemplo, de ratos, este homogenado € denomidade de mistura S9. Em alguns
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casos o sistema de metabolizacdo pode inativar compostos mutagénicos, contudo é necessario
realizar o teste na presenca e na auséncia da mistura S9 (MARON; AMES, 1983).

O teste de Ames € o principal teste empregado na avaliacdo de mutagenicidade de
produtos quimicos puros, de amostras atmosféricas e de amostras ambientais liquidas, tanto
efluentes industriais como de corpos d'agua que os recebem, além de agua tratada.

Nos Estados Unidos da America o teste de Ames é bastante difundido. Desde 1989, a
agéncia de protecdo ambiental USEPA (United States Environmental Protectuin Agency)
inseriu em seu programa "Clean Water Act” o procedimento para analise de poluentes
utilizando o teste de Ames. No estado de Nova Jérsia, & necessario realizar o teste de Ames
nos efluentes industriais para a obtencdo da licenca de funcionamento e instalacdo das
industrias (FERRAZ, 2008).

No Brasil, a Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental (CETESB) incluiu o
teste de Ames na rede de monitoramente de suas dguas, com o intuito de avaliar a qualidade
das &guas, quanto a atividade genotoxica de determinadas classes de compostos presentes nas
amostras coletadas (CETESB, 2014). No estado do Rio Grande do Sul, a Resolu¢do Consema
n° 129/2006 exige a realizacdo do teste de Ames nos efluentes liquidos langados em aguas
superficiais do estado (BRASIL, 2006).

A mutagenicidade pode ser determinada através da razdo de mutagenicidade (RM)
para cada dose analisada. O RM ¢é a média do nimero de revertentes da placa teste (mutacédo
espontanea e induzida) dividido pela média do nimero de revertentes por placa de controle
negativo (mutacdo espontanea). Considera-se uma amostra como positiva quando o RM for
maior ou igual a dois em pelo menos uma das doses ensaiadas. Quando o RM né&o atingir o
valor dois, mas a amostra apresenta uma relagcdo linear entre as doses e o nimero de
revertantes por placa (ou vice-versa), considera-se que a amostra apresenta indicios de
mutagenicidade (VALENT, 1990).

RM numero de revertentes por placa da amostras

numero de revertentes por placa no controle negativo
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Limpeza de vidrarias

As vidrarias utilizadas no desenvolvimento desta pesquisa foram submetidas a um
processo de limpeza criterioso com o intuito de evitar contaminagdo da amostra com outras
substancias. As vidrarias foram lavadas duas vezes com Extram® (2,5%) e posteriormente
enxaguadas exaustivamente com agua corrente e, em seguida, enxaguadas com quantidade
suficiente de &gua ultrapura para retirar os vestigios de agua de torneira. Apds esta etapa,
todas as vidrarias foram mantidas imersas em solucdo de acido nitrico 20% durante 24 horas
ou ultrassonificadas por 60 minutos. Em sequéncia foi realizado um enxague com agua
ultrapura até a completa remoc¢do do acido nitrico e finalmente as vidrarias foram secas em
estufa a 60 °C e, quando volumetricas, secas ao ar, e somente os frascos utilizados para
analise de carbono organico total ficaram na estufa a 250°C por 4 horas.

4.2 Reagentes e consumiveis

Agua ultra-pura foi adquirida através de um sistema de troca idnica (TKA
Wasseraufbereitungssysteme®, Alemanha). A acetonitrila (J. T. Baker®) e 4cido férmico 88%
(J. T. Baker®) grau HPLC, di6xido de titanio anatase (Quimesp®), captopril (Pharma

Nostra®).

4.3 Ensaios de Fotodegradacéo

Para avaliar a degradacdo do farmaco perante fotocatalise heterogénea com TiO,
suspenso, foram realizados ensaios de fotdlise, hidrolise e adsor¢do e dessor¢do do farmaco.
Isto com a finalidade de comparar 0s processos e subtrair a acdo de cada processo
isoladamente na fotocatalise heterogénea.

Os quatros ensaios foram realizados concomitantemente (FIGURA 17) conduzidos no
equipamento Jartest da marca Nova Etica®, modelo 218-6 LDB. Foram necessérias algumas
adaptacOes para a execucdo dos experimentos: (i) as cubas de acrilico do equipamento foram
substituidas por cubas de material de vidro para evitar a adsor¢do do farmaco; (ii) durante os
ensaios foi acoplado um phmetro para acompanhar constantemente do pH durante as

oxidagdes quimicas; (iii) nos ensaios da fotocatalise e fotolise foram adaptados na cuba
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lampadas ultravioletas germicidas (PL-S, Philips®) com poténcia nominal de 9W (poténcia
total de 27 W), que emitem luz no comprimento de onda na faixa de 100 a 279 nm (UV-C).

A FIGURA 16 mostra um esquema simplificado que apresenta 0os quatro ensaios
realizados simultaneamente no sistema de degradacéo, e a FIGURA 17 mostra o sistema real

do Jartest adaptado para 0s ensaios.

FIGURA 16 Ensaios envolvidos com a fotocatalise.
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FIGURA 17 Sistema Jartest adaptado para os ensaios.
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A fotocatalise heterogénea é caracterizada por possuir uma fonte de radiacdo capaz de

excitar um catalisador s6lido do meio produzindo radicais hidroxilas, degradando a matéria
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organica. Dessa forma, foi proposta a utilizacdo de trés lampadas fluorescentes e o catalisador
TiO, na forma de suspensao na solucdo a ser tratada fotocataliticamente.

A fotdlise se constitui pela emissdo de radiacdo da luz UV na solucdo de farmaco.
Portanto se prop6s a utilizacdo da radiacdo idéntica ao da fotocatalise heterogénea, trés
lampadas fluorescentes.

A hidrdlise ocorreu somente com a agitacdo da solu¢cdo do farmaco no aparelho de
Jartest, sem a adicdo do catalisador e na auséncia da fonte de emissao de radiacao.

Por sua vez, o ensaio de adsorcao/dessorcao foi proposto para verificar se o catalisador
adsorve o farmaco da solucdo. Sendo assim, adicionou-se o catalisador em condicGes
idénticas a fotocatélise a solucdo de farmaco na auséncia de luz UV-C.

As cubas onde foram realizados os experimentos que utilizam a luz UV-C foram
revestidas externamente com material refletivo (folha de aluminio), para garantir que
irradiagdo aplicada ndo se dissipasse para o meio. As demais cubas foram revestidas com
material opaco para ndo permitir a entrada da irradiagdo externa.

Os experimentos foram realizados utilizando concentrages iniciais de 10 mg.L™ do
farmaco captopril. Embora essa concentracdo seja superior aguelas encontradas no meio
ambiente, ela foi adotada para realizar a analise de caracterizacdo molecular, dispensando os
procedimentos de preparo das amostras, além de permitir a identificagdo dos subprodutos
formados em baixas concentragdes.

As solucdes de farmacos foram preparadas separadamente em suas respectivas cubas
no Jartest (2000 mL). Em razdo do captopril ser muito soltvel em agua, as solucGes ficaram
sob agitacdo por 20 minutos antes de iniciar os ensaios. Apos esse tempo adicionou-se TiO;
(concentracdo final de 120 mg.L™) nas cubas da fotocatalise e da adsorgdo/dessorcdo. Apds
esta adicdo, agitou-se por mais 10 minutos para a homogeneizacdo da suspensao. Durante 0s
testes de degradacdo o Jartest esteve em operacdo com uma rotacdo de 250 rpm.

Os ensaios foram realizados a temperatura ambiente de 22 + 1 °C, durante um periodo
de 2 horas, e as amostras foram coletadas em frascos de vidro &mbar nos tempos de 0, 5, 10,
15, 30, 60 e 120 minutos. TABELA 7 é o protocolo seguido para a realizacdo do processo

oxidativo.
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TABELA 7 Protocolo da fotodegradagé&o.

Tempo (min) Procedimento

-30 Adicao de farmaco e dgua

-10 Adicao de TiO; nas cubas de fotocatalise e adsor¢ao e dessorcao
0 Inicio dos ensaios /Ligar as lampadas /Coletar ponto 0
5 Coletar ponto 1

10 Coletar ponto 2

15 Coletar ponto 3

30 Coletar ponto 4

60 Coletar ponto 5

120 Coletar ponto 6

As aliquotas coletadas referentes aos experimentos de fotocatalise heterogénea e
adsorcao/dessorcdo foram centrifugadas a 5000 rpm por 30 minutos (centrifuga excelsa baby
I® modelo 206 - Fanem, S&o Paulo - Brasil), para a remocdo do catalisador TiO,, 0
sobrenadante foi recuperado e armazenado. Apos a oxidagdo as amostras foram prontamente

analisadas.

4.4 Determinacdes analiticas

4.4.1 Espectrometria de Massas

As determinacfes e as analises semi-quantitativas do farmaco, bem como seus
subprodutos, formados nos processos oxidativos, foram realizadas por espectrometria de
massas e cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (Ultra
Performance Liquid Cromatograph/ Mass Spectrometry, UPLC/MS) (FIGURA 18).

O espectrdmetro de massas (Shimadzu®, LC/IT/TOF) possui dois analisadores de
massa em série. O primeiro é a armadilha de ions (IT), e 0 segundo é o tempo de vbéo (TOF),
que confere alta sensibilidade e resolugédo na obtengéo de espectros.

A interface entre 0 UPLC e o espectrobmetro de massas consiste em uma fonte de
ionizacdo por electrospray operada no modo negativo (-3,5 kV) e no modo positivo (+4,5kV)
simultaneamente. Utilizando-se fluxo de gas de nebulizacdo (N;) constante a 1,5 L.min™,
pressdo do gas de secagem (N) igual a 130 kPa e temperatura do CDL (curved dessolvation
line) igual a 200°C.
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FIGURA 18 Cromatografo liquido acoplado ao espectrometro de massas - LC-MS-IT-TOF (Shimadzu).

Foram realizados dois métodos de analise no espectrébmetro de massas, 0 primeiro
método consistiu na injecdo direta ESI-MS das amostras no espectrdmetro de massas e 0
segundo utilizou-se o sistema cromatografico. Os dois métodos estdo descritos

detalhadamente a baixo.

4.4.1.1 Injecdo direta ESI-MS

As amostras foram introduzidas diretamente na fonte ESI através do amostrador
automatico do UPLC. Foi injetado um volume total de 8 uL de amostra, em um fluxo de
0,2 mL.min de acetonitrila com &cido férmico 0,1%. O tempo de acumulacéo de fons no
octapolo foi definido como 10 ms. A faixa de razdo massa/carga (m/z) analisada foi de
100 m/z a 600 m/z.

4.4.1.2 Cromatografia Liguida acoplada a Espectrometria de Massas de Alta Resolucdo

O cromatografo liquido utilizado é equipado com um sistema binario de bombas
(modelo LC-30AD Shimadzu®) e um amostrador automatico (modelo SIL 30AC -
Shimadzu®). Para a separacdo cromatografica utilizou-se uma pré-coluna e a coluna
nucleosil® 100-5 CN, 100 A, 250 mm, 5um, 4.6 mm (Macherey Nagel). Esta coluna é
constituida por silica modificada com grupos cianos, os quais lhe confere uma certa
polaridade, sendo assim, a separa¢do cromatogréfica baseia-se em interagdes n-m, interagdes
polares e interacdes hidrofobicas.

A fase mdvel utilizada para a cromatografia foi &gua com o modificador de fase acido

férmico 0,1% (fase A) e acetonitrila com o modificador de fase acido férmico 0,1% (fase B).
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O volume de amostra injetado foi de 15 uL e o fluxo da fase mével igual a 1,0 mL.min™. A
corrida cromatogréfica foi realizada no modo gradiente, apresentado na TABELA 8.

TABELA 8 Corrida cromatografica.

Tempo (min) Concentracédo da fase B (%)
00.00 30
03.00 30
16.00 90
18.00 90
22.00 30
27.00 30

Antes de entrar na interface, o fluxo da fase maével foi dividido para um fluxo no ESI
de 0,2 mL.min™. Foi realizado uma varredura da cromatografia no tempo de 0 a 18 minutos,
com aquisicdo da razdo massa/carga na faixa de 100 a 600 m/z. Os parametros da interface
utilizados foram descritos anteriormente. Realizaram-se as andlises de MS e MS/MS
automatico para os ions de maior intensidade. O tempo de acumulacdo de ions no octapolo foi

de 10 ms para 0 MS e 50 ms para 0 MS/MS. A energia de colisdo e o gas de colisdo em 50%.
4.4.2 Carbono Organico Total

As anélises de carbono organico total (COT) foram realizadas no instrumento Thermo
Scientific® HiPerTOC (FIGURA 19), pertencente ao Laboratério de Bio&Hidrometalurgia do
Departamento de Engenharia Metallrgica e de Materiais da Universidade Federal de Ouro
Preto. O principio de funcionamento baseia-se na oxidacdo do carbono a alta temperatura
(1000°C). E obtido o valor de carbono total e carbono inorganico, e o valor de carbono
organico total é obtido pela diferenca dos outros dois anteriores.

FIGURA 19 Thermo Scientific HiPerTOC.




57

4.5 Teste de Ecotoxicidade

4.5.1 Artemia salina

Para avaliar a toxicidade dos subprodutos do CPT, formados na fotocatélise
heterogénea, foram realizados testes de ecotoxicidade aguda com o crustdceo Artemia salina
(artemia). Utilizou-se uma adaptacdo da metodologia de Meyer e colaboradores, 1982.

Para a eclosdo das artermias foi utilizado um recipiente de politereftalato de etileno
com formato conico. Neste recipiente foi adicionado &gua salina 35% (38 gramas de sal
marinho para cada litro de &gua), ovos de Artemia salina e adaptado um aerador. A eclosédo
durou 24 horas, durante esse tempo foi mantida uma lampada incandescente com filamento de
tungsténio de 100 W de poténcia e a temperatura da sala de 23°C.

O teste de toxicidade utilizando a A. salina foi realizado com as amostras submetidas a
fotocatalise e fotdlise, em todos os tempos coletados (0, 5, 10, 15, 30, 60 e 120 minutos) em
triplicata. Utilizandou-se frascos de vidro, para cada amostra, adicionaou-se 1 mL de &gua
salina, 10 larvas de A. salina e 4 mL da amostra. Como controle positivo utiliou-se agua
salina e como controle negativo dicromato de potassio 30 ppm.

As larvas foram incubadas na presenca de luz, por 24 horas. Cessado o0 tempo de 24
horas, realizou-se a contagem visual do nimero de crustdceos, mortos e sobreviventes, e 0

resultado apresentado foi em porcentagem de sobreviventes.

4.5.2 Teste de Ames

Os testes de Ames foram realizados no Laboratério de Biologia e Tecnologia de
Micro-organismos do Departamento de Ciéncias Bioldgicas do Instituto de Ciéncias Exatas e
Bioldgicas da Universidade Federal de Ouro Preto. Obedecendo a metodologia proposta por
Maron e Ames (1983).

O teste foi realizado com a amostra da fotocatalise no tempo de 120 minutos, diluida
em 10 vezes. A partir desta dilui¢do foi realizado sucessivas dilui¢des, obtendo concentracGes
finais de 0,75, 0,50, 0,25 e 0,01 mg/L. Cada amostra foi testada com as cepas TA98 e TA100
com e sem a mistura S9, em triplicata. O controle negativo utilizou agua milli-Q (em
quintuplicata) e o controle positivo utilizou dois compostos sabidamente mutagénicos (azida
sodica e fluorenamina), realizando-os em duplicata. Um esquema resumido das etapas do

ensaio esta apresentado na FIGURA 20.



FIGURA 20 Esquema simplificado do teste de Ames.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Eficiéncia da degradacao e mineralizacdo do captopril
5.1.1 Hidrolise e adsorcao/dessorcéo

Para verificar a eficiéncia do processo de fotocatalise € de extrema importancia avaliar
os efeitos da hidrolise, adsorcdo/dessorcdo. No grafico apresentado na FIGURA 21, esta
plotado a area do ion CPT desprotonado (m/z 216,0700) normalizada em funcéo do tempo

dos ensaios de hidrolise e adsor¢do/dessorgdo com TiOy.

FIGURA 21 Gréfico de monitoramento do captopril nos ensaios de hidrélise e adsor¢do/dessorgao.
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Por meio do gréfico apresentado na FIGURA 21, percebe-se que durante 0s ensaios de
hidrolise ndo houve mudancas significativas na concentracdo do farmaco, justificado pelas
areas dos ions do CPT, que permanecem praticamente constantes durante os 120 minutos do
ensaio. Ainda neste grafico, verifica-se que, assim como ocorreu na hidrdlise, a concentracdo
do CPT ndo sofreu grandes alteracdes durante o ensaio de adsorcdo/dessorcdo (REYES et al.,
2006; ZHANG et al., 2008).

Através destes resultados pode-se admitir que qualquer alteracdo na concentracdao do
CPT durante a fotocatalise e fotolise ndo é atribuida a hidrdlise do farmaco, ou a

adsorcdo/dessorcéo ao catalisador.
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5.1.2 Fotolise
A area do CPT normalizada em funcdo do tempo da fotolise (UV-C), extraida da area

normalizada do pico cromatografico do CPT desprotonado (m/z 216,0700) para cada tempo

de coleta do ensaio, estd apresentada no grafico da FIGURA 22.

FIGURA 22 Gréfico de monitoramento do captopril perante fot6lise.
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Nota-se que as areas normalizadas do farmaco foram gradativamente reduzidas a
aproximadamente 6,5% da éarea inicial, durante os 120 minutos de reacdo. Estes dados

permitem concluir que a fotdlise é capaz de degradar este farmaco.

5.1.2.1 Mineralizacdo

O farmaco pode sofrer reacfes quimicas formando intermediarios (subprodutos) até
chegar a mineralizacdo completa, CO, e 4gua. A extensdo da reacdo pode ser investigada pela
analise de carbono organico total (COT), que mede a quantidade de carbono organico
presentes, no inicio e no final do ensaio. O gréafico da FIGURA 23, exibe a reducdo do COT
durante o ensaio de fotdlise. Observa-se que a reducdo apenas de 2,92%, 0 que permite
afirmar que o CPT estd sendo degradado a intermediarios (subprodutos da reacdo) e ndo a
CO; e H,0.
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FIGURA 23 Grafico de porcentagem de remocéo de COT.

100-\

S
o
3 95+
)
°
3
o 904
o
I
o)
@
85 T T T d
0 30 60 90 120
Tempo

Um estudo realizando a fotolise do CPT, foi utilizado uma Iampada de amplo espectro
de 41 W que varia de 200 a 600 nm. A solucdo aquosa do farmaco foi irradiada por 512
minutos. Obteve-se a degradacdo total do CPT, mas ndo foi observada nenhuma
mineralizacdo (MAHMOUD; KUMMERER, 2012). O resultado apresentado corrobora com o
resultado obtido no presente trabalho. Entretanto, mesmo utilizando uma condicdo
experimental diferente, pode se afirmar que a condicdo experimental do presente trabalho
apresenta uma eficiéncia maior, tendo em vista o tempo reacional de 120 minutos. Além
disso, foi observada uma taxa de mineralizacdo de 2,92%, apesar de que alguns autores
afirmam que esta taxa de mineralizacdo ¢ infima e estatisticamente insignificante (ABELLAN
etal., 2007; DE LA CRUZ et al., 2013).

Como discutido na revisdo da literatura, o CPT absorve energia de comprimento de
onda de aproximadamente 200 nm, a mesma faixa de emisséo da luz UV utilizada no ensaio.
Portanto, j& se esperava que ocorresse degradacdo do farmaco no ensaio de fotdlise,

corroborando assim, com o resultado obtido.
5.1.3 Fotocatalise heterogénea
Durante a fotocatalise heterogénea foi realizada o monitoramento do CPT através da

UPLC/HRMS. A FIGURA 24 apresenta 0s cromatogramas em uma sequéncia temporal do

monitoramento do CPT desprotonado ( m/z 216,0700) no decorrer do ensaio de fotocatalise.



FIGURA 24 Cromatograma de ion extraido do captopril durante a fotocatalise.
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Os dados mostram que ha uma redugéo na intensidade do pico cromatogréfico (tempo

de retencdo em 4,6 minutos) de acordo com o aumento do tempo reacional, principalmente

nos tempos de 60 e 120 minutos.
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Na FIGURA 25, plotado a partir da area do CPT desprotonado (m/z 216,0700)
normalizada em funcdo do tempo da fotocatalise (TiO/UV-C). Nota-se que as areas
normalizadas do farmaco foram gradativamente reduzidas, chegando a praticamente a zero
(0,14%) da éarea inicial no decorrer do ensaio. A degradacdo mais intensa ocorre a partir de 15

minutos, com degradacéo de 50% do inicial em 50 minutos de experimento.

FIGURA 25 Gréfico de monitoramento do captopril durante a fotocatalise.
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5.1.3.1 Mineralizacdo

A analise do COT é fundamental na avaliacdo da mineralizacdo do farmaco perante o
processo. Sendo assim, o COT foi monitorado durante toda a fotocatalise e sua concentracdo

normalizada foi utilizada para plotar o grafico da FIGURA 26.

FIGURA 26 Gréfico de porcentagem de remocéao de COT.
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A fotocatalise heterogénea do CPT apresentou uma remocgdo de COT de apenas 9,1%.

Mais de 50% do valor final do COT foram removidos nos primeiros 30 minutos de
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experimento. Depois desse tempo, s6 ocorreu nova reducdo significativa apds 60 minutos de
experimento. Com este resultado é possivel afirmar que, assim como a fotdlise, o CPT foi
degradado a intermediarios, obtendo baixas taxas de mineralizacao.

Concluindo que diante dessas condic¢des experimentais, 0 CPT € susceptivel a fotolise
e a fotocatalise. Entretanto os subprodutos, que formam durante a reagdo, ndo apresentam este
perfil, caracterizando-0s como substancias recalcitrantes.

Durante o ensaio de fotocatalise foi monitorado o pH da solugdo. No inicio do
experimento o pH da solucdo era de 4,62. No decorrer do ensaio o pH foi diminuindo, ao final

do ensaio o pH era de 4,28.
5.2 ldentificacdo dos subprodutos de degradacéo
Para a deteccdo e identificagdo dos subprodutos de degradacdo formados na

fotocatalise foi utilizado a ESI-MS como ferramenta. A FIGURA 27 apresenta os espectros de

massas no modo negativo gerado das amostras coletadas durante a fotocatalise.
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FIGURA 27 Espectros ESI-MS no modo negativo obtido das aliquotas da degradacdo de CPT pela fotocatalise.

a) mostra-branco (dgua Milli-Q) e todos os tempos do ensaio; b) tempo de 60 e 120 minutos em uma escala

maior.
Inten {10,y
1031727 . .
. Agua Milli-C
0.0 i ' l i (] I a i "
BT 7 150 7] 250 7] S50 A0 350 miz
. Inban. {71,050, U
-u B -
218.0700 Tempo O
2.0
- LM 320 pas HLLL
191.9T3: :43.51?4:": o 1 B
wnu i L | M 1 M |. i il
10 150 i 7] P T ) 350 £ 35U miz
Inten {1,000, DR
. L] -
24 21s.0700 Tempo 5
£.84 2480507 3010467 3520444 431.1312
197.933 ‘ ' 1
wnu k 1 M L b I. . il
100 150 2060 250 300 EL] A 450 miz
Inten {x1, UK, D0
1] ] -
=0 21s.0700 Tempo 10
=1 352.0440
248.0504 Sﬂl.ﬂrﬁ o 1 431.ltﬂ
ol L L %- 1 L il L | 1
100 150 20 250 00 50 A0 A5 m/z
Inten {7,000, L
] -
160700 Tempo 15
<5 352.0430
- = 51,
248.959¢ 301.015? 1 431,1tu
00 | | N P | I\
BT 7 150 7] 250 7] S50 A0 350 miz
Intan. {7, UR0, UR
4 oy
. 21s.0700 Tempo 30
3010464 5 5
“ 148.9504 1 s“z'ﬂr“ 431.1iﬂf
oy ] 1 | L 1 . |. 2 |I.
[T 150 P 7] 250 7] ] 3k 350 miz
INTEN {57, URR), LR
] -, =
2o 1160700 2640838 Tempo 60
2388447
a 197.9623 o 4. 230.0 -
T 1520008 H'ﬂrgsu.ﬂ%ﬁ'”f? 431.1]1‘05
o0 I. PR | i I "I P - I
1 150 Fi 7] 250 2T.7) 350 A% 350 mi/z
Intan. {1, UR0, URKR
- Tempo 120
o
. 2344
ISE.BiA lB?.BT#E
0.u I L 1 I al
1 150 Fi 7] A 350 miz




66

Imweix 1, DKL ONKTY
2640637
van 216.0694 Tempo 60
van] 248 9593
3500373
v
ura 197.9625 280.0480
wo] 252|p507 301.0464 352.0434
234.0434 || 2gd 330.0624 431.1304
b 153.1522 | 21?.1‘?33 bE5 . :rm:& 245 |
PR PR | [ ol il || | " al L Il ad |

= = = = ugl""'l'u =P =P = ry =r = = =L

w1, OONL ORI}
2m 250.376264.4528 Tempo 120
Ta4

280.0475

g
van]
. ok

m] 234 0431 245-3F93
amd 1365514 2530503 278.0927

: 197 9630

] ]
- 194.0130 286[ 89 296.0424
s 1 251|phozsgs TBE |
am ' |. d - .'I — L il L L, L || | . Lo |

iy dy v L] L] L] = ] P11 Foil o] 20 2% = T = F |!nlz

No primeiro espectro de massas, que apresenta a dgua milli-Q utilizada no ensaio,
observa-se apenas um pico de baixa intensidade ([M-H] 239,1727). No inicio do ensaio,
tempo 0, é possivel identificar o pico do CPT ([M-H] 216,0700), do dissulfeto do captopril
(IM-H] 431,1313) e outros picos considerados como impureza da amostra. Na sequéncia
destes espectros percebe-se que do tempo 0, até o tempo de 30 minutos, ndo houve alteracdes
significativas no perfil dos espectros.

O perfil do espectro modifica no tempo de 60 minutos. Neste tempo ainda é possivel
observar a presenca dos picos do CPT e do dissulfeto de captopril, com 0 aumento na
intensidade dos ions [M-H]™ = 264,0535; 250.0377 e 136,9924.

No final do ensaio, no tempo de 120 minutos, ja ndo € possivel observar o ion relativo
ao CPT nem o dissulfeto. Além dos picos que apareceram no tempo de 60 minutos, outros
picos surgiram. Para 0s picos ja existentes, observa-se também que suas intensidades
aumentaram.

Através da ESI-MS e a analise cromatografica pela UPLC/HRMS, foi possivel
identificar onze subprodutos formados nos ensaios de fotodegradacéo. Na fotocatélise foram
identificados 10 e na fotdlise 10, sendo que 9 subprodutos sdo equivalentes em ambos 0s
ensaios. A FIGURA 28 apresenta os cromatogramas de cada um dos subprodutos encontrados
no tempo final de 120 minutos do ensaio da fotocatalise e fotolise.
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FIGURA 28 Cromatogramas dos subprodutos identificados na fotocatalise e na fotélise no tempo de 120

minutos.
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A TABELA 9 apresenta os possiveis subprodutos, como férmula molecular, massa
molecular, razdo massa/carga da molécula desprotonada teérica, razdo massa carga molécula
desprotonada experimental, erros em relacdo as massas calculadas para cada espécie, e 0
Double Bond Equivalence (DBE). Estes dados foram obtidos do programa Formula Predictor

(versdo 1.12, Shimadzu Corporation).

TABELA 9 - Elucidacéo de possiveis subprodutos do captopril por fotodegradacéo.

Formula Massa (M-H) (M-H) Erro

Composto . - _ DBE?
Molecular  Molecular TeoOrica  Experimental  (ppm)
CPT CoHisNOsS  217,0774  216,0700 216,0700 0 3
1 CoHisNOgS  265,0621  264,0547 264,0535 0 3
2 CoH1sNO,  199,0845  198,0772 198,0771 -0,50 4
3 CgHisNOgS  253,0621  252,0547 252,0552 1,98 2
4 CgHisNO;S  269,0571  268,0496 268,0497 0,37 2
5 CgHi1sNOsS  235,0516  234,0442 234,0449 2,99 3
6 CgH1sNOgS  251,0465  250,0391 250,0391 0 3
7 CgH1sNO;S  267,0414  266,0340 266,0321 -7,14 3
8 CoHisNO;S  281,0571  280,0496 280,0496 0,36 3
9 CoH1sNO;S  279,0414  278,0340 278,0341 0,36 4
10 CoHisNOgS  297,0520  296,0446 296,0441 -1,69 3
11 C3HeO4S 137,9987  136,9914 136,9928 10,22 1

! massa molecular calculada pelo software LCMS-Solutions/ Accurate Mass Calculator

2 Double Bond Equivalence (equivalencia de duplas ligagdes)

As formulas propostas para os ions encontrados apresentam baixos erros entre 0s
valores tedricos e experimentais, abaixo de 20 ppm. As formulas propostas podem ser
confirmadas pelas intensidades das relagcbes isotdpicas, conforme exemplificado na FIGURA
29. Nesta figura, observa-se as razGes m/z medidos em azul e as razbes m/z teéricos em
vermelho, confirmando que a formula molecular proposta estd de acordo com a razéo

isotopica.



FIGURA 29 RelagGes isotopicas do subproduto CoHi5NOgS.
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5.3 Elucidacdes dos subprodutos e rota de degradacéo
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Como discutido na revisdo da literatura, as reagdes tanto de fotocatalise quanto de

fotlise sdo reacOes radicalares, muitas vezes pelo radical hidroxila. Tendo em vista esse

mecanismo de degradacdo e a TABELA 9, foram propostas as estruturas quimicas dos

subprodutos da degradacdo do CPT, apresentadas na TABELA 10. Sendo dispensavel o uso

da massa segunda para propor os subprodutos.

TABELA 10 Elucidacéo das estruturas quimicas dos subprodutos formados da degradacéo do CPT.

Ordem [M-HT Nome IUPAC Estrutura Quimica
wd I
Acido 1-(2-metil-3 ST
1 264,0547 cido 1-(2-metil-3- L
sulfopropanoil)pirrolidina-2-carboxilico o
) (|'||_
\\L/cu\cyo
Acido 1-(2-metil-3- S
2 198,0772 oxopropanoil)pirrolidina-2- carboxilico Q/(\OH
o e
. L St
3 252 0547 Acido 3_-(2,3-d|h|drOX|p|rroI|d|[1-_1-|l)-2- o
metil-3-oxopropano-1-sulfonico
o L,
Acido 2-metil-3-0x0-3-(2,3,5- ‘dh
4 268,0496 trihidroxipirrolidin-1-il)propano-1- How AT _on
sulfénico \Q/
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HO_ //O (\-“
. - ) o D//S\‘ﬁ 1/C[I_\L‘ O
5 2340442 Acido 2-m_et|I-3-oxo-3-(2-o>§oplrrol|d|na- =]
1-il)propano-1- sulfénico Q/O
o/
7 e A
. _ _ - ._ _ - - g _ _. _ 8] H;z ‘
5 2500391 Acido 3 (3 hidroxi-2 OXOpIH‘OlIdAIn_l il) _
2-metil-3-oxopropano-1- sulfénico QZ&
; /f\‘c/ ~cF
Acido 3-(3,5-dihidroxi-2-oxopirrolidin-1- R
! 266,0340 il)-2-metil-3-oxopropano-1-sulfonico “°1T°
wd I
4 e e )
s . - - . (8] H, | O
Acido 3-hidroxi-1-(2-metil-3- X /
8 280,049 sulfopropanoil)pirrolidine-2-carboxilico “on
o d L
/7\ - ~eF
<. a2 . o L /‘f
9 278,0340 Acido 1 (_2 mt_atl_l 3 sulfoprop/apoﬂ) 3 £
oxopirrolidina-2- carboxilico o
o CHy
//S{\ /(!II\C////O
- [s) H; o]
. . oo L
10 2960446 Acido 3,5-dihidroxi-1-(2-metil 3, _ o S
sulfopropanoil)pirrolidina-2-carboxilico \(_Z/ o
8]
. IIO—.L|—L'II3
11 136,9914 Acido 2-oxopropano-1- sulfonico I /\/c'—r_m
8]

Dos subprodutos propostos, dez ndo foram reportados como subprodutos da
fotodegradagdo do captopril na literatura disponivel, até o momento. O &cido 1-(2-metil-3-

sulfopropanoil)pirrolidina-2-carboxilico foi o Unico subproduto, dos 11 identificados neste
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trabalho, como subproduto da fotdlise do CPT, o que corrobora com 0s resultados obtidos
(MAHMOUD; KUMMERER, 2012).

Ap0s a elucidacdo dos subprodutos, pode-se admitir que a degradacdo do CPT se deu
em maior parte através da oxidacdo do farmaco, corroborando com o que foi discutido no
item anterior sobre a via de degradagéo proposta devido aos radicais hidroxilas. A partir das
estruturas propostas, foi elucidada a rota quimica de degradacéo (FIGURA 30).

A rota quimica de degradacdo inicia-se com o CPT. A partir dele, foram propostos
reacOes de acordo com o meio reacional para a formacdo de cada subproduto identificado na
EM. Foi proposta a formacéo de alguns subprodutos ndo identificados na EM (ressaltados na

rota quimica de degradacéo pela cor vermelha), justificado pelo curto tempo de meia-vida.



FIGURA 30 Rota de degradacéo do CPT.
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Os subprodutos apresentados em preto siao os subprodutos identificado na EM.
Os subprodutos apresentados em vermelho sio os subprodutos que nio foram identificados na EM.
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A rota proposta, a partir dos subprodutos encontrados, mostra que o primeiro derivado
(1) é formado a partir da oxidagdo do grupo tiol. Provavelmente, isto acontece devido a
capacidade do enxofre de expandir o octeto. O progresso da degradacdo ocorre através de
rotas diferentes: i) descarboxilacdo (1a), seguida de varias etapas oxidativas; ii) oxidacdo em
varias etapas; iii) dessulfonacdo seguida de processos oxidativos. O subproduto com o maior
grau de degradacdo encontrado (11) pode ser formado a partir de todos os subprodutos
sulfonados. Ndo foram detectados subprodutos a partir do anel pirrolidinico com seus

diversos graus de oxidacao

5.3 Monitoramento dos subprodutos

O monitoramento dos subprodutos foi realizado por meio da Cromatografia Liquida
acoplada a Espectrometria de Massas para cada tempo de coleta dos ensaios (0, 5, 10, 15, 30,
60 e 120 minutos). As areas obtidas foram plotadas nos gréficos, considerando como 100% a
area do CPT (FIGURA 31).

FIGURA 31 Gréficos do monitoramento dos subprodutos na fotocatélise e na fotdlise.
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Em ambos os processos, é possivel observar o decaimento da area do CPT
contrapondo com a formacdo dos subprodutos no decorrer dos ensaios. Observa-se que 0
principal subproduto formado (1), € também o de maior concentracdo e o primeiro a ser
formado, corroborando com a rota quimica de degradacdo proposta. Como foi discutido
anteriormente, na fotocatalise ha uma maior degradacdo do CPT, por meio desses graficos e
também ha uma menor concentracdo dos subprodutos, o que condiz com a maior taxa de
mineralizacdo que ocorreu na fotocatalise.

Os perfis de formacdo dos subprodutos durante os ensaios sdo diferenciados. Nota-se,
na fotocatalise entre o tempo de 60 minutos a 120 minutos, que o subproduto 1 sofre um
decaimento, e os subprodutos 6 e 8 sdo formados em maior propor¢do. Na fotolise ndo hd um
decaimento do subproduto 1 e somente o subproduto 8 é formado em maior proporcéo.
Considerando que a formacdo do subproduto 1 é mais propicia, € valido dizer que a
fotocatalise possui maior poder de oxidagdo, pois consegue oxidar em maior proporcdo o
subproduto 1.

Pode-se afirmar, portanto, que o grafico apresentado na FIGURA 30, condiz com 0s
resultados apresentados do COT e com a rota quimica de degradacdo. Concluindo que embora
a fotdlise e a fotocatalise apresentam os mesmos subprodutos, a fotocatalise se mostrou mais
eficiente na mineralizagéo e degradacéo.

5.4 Testes de Ecotoxicidade

5.4.1 Artemia salina

O teste de ecotoxicidade em A. Salina foi realizado com o objetivo de avaliar e prever
os efeitos tdxicos no ambiente aquatico dos compostos que foram gerados a partir da
fotocatélise do CPT.

Em todos os tempos o0 nimero de A. Salina permaneceu 0 mesmo (10 artemias por
amostra), significando que a amostra ndo é toxica para este crustaceo. Sendo assim, ndo foi
possivel, por meio deste teste, observar diferenca entre a toxicidade da solucéo final e a

toxicidade da solugdo inicial.
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5.4.2 Teste de Ames

O teste de Ames foi utilizado para avaliar a mutagenicidade dos compostos gerados a
partir da fotocatalise do CPT. O teste foi realizado com as cepas TA98 e TA100 com e sem a
mistura S9, em triplicata (FIGURA 32).

FIGURA 32 Cepas TA98 e TA100.

Foi realizado uma primeira anélise do CPT com o teste de Ames nas concentragdes de
10, 1, 0,75, 0,5, 0,25 e 0,01 mg/L para a avaliacdo da mutagenicidade do composto inicial.
Para a TA100 na presenca de enzimas de metabolizacdo S9 (TA100/S9+), TA100 na auséncia
de enzimas de metabolizacdo S9 (TA100/S9-) e TA98 na auséncia de enzimas de
metabolizagdo S9 (TA198/S9-), ndo foi observado mutagenicidade nas amostras, de acordo
com a razdo de mutagenicidade (RM), pois seus valores foram menores que 2. Entretanto,
para a cepa TA98 na presencga de enzimas de metabolizacdo S9 (TA98/S9+), a amostra foi
considerada mutagéncia, pois apresentou RM maior que 2, como apresentado na TABELA
11.

TABELA 11 Valores do RM para varias concentracdes de CPT.

Concentracéo Razdo de Mutagenicidade (RM)
(mg/L) TA100/S9+ TA100/S9-  TA98/S9+ TA98/S9-
10 0,97 1,48 4,13 1,30
1 0,76 1,08 7,43 1,06
0,75 0,73 0,87 4,96 0,80
0,50 0,54 0,66 4,50 0,46
0,25 0,23 0,61 5,87 0,01

0,01 0,00 0,27 7,79 0,28
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O teste de Ames foi realizado para a amostra da fotocatalise no tempo de 120 minutos.
O resultado deste teste estd representado na TABELA 12. Como observado na tabela, para
nenhuma cepa a RM foi maior ou igual a 2, indicando que esta amostra ndo apresenta
mutagenicidade.

Com os resultados apresentados, podemos afirmar que o CPT é um composto
mutagénico indireto para a cepa TA100, portanto, € um composto que ndo tem acao "per se"
sobre 0 DNA, mas apds ser metabolizado no organismo é convertido em um composto que

causa substituicao de pares de bases no DNA.

TABELA 12 Valores da RM para a amostra da fotocatalise.

Concentracgéo Raz&do de Mutagenicidade (RM)
(mg/L) TA100/S9+ TA100/S9- TA98/S9+  TA98/S9-
1 0,98 1,41 0,99 0,85
0,75 1,24 1,07 1,02 0,93
0,50 1,12 1,21 0,47 0,97
0,25 1,27 1,22 1,11 1,12
0,01 1,13 1,44 0,75 0,25

Quando o CPT ¢é submetido ao processo de fotocatélise heterogénea com TiO,/UV-C,

0 composto é degradado a subprodutos, 0s quais ndo apresentam mutagenicidade.
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6 CONCLUSAO

O presente trabalho promoveu a fotocatalise heterogénea utilizando TiO»/UV-C do
farmaco anti-hipertensivo captopril, um dos produtos farmacéuticos mais consumidas no
mundo inteiro. Através do desenvolvimento de uma metodologia analitica, utilizando
cromatografia liquida de ultra performance acoplada a espectrometria de alta resolucao.

Verificou-se que a fotocatalise e a fotolise foram capazes de causar uma degradacao
quase completa do captopril, apds um tempo de reacdo de 120 min. No entanto, também foi
demonstrado que entre os sistemas estudados, o processo fotocatalitico de TiO,/UV-C foi o
mais eficiente na promocéo tanto da degradacdo quanto da mineraliza¢do do substrato.

A andlise, por espectrometria de massa de alta resolucdo, permitiu a deteccdo e
caracterizacdo de onze subprodutos, sendo que dez sdo inéditos como subprodutos da
fotodegradacgéo do captopril na literatura. Estes subprodutos sdo persistentes mesmo depois de
uma exposicao a radiacdo UV-C de 120 minutos.

Foi apresentada uma rota quimica de degradacdo, que leva a formacdo dos 11
subprodutos identificados, a partir do farmaco inicial, captopril. A rota consiste em sequéncia
de ataques por radicais hidroxila, espécies reativas produzidas in situ sob as condi¢des de
ambos 0s processos.

Subprodutos gerados na fotocatalise foram submetidos a avaliacdo da toxicidade pelos
do Teste da Artemia salina que avalia toxicidade aguda e Teste de Ames que avalia a

mutagenicidade. Em nenhum dos testes o subproduto gerado foi mais toxico que o precursor.
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7 PERSPECTIVAS DE TRABALHOS FUTUROS

A revisdo da literatura mostra que ndo ha muitos estudos que avaliam a formacdo de
subprodutos e sua toxicidade durante e ap0s 0s processos oxidativos convencionais e
avangados. Sendo assim, é necessario que sejam feitos véarios estudos, utilizando os farmacos
que estdo mais presentes como microcontaminantes na aguas superficiais.

Estes estudos devem estender-se a outros processos. Até mesmo com associagdes de
processos, a fim de conseguir um sistema capaz de reduzir significativamente o0s
microcontaminantes das aguas. Um estudo cinético, variando pH e concentracdo do
catalisador, também ¢é valido.

Com uma metodologia bem definida, métodos de extracGes eficientes, estes estudos
realizados no presente trabalho podem ser estendidos aos afluentes e efluentes de estacdes de

tratamento de esgoto e sistemas de tratamento de aguas.
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