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Conscientizagao

Ah! Os rios claros e piscosos do passado,
Plenos de vida, extuantes de beleza,

Vao morrendo aos poucos sufocados,
Ante a invasdo de tanta impureza.

E este solo fértil e que por certo
Aguarda a semente que ir4 desabrochar,
Podera ser amanha, um misero deserto
Se 0 homem s6 usa-lo e dele ndo cuidar.

E as matas verdejantes ao raiar d’aurora,
Cobertas de mil flores orvalhadas

Serdo apenas lembrangas de outrora,
Em telas e em paredes retratadas.

E a subserviéncia ao cofre recheado,

Ao mundo, o poder e a gloria va.

O futuro cobrara com juros redobrados

Se nao despertarmos, hoje, para o0 amanha

E 0 homem da argamassa e calculista

Que se ergue estrutural mas cheio de incerteza,
Porque frio, inconsequente e egoista

Esqueceu o bem maior: a propria natureza.

Manoel Antonio Marranquiel



vii

RESUMO

Tese de Doutorado
Programa de P6s-Graduagdo em Quimica
Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil

CEFALOSPORINAS E SURFACTANTE NAO-IONICO EM EFLUENTE
HOSPITALAR: DETERMINACAO, DEGRADACAO POR MEIO DE FOTOLISE E
ELETROCOAGULACAO E IDENTIFICACAO DE SUBPRODUTOS E
METABOLITOS

AUTORA: DANIELLE MARRANQUIEL HENRIQUES
ORIENTADOR: AYRTON FIGUEIREDO MARTINS
Santa Maria, 06 de abril de 2009.

O consumo atual excessivo e equivocado de medicamentos e surfactantes,
principalmente de uso domeéstico, vém preocupando a comunidade cientifica de todo
o mundo, em especial, devido as conseqiéncias ambientais relacionadas a
resisténcia bacteriana (caracteristica dos antibiéticos) e a alteracdo de sistemas
hormonais (também induzidas pelos produtos de degradagdo dos nonilfendis
polietoxilados, NPEQO). Desta forma, pesquisas sobre o comportamento destes
xenobibticos no ambiente tornam-se necessarias.

Neste trabalho, estudou-se a degradacdo de cefalosporinas (cefazolina e
ceftazidima), em solucao sintética e em efluente hospitalar, por meio de fotdlise, e, a
remogcdo do surfactante n&o-ibnico nonilfenol etoxilado (NP9EO), através de
eletrocoagulacdo, em solucédo sintética e, também, como constituinte de efluente
hospitalar - avaliando-se a possivel formacdo do disruptor enddécrino 4-nonilfenol
(NP). Além dos estudos de degradacdo, metodologias de determinacdo foram
adaptadas com o intuito de avaliar a presenca de tais contaminantes no efluente
hospitalar.

Os parametros de processo estudados foram: concentracdo de cefazolina,
ceftazidima, NP9EO e NP (determinada por meio de cromatografia liquida de alta
eficiéncia - HPLC - e cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas —
LC-MS), carbono organico dissolvido (COD), demanda quimica de oxigénio (DQO),
toxicidade (teste de luminescéncia por meio de Vibrio fischeri) e biodegradabilidade

(Closed Bottle Test (CBT) e Teste Respirométrico Manomeéetrico).
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As etapas de determinacdo e pré-concentracdo adotadas para as substancias
estudadas se mostraram adequadas. A concentracdo do NPO9EO nas amostras de
efluente coletadas variou de 0,075 mg L™ a 4,1 mg L. O composto NP n&o foi
detectado em nenhuma das amostras. Devido a dificuldade de determinacédo de
antibioticos [-lactamicos, conhecidos pela susceptibilidade a hidrolise, nao foi
possivel encontrar cefalosporinas no efluente hospitalar. Estudos iniciais foram
conduzidos com o objetivo de investigar os produtos de transformacgédo destes
compostos em matrizes complexas. Foi verificado a possibilidade da presenca de
espécies formadas a partir dos antibiéticos cefalosporanicos no efluente.

Para os experimentos de fotdlise dos antibidticos, em solucdo sintética, foi
utilizado um reator com capacidade para 1 L, com sistema de resfriamento e
lampada de merctrio (150 W). Solucdes contendo 10 mg L™* de cefazolina e
ceftazidima em diferentes pH (4, 7 e 9) foram submetidas a 1 h de processo, e
degradacOes superiores a 90% foram alcancadas. A cinética de reacdo demonstrou
ser de primeira ordem. O abatimento de COD, foi da ordem de 75%, em 1 hora de
fotoprocesso.

Em efluente hospitalar, degradacbes acima de 96% foram obtidas para as
cefalosporinas, apds 1 hora de fotdlise, mas quase nao houve decaimento de DQO
(abaixo de 10%).

Os experimentos de eletrocoagulacdo da solugdo sintética e efluente hospitalar
contendo NP9EO foram feitos em reator tipo tanque agitado, de 500 mL de
capacidade, com resfriamento, eletrodos de aluminio e distancia entre os eletrodos
de 3,5 cm. Foi aplicada corrente de 1,5 A em solucdes contendo 20 e 40 mg L™. A
remocdo do NP9EO em solucéo sintética foi de 95%, em 30 min, verificando-se
cinética de reacdo de primeira ordem. A presenca de NP nédo foi detectada na
solucéo eletrocoagulada por 30 min, mas, provavelmente, ocorreu a formacéo de
outros subprodutos de degradacdo, como o NP1EC, também conhecido por possuir
atividade estrogénica. Em efluente hospitalar, a remo¢édo do NP9EO foi de 89%,
engquanto que a DQO obteve decaimento de 26%, apds 30 min de eletrocoagulacéo.

Com o objetivo de avaliar a biodegradabilidade das cefalosporinas, antes e
apos a fotolise, foi empregado Closed Bottle Test (CBT). Da mesma maneira, o teste
respirométrico manométrico foi utilizado para prever a biodegradabilidade do

NPOEO, antes e apOs eletrocoagulacdo. De acordo com os testes, todos o0s



xenobidticos investigados, ndo podem ser classificados como prontamente
biodegradaveis.

Testes de toxicidade com Vibrio fischeri foram aplicados aos farmacos, antes e
apos os experimentos de fotolise; um aumento de toxicidade foi observado, porém,
testes mais abrangentes precisam ser realizados.

Verificou-se que a simples fotélise consegue degradar, rapidamente, as
cefalosporinas, tanto em solucdo sintética como em efluente hospitalar, mas os
resultados de toxicidade demonstraram maior toxicidade dos produtos de fotdlise
(apdés tratamento de 60 min apenas). Ainda foi observado que espécies originadas
das cefalosporinas podem estar presente no efluente. Nao foi possivel determinar-se
se estas espécies geradas podem ser mais toxicas (assim como os produtos pos-
fotblise), sendo necessaria pesquisa mais aprofundada neste ponto.

O NP9EO foi removido com sucesso atraves de eletrocoagulagédo, em solucao
aquosa e no efluente hospitalar e ndo héa a formacéo do disruptor enddcrino NP apos
a aplicacdo deste tratamento. No entanto, foram detectados produtos de degradacao
e existe a possibilidade da formacdo do NP1EC, que, assim como o NP, pode
causar alteracdo em sistemas hormonais. Apesar da formacdo de alguns
subprodutos, pode-se concluir que a eletrocoagulacdo € um processo bastante
adequado para o tratamento de efluentes recalcitrantes desde que seja
adequadamente otimizado para obter-se o resultado desejado, podendo eliminar em
grande parte a carga organica, especialmente, se aplicada associada a outros

tratamentos complementares.
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The currently incorrect and excessive consumption of pharmaceuticals and
surfactants, mainly domestic usage, has become a concern to the scientific
community around the world, due to the environmental consequences with regard to
the bacterial resistance (characteristic of antibiotics), and alteration of hormonal
systems (provoked by the degradation products of nonylphenols polyethoxylates
(NPEO)). Hence, research about the behaviour of these xenobiotics has become
necessary.

In this study, the degradation of cephalosporins (cefazolin and ceftazidime) in
synthetic solution and in hospital wastewater by photolysis was investigated as well
as the removal of non-ionic surfactant nonylphenol ethoxylate (NP9EO) by
electrocoagulation, in synthetic solution and also as a component of effluent
discharge, evaluating the possible formation of the endocrine disruptor 4-nonylphenol
(NP). In addition to the studies of degradation, methodologies of determination were
adapted with the objective of evaluating the presence of these contaminants ih
hospital wastewater.

The studied process parameters were: concentration of cefazolin, ceftazidime,
NPOEO and NP (measured by high performance liquid chromatography - HPLC and
liquid chromatography with detector coupled to a mass spectrometer - LC-MS),
dissolved organic carbon (DOC), chemical oxygen demand (COD), toxicity
(luminescent test by Vibrio fischeri) and biodegradability (Closed Bottle Test (CBT)

and Manometric Respirometry test).
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The methodology of determination and pre-concentration, adapted for the
substances employed, demonstrated to be adequate. The concentration of NP9EO in
the effluent collected exhibited a variation between 0,075 mg L™ and 4.1 mg L™. The
compound NP was not detected in any of the samples. Due to difficulty in the
determination of beta-lactamics antibiotics (which can be susceptible to hydrolysis) it
was not possible to find the cephalosporins in hospital effluent. Initial studies were
carried out with the aim to investigate the products of transformation of these
compounds in complex matrices. It was verified the possibility of the presence of
species generated from the cephalosporanic antibiotics in the effluent.

For the photolysis experiments of the antibiotics in synthetic solution, a reactor
with a capacity of 1 L, with a cooling system and mercury lamp (150 W) was used.
Solutions containing 10 mg L™ of cefazolin and ceftazidime in differents pH (4, 7 and
9) were submeted for 1 hour to the process and degradations up to 90% were
reached. The kinetics of reaction proved to be of the first order. The decay of DOC
reached around 75% in one hour of photoprocess.

In hospital effluent, cephalosporins degradations of over 96% were found,
after 1 hour of photolysis, and almost no decay of COD, lower than 10%, was
observed.

The experiments of electrocoagulation of the synthetic solution and hospital
effluent containing NP9EO were carried out in stirred tank reactor, 500 mL capacity,
with cooling, aluminum electrodes and distance between electrodes of 3.5 cm.
Current of 1.5 A was applied in solutions containing 20 and 40 mg L™*. Removal of
the NPOEO in synthetic solution was 95% after 30 min, proving to be the first order of
kinetics. The presence of NP was not identified in eletrocoagulated solution for 30
min, but the formation of other by-products of degradation such as NP1EC, also
recognized for having estrogenic activity probably occurred. In hospital effluent,
removal of NPOEO was 89% while the COD reached a decay of 26% after 30 min of
electrocoagulation.

In order to evaluate the biodegradability of cephalosporins, before and after
photolysis, Closed Bottle Test (CBT) was employed. Similarly the manometric
respirometry test was used to predict the biodegradability of NPO9EO before and after
electrocoagulation process. According to the tests, all xenobiotics investigated, can

not be classified as readily biodegradable.
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Toxicity tests with Vibrio fischeri were applied to the pharmaceuticals, before
and after the photolysis experiments; An increase in toxicity was observed, but more
extensive tests should be realized.

It was verified that direct photolysis can degrade quickly, the two
cephalosporins in both aqueous solution and in hospital wastewater, but the results
of toxicity showed a higher toxicity of photolysis products. It was also observed that
species originated form the cephalosporins may be present in the effluent. It is not
known whether these species generated, (as the products formed after photolysis),
are more toxic, so further research on the behavior of these drugs should be
performed.

The NP9EO was removed successfully by electrocoagulation, in aqueous
solution and hospital effluent and there is no formation of the endocrine disruptor NP,
after applying this treatment. However, degradation products were detected, and
there is a possibility NP1EC formation, that similar to NP, can cause changes in
hormone systems. Despite the formation of some by-products, through improved
experimental conditions for electrocoagulation, it was concluded, that this process is
very suitable for recalcitrant effluents treatments and can reasonably remove the

organic matter, especially when used with other concomitant treatments.
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1. INTRODUCAO E OBJETIVOS

Drogas de uso humano e veterinario sdo continuamente liberadas no meio
ambiente, principalmente, como resultado de processos de producao, disposicéo de
produtos nao utilizados ou com prazo de uso expirado, e por excre¢cado de usuarios,
seja por consumo hospitalar ou doméstico. A concentracdo de farmacos e seus
metabdlitos bioativos no meio ambiente pode ainda ser considerada muito baixa.
Contudo, a sua liberacdo continuada pode levar, a longo prazo, a acumulacéo de
guantidades significativas, e promover continuos, e geralmente ndo prontamente
percebido, efeitos adversos em organismos aquéticos e terrestres?.

Ternes? investigou a ocorréncia de 32 farmacos de diferentes classes em
plantas de tratamentos de efluentes, rios e aguas profundas, verificando que acima
de 80% dos farmacos selecionados, foram detectados ap0s a passagem pelo
tratamento. Pelo menos 20 drogas foram encontradas em rios e aguas profundas.
Assim também, Tixier et al.® determinaram carbamazepina, &cido clofibrico,
diclofenaco, ibuprofeno, cetoprofeno e naproxeno em plantas de tratamento de
efluentes, rios e em lago da Suica. Concentracdes de 0,95 pg L™ de carbamazepina
e de 0,06 pg L™* de acido clofibrico foram encontradas, concluindo-se que tais
substancias sédo levemente mais persistentes em ambientes naturais, como rios e
lagos, quando comparados com os farmacos determinados anteriormente. Ja
Lindberg et al.* verificaram a presenca de 6 xenobi6ticos em esgoto hospitalar na
ordem de 100 pg L, aproximadamente.

Quando antibiéticos e seus metabdlitos alcancam o meio ambiente, em
especial, o meio hidrico, podem ser completamente eliminados por acédo de
microorganismos ou sofrer degradacdo parcial. Podem, ainda, persistir sem
alteracdo alguma e, desta maneira, contribuir para o surgimento de cepas de
bactérias resistentes®.

O Hospital Universitario de Santa Maria (HUSM) ¢é a mais importante
instituicdo de saude da regi&o centro do estado do Rio Grande do Sul’. Entre os
antibiéticos mais administrados no HUSM estdo a cefazolina e a cefazidima
(consumo anual de aproximadamente 15 e 3 kg, respectivamente’), sendo que a
unidade de pronto atendimento (PA-HUSM) €& aquela que mais utiliza tais
medicamentos. O tratamento das aguas servidas geradas pelo hospital é feito

através de sistema de fossas sépticas com tratamento anaerdbico, sendo o residuo
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tratado, descartado em um cérrego que corta 0o campus da universidade®. Além
destes constituintes, o efluente do HUSM ainda contém uma quantidade significativa
de detergentes, intensamente utilizados na etapa de lavagem de roupas e pecas de
tecido do hospital.

Tais surfactantes estdo entre os poluentes organicos mais relevantes de
origem antropogénica, com potencial para alcancar o meio ambiente. Dentre os
detergentes nédo-ibnicos mais utilizados encontram-se alcoois etoxilados (AEO) e
alquilfenéis etoxilados (APEO)®. A degradacdo primaria de APEO em plantas de
tratamento de efluentes, ou no meio ambiente, pode gerar subprodutos de cadeias
mais curtas, mais persistentes, como nonilfenol (NP), octilfenol (OP) e alquilfendis
mono, bi, e trietoxilados (NP1EO, NP2EO e NP3EO)°. Os niveis de concentracdo
destes subprodutos no meio ambiente podem estar acima do limite minimo para
induzir desregulacdo endécrina em animais selvagens®.

A liberacdo de uma complexa mistura por meio dos diferentes departamentos
hospitalares pode representar um problema ambiental real. Assim, € de crucial
importancia predizer o destino dos poluentes hospitalares depois da sua descarga
no meio ambiente™.

Torna-se evidente, entdo, a necessidade de pesquisas sobre a degradacéo
desses medicamentos, surfactantes e demais concomitantes com potencial
poluente, bem como a aplicacdo de testes de avaliacdo da sua toxicidade e
biodegradabilidade. Ha4 necessidade de verificacdo, também, se tais metabdlitos
e/ou subprodutos sdo nocivos ao meio ambiente, constituindo outra séria ameaca
aos ecossistemas.

Nos dultimos anos, o uso de radiacdo UV, isoladamente ou de forma
combinada (processos avancados de oxidacdo, PAOs), vem sendo amplamente
investigado na degradacdo de farmacos™'%**. A fotélise direta, por exemplo, se
baseia em reacdes fotoquimicas onde moléculas sdo transformadas em outras
menores através da absorcado da luz*.

Tratamentos eletroquimicos, também estdo sendo estudados como alternativa
na remocdo de espécies recalcitrantes de efluentes distintos™®Y. Na
eletrocoagulacdo, o coagulante € gerado in situ por oxidacdo eletrolitica de um
anodo de material apropriado que leva a formacdo de hidréxidos de metais
insoliveis capazes de remover poluentes por complexacdo ou atracao

eletrostatica’®.
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No presente trabalho investigou-se a fotodegradacdo dos antibioticos
cefazolina e ceftazidima (cefalosporinas), bem como a eletrocoagulacdo do
surfactante n&o-iénico nonilfenol etoxilado 9 (NPOEO), nas suas formas isoladas (em
solucéo sintética) e como constituinte de efluente hospitalar (uma matriz complexa),
avaliando-se a formacéo de subprodutos e suas toxicidades e biodegradabilidades.

Assim os objetivos desta investigacao sao:

- Adaptar metodologia rapida para determinacdo da cefazolina, ceftazidima,
NP e NP9EO em solucao sintética e constituindo efluente hospitalar, por HPLC-UV e
FLD e LC-MS.

- Adequar e aprimorar métodos de pré-concentracdo de efluente hospitalar
para a posterior determinacdo de NP9EO, NP, bem como cefazolina e ceftazidima
através de HPLC.

- Investigar o desempenho da fotolise na degradacédo das cefalosporinas
cefazolina e ceftazidima em solucdo sintética e como constituinte de efluente
hospitalar. Da mesma forma, avaliar o potencial de abatimento de carga poluente,
deste mesmo efluente, através do referido processo;

- Verificar a remogdo do surfactante NPOEO em solucdo sintética, bem
como em efluente hospitalar, por meio de eletrocoagulacdo, avaliando a possivel
formacé&o do disruptor enddcrino NP;

- Aplicar teste de biodegradabilidade (Closed Bottle Test e respirométrico
manométrico) e teste de toxicidade (Luminescéncia com Vibrio fischeri) nos

subprodutos de fotodegradacéo e eletrocoagulacdo dos compostos citados acima.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Farmacos no meio ambiente

A presenca de farmacos no meio ambiente tem gerado preocupacao, em vista
dos resultados que mostram uma clara possibilidade de que drogas possam passar

através dos modernos e avancados sistemas de tratamentos de aguas (Figura 1).

PRODUGCAD
HUMANOS VETERINARIA
L
RESTOS
ESGOTOS ESTERCO
> ATERRO
- ' SANITARIO
h 4 / h 4

ETEs SOLD

P ACUAS + ry
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\ SEDIMENTOS

AGUAS
SUBTERRANEAS

ACUA DE CONSUMO

Figura 1 - Fontes e distribuicdo de farmacos no meio ambiente®

Além disso, as pesquisas vém demonstrando que significativas quantidades
de drogas diversas sao liberadas por meio das plantas de tratamentos de esgoto
para o meio ambiente. Consequentemente, ha um risco de exposicdo para 0s seres
humanos através da agua potavel. O potencial para efeitos adversos nao deve,

portanto, ser negligenciado, especialmente porque pouco se conhece dos perigos ao
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meio ambiente e & salde humana por exposi¢cdo crbnica a niveis sub-terapéuticos
de farmacos ou seus produtos de transformacdo®. A presenca de antibiéticos é
reconhecida como uma das caracteristicas mais preocupantes devido a
possibilidade de desenvolvimento de resisténcia em cepas bacterianas, levando a
sérios danos para a saude publica, ja que mais e mais infeccbes ndo poderdo ser
tratadas com o conhecido antidoto®®. E pouco provavel que tais concentracdes
possam ser altas o suficiente em aguas potaveis para causar algum tipo de efeito
danoso. Contudo, exposi¢cao continua, a poluentes-traco, durante toda a vida, € uma
hipétese nado explorada na toxicologia e as varias possibilidades que podem
teoricamente estar envolvidas ndo foram extensivamente estudadas®. Em &aguas
superficiais, o principal mecanismo de eliminacdo destes farmacos séao:
biodegradacéo, sorcéo e fotodegradacao. Muitos deles podem ser fotoativos devido
a presenca de heteroatomos, anéis aromaticos e outros grupos funcionais em sua
estrutura, que podem absorver radiacdo solar ou reagir com espécies transientes
fotogeradas em aguas naturais. Em alguns casos, no entanto, a fotodegradacao
desses medicamentos origina produtos que podem ser perigosos ao meio
ambiente®.

Existe pouca informacéo a respeito dos efeitos ecotoxicolégicos de farmacos
em organismos aquaticos e terrestres®.

Pesquisa adicional para definir o potencial risco a saude humana em agua

potavel seria Util devido as varias razdes relacionadas abaixo:

- Drogas sao elaboradas para serem biologicamente ativas, e é possivel que
efeitos ndo intencionais, em organismos nao-alvos e ou receptores, ocorram em
mais baixas concentra¢des do que em efeitos terapéuticos intencionais.

- Efeitos devido a longa exposicdo podem ocorrer em muito mais baixas
concentracbes e seguem diferentes mecanismos toxidinamicos do que aqueles
extrapolados por estudos de curta duracéo.

- Os efeitos, em niveis sub-terapéuticos, de complexas misturas de drogas (e
outros poluentes) sdo ainda desconhecidos.

- Embora a evidéncia toxicoldgica seja raramente incontroversa ou unanime,
praticamente, ndo existem, dados com relacdo a potencial toxicidade da exposicao

cronica a baixas doses de farmacos.
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2.2 Resisténcia a antibidticos

A resisténcia aos antibidticos, que esta claramente aumentando na maioria
dos patdgenos humanos, esta sendo reconhecida como um assunto de saude
publica, geralmente considerada uma consequéncia do grande e equivocado uso de
antibiéticos (Figura 2)?°. Em contraste com o esperado, hospitais ndo s&o a principal
fonte de farmacos no esgoto municipal; normalmente, o uso pela comunidade local é

relativamente maior do que em hospitais®.
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Figura 2 - Dados anuais da variacdo da resisténcia na Europa, com relacdo aos trés maiores
patégenos humanos. Dados adaptados do Sistema de Supervisdo de Resisténcia Antimicrobial
Européia (EARSS)?.

A multiresisténcia tem se desenvolvido e propagado entre a comunidade de
bactérias em um tempo evolucionario bastante pequeno?.

A resisténcia € a propriedade de uma bactéria, que Ihe confere a capacidade
de inativar ou excluir antibioticos, ou um mecanismo que bloqueia a inibicdo, ou
ainda, que interrompe os efeitos dos antibidticos. Pode ser inerente, ou seja, uma
caracteristica propria do organismo ou adquirida por meios de mutacdo no seu

préprio DNA ou aquisicdo de DNA resistente de outra fonte?>%,
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2.2.1 Mecanismos Genéticos de resisténcia

Varios mecanismos (Figura 3) tém sido desenvolvidos pelas bactérias com o
objetivo de sobreviver aos antibidticos, mas todos requerem, ou modificacdo ou

aquisicdo, de novo material genético®
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Figura 3 - Mecanismo de transferéncia genética na bactéria®.
2.2.1.1 Mutacéo

A mutacdo ocorre espontaneamente no DNA bacteriano que modifica ou
elimina o alvo de agdo do antibiotico, ou causa modificagbes na superficie da
bactéria, ou ainda pode promover a producdo de uma enzima que inativa o
antibiético. A excrec¢do do antibiético pela célula bacteriana é outra consequéncia da
mutacgéo®

A frequéncia de mutacdo espontanea para a resisténcia bacteriana € na
ordem de cerca de 10°-107. Isto significa que uma em cada 10%-10° bactérias
desenvolverdo resisténcia em uma infeccdo pelo processo de mutacdo

espontanea®*?°.
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2.2.1.2 Resisténcia plasmidial

O DNA da bactéria esta presente nos cromossomas e nos plasmideos
(pequenos pedacos do DNA que replicam separadamente do cromossoma)®.

Certos plasmidios possuem genes responsaveis pela sintese de enzimas que
destréem um antibidtico antes que ele destrua a bactéria, ou ainda, possuem genes

que permitem sua passagem de uma bactéria para outra®.

2.2.2 Transferéncia genética®

Conjugacao: quando ha contato direto célula-célula entre duas bactérias onde
os plasmideos sdo capazes de passar diretamente entre as bactérias por meio de
um tubo de conjugacéo.

Transducdo: material genético é transferido por um virus bacteriéfago a outra
bactéria.

Transformac&o: incorporacao de pedacos do DNA livres no ambiente por uma

célula bacteriana.

2.3 Antibidticos

S&o0 substancias formadas a partir de fungos ou bactérias que, em
quantidades reduzidas, inibem o0 crescimento e levam a morte outros
microorganismos. Atualmente este termo também é empregado para substancias
sintéticas?’.

Antibidticos sdo substancias quimicas especificas derivadas de organismos
vivos ou produzidas por eles, bem como seus analogos estruturais obtidos por
sintese, capazes de inibir processos vitais de outros organismos, mesmo em
concentracdes diminutas®.

Os antibidticos -lactamicos, incluindo os subgrupos das penicilinas,
cefalosporinas e como fracdo menor carbapenémicos e outros, estdo entre os mais
consumidos por humanos na maioria dos paises. Eles sdo responsaveis por

aproximadamente 50-70% do total de uso de antibidticos. Apesar do consumo de
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farmacos ser normalmente maior pela comunidade local do que em hospitais, as

cefalosporinas sdo amplamente empregadas nos hospitais (Figura 4)%.

tofano (2005)
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Figura 4 - Uso de cafalosporinas de amplo espectro em hospitais da Alemanha®. Projecdes
calculadas de: Centro médico universitario de Freiburg via proporcao de leitos hospitalares.

Antibidticos tem sido determinados em diversas amostras ambientais. Um
programa de monitoramento das aguas subterraneas de Baden-WUrttemberg foi
elaborado por Sacher et al.?, que avaliaram 60 farmacos, incluindo antibiéticos. Os
autores identificaram sulfametoxazol, sulfadiazina, sulfadimidina, ronidazol,
roxitromicina e outros, em concentracdes acima de 10 ng L™. Hirsch et al.*
examinaram, rios e plantas de tratamento de efluentes na Alemanha e detectaram 5
dos 18 compostos investigados (eritromicina, roxitromicina, claritromicina,
sulfametoxazol e trimetropim), em concentracdes de 1 a 6 pg L™. Martins et al.**
determinaram ciprofloxacin, em concentracdes de 32 a 99 pg L™ no efluente
hospitalar do HUSM. Lindberg et al.* encontraram metronidazol, sulfametoxazol,
ofloxacin, trimetropim e ciprofloxacin, numa faixa de concentragéo de 0,1 a 101 pug L
! em efluente hospitalar. Os autores também investigaram a presenca de duas

cefalosporinas (cefalexina e cefadroxila), mas, segundo eles, os farmacos se
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encontravam abaixo do limite de deteccdo do método. Gulkowska et al.*
conseguiram determinar uma cefalosporina (cefalexina) nas concentracbes de 10 a
182 ng L™?, dentre trés estudadas (cefazolina e cefotaxima) em aguas superficiais de
Hong-Kong. De acordo com varios autores, antibidticos p-lactamicos como
penicilinas e cefalosporinas, podem ser facilmente hidrolisados em ambientes
aquaticos®3>33 Devido a dificuldade na determinacdo e a escassez de pesquisa
relacionada a estes compostos, torna-se dificil saber de seu comportamento no meio

ambiente.

2.3.1 Cefalosporinas

As cefalosporinas sdo derivadas de um antibiotico natural, a Cefalosporina C,
produzida pela cepa Cephalosporium acremonium. Este composto pode ser
hidrolisado em meio acido, gerando o acido 7-amino-cefalosporanico. A adi¢do de
diferentes cadeias em posi¢cdes determinadas modifica a molécula para dar origem
aos Varios antibiéticos da classe das cefalosporinas®*.

Sdo basicamente antibidticos B-lactamicos relacionados as penicilinas,
estrutural e farmacologicamente. Possuem um anel B-lactamico aderido a um anel
dihidrotiazélico®, contendo dois centros quirais. Assim, existem quatro formas

opticamente ativas. O isdbmero natural apresenta estereoquimica de acordo com a

Figura 5.
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Figura 5 - Estereoquimica do isdbmero natural da (-lactamadiidrotiazinica.
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Os anéis condensados nao sao coplanares, porém dobrados ao longo da
ligagdo C-6, N-5, mas de forma menos acentuada que nas penicilinas. O atomo de
carbono ligado a amida (C-7) possui configuracao L. As propriedades fisico-quimicas
das cefalosporinas sdo muito semelhantes as das penicilinas. Por exemplo, a maior
parte das cefalosporinas é encontrada na forma de sais hidrossolUveis ou como
anféteros?®,

Hoje em dia, séo classificadas como 12, 22 32 e 42 geracdes, de acordo com

seu espectro de acdo e estdo disponiveis por via oral ou parenteral®.

2.3.1.1 Cefazolina

A cefazolina (Figura 6) é uma cefalosporina semi-sintética de primeira
geracdo para administracdo parenteral®. Possui boa atividade contra bactérias
gram-positivas e modesta atividade contra organismos gran-negativos®*. E indicada
em infec¢Bes respiratdrias por S. pneumoniae, H. influenzae, em infec¢fes urinarias
por E. coli, P. mirabilis e Klebsiella spp., em infeccbes cutaneas causados por S.

aureus e outras®,
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Figura 6 - Férmula estrutural da cefazolina.

2.3.1.2 Ceftazidima

E uma cefalosporina semi-sintética de terceira geracdo. Tem baixa atividade

contra bactérias gram-positivas, mas € bem mais ativa contra bactérias gram-
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negativas®®. E pouco absorvida no trato digestivo e indicada em infeccées do trato
urinario (ndo complicadas por Pseudomonas), febre em pacientes leucopénicos,
casos selecionados de pneumonia nosocomial, meningite por P. aeroginosa e

outros*. A estrutura da ceftazidima pode ser observada na Figura 7.

HO

Figura 7 - Férmula estrutural da ceftazidima

Na Tabela 1 encontram-se algumas propriedades farmacocinéticas da
cefazolina e ceftazidima. O metabolismo da maioria dos antibiéticos -lactamicos é
praticamente nulo. Se mantém em sua forma ativa até sua eliminacdo renal,
mediante filtrado glomerular (liquido claro que flui por um sistema tubular aonde
diversas substancias sao reabsorvidas ou excretadas) e secregcdo tubular
(passagem de substancia do sangue diretamente para a urina nos tubulos

proximais)®°.

Tabela 1 - Propriedades farmacocinéticas dos antibiéticos cefazolina e ceftazidima. Tabela adaptada
de Suarez e Gudiol*®.

4 Semivida Excrecao
Posologia o
(h) urinaria (%)
Cefazolina 1-2g8h? 1,8 95
Ceftazidima 2g8h? 1,8 85

% A posologia indicada é a mais habitual para adultos e com func&o renal normal. Pode variar
em funcao da indicacéao.
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Estudos recentes tém demonstrado que farmacos séo suscetiveis a
fotodegradacdo no meio ambiente. Sendo assim, a fotélise empregada direta e
indiretamente pode desempenhar um papel importante na degradacdo de

antibioticos™! .

2.4 Fotolise

2.4.1 Fotolise direta

A fotdlise direta ocorre quando um composto absorve luz, tornando-se
instavel, originando subsequente decomposicdo'. Durante a fotdlise direta a
radiacdo absorvida é usada para produzir estados eletronicamente excitados das
espécies fotosensiveis, iniciando o processo de desativacdo ou da formacdo de

fotoprodutos™’.

O fluxo de fotons necessarios para iniciar este processo pode ser fornecido
pela luz solar ou por lampadas artificiais. Existe uma ampla variedade de fontes
artificiais de radiagcéo: lampadas negras, germicidas, lampadas simuladoras solares
e outras. As mais comumente utilizadas sdo as lampadas de mercurio de baixa,

média e alta pressdo, e lampadas de xen6nio para gerar radiacdo UV,

O uso de radiacdo UV, ja € bem estabelecido na desinfec¢cdo de aguas para
consumo e uma tecnologia crescente na purificacdo de efluentes, sendo eficiente na
inativacdo de microorganismos patogénicos como virus e bactérias, além de cistos
de protozoarios como a Giardia e Cryptosporidium que ndo seriam eliminados por

cloracdo®®.

Além desta utilidade, a radiacdo vem sendo empregada na simulacdo de
condicdes ambientais para se estudar o comportamento de farmacos em &aguas
superficias e rios. Acredita-se que um dos mecanismos principais de reacdo nestes
ecossistemas seria a fotodegradacdo por meio de luz solar . Entretanto, ainda n&o
se tem suficiente conhecimento dos subprodutos formados e que podem por sua

vez, apresentar uma toxicidade maior do que seus compostos de origem>°4°.
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Doll et al.* utilizaram lampada de xenénio para simular radiacdo solar na
fotodegradacdo de acido clofibrico e carbamazepina e observaram um decréscimo
na concentracdo do acido e de carbamazepina apos 70 h de tratamento. No entanto,
0s autores observaram a formacao de intermediarios no decorrer do processo. A
existéncia de quantidades pequenas de matéria organica natural aumentou a
degradacdo fotoquimica da carbamazepina o que pode ser explicado devido a
formacdo de espécies ativas. Entretanto, o excesso de matéria organica natural
promoveu um decréscimo no rendimento da fotolise, provavelmente, devido ao efeito
sequestrador de radicais. Sendo assim, a matéria organica natural pode influenciar,
tanto positiva como negativamente na fotélise de farmacos, podendo atuar como um

sequestrador de radicais e/ou ainda como precursor de espécies reativas*.

2.4.2 Fotolise Indireta

A eficiéncia da fotolise € geralmente maior quando combina-se irradiacao
com, por exemplo, peroxido de hidrogénio, que pode sofrer dissociacao fotolitica e
originar radicais hidroxil. A este processo da-se o nome de fotélise indireta*. O
radical hidroxil, uma espécie quimica com capacidade para promover a oxidagao
ndo-seletiva de uma ampla gama de substancias*’, tem se mostrado eficiente na
degradacdo de compostos persistentes, que demonstraram fotodegradacao lenta
através de fotdlise direta. Outras propriedades, como o0 espectro de absorbancia, o
rendimento quantico da fotdlise, a concentragcdo de peréxido de hidrogénio e a
matriz, sdo igualmente importantes na eficiéncia da degradacdo de farmacos por
fotélise indireta**. Yuan et al.*®* promoveram a degradacdo de quatro farmacos
(ibuprofeno, difenidramina, fenazona e fenitoina) por fotélise direta e indireta, através
de lampada UV de baixa presséo. A fenazona e a fenitoina apresentaram alto grau
de fotodegradacao por fotolise direta, 96 e 88%, respectivamente, enquanto o0s
outros compostos estudados ndo obtiveram o mesmo comportamento. Somente
apos a adicdo de peroxido de hidrogénio ao meio reacional € que ambos foram
totalmente degradados por meio de radicais hidroxil gerados no processo.
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2.5 Surfactantes no meio ambiente

Surfactantes sdo um grupo de compostos usados diariamente em grandes
guantidades, em geral, em aplicacbes domeésticas e como agentes de limpezas
industriais. Sendo assim, eles estdo entre os poluentes organicos de origem

antropogénica de maior relevancia e com potencial para atingir o meio ambiente®.

Dentre os surfactantes aniénicos mais utilizados, se encontra o alquil-benzeno
linear sulfonado (LAS), largamente empregado como agente de limpeza em
detergentes de lavanderias e tinturaria, e que normalmente, depois de seu uso, é
descartado no sistema de esgotos. Na categoria dos surfactantes catidnicos, 0s
compostos de amonio quaternario sdo constituintes de produtos comerciais como
condicionadores de cabelo, amaciantes e outros. O produto residual & descartado,
geralmente, para as plantas de tratamento de esgotos ou diretamente em aguas
superficiais, e por serem catidnicos, sdo adsorvidos fortemente em cargas negativas
superficiais de lodo, solo e sedimentos**. Como representante principal da clase dos
surfactantes n&o-ibnicos, destacam-se o0s compostos alquil-fendlicos (nonilfenol
polietoxilados), bastante empregados em detergentes domésticos, formulacdes de
pesticidas e produtos industriais. Estes séo liberados pelas estacdes de tratamentos
de efluentes, que ndo sdo eficazes na degradacdo destes surfactantes, ou,

diretamente, no meio ambiente®.

2.5.1 Nonilfendis polietoxilados

S&o uma classe de surfactantes ndo-ibnicos, que fazem parte de um amplo
grupo de compostos, conhecidos como alquilfenodis oxietilenados (APEO). Sua
estrutura pode ser observada na Figura 8. Tém sido utilizados por mais de 40 anos
como constituinte de detergentes, emulsificantes, dispersantes e agentes
umectantes, nas mais variadas areas, como téxteis, processamento do papel, tintas,

resinas, processos de limpeza em hospitais e outras™®.
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Figura 8 - Estrutura do nonilfenol oxietilenado (NP,EO).

Sob condi¢des aerdbias e anaerdbias de tratamento de efluentes municipais e
industriais, os nonilfendis oxietilenados sao biodegradados a metabdlitos mais
toxicos como p-nonilfenol (NP), nonilfenol etoxilado (NP1EO), nonilfenol dietoxilado
(NP2EO), &cido nonilfenoxiacético (NP1EC) e &cido nonilfenoxetoxiacético®

(NP2EC). As estruturas destas espécies sdo mostradas na Figura 9.
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Figura 9 - Estrutura dos metabdlitos (a) NP, (b) NPnEO (n=1,2) e (c) NPnEC (n=1,2), formados a
partir dos surfactantes nonilfendis oxietilenados.

O mecanismo de formagdo dos produtos de degradacdo dos APnEO
apresentado na Figura 10, inicia com a reducdo da cadeia etoxilada e a formacao do
AP, AP1EO e AP2EO. Em seguida, ocorre a oxidacdo do grupamento hidroxila da

unidade terminal a grupamento carboxila, produzindo AP2EC e, entdo, AP1EC*.
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Figura 104(; Caminhos de degradacdo de compostos APNnEO em tratamentos convencionais de agua e
efluentes™.

Estudos com peixes e mamiferos demonstraram que estas substancias, no
meio ambiente, s&o suspeitas também de apresentarem atividade estrogénica*’*%4°.
Este potencial estrogénico e a toxicidade destes compostos aumentam a medida
que a cadeia etoxilada diminui®®®*. A toxicidade aguda e cronica da substancia NP
tem sido amplamente estudada®-°?. Valores relativamente baixos de concentracéo
média efetiva (CEsp) (concentracdo de amostra que causa um efeito agudo a 50%
dos organismos no tempo de exposicdo e nas condigbes do teste) foram
encontrados para o NP que variam entre 234 e 380 ug L quando expostos ao
organismo D. magna. Farré et al.>® avaliaram a toxicidade de varios efluentes de
indUstrias téxteis, couro e doméstico, antes e apoOs tratamento, que por sua vez,
contém alta concentracdo de surfactantes ndo-ibnicos como APnEO. Os efluentes
industriais mostraram-se 0s mais toxicos, ndo sendo suficiente o tratamento para
eliminar substancias como o NP (CEs; = 0,36 mg L™%). Outro efeito danoso
significante para microorganismos causado por estes contaminantes de cadeia mais

.54 avaliaram o efeito

curta é o seu potencial de bioacumulacdo. Correa-Reyes et a
do NP na cadeia trofica. Os autores verificaram a acumulacédo de NP em microalgas,

reduzindo seu crescimento rapidamente e proporcionando um fator de
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bioconcentracdo de aproximadamente 7000. Um fator de bioconcentracédo de 10000

também foi encontrado por Ahel et al.>

na avaliacdo do potencial de bioacumulagéo
do mesmo composto em algas. Como este vegetal € a primeira etapa na cadeia
alimentar de varios organismos, afetando o crescimento de crustaceos, por exemplo,
pode-se concluir que a presenca de NP no meio ambiente deve ser considerada
Ccomo um risco real em um ecossistema.

Indmeras tecnologias tém sido estudadas para a remocdo dos APnEO de
cadeias mais curtas do meio ambiente. Fotocatalise com BiVO, e irradiacado por

meio de simulacdo solar foi utilizada por Kohtani et al.*®

na degradacédo de
alquilfendis. Os autores verificaram a adsorcao favorecida do NP em BiVO, devido
ao seu carater hidrofébico. Apdés 80 min de fotoprocesso houve a completa
degradacdo do NP e desaparecimento da atividade estrogénica. Ning et al.’’
investigaram a reacao indireta de NP, com radicais hidroxil, durante a ozonizagao
numa faixa de pH 6-9. Os autores obtiveram, degradacfes acima de 50% de NP,
principalmente em pH mais elevados, devido ao crescimento da formacdo de
radicais hidroxil. A oxidacdo eletroquimica do NP, através de anodo de fibra de
carbono em solucdo aquosa, foi empregada por Kuramitz et al.°®. Uma boa
eficiéncia foi obtida aplicando-se potencial de 0,7 V, ocorrendo formagao de um filme
polimerizado e sua remocdo, ap6s 60 min de tratamento. Outro processo
eletroquimico que vem sendo utilizado na remocdo de surfactantes de efluentes

recalcitrantes é a eletrocoagulacao.

2.6 Eletrocoagulacéo

Envolve a geracao in situ de coagulantes através da oxidac&o eletrolitica de
um anodo de material apropriado, levando a geracdo de hidréxidos metélicos
insollveis capazes de remover poluentes pela complexacéo superficial ou atracao
eletrostatica’®.

A Figura 11 ilustra a natureza complexa e interdependente do processo de

eletrocoagulagao.
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Figura 11 - Intera¢cBes observadas durante a eIetrocoaguIagéoSg.

As espécies idnicas carregadas sdo removidas do efluente através da reacao
com um ion de carga oposta ou com os flocos dos hidréxidos metéalicos gerados no
seio do efluente®®.

E possivel identificar trés principais processos interdependentes, operando ao
mesmo tempo: eletroquimico, de coagulacdo e hidrodinamico®®.

Primeiramente ocorrem reacfes eletroliticas na superficie do eletrodo,
seguido de formacdo de coagulantes na fase aquosa e adsorcdo de poluentes
soltveis ou coloidais nos coagulantes, com remoc&o por sedimentacéo ou flotag&o®.

As vantagens relacionadas ao sistema de eletrocoagulacdo sao as

seguintes®:

- Requer equipamento simples e de facil operacao;

- O lodo formado tende a ser rapidamente decantado e é de facil
desidratacdo, visto que ele € composto por uma série de hidroxidos e Oxidos
metalicos, diferentemente do lodo gerado com os coagulantes convencionais.

- A eletrocoagulacdo gera efluentes com uma menor quantidade de sélidos
dissolvidos, comparado com tratamentos quimicos;

- Evita a adicdo de substancias quimicas, diminuindo a possibilidade de

poluicdo secundaria;
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- As bolhas de gases produzidos durante a eletrdlise podem favorecer o
processo de eletroflotagdo, onde as particulas sélidas sédo carreadas para o topo da
solucéo. Assim, tem-se uma maior facilidade de concentracéo, coleta e remocéo dos
poluentes

Dentre as limitacdes do processo temos que®:

- Os eletrodos séo eletrodissolvidos nas correntes efluentes e precisam ser
constantemente substituidos;

- O alto consumo de energia elétrica eleva o custo operacional do processo;

- Uma camada de 6xido pode ser formada na superficie do catodo, levando a
perda de eficiéncia do processo;

- Alta condutividade da suspenséao do efluente € requerida;

- Formacéao de lodo eletroquimico.

As reaces abaixo sdo observadas durante o processo de eletrocoagulac&o®:

Para o anodo de aluminio:

Al - AP + 3¢ 1)
Em condigdes alcalinas:

AP* + 30H — AI(OH)3 (2)
Em condi¢Ges acidas:

AP* + 3H,0 — AI(OH); + 3 H" (3)
Em adic&o, ocorre a evolugéo de oxigénio:

2H0 = O, + 4H" + 4¢ 4)
A reacao no catodo é:

2H,O + 2e = H, + 20H 5)

Se o potencial do anodo é suficientemente alto, rea¢cdes secundérias podem
ocorrer na sua superficie, como a oxidacao direta de compostos organicos e de H,O

ou CI, presentes no efluente’®.

2CI S Cl, + 2¢€ (6)
2H,O0OS O, + 4H' + 4¢ (7)
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O cloro produzido sofre reacées de hidrolise em pH acima de 3-4'%.

Cl, + H,O 5 HCIO + H" + CI (8)
HCIO S ClO + H* (9)

Estas reacfes demonstram a natureza complexa da eletrocoagulagdo. Além
disso, a eficiéncia do processo depende de varios parametros operacionais, como
natureza e area do eletrodo, pH inicial, temperatura, presenca de eletrolito,
densidade de corrente e diferenga de potencial.

Onder et al.®®

avaliaram dois destes parametros na remoc¢ao de surfactantes
cationicos em solucéo aquosa por meio de eletrocoagulacéo e verificaram que o uso
de densidades de corrente maiores proporciona uma remoc¢ao mais eficiente do
surfactante, devido a elevada formacdo de ions ferro. Também, a adicdo de um
eletrdlito reduz o potencial repulsivo entre os colbides, possibiltando a agregacao e
diminuindo a energia consumida durante 0 processo, promovendo assim uma

significativa remocao do surfactante.

2.7 Efluente Hospitalar

Uma portaria da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) permite
gue o descarte dos efluentes sanitarios hospitalares seja feito através da rede de
esgotos, ou em corpo receptor, desde que atendam respectivamente as diretrizes
estabelecidas pelos orgdos ambientais, gestores de recursos hidricos e de

saneamento competentes®*®°.

De acordo com a ANVISA, residuos de produtos hormonais e produtos
antimicrobianos, citostaticos, antineoplasicos, imunossupressores, digitalicos,
imunomoduladores e anti-retrovirais, quando descartados por servicos assistenciais
de saude, farmacias, drogarias e distribuidores de medicamentos ou apreendidos,

devem ser submetidos a tratamento ou disposicéo final especificos®.

Normalmente, os tratamentos de efluentes hospitalares consistem em uma
féssa séptica (onde encontram-se bactérias vivas que irdo consumir o material mais

s6lido), seguida de caixa de contato (desenvolvida para possiveis imprevistos, como
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entupimentos das saidas das caixas e verificacdo dos niveis dos efluentes), filtro
anaerobio (onde ocorre a decomposi¢cao anaerdbia em leito fixo), cloracdo (onde sao
preparados a agua clorada para ser lancada na colméia) e corpo receptor (o efluente

se mistura entdo, com a agua clorada)®®.

Segundo Vasconcelos ®, nos ultimos anos o atendimento do HUSM foi
intensificado, porém, nenhuma medida foi tomada no sentido de adequar a rede de

esgotos a nova demanda e a legislacéo especifica.
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3. MATERIAIS E METODOS

Os aparelhos e acessorios utilizados durante o desenvolvimento deste
trabalho sdo parte integrante do Laboratério de Pesquisa em Tratamento de
Efluentes e Residuos — LATER e do Laboratério de Andlises Micotoxicoldgicas —
LAMIC, ambos da Universidade Federal de Santa Maria (Brasil) e do Laboratorio de
Medicina Ambiental e Epidemiologia Hospitalar do Hospital Universitario de Freiburg

(Alemanha).

3.1 Equipamentos e Acessorios

* Equipamento de HPLC constituido de duas bombas LC 10 AT,
amostrador automatico, forno para coluna, detector de ultravioleta SPD-10A P (A:
258 nm; A: 272 nm) e detector de fluorescéncia RF-10A (Aex: 227 NM; Aem: 313 nm),
utilizando-se sistema (Shimadzu, www.shimadzu.com);

* Agilent Series 1100 LC (Agilent Technologies, www.chem.agilent.com)
equipado com duas bombas binarias, desgaseificador, forno para coluna e
amostrador automatico;

* Cromatografo a liquido Shimadzu (Shimadzu, http://www.shimadzu.com),
bomba LC-10AD equipado com detector espectrofotométrico UV-Visivel SPD-10AV

ou Detector de fluorescéncia HP 1046A (www.hp.com);

e LC-MS/MS Esquire 3000 plus (Bruker Daltonics, www.bdal.com) com
fonte ortogonal de ionizagéo electrospray e analisador ion trap;

 Cromatografo Agilent Série 1200 (equipado com bomba binaria,
desgaseificador, autosampler, forno para coluna) acoplado a espectrédmetro de
massas API 4000 Q-Trap — Applied Biosystems equipado com fonte de ionizacao
electrospray;

* Reator de Eletrocoagulacgéo: recipiente de vidro (=10 cm, h=11 cm), com
capacidade para 600 mL;

« Sistema de extracio em fase solida (SPE) Alltech (Alltech,

http://www.alltechweb.com), para pré-concentracao simultanea de 16 amostras;
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 Reator Labor-UV-Reaktorsystems 2 com sistema de resfriamento
(Heraeus, www.uv-consulting.de);

e Lampada TQ 150 Heraeus revestida por uma camisa de quartzo
(Heraeus, www.uv-consulting.de);

* Aparelho para determinagcéo de carbono organico dissolvido (COD) TOC-
5000 e ASI-5000 (Shimadzu, www.shimadzu.com);

* Termobloco Lumistherm 15 Dr. Lange GmbH (Hach La nge, www.hach-
lange.de);

e Luminimetro LUMIStox 300 Dr. Lange GmbH (Hach Lange, www.hach-
lange.de);

* Cubetas de vidro (LZP 187) Dr. Lange GmbH (Hach Lange, www.hach-
lange.de);

« Teste para determinacdo de peréxido Merck na faixa de 0,5 — 25 mg L™
(Merck, http://www.merck.de);

* Incubadora para testes de biodegradabilidade Closed Bottle Test
(Memmert, www.memmert.com);

» Condutivimetro modelo Digimed CD-21 (Digimed,
http://www.digimed.ind.br);

e Ultra-som modelo Thornton T14 (Bandelin,
http://www.schalltec.de/html/bandelin);

e Bomba de vacuo Weg modelo B481194 (Weg Motores LTDA,
http://www.weg.com.br);

» Fonte geradora de energia ErnsLeitz GMBH Wetzlar 30A e 50V
(Alemanha);

* Eletrodo de aluminio com dimensdes de 0,15 x 3 x 10 cm.

e Lampada de vapor de mercurio UV-Visivel 125 W (Philips,
http://mwww.philips.com.br), desprovida de bulbo.

e Instrumento de andlise de oxigénio dissolvido (OXITOP,
http://www.globalw.com/ poducts/oxitop.html);

*  Multimetro modelo Buker DT830B,;

* Bomba dosadora pulsante (ProMinent, www.prominent.com.br);

» Estufas, balangas analiticas, vidrarias e acessorios de laboratorio.
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3. 2 Reagentes e solugbes

Todos os reagentes empregados foram, no minimo, de grau analitico e, as
solucdes, preparadas com agua ultrapura Milli-Q.

* Solucdes para determinacdo de demanda quimica de oxigénio (DQO):
preparadas conforme Standard Methods °’;

« Solucdes utilizadas para Closed Bottle Test (CBT)%;

«  Solugéo reativadora para teste de luminescéncia®®;

« Solucdes empregadas no teste respirométrico’’;

* Solugao aquosa de NaCl (2%) (m/v);

« Solucdes aquosas de H,SO, (1:3, v/v), HCI (1 mol L) e NaOH (6 mol L™)
utilizadas nos ajustes de pH;

* Solucao de HCI etandlico 10% (m/m) para descontamina¢do da vidraria,
utilizada nos experimentos com o surfactante NP9EO.

* Solucdo aquosa de HCl e hexametilenotetramino para limpeza dos
eletrodos preparada conforme Kobya et al.®?

* Solucado aquosa de acido férmico (0,1%, v/v);

* Solucdo tampéo formiato de sodio/acido férmico pH 3,0 (0,0418 mol de
acido férmico e 0,0081 mol de formiato de sédio para 1 L);

« Agua previamente purificada por sistema Milli-Q (resistividade de 18,2 MQ
cm, Millipore), para analises em HPLC;

» Acetonitrila (ACN) grau HPLC para cromatografia em fase liquida Merck
(Merck, www.merck.de);

* Metanol (MeOH) grau HPLC para cromatografia em fase liquida J. T.
Baker (J.T. Baker, www.jtbaker.com).

* Hexano e diclorometano (CH)Cl,) grau analitico, Merck (Merck,

www.merck.de);

3.3 CaracterizacOes do local de estudo

Os efluentes estudados foram coletados no Hospital Universitario de Santa
Maria (HUSM), em Santa Maria-RS, Brasil. O hospital possui 309 leitos de unidade
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de internacédo e 27 leitos da unidade de tratamento intensivo. A equipe de trabalho é
composta por 2611 pessoas, entre elas, funcionarios, professores, estagiarios,
residentes, mestrandos e doutorandos. Segundo a média mensal de 2006 foram
realizadas 914 internacbes, 549 cirurgias, 166 partos, 10332 consultas, 4285
consultas no pronto atendimento, 1144 secdes de fisioterapia e 63808 exames’".

O HUSM é caracterizado como hospital regional e possui sistema de
tratamento primario do tipo filtro anaerdbio, comumente empregado na maioria dos

hospitais brasileiros.

3.4 Coleta de efluente hospitalar

Com relacdo aos antibioticos, estima-se que o maior consumo de ceftazidima
e cefazolina pelo HUSM é, em geral, na unidade de pronto atendimento (PA-HUSM).
A rede de esgotos do hospital € dividida em duas linhas que abrangem as alas norte
e sul do hospital, separadamente. A rede do PA-HUSM, devido ao fato de esta
unidade ter sido construida recentemente, encontra-se com a rede sul hum ponto
externo, onde passam por um sistema de tratamento com fossa séptica conjugado a
filtro anaerdbio, para depois serem descartadas em um curso d’agua que corta o
campus da UFSM (Figura 12). O efluente oriundo da ala sul do Hospital Universitario
passa, primeiramente, pela fossa séptica, com capacidade volumétrica de 38,4 m>.
Na sequéncia, o residuo é conduzido através de tubulacdo localizada na parte
superior da fossa, por gravidade, para a parte inferior do filtro anaerdbio. O filtro
anaerébio, com capacidade para 7,56 m® possui uma diviséria de lajes pré-
moldadas, com orificios de 3 cm e, a medida que aumenta o volume, o efluente
atravessa os orificios atingindo uma camada de brita. A parte superior do filtro
possui uma calha que conduz o sobrenadante para fora da caixa, encerrando o
tratamento. A vazdo de saida no filtro anaerébio é da ordem 191 m® dia. Apés o
tratamento, o efluente é despejado no corrego localizado dentro do Campus

Universitario’.
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Figura 12 - Esquema do tratamento de efluentes do PA-HUSM.

As amostras foram coletadas depois da fossa séptica com filtro integrado
(Figura 13). Apés coleta adequada em frascos de polietileno, as amostras foram
imediatamente filtradas com papel filtro de porosidade 14 e 0,22 um, na sequéncia.
Em seguida, ajustou-se o pH a 4 com H,SO, (1:3, v/v), para reducdo da agao
biologica e armazenou-se no escuro, a 4 . A carac terizacdo quimica da amostra
de efluente pode ser observada na se¢ao 4.1.5 (Tabela 13).
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Figura 13 - Local de coleta do efluente utilizado nos experimentos com ceftazidima e cefazolina.
Fossa séptica localizada na ala sul do pronto socorro do PA-HUSM.

Com relacdo aos surfactantes, sabe-se que no HUSM séo lavadas em torno
de 1900 a 2000 kg de roupa por dia. Os processos de lavagem se diferenciam de
acordo com o tipo de sujidade: pesado (lava roupas cirdrgicas contaminadas com
sangue), leve (lava lencéis, fronhas e diversos) e cobertores. Com relacdo ao
procedimento para o tipo de sujidade leve séo necessarias quatro etapas na limpeza
destes tecidos, utilizando-se 700 mL de surfactantes por 100 kg de roupa seca, na
lavagem e amaciamento. Para o tipo de sujidade pesada 8 etapas sao necessérias,
empregando-se 1700 mL de surfactantes por 100 kg de roupa seca, na umectacao,
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pré-lavagem, lavagem e amaciamento. Um dos constituintes destes detergentes
utilizados neste procedimento € o NP9EO.

O tratamento destes residuos é feito por meio de féssa séptica integrada a
filtro anerdbio, logo na saido do processo de lavagem, seguindo entdo para outro
sistema de féssa séptica que ira desaguar em uma espécie de vala com
comunicacdo com o curso d'agua proximo a biblioteca central e ao restaurante

universitario (Figura 14).

A 4

Fossa
séptica

@

A\ 4
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séptica

(b)
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Cérrego

(©

Figura 14 - Esquema do tratamento de efluentes da lavanderia do HUSM.

Foram coletadas amostras em trés pontos diferentes: logo na saida da
lavanderia (a), na fossa séptica (b) (localizada aos fundos da Biblioteca Central) e no
curso d'agua situado nessa mesma regiao (c). O local das coletas pode ser
observado nas fotos da Figura 15. Para posterior determinacdo dos compostos,
coletaram-se amostras durante 7 dias, a cada 2 horas, num total de 5 coletas por

dia. Ao final do dia misturou-se um volume igual de todas as amostras, filtrou-se com
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filtro de porosidade 14 pum e ajustou-se o pH. Alguns parametros dos efluentes

coletados podem ser observados na segao 4.2 (Tabela 17).

Figura 15 - Local da coleta dos efluentes utilizados nos experimentos com NP9EO e NP. A — Fossa
séptica na saida da lavanderia do hospital, B — Fossa séptica proxima a biblioteca central, C — Curso
d’agua situado perto do RU.
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3.5 Preparo de amostras

3.5.1 Farmacos

Com o intuito de pré-concentrar e purificar a amostra de efluente hospitalar foi
empregada SPE. As condi¢cbes experimentais mais apropriadas seguem abaixo.

Com o objetivo de determinar as cefalosporinas no efluente, empregou-se um
procedimento para pré-concentracdo da amostra, também por meio de SPE. Na
fotolise dos farmacos em efluente hospitalar, ndo foi necessario pré-concentracao.

Para a cefazolina em solucdo sintética, utilizaram-se cartuchos C18
(octadecilsilano endcaped) contendo 200 mg do adsorvente em tubos de 3 mL,
Strata (Phenomenex, www.phenomenex.com). Na etapa de condicionamento
empregaram-se 3 mL de MeOH e 3 mL de tampé&o formiato/acido férmico pH 3,0.
Percolaram-se, entdo, 20 mL de amostra, lavando-se a seguir com 3 mL de agua.
Eluiu-se, duas vezes, com 1 mL de acetonitrila:H,O (30:70, v/v), resultando uma pre-
concentracdo de 10 vezes.

Para a ceftazidima em solugdo sintética foi utilizado cartucho Strata X-CW
contendo 200 mg de polimero catibnico fraco. As etapas de condicionamento e
lavagem foram as mesmas da cefazolina em solucado sintética. Percolaram-se 100
mL de amostra e eluiu-se com 4 mL de acetonitrila:H,O (50:50, v/v), ocorrendo uma
pré-concentracao de 25 vezes.

Para a fotolise em efluente hospitalar ndo foi necessario pré-concentrar as
amostras porque a concentragdo de ambos os farmacos empregada nos
experimentos de fotodegradacao foi de 10 mg L™. Para estes ensaios, introduziram-
se 5 mL de amostra contendo cefazolina em cartucho Strata X-CW (0 mesmo
utilizado anteriormente) e 5 mL de amostra contendo ceftazidima em cartucho C-18
(o mesmo utilizado anteriormente). ApGs a secagem do cartucho, eluiu-se com 5 mL
de acetonitrila:H,O (50:50, v/v), sendo o eluato submetido a analise por HPLC. As
etapas de condicionamento e lavagem foram as mesmas descritas para as
cefalosporinas em solugdo sintética. Na Tabela 2 observa-se o resumo das

condi¢cbes empregadas na preparacao das amostras de cefazolina e ceftazidima.
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Tabela 2 - Resumo das condi¢des utilizadas no preparo das amostras de cefazolina e ceftazidima.

cefazolina ceftazidima
Cartucho C18 fase reversa X-CW catibnico
Condicionamento 3mL de MeOHe 3mLde 3 mLde MeOHe 3 mLde
tampéo formiato tampéo formiato

Amostra 20 mL /5 mL? 100 mL /5 mL?®
Lavagem 3 mL de agua 3 mL de agua
Eluicdo ACN: H,0 (30:70, viv) ACN: H,0O (50:50, viv)

1 mL, 2vezes/5 mL 2mL, 2vezes/5mL

ACN:H,0 (50:50, v,v)? ACN: H,0 (50:50, viv)?
Pré-concentracao 10 vezes 25 vezes

4condicées utilizadas nos experimentos de fotdlise

3.5.2 NPO9EO e NP

O procedimento de SPE mostrou-se bastante efetivo na recuperacao dos dois
compostos estudados (NP e NP9EO). Utilizaram-se cartuchos Strata C18
(octadecilsilano endcaped) de 3 mL contendo 200 mg do adsorvente (Phenomenex,
www.phenomenex.com). O método para extracdo baseou-se em Gatidou et al.”?,
com modificacbes, o condicionamento foi efetuado através da adicdo de 6 mL de
MeOH (duas vezes de 3 mL) e 2 mL de agua (duas vezes de 1 mL). Logo apos,
percolaram-se 100 mL de amostra. A etapa de lavagem foi conduzida empregando-
se 3 mL de agua. Posteriormente o cartucho foi seco para entdo efetuar-se a etapa
de eluicdo. No caso do NP, utilizaram-se 2 mL de diclorometano (2 vezes de 1 mL) e
2 mL de hexano (2 vezes de 1 mL), porém para o NP9EO, além dos solventes
citados na eluicdo do NP, foi ainda necessario acrescentar-se 2 mL de MeOH (2
vezes de 1 mL). Evaporou-se com fluxo de nitrogénio (N,) e redissolveu-se com 2
mL de acetonitrila:H,O (50:50, v/v), pré-concentrando-se 50 vezes. O resumo das
condicbes empregadas no preparo das amostras de NP9EO e NP encontra-se na

Tabela 3.
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Tabela 3 - Resumo das condi¢Bes utilizadas no preparo das amostras de NPOEO e NP.

NP9EO e NP
Cartucho C18 fase reversa
Condicionamento 6 mL de MeOH (2 vezes de 3 mL) e 2 mL de H,O (2 vezes
de 1 mL)
Amostra 100 mL
Lavagem 3 mL de agua
Eluicao NP: 2 mL de CH,CIl, e 2 mL de Hexano
NPOEO: 2 mL de CHCl, 2 mL de Hexano e 2 mL de
MeOH
Evaporacéo com N
Redissolucao 2 mL de ACN:H,O (50:50, v/v)
Pré-concentracao 50 vezes

3.6 Determinacao

As amostras-padréo de cefazolina e ceftadizima foram obtidas do Instituto de
Medicina Ambiental e Epidemiologia Hospitalar (Hospital Universitario de Freiburg -
Alemanha). O nonilfenol etoxilado, com 9 moles de 6xido de etileno (NPOEO) foi
disponibilizado por industria de tensoativos e, o padrdo de 4-nonilfenol (NP),
fornecido por Supelco (Supelco, www.sigma-aldrich.com.br). Como os experimentos
foram conduzidos parte na UFSM e parte no Hospital Universitario de Freiburg,

diferentes equipamentos e procedimentos foram utilizados na elaboacao desta tese.
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3.6.1 Farmacos

3.6.1.1 Procedimento 1

Para a determinacdo da degradagdo, por meio de fotdlise, da solucao
sintética das cefalosporinas, foi utilizado o sistema HPLC-UV constituido de duas
bombas LC 10 AT, amostrador automatico, forno para coluna, empregando-se
coluna de fase reversa (C18 CC 125x4 mm Nuclodur 100-5 Macherey-Nagel,
www.mn-net.com) e pré-coluna (C18 RP18 CC 8x4 mm Nucleosil 100-5 Macherey-
Nagel, www.mn-net.com) com detector de ultravioleta SPD-10A P (Shimadzu,
www.shimadzu.com) acoplado.

O método baseou-se em Tuerk et al.”® com algumas modificacdes. A fase
movel empregada foi 0,1% de acido formico em agua ultrapura (A) e acetonitrila
contendo &gua ultrapura numa propor¢cao de 90:10 (B). Injetaram-se 100 pL de
amostra e o gradiente utilizado foi de 0-1 min (95% A), 1-10 min (10% A), 10-13 min
(10% A), 13-13,01 min (95% A) e 13,01-15 min (95% A). A temperatura da coluna foi

de 35 € e, a vazdo, de 0,5 mL min™.

Os comprimentos de onda para as
determinacdes com UV foram 258 nm, para a ceftazidima, e 272 nm, para a
cefazolina.

Primeiramente, solucbes-padrao das substancias cefazolina e ceftazidima
foram preparadas em balbes volumétricos separados, contendo 1000 mg L™ cada,
em &gua Milli-Q. Diluiu-se a solugdo-mae, novamente, com H,O:acetonitrilia (50:50,
v,v), até obterem-se padrdes contendo 0,5, 1, 2,5, 5e 10 e 100 mg L™.

Os subprodutos de degradacdo dos ensaios de fotolise da solugéo sintética
dos antibioticos foram determinados por LC-MS, com detector com fonte ortogonal
de ionizacdo electrospray e analisador ion trap. Foi empregado o método descrito
anteriormente, com diferengca no volume de amostra injetado (50 pL). Na Tabela 4

estdo os parametros utilizados no LC-MS/MS.
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Tabela 4 - Pardmetros do LC-MS, procedimento 1.

Parametro Resultado
presséo do gas nebulizador 30 psi
Vazao do gas seco 10,0 L min™
Temperatura 300 °C
voltagem do spray 4 kV
saida do capilar -128,5V
amplitude do RF do octopolo 120,0 Vpp
Trap drive 59,5
lente 2 60,0 V
Rolling averages 2 cts
Faixa do scan 100-1000 m/z
Tempo méximo de acumulacdes 200 ms
ion charge control target 30000
Controle da carga On

3.6.1.2 Procedimento 2

Para a determinagdo das cefalosporinas nos ensaios conduzidos com

efluente hospitalar, bem como para a avaliacdo da fotolise dos compostos gerados

com esta amostra, empregou-se aparelho HPLC equipado com bomba LC-10AD e

detector espectrofotométrico UV-Visivel SPD-10AV. Utilizou-se coluna de fase

reversa, C18 (250 x 4.6 mm; 4 um) e pré-coluna (20 x 1 mm). O volume injetado foi

de 20 pL. A fase maovel foi constituiu-se de acetonitrila e &cido formico 0,1% (60:40,

Vv,v), com o sistema operando no modo isocratico na vazdo de 0,5 mL min™. Foi

possivel empregar-se o mesmo comprimento de onda (258 nm) para ambos 0s

farmacos.
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3.6.1.3 Procedimento 3

Na determinacdo dos produtos de transformacdo das cefalosporinas em
efluente hospitalar empregou-se Cromatografo Agilent Série 1200 equipado com
bomba binaria, desgaseificador, autosampler e forno para coluna, mantendo-se a
temperatura em 30 °C. A coluna utilizada foi Gemini-NX, C18 (5 pum; 4,6 x 150 mm).
A fase movel empregada foi acetonitrila contendo acido férmico 1% na proporcéo de
90:10 (v/v) (A) e, agua, contendo 1% (v/v) de acido férmico (B), com o seguinte
gradiente: 0-2 min 100% de A, 2-10 min (100% B), 10-15 min (100%B), 15,01-19,00
100% A. A quantidade de amostra injetada foi 10 pL e, a vaz&o, 0,7 mL min™.

Empregou-se um espectrometro de massas APl 4000 Q-Trap, equipado com
fonte de ionizagdo electrospray, operando no modo IDA (Information data

acquisition) nas condicOes da fonte de ionizag&o, observadas na Tabela 5.

Tabela 5 - Condic6es da fonte de ionizacao, procedimento 3.

Parametros Resultados
Collision gas Medium
Curtain gas 15 psi
lon source gas 1 50 psi
lon source gas 2 50 psi
Temperatura 600 °C
Voltagem do ion spray 5500 V

O resumo das condigcbes empregadas na determinacdo das cefalosporinas

pode ser observado na Tabela 6 (procedimentos 1, 2 e 3).
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Tabela 6 - Resumo das condi¢Bes utilizadas na determinagéo das cefalosporinas (procedimentos 1, 2

e 3).

Procedimento 1

Procedimento 2 Procedimento 3

Experimento Fotdlise das
cefalosporinas em

solugéo sintética

Fase movel (A) ACN:H,O
(90:10, viv)

(B) HCOOH (0,1%)

Gradiente 0-1 min 95% B, 10
min 10% B, 13 min
10% B, 13,01 min

95% B e 15 min 95%
B

Volume de 100

injecao (uL)

Vazao 0,5

(mL min™)

A (nm) 258 (ceftazidima)

272 (cefazolina)

ACN:HCOOH (0,1%)

Fotolise das Investigacéo dos

cefalosporinas em farmacos no efluente
efluente hospitalar hospitalar

(A) ACN:HCOOH

(60:40, viv) (1%) (90:10, v/v)
(B) HCOOH (1%)
Isocratico 0-2 min 100% A, 2-10
min 100% B, 10-15
min 100% B, 15,01-
19,00 100% A
20 10
0,5 0,7

258 (cefazolina e -

ceftazidima)

3.6.2 NP9EO e NP

3.6.2.1 Procedimento 4

As determinac¢des dos compostos NP9EO e NP nos efluentes hospitalares do

HUSM (pontos A, B e C), bem como a degradacao do NP9EO e possivel formacgao

do NP durante o processo de eletrocoagulacao, em efluente da lavanderia (ponto A),

foram conduzidas por meio de HPLC equipado com bomba LC-10AD e detector de

fluorescéncia HP 1046A (Aex: 227 nm; Aem: 313 nm), com base nas metodologias

descritas por Ninez et al.”* e Xiao et al.”’, empregando-se como fase mével

acetonitrila e agua, numa razéao de 70:30 (v/v), no modo isocratico. A vazao utilizada
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foi de 1 mL min™ e o volume injetado de 20 pL de amostra. Empregou-se coluna de
fase reversa, C18 (250 x 4.6 mm; 4 uym) e pré-coluna (20 x 1 mm). Soluc¢des-padréo
foram preparadas contendo as duas substancias na faixa de 0,1 a 5 mg L™ para NP
e,de 1 a50 mg L™, no caso do NP9EO.

3.6.2.2 Procedimento 5

As determinacdes nas solucgdes sintéticas de NP9EO durante o processo de
eletrocoagulacédo foram feitas em HPLC-FLD, constituido de bomba binaria LC 10
AT, amostrador automatico, forno para coluna empregando-se coluna de fase
reversa (C18 CC 125x4 mm Nuclodur) e pré-coluna (C18 RP18 CC 8x4 mm
Nucleosil) e detector de fluorescéncia RF-10A utilizando-se os comprimentos de
onda Aex: 227 nm € Aem: 313 nm. A fase movel foi constituida de acetonitrila e acido
férmico (0,1%) numa razdo 65:35 (v/v), usando-se modo isocratico. A vazao
empregada foi de 0,7 mL min™ e, o volume de amostra injetado, de 100 pL.

Os subprodutos de degradacdo do NP9EO por eletrocoagulacdo foram
avaliados por meio de LC-MS, com equipamento Agilent Series 1100 LC acoplado a
detector MS Esquire 3000 plus, com fonte ortogonal de ionizacdo electrospray e ion
trap. A mesma metodologia anterior (procedimento 5) foi empregado, com diferenca
no volume de amostra injetado (50 pL). Na Tabela 7 estdo os parametros utilizados
em LC-MS.
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Tabela 7 - Pardmetros do LC-MS, procedimento 5.

Parametro Resultado
pressao do gas nebulizador 30 psi
vazéao do gas seco 12,0 L min*
Temperatura 350 °C
saida do capilar 113.6,5V
amplitude do RF do octopolo 150,0 Vpp
trap drive 37.2

lente 2 - 60,0V
Rolling averages 2 cts

Faixa do scan 50-1000 m/z
Tempo maximo de acumulacdes 200 ms

ion charge control target 40000
Controle da carga On

Na Tabela 8 verifica-se o0 resumo das condi¢des utilizadas na determinacao

das amostras de NPO9EO e NP (procedimento 4 e 5).

Tabela 8 - Resumo das condi¢cdes empregadas na determinacéo das amostras de NPO9EO e NP

(procedimentos 4 e 5).

Procedimento 4

Procedimento 5

Experimento

Fase moével

Gradiente

Volume de injecao (pL)
Vaz&o (mL min™)

A (nm)

Determinagéo de NP9EO
e NP e eletrocoagulacéo
de NP9EO nos efluentes

ACN:H,0 (70:30, viv)

Isocrético
20
1
Excitacdo 227

Emissao 313

Determinagéo de NP9EO
e NP nas solucbes
sintéticas da
eletrocoagulacao
ACN:HCOOH (0,1%)
(65:35, viv)
Isocrético
100
0,7
Excitacéo 227

Emissao 313
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3.7 Estabilidades dos farmacos

Solucdes de cefazolina e ceftazidima contendo 10 mg L™ foram preparadas
em acetonitrila:H,O (50:50, v/v), adicionando-se os dois padrdées no mesmo balédo
volumétrico, como também, separadamente, cada padrdo em baldes volumétricos
distintos. As amostras foram dispostas em temperatura ambiente, com e sem a
presenca de luz, bem como em geladeira a 4 C e fre ezer a —20 C, no periodo de 1
més, e determinadas a cada 5 dias por meio de HPLC-UV, procedimento 1 (3.6.1.1),
para avaliar a estabilidade dos compostos estudados.

Paralelamente, foi conduzido outro estudo verificando-se o comportamento
das cefalosporinas em diferentes pH. Foram feitas solu¢cdes aquosas das duas
cefalosporinas, separadamente, contendo 10 mg L™. O pH foi ajustado com NaOH (6
mol L) e HCI (1 mol L") na faixa de 3 a 14 e as amostras foram deixadas em
temperatura ambiente por 24 h. As determinagdes dos compostos foram feitas por

LC-MS antes e apds 24 h, por meio de procedimento 1 (secédo 3.6.1.1).

3.8 Descrigéo do sistema de fotodegradagéao utilizad o

O sistema de irradiacdo empregado para os ensaios de fotdlise das solucbes
sintéticas das cefalosporinas, consiste de fotorreator com capacidade para 1000 mL,
termdémetro, lAmpada de mercurio de média pressdo de 150 W e sistema de
resfriamento. A temperatura foi mantida entre 20 e 22 C. A lampada foi ligada 2 min
antes de cada experimento, a fim de alcancar a sua estabilizacdo. Para os ensaios
foram empregadas 800 mL de solucdes contendo 10 mg L™, em diferentes pH (4, 7 e
9). O tempo de tratamento foi fixado em 60 min. Na Figura 16 encontram-se o
esquema e foto do reator utilizado.
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Figura 16 - Esquema e fotografia do fotorreator utilizado em fotocatalise. (1) bulbo de quartzo, (2)
lampada de mercurio, (3) fonte de alimentacéo, (4) termbémetro, (5) coleta de amostra, (6) barra
magnética, (7) sistema de resfriamento.

Para os experimentos de fotodegradacdo das cefalosporinas em efluente
hospitalar, utilizou-se um reator em batelada, com capacidade para 1000 mL,
acoplado a lampada de vapor de mercurio de média pressao de 125 W de poténcia.
O sistema foi resfriado por meio de serpentina com agua e gelo, empregando-se
bomba dosadora pulsante. Foram introduzidos no reator 800 mL de amostras do
efluente hospitalar filtrado em papel filtro com porosidade de 14 pm. N&o houve
ajuste do pH com vistas a trabalhar-se com condigbes mais proximas as reais,

ambientais. O tempo de tratamento foi de 60 min.

3.9 Descricao do sistema de eletrocoagulacdo

As condicOes experimentais, foram de acordo com planejamento fatorial

1516 " onde trabalhou-se com efluente téxtil e

efetuado na dissertacdo de mestrado
determinou-se uma concentracdo de aproximadamente 20 mg L™* de NP9EO no
efluente. Devido a isto, as concentracdes escolhidas de surfactante foram de 20 e 40
mg L* em volume de 500 mL. Empregaram-se eletrodos de aluminio com &rea
imersa de 24 cm? e distancia entre eles de 3,5 cm. A concentracéo de cloreto de
sédio (eletrolito) foi de 2800 mg L™ e, a corrente, de 1,5 A. O tempo reacional foi 30

min. Foram retiradas aliquotas de 10 mL no inicio e durante o processo, em
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intervalos de 5 minutos. As aliquotas foram filtradas e, o pH, ajustado para 5 com
HClI (1 mol L) para posterior determinacdo. Na Figura 17 pode-se ver a
representacdo do sistema utilizado para os ensaios de eletrocoagulacdo. Empregou-
se reator em batelada, com agitacdo magnética e aquecimento. Foram acoplados
eletrodos de aluminio de dimensdes descrita no item 3.1.1. Utilizou-se um
amperimetro para o acompanhamento e ajuste da corrente durante o decurso do
processo. Um sistema de resfriamento foi empregado para manter a temperatura

constante durante os experimentos.

Figura 17 - Esquema e fotografia do sistema de eletrocoagulacdo: (1) sistema de resfriamento, (2)
fonte geradora, (3) amperimetro, (4) agitador magnético, (5) termdmetro, (6) eletrodos.

3.10 Estudo da biodegradabilidade

3.10.1 Closed Bottle Test (CBT)

O CBT foi feito segundo teste padrao guia OECD (Organisation for Economic
Cooperation and Development) 301D% ', no escuro, & temperatura de 20 + 1 C,
como descrito em detalhes por Kiimmerer et al.”’. O periodo padrdo do CBT é 28 d.
Cada teste consiste de quatro diferentes séries: controle de qualidade (acetato de
sédio, correspondente a um valor de 6xigénio teérico dissolvido, ThOD = 5 mg L™),
amostra em branco, amostras do fotoprocesso e controle de toxicidade (amostras do
fotoprocesso e acetato de sddio). Os experimentos foram realizados em duplicata.
Todos os frascos foram inoculados com uma aliquota de efluente final de uma

estacdo de tratamento de efluentes (ETE) ndo impactada por efluentes hospitalares.
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A fim de alcancar condi¢cdes adequadas de ThOD para o CBT, os experimentos de
fotoprocesso foram realizados utilizando-se solu¢des de cefazolina e ceftazidima de
10 mg L™ e as aliquotas foram retiradas nos tempos 0, 1, 3 e 60 min, coletando-se
um volume de 800 mL. Devido ao grande volume utilizado, foi necessario fazer um
experimento para cada tempo de fotdlise. Também houve necessidade de saturar-se
com ar a solugdo dos medicamentos trabalhados apds o fotoprocesso. Com isto
visou-se a obtencdo de concentracdes adequadas de oxigénio para o CBT.
Amostras tomadas apés 0, 1, 3 e 60 min foram submetidas ao CBT e monitoradas
em diferentes dias (0, 1, 7, 14 e 28) do processo. Um composto teste é classificado
como “prontamente biodegradavel’ se a biodegradabilidade expressa como
percentagem de oxigénio consumido no recipiente exceder 60% do consumo
maximo tedrico, num periodo de 10 dias, depois de ter alcancado 10% do consumo

tedrico de oxigénio’®.

3.10.2 Teste respirométrico manometrico

Como a concentracdo de NP9EO nos experimentos de electrocoagulacao
foram 40 mg L™, utilizou-se o teste respirométrico manométrico devido a
possibilidade de faixa de concentracédo maior.

O teste respirométrico manomeétrico foi conduzido de acordo com o0 guia
OECD (301 F)® e avalia a biodegradabilidade de uma substancia através de
microorganismos existentes na agua, por meio do consumo de oxigénio’®. Este
consumo € medido através de sensores (Figura 18). Devido a atividade
microbioldgica, o oxigénio é consumido da fase gasosa através de reacdes dentro
do frasco, hermeticamente fechado, enquanto que o diéxido de carbono liberado é
absorvido por KOH em um pequeno tubo e o resultado da reducao da presséo de ar
dentro do sistema € medido, podendo-se entdo calcular diretamente a demanda
bioquimica de oxigénio (DBO)®°.

Amostras de NP9EO contendo 40 mg L*, antes e apés 30 min de
eletrocoagulacdo, em duplicata, foram submetidas ao teste. O volume empregado
em cada frasco foi de 432 mL. Assim como no CBT (secao 3.10.1), o ensaio é feito
no escuro, hum periodo de 28 dias. Cada teste consiste de 5 diferentes séries,

controle de qualidade (acetato de sddio correspondente a um valor de ThOD de 50 a
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100 mg L™* e in6culo), amostra em branco (somente inéculo), amostras teste e
in6culo, controle de toxicidade (amostras teste, acetato de sédio e in6culo) e
controle abibtico estéril (amostras teste e agente esterilizante). O indculo consiste
de uma aliquota de efluente final de uma ETE n&o impactada por efluentes
hospitalares. Como o pH ao final da eletrocoagulacéo € basico, houve necessidade
de ajuste do pH das amostras para 7, além da etapa de filtracdo. A forma de
apresentacao dos resultados € a mesma do CBT ou seja, um composto teste é
considerado como “prontamente biodegradavel”, se a biodegradabilidade, expressa
como percentagem de oxigénio consumido no recipiente, exceder 60% do consumo
méaximo teodrico num periodo de 10 dias, depois de alcancar 10% do consumo

tedrico de oxigénio®.

Figura 18 - Frascos com sensores utilizados no teste respirométrico manomeétrico.

3.11 Bioensaio para avaliacdo da toxicidade

A toxicidade é uma propriedade gue reflete o potencial de uma substancia
em causar efeito danoso a um organismo vivo®. Com o intuito de verificar-se se a
fotdlise origina subprodutos de degradacédo mais toxicos que 0S compostos originais,
teste de luminescéncia com a cepa bacteriana Vibrio fischeri foi conduzido,
utilizando-se o Lumistox LCK 482 (Dr. Lange GmbH). O presente teste avalia a
toxicidade aguda e tem como objetivo estimar a concentracdo de um agente toxico
que seria capaz de produzir uma resposta especifica mensuravel no organismo teste
Vibrio fischeri em um periodo de tempo curto (30 min). Os resultados foram
expressos em CEjo (concentracdo efetiva média) que significa a concentracdo de
amostra que causa um efeito agudo a 10% dos organismos no tempo de exposicéo
e nas condicBes do teste®’. O pH das amostras foi ajustado com HCI (2 mol L) ou

NaOH (6 mol L) para 6,8-7,5 e foi adicionado NaCl até a concentracao final de 2%,
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para sobrevivéncia das bactérias. As amostras contendo as solugdes sintéticas da
cefazolina e ceftazidima antes e apds fotolise, em diluicdes especificas (Tabela 9)
para o teste, foram colocadas no termobloco, atingindo a temperatura padréo de 15
. Como as bactérias estdo liofilizadas, € necessaria reativacdo com solucéo
contendo cloreto de magnésio hexahidratado, cloreto de sédio e a&gua, (0,5 mL) e
espera de 15 min, no termobloco, para o alcance da temperatura ideal. Apos este
tempo, introduziu-se mais 12 mL de solucdo reativadora. Esta solugcdo, contendo
também as bactérias, foi adicionada nas cubetas (0,5 mL) ja anteriormente dispostas
no termobloco. Esperou-se 15 min, havendo entdo a medi¢do no luminimetro e
adicdo de 0,5 mL da amostra. Apés 30 min fez-se a segunda medicdo. Os dados
coletados foram analisados pelo software Excel® e os gréaficos elaborados pelo
programa R. E preciso acrescentar que foram coletadas amostras antes da fotolise e
apos as solucdes terem sido submetidas ao fotoprocesso nos tempos (0,1, 3, 5 e 60
min); além disso, foram fotolisadas solu¢cbes de cefazolina e ceftazidima com

concentracdes iniciais de 10, 50 e 1000 mg L™.

Tabela 9 - Diluicdo das amostras de cefazolina e ceftazidima para o teste de toxicidade.

Concentragdes de farmaco

Testes 4

(Mg mL™)
1 10 50 1000
2 5 25 500
3 2,5 10 250
4 1 5 100
5 0,5 2,5 50
6 0,25 1 10
7 0,1 0,5 5
8 0,05 0,1
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3.12 Carbono Orgéanico Dissolvido (COD)

O aparelho analisador de COT utiliza a oxidacao catalitica a alta temperatura
680 . Volumes contendo 7 mL (em triplicata) foram coletados antes e durante o
fotoprocesso e introduzidos diretamente no analisador, assim como, os padrdes de
biftalato de potassio nas concentracdes de 1, 5 e 10 mg L™ de COD; por meio de

radiacdo infravermelha ndo dispersiva faz-se a analise, automaticamente.
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4. DISCUSSAO DOS RESULTADOS

4.1 Farmacos

4.1.1 Estabilidade dos farmacos

1.82 & identificar e

O objetivo dos testes de estabilidade segundo Isla et a
avaliar qualquer degradacdo significante do analito quando submetido ao

armazenamento a longo prazo e condi¢des adversas.

De acordo com Péhourcq & Jarry 3, cefalosporinas em solucdo sdo instaveis
quando comparadas com outras drogas sollveis. A establilidade € dependente de
vérios fatores, como temperatura e pH da solucdo. Por esta razdo, foram feitos dois
testes relativos a estabilidade dos compostos.

Com relacdo a temperatura foi verificado que, apdés 24 h, ndo existe
decaimento do sinal cromatografico de ambas as substancias em todas as

1.82 em testes

condicdes propostas. Este padrédo foi também observado por Isla et a
de estabilidade com a ceftazidima em solucbes de plasma. Apos 5 dias, a
temperatura ambiente, na auséncia e presenca de luz, observa-se uma degradagao
de 7% para a cefazolina e de 19% para a ceftazidima. Mas, a 4 C, ambos os

compostos ndo apresentam decaimento.

Ao término de 30 dias foi verificada degradacdo de 36 e 64% para a
cefazolina e ceftazidima, respectivamente, a temperatura ambiente. Também foi
observado que nado ha interferéncia da luz na degradacdo das substancias
estudadas e que as mesmas permanecem sem alteracdo apés 20 dias, a 4 €. Isla

82
l.

et al.” verificaram resultados semelhantes para duas cefalosporinas (ceftazidima e

cefepima), armazenadas a -20 e -80 T por um period o de até 60 dias.

Como os experimentos de fotdlise foram feitos em pH 4, 7 e 9, e 0 pH do
efluente do HUSM se encontra na faixa de 6-7, um teste com diferentes pH foi
elaborado para avaliar a estabilidade da cefazolina e da ceftazidima, apds 24 h. Com
relacdo ao teste para a ceftazidima (Figura 19a) pode-se observar que este
composto é relativamente estavel até o pH 9. Acima deste pH, os picos apresentam
deformidades e sdo bastante reduzidos, tanto quando na verificacdo do espectro de

massas como dos cromatogramas. Apos 24 h, constata-se uma pequena reducao
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dos picos para os ensaios conduzidos em pH entre 3 a 9. Acima de pH 9 observa-se
um decaimento acentuado do pico, além da formacdo de outros picos. O
comportamento da cefazolina foi bastante semelhante. Em pH 11 tem-se uma
reducdo significativa do pico de m/z 455, que corresponde a massa principal da
cefazolina, sendo acompanhado pelo surgimento de novos picos, indicando uma
possivel degradacdo. Apos 24 horas de teste, verifica-se reducdo acima de 80%

para os ensaios conduzidos com pH > 10 (Figura 19b).

Percentagem de reducéo da ceftazidima a)
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Figura 19 - Teste de estabilidade, percentagem de reducdo da concentracdo da ceftazidima (a) e da
cefazolina (b) em solugéo sintética (10 mg L'l) em diferentes pH, ap6s 24 h.
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4.1.2 Extracdo em Fase Solida

A recuperacao da substancia ceftazidima foi de 92,7% utilizando-se cartuchos
C18 e, de 90,1%, com cartuchos X-CW (Tabela 10). Hanes et al.®* também
obtiveram recuperacdes significativas com C18 para este mesmo composto quando

testaram amostras de plasma humano fortificadas com ceftazidima.

Para a cefazolina (Tabela 10), as recuperacdes observadas foram de 94,9%
empregando-se cartucho C18 e, de 101,9% com cartucho X-CW. Sgrensen &
Snor® pesquisaram a determinacdo de algumas cefalosporinas em leite bovino,
dentre elas, a cefazolina. Para isso, utilizaram SPE e cartucho C18, que concluiram

ser, dentre muitos testados, o de melhor recuperacao.

Mesmo nao havendo diferencas significativas entre as fases, utilizou-se

cartucho C18 para a ceftazidima e, X-CW, para a cefazolina.

Tabela 10 - Resultados de recuperacao das substéncias Cefazolina e Ceftazidima utilizando-se os
cartuchos C18 e X-CW.

Recuperacéo RSD Recuperacéao RSD

C18 (%) (%) X-CW (%) (%)

Ceftazidima 92,7 2,7 90,1 1,0
Cefazolina 94,9 2,5 101,9 1,6

n=3

As Figuras 20-a e 20-b, apresentam os cromatogramas dos extratos de
efluente hospitalar contaminados com os compostos (cefazolina e ceftazidima) apos
extragcdo em X-CW e C18.
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Figura 20 - Cromatograma do efluente hospitalar com a adicio de 10 mg L™ dos compostos
ceftazidima (1) e cefazolina (2). () ap6s a passagem por cartucho catibnico X-CW. (b) ap6s a
passagem por cartucho C18. Vazdo 0,5 mL min™, A = 258 nm. Fase mével acetonitrila:acido férmico
0,1% (60:40) v/v, modo isocratico, volume da alga de amostragem 20 L, coluna de fase reversa C18,
procedimento 2 (secdo 3.6.1.2).

4.1.3 Determinacgéo dos farmacos

A Tabela 11 identifica os principais parametros para a determinacdo dos
compostos por HPLC. O coeficiente de determinacdo obtido para a curva de
calibracdo foi adequado, com r> > 0,999. A metodologia adotada para a
determinacao do limite de deteccéo (LD) e de quantificacéo (LQ) foi a da razéo sinal
/ ruido igual a 3 e 10 vezes, respectivamente. Os valores encontrados para a
ceftazidima foram 0,12 mg L™ (LD) e 0,4 mg L* (LQ), enquanto que, para a
cefazolina, foram 0,35 mg L™ (LD) e 1,2 mg L™ (LQ). O tempo de retencdo (tR)
identificado para a ceftazidima foi de 7,0 a 7,4 min e de 8,7 a 9,0 min para a
cefazolina. Na Figura 21, observa-se o cromatograma com ambos 0S compostos

determinados através de HPLC-UV.

Tabela 11 - Parametros de validacao na determinacdo da cefazolina e da ceftazidima

) tR B LD LQ
r . Equacédo da reta L L
(min) (mgL™) (mglL™)
Ceftazidima 0,999 7-7,4  y=490678x - 131,19 0,12 0,4

Cefazolina 0,999 8,7-9 y =221427x - 13140 0,35 1,2
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Figura 21 - Cromatograma dos farmacos ceftazidima (1) e cefazolina (2). Condi¢des: Concentracédo
dos compostos 10 mg L™, vazdo 0,5 mL min™, A = 258 nm (ceftazidima) e A = 272 nm (cefazolina),
fase mavel acetonitrila e acido féormico 0,1% (90:10) v/v, volume da alca de amostragem 100 pL,
coluna de fase reversa C18, gradiente segundo procedimento 1 (sec¢éo 3.6.1.1).

Niessen ® destacou a importancia do LC-MS, em especial, com ionizagéo por
eletroespray (ESI) e ionizacdo quimica a pressao atmosférica (APCI), em pesquisa
na area farmacéutica, para a identificacdo de novos produtos, na busca de
impurezas em produtos sintéticos e formulagfes, na caracterizacdo de metabalitos,
bem como, na andlise quantitativa em amostras biologicas.

A Figura 22a apresenta o espectro de massas da substancia cefazolina.
Verifica-se, um sinal principal de m/z 455,2 e outro secundario de m/z 323,2, no

modo positivo, assim como foi observado por Tuerk et al.”

na determinacdo de
antibidticos, como a cefazolina em urina e outras amostras. Acredita-se que ocorre a
perda do anel tiadiazol sulfanil metilico, originando-se o fragmento de m/z 323,2.

No espectro de massa apresentado na Figura 22b observam-se as massas da
cefazolina no modo negativo do LC-MS. Pode-se verificar as massas de razao m/z
907,6, 321,2, 251, 207 e 166,9. A massa de razdo m/z 907,6 foi vinculada a um
dimero do composto, ou seja, a unido de duas moléculas da cefazolina. Para o
fragmento m/z 321,2 a perda do anel tiadiazol-sulfanil-metil pode ser uma
possibilidade, como foi visto, também, para o fragmento no modo positivo de razao
m/z 323,2. Supde-se que, apos a clivagem do anel beta-lactamico da estrutura de
razdo m/z 323,2 (modo positivo), a perda de uma molécula de dioxido de carbono e
possivel rearranjo, pode-se formar o fragmento de razdo m/z 251. Farina et al.?’
estudando a estabilidade de solu¢bes de ceftazidima propuseram a clivagem do anel
beta-lactamico, juntamente com processos de epimerizagdo e isomerizagdo. Como

as estruturas das cefalosporinas possuem a mesma estrutura basica, foi proposto
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neste trabalho, que a cefazolina poderia apresentar o mesmo comportamento.
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Figura 22 - Espectro de massas da cefazollna no modo posmvo (@) e no modo negativo (b).
Condicdes: Concentracdo do composto 10 mg L™, vazdo 0,5 mL min™, fase mével acetonitrila e acido
férmico 0,1% (90:10) v/v, volume da alca de amostragem 50 pL, coluna de fase reversa C18,
gradiente segundo procedimento 1 (secéo 3.6.1.1).

Na Figura 23a encontram-se a massa principal (m/z 547,3) e, secundarias
(m/z 468,3, 396,2 e 274,3) da ceftazidima, determinadas no modo positivo do LC-
MS. A formacédo do fragmento m/z 274 pode ser relacionada a clivagem da ligagéo
no carbono préximo ao anel B-lactamico da molécula de ceftazidima. Provavelmente,
ocorre a perda de piridina (m/z 80) com formacdo do fragmento 468,3, seguida de
abertura do anel B-lactdmico e perda de di6xido de carbono para dar origem ao

fragmento de m/z 396,2, que, segundo Farina et al.®’, pode sofrer rearranjo.

O espectro de massa da ceftazidima no modo negativo, bem como de seus
fragmentos, podem ser observados na Figura 23b. Os fragmentos relacionadas as
razdes m/z 501,3 e m/z 422,3, possivelmente, sao devidos a perda de uma molécula
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de diéxido de carbono apenas (m/z 501), que pode ser a precursora da estrutura

seguinte de m/z 422.3, onde ocorre a perda de uma piridina.
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Figura 23 - Espectro de massa da ceftazidima em modo positivo (a) e modo negativo (b). Condic¢des:
Concentracdo do composto 10 mg L*, vazdo 0,5 mL min™, fase mével ACN e &acido férmico 0,1%
(90:10) v/v, volume da alga de amostragem 100 pL, coluna de fase reversa C18 Nuclodur, gradiente
segundo procedimento 1 (se¢&o 3.6.1.1).

N&o foi possivel a determinacdo das cefalosporinas em efluente hospitalar.
Muitos autores citam a dificuldade de se encontrar tais substancias em efluentes
complexos devido a facilidade de hidrolise que farmacos com anéis B-lactamicos
possuem®3#33 Uma série de experimentos foi feito com a intencdo de verificar os
metabdlitos ou os produtos de hidrélise da cefazolina e ceftazidima no efluente do
HUSM. Verificou-se algumas massas relativas aos compostos iniciais, porém, devido

a complexidade da matriz, uma pesquisa mais aprofundada precisa ser feita.
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O estudo foi elaborado para prever as massas relacionadas aos compostos
(cefazolina e ceftazidima) ja hidrolisados, que poderiam estar no efluente hospitalar.
Por meio da técnica de Precursor lon (PI), seguido de Enhanced Product ion (EPI),
fez-se a fragmentacdo das provaveis massas existentes e encontrou-se alguma
evidéncia que, outras espécies, originadas apartir das cefalosporinas (cefazolina e
ceftazidima), possam estar presente no efluente hospitalar. Neste experimento
obteve-se a m/z 354 no modo negativo (Figura 24). Esta massa poderia estar
relacionada a cefazolina e formaria-se-ia a partir da perda do anel tiadiazol-sulfanil-
metilico. Esta molécula poderia, entdo, se hidrolizar, abrindo-se o anel -lactamico e
originando a m/z 242, que, apos perda de monoxido de carbono poderia formar a
m/z 183.
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Figura 24 - Experimento de IDA com Precursor lon m/z 354 seguido de Enhanced Product lon. (a)
Espectro de massas Enhanced Product lon, energia de colisdo de 20 V. (b) Espectro de massas
Enhanced Product lon, energia de colisdo de 35 V (c) Espectro de massas Enhanced Product lon,
energia de coliséo de 50 V, procedimento 3 (se¢do 3.6.1.3).

O pico de m/z 185 no modo positivo, também foi fragmentado através da
técnica de Precursor lon (PI), seguido de Enhanced Product lon (EPI), e obteve-se o
espectro da Figura 25. A partir da estrutura formada anteriormente, relacionada a

cefazolina, a perda de uma molécula de diéxido de carbono poderia ocorrer,

1
&0
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originando a m/z 141, que, através da quebra da ligacdo do carbono préximo ao

nitrogénio poderia formar a m/z 113.
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Figura 25 - Experimento de IDA com Precursor lon m/z 185 seguido de Enhanced Product lon.
Espectro de massas Enhanced Product lon, energia de colisdo de 20 V, procedimento 3 (secéo
3.6.1.3).

O composto que origina o fragmento de m/z 329, pode ter sido formado,
primeiramente, pela hidrélie do anel B-lactamico da ceftazidima, seguido da perda
das molécuras de amino tiazol, metil piridina e diéxido de carbono. Este composto
de m/z 329 foi fragmentado obtendo-se os picos de m/z 239 e 180. A estrutura de
pico de m/z 239 pode ter sido formada através da perda de duas moléculas de
diéxido de carbono e rearranjo da molécula, enquanto que a molécula de pico m/z
180 pode ter se originado pela clivagem da ligacéo entre o nitrogénio e o oxigénio do

composto, como € demonstrado na Figura 26.
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Figura 26 - Experimento de IDA com Precursor lon m/z 329 seguido de Enhanced Product lon. (a)
Espectro de massas Enhanced Product lon, energia de colisdo de 20 V. (b) Espectro de massas
Enhanced Product lon, procedimento 3, energia de colisdo de 35 V (secao 3.6.1.3).
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Os espectros de massas mostram apenas dados de uma pesquisa inicial no
tema abordado, mas, diante destas possibilidades, pesquisa mais aprofundada com
relacdo aos produtos de transformacdo dos compostos cefazolina e ceftazidima

deve ser futuramente elaborada.

4.1.4 Fotodegradacao dos farmacos em solucao sintética

Na Figura 27 encontram-se dados de degradagé&o dos compostos cefazolina e
ceftazidima ap0s fotdlise com radiagdo UV, bem como a cinética de reacao. Verifica-
se o0 rapido decaimento da concentracdo de ambos os farmacos. Em 30 s de
irradiacdo obteve-se quase que completa degradacéo da cefazolina (90%) e, em 60
s, alcancou-se 93% de degradacgéao para a ceftazidima, ambas em pH 7. Pode-se
observar na Figura 27-a que ndo houve mudanca significativa no comportamento da
degradacédo da cefazolina quando os experimentos foram feitos em diferentes pH.
Para a ceftazidima nota-se degradacao levemente mais rapida em pH 7 e 9 do que
em pH 4. Jiao et al.®® também verificaram aumento na degradacéo do antibiético
tetraciclina por fotdlise, em pH mais elevado que pH 4. Os autores explicam este
comportamento devido ao carater anfotérico do farmaco, que em virtude da
desprotonacdo em pH mais elevado se torna mais instavel, provocando
deslocamento de seu comprimento de onda de absorcdo. Ainda de acordo com 0s
autores, moléculas carregadas negativamente tendem a atrair espécies reativas,
como o radical hidroxil (OH), devido a alta densidade eletrnica no sistema do anel,
o que facilitaria a fotdlise da tetraciclina. O pKa da cefazolina € 2,1, enquanto a
ceftazidima possui pKa de 1,9, 2,7 e 4,1, podendo assim, ocorrer tambéem
desprotonacdo da ceftazidima e maior instabilidade da molécula, em pH maior que

89
l.

4. Por outro lado, Edhlund et a verificaram a nao dependéncia do pH na

degradacdo do antibiético nitrofuran por meio de fotélise.

Quando mediu-se o pH, apos a fotdlise da cefazolina e ceftazidima, verificou-
se, em todos os pH trabalhados, diminuicdo do pH no decurso do processo, para
ambas as cefalosporinas. Crucq et al.?° estudando a radiélise da cefazolina também
observaram esta caracteristica do composto e atribuiram este comportamento a

formacao de acidos carboxilicos.
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Figura 27 - Processo fotoinduzido de degradacgédo da cefazolina e ceftazidima em solugéo sintética. a)
decaimento da concentracdo da cefazolina e decaimento de 1° ordem; b) decaimento da
concentracdo de ceftazidima e decaimento de 1° orde m. Condi¢des: fotorreator, em batelada (800
mL); 20-22 C; 10 mg L ™.

O decaimento das cefalosporinas, demonstrou ser de primeira ordem (Figura
27), sendo que a constante de velocidade de reacao (k) foi determinada a partir da
lei de cinética de primeira ordem, para o consumo de um reagente, no caso, as
cefalosporinas, aqui denominadas como CFT, com o intuito de facilitar na
demonstracao do calculo,

d[CFT] _

- 1)
= KICFT]
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Onde [CFT] € a concentracdo de ceftazidima ou cefazolina, t € o tempo de
reacao de fotodegradacédo e k € a constante de velocidade de reacéo. A equacao 1
pode ser independentemente integrada entre os limites to([CFT]o) e t(JCFT]), como

segue:

[CFT] t 2
d[ CFT] =—kjdt (2)
[CFT]

[CFT ],

A patrtir dai, obtém-se:

In([CFT]
[CFT],

) » 3)
= -kt [CFT] =[CFT],e

O tempo de meia vida (t12) foi calculado, considerando-se [CFT] = ¥z [CFT]o,
na equacao 2, como resultado obtém-se a equacéao 4.

2 4)
t =In—
12 K

Os resultados da Tabela 12, indicam que a cinética da fotodegradacdo com
radiacdo UV para ambos os compostos, em solucdo sintética, estdo de acordo com
reacao de primeira ordem. Este modelo cinético também foi verificado por Vione et
al.®! em seu estudo sobre a fototransformacdo de dois antibiétcos (roxitromicina e
claritromicina) em aguas superficiais. A fotdlise da tetraciclina em solugdo aquosa,

88
[

estudada por Jiao et al.”®, em diferentes pH, também demostrou cinética de primeira

ordem.

Tabela 12 - Analise cinética da fotodegradacao para cefazolina e ceftazidima em solucao sintética

cefazolina ceftazidima
pH 4 pH 7 pH 9 pH 4 pH 7 pH 9
k(s 0,071 0,071 0,064 0,037 0,042 0,039
t12 (S) 9,76 9,76 10,83 18,73 16,50 17,77

r° 0,9914 0,9973 0,9825 0,9917 0,9797 0,9545
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Nos cromatogramas das Figuras 28 e 29, pode-se visualizar melhor a rapida

degradacgé&o dos dois compostos estudados.
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Figura 28 - Cromatograma da fotodegradacédo da cefazolina em solucéo sintética e pH 7, volume 800
mL, nos tempos 0, 30, 60 e 300 s. Condi¢Bes: vazéo 0,5 mL min, A = 272 nm, fase moével acetonitrila
e acido férmico 0,1% (90:10) v/v, volume da alca de amostragem 100 pL, coluna de fase reversa C18,
gradiente segundo procedimento 1 (se¢éo 3.6.1.1).
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Figura 29 - Cromatograma da fotodegradagédo da ceftazidima em solucao sintética, pH 7, volume de
800 mL, nos tempos 0, 30, 60, 90 e 300 s. Condi¢des: vazdo 0,5 mL min™, A = 258 nm, fase movel
acetonitrila e &cido férmico 0,1% (90:10) v/v, volume da alca de amostragem 100 pL, coluna de fase
reversa C18, gradiente segundo procedimento 1 (secdo 3.6.1.1).
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Os resultados obtidos para a degradacéo das duas substancias néo estdo em
acordo com o decaimento do carbono orgéanico dissolvido (COD). Nota-se nos
graficos da Figura 30, que somente apos 1 hora de fotdlise tem-se um abatimento do
COD de 76% para a ceftazidima e de 72% para a cefazolina, em pH 4. Esse
comportamento pode ser atribuido a formacdo de subprodutos durante o
fotoprocesso. Doll et al.*°, promovendo a fotélise do metabdlito acido clofibrico,
também observaram a ndo mineralizacdo do composto empregando-se somente
este processo. Os autores verificaram a formacéo de intermediarios de reagcdo como

a hidroquinona, a p-benzoquinona, fenol e 4-clorofenol.
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Figura 30 - Decaimento do COD para cefazolina (a) e ceftazidima (b), em solucao sintética, contendo
inicialmente 10 mg L™, nos pH 4, 7 e 9, durante 60 min de fotodegradacao, volume 800 mL.

A identificacdo de produtos de transformacéo e a elucidagédo de caminhos da
reacdo de fotdlise sdo de importadncia crucial para entender-se seu destino no
ambiente aquatico. Entretanto, isto é complicado e dificil, tendo em vista que
farmacos sdo compostos normalmente polares, que contém grupos funcionais
acidos e/ou basicos (acidos carboxilicos, fenois e aminas), que podem ser
submetidos a fotélise direta e indireta. O resultado pode ser uma complexa mistura

de intermedarios e produtos de transformac&o®.
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Para comprovar a suspeita de origem de subprodutos desconhecidos, de
degradacdo da cefazolina e ceftazidima, por meio de fotdlise, o sistema LC-MS foi
empregado. Na Figura 31-a e 31-b pode-se observar o decaimento total do pico m/z

455 e 547, correspondente a cefazolina e ceftazidima, respectivamente.
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Figura 31 - Cromatograma da fotdlise da (a) cefazolina (m/z 455) e (b) ceftazidima (m/z 547).
Condig6es Fotolise: Concentragdo dos farmacos de 10 mg L*, vV = 800 mL, pH 7. Condigbes
cromatogréficas: vazdo 0,5 mL min™, fase mével acetonitrila e acido férmico 0,1% (90:10) v/v, volume
da alca de amostragem 100 pL, coluna de fase reversa C18, gradiente segundo procedimento 1
(secdo 3.6.1.1).

Crucq et al.”® submeteram a cefazolina & radiacéo ionizante, com o objetivo
de esterilizacdo da solugdo. Os autores observaram a formacdo de uma série de
subprodutos, incluindo o acido 7-aminocefalosporéanico e o anel tiadiazol-sulfanil-

metil. O acido 7-aminocefalosporanico (m/z 272), que € uma molécula comum a
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todas as cefalosporinas, ndo foi identificado, tanto na fotélise da cefazolina quanto
da ceftazidima. O pico de m/z 130, correspondente ao anel tiadiazol-sulfanil-metil,

gue compdem a molécula da cefazolina, ndo foi observado apds a sua fotdlise.

No entanto, foi identificado o pico de m/z 185 (Figura 32), mesmo ap0s uma
hora de fotoprocesso, que (como foi proposto anteriormente - m/z 183, modo
negativo), poderia ser originado da perda do anel tiadiazol-sulfanil-metil, podendo
entdo se hidrolizar, ocorrendo a abertura do anel B-lactamico, que, apos perda de
monoxido de carbono, formaria a m/z 185. Diante desta observacdo pode-se
reafirmar a possibilidade da presenca de produtos de biotransformacdo destes
compostos no efluente, ja que um dos caminhos de reacdo no meio ambiente seria a

fotdlise por acdo da radiacdo solar.
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Figura 32 - Cromatograma do pico de m/z 185 (modo positivo) da cefazolina apos 60 min de fotolise.
Condicdes fotélise: volume de 800 mL, concentracio de 10 mg L™, pH 7. Condicbes cromatograficas:
vazdo 0,5 mL min™, fase movel acetonitrila e &cido férmico 0,1% (90:10) v/v, volume da alca de
amostragem 100 L, coluna de fase reversa C18, gradiente segundo procedimento 1 (secdo 3.6.1.1).

Para a substéancia ceftazidima foi observado um pico de m/z 331 (no modo
positivo), apds 30 e 60 s de fotblise, o que também foi verificado no efluente
hospitalar (m/z 329, modo negativo). Este pico é observado na solucdo sintética
numa concentracdo muito baixa de ceftazidima, antes do fotoprocesso. Como foi
proposto anteriormente, a m/z 331 (Figura 33) pode ter sido originada por meio de
hidrélie do anel B-lactdmico da ceftazidima seguida da perda das fragbes de amino

tiazol, metil-piridina e carboxila.
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Figura 33 - Cromatograma do pico de m/z 331 (modo positivo) da ceftazidima (a) O s de fotdlise, (b)
30 s de fotdlise e (c) 60 s de fotdlise. Condicdes fotdlise: volume de 800 mL, concentragdo de 10 mg
L™, pH 7. CondicBes cromatograficas: vazdo 0,5 mL min™, fase movel acetonitrila e acido férmico
0,1% (90:10) v/v, volume da alca de amostragem 100 pL, coluna de fase reversa C18, gradiente
segundo procedimento 1 (se¢do 3.6.1.1).

4.1.5 Fotodegradacao dos farmacos em efluente hospitalar

Na Tabela 13 encontram-se os parametros fisico-quimicos de caracterizacao
do efluente hospitalar coletado depois do sistema de tratamento, proximo ao PA-
HUSM, onde foram feitas as determinacdes das cefalosporinas estudadas neste

trabalho.

Tabela 13 - Caracterizagdo quimica do efluente hospitalar coletado na fossa séptica do PA-HUSM'.

Parametros Resultados’
DQO (mg LY 540

pH 7,5
Potassio (mg L™) 21,9
Fosfato total (mg L™) 8

Sédio (mg L™) 150,5
Solidos totais a 105 T 484
Temperatura () 22

Cloretos (mg L™) 132

(n=3)
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Apesar de ndo haver possibilidade de comparacéo em virtude do emprego de
equipamentos diferentes, ambos 0s compostos ndo sdo tdo rapidamente
degradados em efluente hospitalar como em solucdo aquosa (Figura 34a). Houve
uma reducdo de 96% de cefazolina e 99% de ceftazidima somente apés 1 hora de
fotoprocesso. Este comportamento pode ser explicado pela competicdo com outros
compostos organicos existentes no efluente, que podem também absorver radiacao
UV. A Figura 34-b confirma esta afirmacdo. Verifica-se um abatimento de 3% da
DQO com relacdo ao efluente contendo cefazolina e 10% de reducao de DQO para
o efluente contendo a ceftazidima, ou seja, quase ndo houve decaimento da DQO
apés 1 hora de tratamento. A existéncia de baixas concentracbes de matéria
organica natural pode influenciar tanto positivamente, aumentando a taxa de
degradacdo fotoquimica - devido a formacdo de espécies ativas - quanto
negativamente, quando em excesso, promovendo um decréscimo no rendimento da

fotdlise, devido ao efeito sequestrador de radicais™.

1.0 1.00 -
——Cefazolina
0.81 -8 Ceftazidima o 0.801
a) o b)
0 0.6 O 0.601
3 5
O
0.41 3 0.0
0.2 0.201 —e— Ceftazidima
. —a— Cefazolina
0.0 w : ‘ ‘ ‘ 0.00 ———
0O 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60 70

tempo (min) tempo (min)

Figura 34 - Fotolise do efluente hospitalar. (a) decaimento da concentracdo de cefazolina e
ceftazidima e (b) decaimento da DQO do efluente hospitalar fortificado com cefazolina e ceftazidima.
Condicdes: Volume de 800 mL, concentragédo de 10 mg LY, pH do efluente em torno de 7.
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Nos cromatogramas da Figura 35-a e 35-b obtém-se melhor visualizagcéo da
degradacdo fotolitica dos dois farmacos estudados, em efluente hospitalar.

Ceftazidima Cefazolina

Figura 35 - Cromatogramas da fotélise de 10 mg L* de ceftazidima (a) e da cefazolina (b) em
efluente hospitalar, durante 60 min. Condi¢des da fotélise: volume de 800 mL, temperatura 20-22 °C,
pH 7. Condicbes cromatograficas: vazdo 0,5 mL min™, A = 258 nm, fase mével acetonitrila e &cido
férmico 0,1% (60:40) v/v, modo isocratico, volume da alca de amostragem 20 L, coluna de fase
reversa C18, procedimento 2 (secao 3.6.1.2).

4.2.1 Toxicidade

Visto que farmacos sédo desenvolvidos para produzir um determinado efeito
biologico, seus residuos, metabdlitos e produtos de degradacdo podem causar
efeitos ecotoxicolégicos no meio ambiente de dificil predcdo, especialmente em
matrizes complexas®.

Os efeitos da toxicidade dos subprodutos de fotodegradacdo em diferentes
pH, dos compostos cefazolina e ceftazidima, por meio de Vibrio fischeri, estdo
resumidos na Tabela 14.
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Tabela 14 - Toxicidade das amostras de ceftazidima e cefazolina em solugdo aquosa expostas a
fotolise

Concentracdo (mg L") Tempo pH Ceftazidima Cefazolina
(min) ECyo(mg L") ECy(mg L™
10 0 7 245x10° 9,04
10 60 7 363 9,85
50 0 4 3058,3 504,4
50 1 4 53 6,3
50 3 4 37 3,6
50 5 4 47 3
50 1 7 18,7 12,6
50 3 727 2,8
50 5 7 1.8 51
50 1 9 179 8,4
50 3 9 15 6,4
50 5 9 33 10,9
1000 0 7 28944 492
1000 1 4 1243 194
1000 3 4 313 98
1000 5 4 1065 48,5
1000 1 7 11311 53,9
1000 3 7 913 71,5
1000 5 7 136,3 36,8
1000 1 9 983000 194,6
1000 3 9 1690 86,9
1000 5 9 356 114,1

Valores entre 40 e 60% de inibicdo foram verificados para a solucdo padrao
(7,5% NacCl), apos 30 min de incubacéo, indicando a validade do teste.

Os resultados obtidos neste teste sdo gerados em termos de CEsp ou CEg €
correspondem a concentracdo de amostra que causa um efeito agudo (imobilidade
por exemplo, proporcionando um acréscimo ou declinio na luminescéncia) a 50 ou
10% dos organismos, respectivamente, no tempo de exposi¢cao e nas condigdes do
teste e sdo expressos em termos da concentracdo ambiental da substancia quimica
em mg de substancia por litro de solucdo preparada em agua natural ou sintética. Os
valores de CEsp ou CEjp exprimem uma relacdo inversa a toxicidade, ou seja,
menores valores numéricos indicam maiores toxicidades®'.

O CEjp para a substancia ceftazidima (iniciando com uma concentragéo de 50
mg L) , antes da fotélise, foi de 3058,3 mg L™, enquanto que, apés a aplicagéo do
processo por 5 min, em pH 4, obteve-se um CEy, em torno de 3 a 5 mg L™ A
cefazolina apresentou um CEj inicial de 5044 mg L* e, apés 5 min de
fotodegradacdo em pH 4, diminuiu o CE1o para em torno de 3 a 6 mg L™, Os valores
obtidos para os antibiéticos fotolisados em pH 7 e 9, quando submetidos ao teste
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de toxicidade, foram bastante semelhantes aos obtidos para pH 4. Em geral,
independente da concentracdo estudada (50 ou 1000 mg L™), houve um acréscimo
na toxicidade, com o aumento do tempo de fotdlise. Os antibiéticos estudados nesta
tese ndo demonstraram efeito apreciavel relacionado ao teste de luminescéncia, ja
gue nao foi possivel o calculo do CEso. No entanto, foi observado um aumento
significativo na toxicidade através dos valores de CEjp, quando comparados as
solucdes nao irradiadas. Provavelmente, o calculo do CEsp ndo foi possivel devido
ao uso de teste de curta duracdo. Os antibiéticos interferem no crescimento das
células bacterianas e o teste deveria ter durado de 2-3 tempos de geragdo de
bactérias, o que ndo foi o caso®. Mas, como o objetivo do teste foi o de satisfazer a
necessidade de previsdo de possiveis diferencas de toxicidade entre as substancias
nao irradiadas e os farmacos submetidos ao processo de fotolise, os resultados
podem ser considerados.

S&o necessarios estudos mais avancados, tanto em solugcdo agquosa como em
efluente hospitalar, para melhor esclarecer o significado dos fotoprodutos gerados.

Normalmente, a toxicidade aguda encontrada em valores de CEsy e CE; ndo
parecem estar de acordo com as concentragfes identificadas no meio ambiente, j&
gue valores de 100 a 1000 vezes mais altos sao verificados nestes testes. Contudo,
estes compostos sdo encontrados em matrizes complexas, onde diferentes efeitos

sdo adicionados e ainda efeitos sinérgicos ou antagonicos podem ser produzidos®.

4.2.2 Biodegradabilidade

Foram submetidas ao CBT amostras contendo 10 mg L™ de cefazolina e
ceftazidima (separadamente), antes e apos irradiacdo, a fim de se obter informacéo
sobre a biodegradabilidade de seus constituintes.

Em plantas de tratamento de esgotos, a biodegradacdo € um importante
processo para a remocdo de substancias téxicas de aguas’®. Segundo regras
estabelecidas pela OECD, o teste se mostrou valido, devido a eliminacdo do acetato
de sbdio, em no minimo 60%, em 14 dias. Nenhum dos farmacos, ou seus produtos
de degradacdo, aqui estudados, podem ser classificados como prontamente
biodegradaveis, de acordo com a Figura 36-a e 36-b, que ndo apresentam valores

de biodegradacao superior ou igual a 60%, em 10 dias de teste. ApGs 28 dias de
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teste, observa-se que os valores de biodegradagdo encontrados para a cefazolina,
antes e apos o processo de fotdlise, alcangaram no maximo 23%. Para a ceftazidima
verificou-se um valor maximo de biodegradacéo de 50% no dia 28, para 0 composto

folotisado durante 1 min.

Biodegradagéo (%)
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Figura 36 - Closed Bottle Test aplicado a amostras irradiadas e néo irradiadas contendo (a) cefazolina
e (b) ceftazidima (10 mg L'l)

Estes resultados estdo em concordancia com as taxas de biodegradacéao por
CBT para cefalosporinas (Alexy et al.”). De acordo com Gartiser et al.?®, através
da combinacdo do teste de evolucdo de CO, com o Zhan-Wellens test, as
cefalosporinas ceftriaxona e a cefuroxima, também ndo sdo prontamente
biodegradaveis. A concentracdo de ambas as substancias foi determinada por
HPLC-UV. Houve uma eliminacdo de 30% da cefazolina (sem fotélise) apds 7 dias,
que persistiu até o dia 28. Para amostras com 1 min de fotoprocessamento foi
verificada eliminacdo de 54,7% da cefazolina, em 28 dias de CBT. J4, a ceftazidima,
sem fotdlise, foi eliminada em 53,4% apds 28 dias de CBT; enquanto que, submetida
a 1 min de irradiacédo, foi eliminada em 60,4% apos 28 dias de CBT. Entdo, pode-se
supor que 0s microorganismos existentes no meio degradam ambos os farmacos,
como também seus fotoprodutos, mas nao rapidamente o bastante para classificar

tais substancias como prontamente biodegradaveis.
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4.2 Surfactantes

E importante salientar que a escolha do surfactante NP9EO foi uma
continuacdo do trabalho de mestrado™®. Através deste, verificou-se o elevado uso
de detergente durante o processo de lavagem dos tecidos na industria téxtil,
propondo-se 0 processo de eletrocoagulacdo como tratamento para a eliminagao
deste contaminante. Nesta tese também se observou a grande aplicacdo de NP9EO,
durante o processo de lavagem das roupas hospitalares, obtendo-se um efluente
hospitalar bastante contaminado com este composto. No presente estudo, a
formagéo ou ndo do disruptor enddcrino NP foi avaliada nos diferentes pontos de
coletas do efluente hospitalar, bem como, a formacéo deste durante o processo de
eletrocoagulacdo, proposto aqui como forma de tratamento para elimina-lo dos
efluentes.

Algumas caracteristicas do surfactante NP9EO e do disruptor enddcrino, NP,

estdo demonstradas nas Tabelas 15 e 16, respectivamente.

Tabela 15 - Caracteristicas do reagente nonilfenol etoxilado (com 9 moles de 6xido de etileno), de
acordo com a industria fornecedora

Parametros Resultados
Teor de agua (%) 0,1

pH (1% em agua) 5-7
Ponto de turbidez (°C) 53 -56
Cor (APHA, max) 50
Viscosidade 25 °C (cps) 245

Densidade (kg L™) 1,06
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Tabela 16 - Propriedades do 4-nonilfenol

Propriedades Resultados
Peso Molecular (g mol™) 220,0
Solubilidade em &gua (mg L™ a 20 ) ? 5,43
Log Kow" 4,48
Koe (1/kg)° 245,470°
tempo de meia-vida (dias)® 35-38'

2 Ahel e Giger™.

® Coeficiente de particio octanol / 4gua; Ahel e Giger ¥'.
¢ Constante de sor¢&o de carbono organico.

d Tempo de meia vida em aguas de rio.

® Ferguson et al.*”®

"Ekelund et al.*®

91

A solubilidade dos surfactantes néo-ibnicos em agua depende do namero de

grupos polares da cadeia hidrofilica da molécula. Detergentes de cadeia etoxilada

longa (CE > 5) sdo mais soluveis em agua do que os compostos de cadeia etoxilada

curta (CE < 5), descritos como insoltveis em agua'®. Além do tamanho da cadeia

etoxilada, a temperatura também influi, significativamente, na solubilidade do NP,

tornando-o menos soluvel, mais hidrofébico, em temperaturas mais elevadas.

O valor do coeficiente de particado (4,48), que descreve a forma pela qual um

composto se distribui entre duas fases imisciveis, sugere que o NP pode estar

adsorvido facilmente na matéria organica de sedimentos no ambiente aquatico®.

Na Tabela 17, pode-se observar alguns parametros avaliados com relacao

aos efluentes utilizados, coletados em trés pontos distintos, para 0s experimentos

com NP9EO e NP.
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Tabela 17 - Caracterizagdo quimica dos efluentes hospitalares efetuadas no laboratério.

Valores*
Parametros Efluente A Efluente B Efluente C
Condutividade (uS cm™) 570 465 514
pH 7,8 7,3 7,9
Alcalinidade Total (mg L™ de CaCO3) 212 137 173
Cloretos (mg L™) 42,0 29,3 31,8
DQO (mg L™ 346 81 201

'n=3

Efluente A: Saida da lavanderia do hospital.

Efluente B: Fossa séptica localizada aos fundos da Biblioteca Central.
Efluente C: Curso d’agua que passa proximo ao Restaurante Universitario.

4.2.1 Determinacdo do NPO9EO e NP

A Tabela 18 identifica os principais parametros empregados para a
determinacdo dos compostos NP e NP9EO por HPLC-FLD. Para cada analito, as
curvas de calibracdo foram construidas plotando-se a area do pico (Y, obtida por
meio da injecdo das solucdes padrao contendo ambos 0s compostos) versus suas
concentragdes tedricas. As solugcbes-padrdes foram preparadas na faixa de 0,2 a 5
mg L' para o NP e de 2,0-50,0 mg L* para o NP9EO. Os coeficientes de
determinacdo foram aceitaveis, obtendo-se um r* > 0,999. Os valores limites
encontrados para o NP foram 0,06 mg L™ (LD) e 0,21 mg L™ (LQ); enquanto que,
para o NP9EO, foram de 0,54 mg L™ (LD) e de 1,80 mg L™ (LQ). Na Figura 37
observa-se o cromatograma com ambos 0s compostos, obtidos através de HPLC-

FLD, em solucao sintética.

Tabela 18 - Pardmetros de validacdo na determinacdo do NP e do NP9EO

r° tR Equacéo da reta LD LQ
(min) (mgL™® (mgL?
NP 0,9995 16,2 Y =2.5397X + 0.0362 0,06 0,21

NPOEO 0,9998 11,3 Y =1.2407X+ 0.1523 0,54 1,80




Discussao dos Resultados 93

NPOEO
NP

I T T T T T T T 1
0 5 10 15 20

Tempo (min)

Figura 37 - Cromatograma do NP9EO (50 mg L™) e NP (5 mg L™) em soluc&o sintética. Condicdes:
Fase moével ACN:H,O (70:30, v,v), modo isocratico, vazdo de 1 mL min™, volume de alca de
amostragem 20 pL e coluna fase reversa C18 (250 mm x 4.6 mm x 4 ym), determinados segundo
procedimento 4 (secédo 3.6.2.1).

A Tabela 19 apresenta os resultados obtidos com relacdo a recuperacao, por

SPE, de ambos os compostos NP9EO e NP em solucdo aquosa.

Tabela 19 - Resultados de recuperagdo dos compostos NP9EO e NP, apos extracdo em fase solida,
em efluente hospitalar coletado no ponto A, n = 3.

Recuperacéo (%) Desvio padrao RSD (%)
NP 85,8 3,3 3,8
NP9EO 83,1 1,7 2,0

Foram obtidas recuperacdes de 86 % para o NP e de 83 % para o NP9EO.
Nao foi preciso pré-concentracdo do NPO9EO no efluente coletado no ponto A, em
razdo de sua alta concentracdo (Tabela 20). Os cromatogramas do efluente
hospitalar coletado no ponto A, sem adicdo de NP9EO e com adi¢cdo de NP podem

ser observados na Figura 38.
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Figura 38 - Cromatogramas: do efluente hospitalar coletado no ponto A, (a) sem adicdo de NP e sem
pré-concentragdo e (b) com adicdo de 10 mg L™ de NP e com pré-concentragdo. Condigles: Fase
movel ACN:H,O (70:30, v,v), modo isocratico, vazdo de 1 mL min, volume de alca de amostragem
20 uL e coluna fase reversa C18 (250 x 4.6 mm; 4 um), determinados segundo procedimento 4
(secéo 3.6.2.1).

Na Tabela 20, observa-se a determinacdo de NP9EO nos trés efluentes
estudados. Verificou-se que a concentracdo do NP9EO variou de 0,07 a 4,12 mg L™

nos diferentes pontos de coleta.

Tabela 20 - Determinacéo do NP9EO em efluente Hospitalar

NP9EO
Efluente A Efluente B Efluente C
Concentracéo (mg L™) 4,12 0,07 0,92
Desvio padrao 0,11 0,002 0,41
RSD (%) 2,6 2,8 4,3

Efluente A: Saida da lavanderia do HUSM. n =6

Efluente B: Fossa séptica localizada aos fundos da Biblioteca Central, pré-concentragdo 50
vezes.n =3

Efluente C: Riacho situado perto do RU, pré-concentracdo 50 vezes. n =5

Os resultados da Tabela 20 estdo de acordo com Ding et al.}** que
determinaram uma concentracdo maxima de 1,1 mg L de NPEO, juntamente com
seus produtos de degradacéo, em rios localizados proximos a parques industriais de

Taiwan.
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As Tabelas 21 e 22 apresentam os resultados referente as recuperagfes do
NP em efluente hospitalar, coletados nos pontos A e C, respectivamente.
Recuperacdes entre 89 e 97% foram alcancadas para o efluente coletado no ponto

A e, recuperac0Oes na faixa de 87 a 95%, para o efluente coletado no ponto C.

Tabela 21 - Testes de recuperacao por SPE para o NP, no efluente A, pré-concentrado 50 vezes

Conc. NP Conc. NP Recuperagéo RSD
adicionada  determinada (%) (%)
(mg L™) (mg L™
0,4 0,37 92,5 0,78
0,8 0,71 88,7 1,79
1,6 1,43 89,4 1,92
3,2 3,10 96,9 0,66

Tabela 22 - Testes de recuperacdo por SPE para o NP, no efluente C, pré-concentrado 50 vezes

Conc NP Conc. NP Recuperacao RSD
Adicionada  Determinada (%) (%)
(mg L™) (mg L™)
0,2 0,18 90,0 4.9
0,4 0,38 95,4 7,1
0,8 0,72 90,2 7,3

1,6 1,40 87,5 2,3
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Os cromatogramas dos efluentes coletados no ponto A e C podem ser
observados na Figura 39.
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Figura 39 - Cromatogramas com adicdo de 3,2 mg L™ de NP: (a) efluente coletado no ponto A e (b)
efluente coletado no ponto de coleta C. Condiges: Fase moével ACN:H,O (70:30, v,v), modo
isocratico, vazdo de 1 mL min™, volume de alca de amostragem 20 pL e coluna C18 (250 x 4.6 mm; 4
um), determinados segundo procedimento 4 (secao 3.6.2.1).

Tanto no efluente coletado no ponto A, como no coletado no ponto C, néo foi
detectada a presenca de NP. Uma hipotese, poderia ser a concentracdo do
composto estar abaixo do LQ do método. Jackson & Sutton % também n&o
observaram NP em nenhum dos efluentes urbanos coletados, entre eles efluentes
de areas residenciais e comerciais, incluindo lavanderias e hospitais, por meio de
método com limites de deteccdo de 0,024 — 6,25 pg L™ . Outra explicacéo para o ndo
aparecimento deste xenobiético em efluente seria o carater lipofilico deste composto
(log Kow 4,1), que pode levar a uma acumulagdo na matéria organica, ndo se
encontrando esta espécie na fase liquida do curso d'agua ou do efluente'®,
Langford et al.’®* estudaram a degradacdo do surfactante nonilfenélico em lodo
ativado e verificou a formacdo de NP, NP2EO e NP3EO apoés 5 h de tratamento. As
concentracbes das espécies surgentes, de cadeia etoxiladas mais curtas, foram
maiores na fase solida do que na fase aquosa. NP4AEO encontrou-se igualmente
distribuido entre ambas as fases e oligbmeros com grupos etoxilados acima de 5
foram encontrados em altas concentracbes na fase aquosa. Ghanem et al.!®
também identificaram niveis altos de nonilfenol em lodo de tratamentos de esgoto

urbano na Franca, ultrapassando o limite europeu de 50 mg kg™ em base de matéria

Seca.
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Manzano et al.l%

verificaram o efeito das altas temperaturas no periodo de
aclimatacdo para o inicio da biodegradacdo de NPEO. Os autores observaram que
em temperaturas baixas, como 7 °C, a fase de aclimatagcao dura de 15 a 20 dias, e
que, em temperaturas mais altas, como 25 °C, esta fase dura menos que 1 dia. A 25
T, os autores obtiveram a degradacdo de 96% de NPE O, encontrando-se seus
produtos de degradacéo de cadeia mais curta como NP2EO, NP2EC e NP1EC, mas
nao o NP. Devido a alta concentracdo de NP9EO e temperaturas elevadas no verao
da cidade de Santa Maria-RS, supbem-se que NP9EO poderia degradar-se mais
rapidamente e formar o NP, com um periodo ainda menor de aclimatagdo. Sendo
assim, o tempo de permanéncia do surfactante nas fossas sépticas, pode nao ter

sido o suficiente para permitir a ocorréncia de alguma biotransformacdo em NP.

4.2.2 Eletrocoagulacdo de NP9EO em solucéo sintética

Foram conduzidos experimentos de eletrocoagulacdo em solugédo aquosa, em
duplicata, com o intuito de identificar a presenca de produtos de degradacdo, como a

do desregulador enddcrino NP.

Os resultados da eletrocoagulacdo de NP9EO em solugdo sintética séo
mostrados na Figura 40-a. Remog0des superiores a 95% de NP9EO foram obtidas
em 30 min de tratamento. Estes valores estdo em concordancia com os resultados

15,16

de estudos prévios™", onde as melhores condi¢cdes de remocdo de NPOEO, por

eletrocoagulacao, foram com eletrodos de aluminio (devido a grande geracdo de

hidrogénio no céatodo de aluminio™’

), empregando uma corrente de 1,5 A (alta
corrente intensifica o processo de oxidagcado do eletrodo, disponibilizando maior
quantidade de coagulante'®) e baixa concentracdo de NP9EO (20 mg L™ alta
concentracdo de substrato demanda maior massa de coagulante). Aléem destas
condicoes, o eletrdlito também desempenha papel importante na eletrocoagulacao,
ja que a presenca de ions cloreto catalisa a corrosdo do aluminio, que pode assim
produzir mais flocos de hidréxido de aluminio'®®. Um modelo de cinética de primeira

ordem, segundo a equacdo 5, foi investigado na remocdo de NP9EO por
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eletrocoagulacao (Figura 40-b), onde Co e C sao as concentracdes no tempo O e
tempo t (min), k é a constante de remocao de primeira ordem (min™).

In (C/Co) = - kt (5)

Os resultados demonstraram que a cinética de remocdo do NPO9EO em
solucdo sintética por eletrocoagulagdo esta de acordo com reacdo de primeira
ordem, obtendo-se um ty; de 6,39 min, k de 0,1034 min™ e r* de 0,9961, como é

demonstrado na Figura 40-b

CI/Co
In Co/C

b)

| y=-0.1034x-0.1075
0 ‘ ‘ ‘ R = 09961
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Figura 40 - Eletrocoagulacdo do NP9EO (20 e 40 mg L'l) em solugdo sintética. (a) decaimento da
concentracao e (b) cinética de reagdo com solugéo de 40 mg L™ Condicdes experimentais: eletrodos
de aluminio, V = 500 mL, NaCl =2800 mg L™", i=1,5 A.

O espectro de massa do composto NP9EO pode ser verificado na Figura 41.
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Figura 41 - Espectro de massa do NP9EO em solugdo sintética (20 mg L'l) em modo positivo.
Condig6es: fase mével ACN:HCOOH (0,1%) (65:35, v,v), modo isocratico, vazdo de 0,7 mL min™,
volume de alca de amostragem 100 uL e coluna fase reversa C18 (125 x 4 mm; 4 um), determinados
segundo procedimento 5 (se¢éo 3.6.2.2).
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Normalmente, a mistura comercial deste detergente contém um nuamero de
isdbmeros do nonil, enquanto a cadeia etoxilada pode ter de 1 a 20 unidades, o que
torna a analise mais complexa. Pode ser observada uma série de picos na faixa de
m/z 419 até 815, separados por 44 unidades de massa atbmica (uma), com um pico

1109 estes

maximo de m/z 639 (n = 9; numero de unidades éter). Segundo Lu et a
picos podem ser atribuidos a ions sédio com moléculas de NP9EO [M+Na]" na
forma de cations. A formacéo de aduto, ja é bem discutida na literatura, sendo uma
caracteristica do espectro de massa de surfactantes quando se utiliza ionizagéo por
electrospray, dependendo do tampdo utilizado na fase mével, envolvendo
geralmente, s6dio ou amoénia’®®!°. Neste estudo, ndo foi feito uso de tamp&o, mas
as solucbes eram prepadas com a adicdo de NaCl, para, posteriormente serem
utilizadas nos experimentos de eletrocoagulacdo. Sendo assim, o sodio estava

presente na solucéo sintética. Como verificado por Jonkers et al.**°

, Ndo se pode
fazer distincdo entre adutos dimeros de NP9EO e alguns adutos oligbmeros e
monomeros de NPEO, devido ao seu valor de m/z ser igual em ambos. Por exemplo,
[2 x NP2EO + Na]® e [NP9EO + NaJ’, m/z 639. Os autores, também fazem uma
observacdo similar para adutos de cadeias longas [NP,EO + 2 x Na]** que possuem
uma m/z igual aos adutos de cadeias curtas [ NP,EO + Na]* ou [NP,EO + HJ", por
exemplo ambos [NP15EO + 2 x Na]** e [NP5EO + Na]* tem m/z = 463. Obviamente,
a identificacdo por LC-MS/MS com coluna de fase reversa torna-se complicado
quando todos os grupos etoxilas eluem simultaneamente™*°.

No espectro de massa da Figura 42 tem-se o pico de m/z 220, que

corresponde ao NP e seus fragmentos de m/z 148 e 133.
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Figura 42 - Espectro de massa do NP em soluc&o sintética (5 mg L™) em modo negativo. Condicdes:
fase moével ACN:HCOOH (0,1%) (65:35, v,v), modo isocratico, vazdo de 0,7 mL min™, volume de alca
de amostragem 100 pL e coluna fase reversa C18 (125 x 4 mm; 4 um), determinados segundo
procedimento 5 (secéo 3.6.2.2).
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Os subprodutos de degradacéo por eletrocoagulacao foram determinados por
meio de LC-MS/MS. O espectro de massa da eletrocoagulacéo da solucao sintética
de NP9EO (20 mg L™), ap6s 30 min de tratamento, é observado na Figura 43. Foi
verificado uma reducdo na concentracdo dos adutos formados pelo surfactante,
havendo um acréscimo do pico de m/z = 301. Acredita-se que este pico (que
aparece apos 5 min de eletrocoagulacdo) poderia estar vinculado ao aduto [NP1EC
+ Na]" originado através da transformacdo do NP9EO em cadeias mais curtas,
seguida da oxidacdo do NP1EO. Nos processos de biodegradacao, geralmente,
propdem-se a clivagem das moléculas de NPEO a cadeias mais curtas, contendo
uma ou duas unidades etoxiladas (NP1EO e NP2EO), que sofrem oxidag&o, dando
origem a acido alquilfenoxetoxiacético (NP1EC) e &cido alquilfenoxiacético
(NP2EC)™.

x106 +MS, 3.5min (#119)
3.0

- 301.4 o
- O\/</
. /O/ OH
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419.6
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100 200 300 400 500 600 700 800 900 m/z
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Figura 43 - Espectro de massa da eletrocoagulacdo do NPY9EO apdés 30 min de tratamento.
Condicdes: fase mével ACN:HCOOH (0,1%) (65:35, v,v), modo isocratico, vazdo de 0,7 mL min™,
volume de alga de amostragem 100 pL e coluna fase reversa C18 (125 x 4 mm; 4 ym), determinados
segundo procedimento 5 (sec¢éo 3.6.2.2).
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4.2.3 Eletrocoagulacao do NPOEO em efluente hospitalar

A remocdo do NP9EO do efluente hospitalar foi de 89%, apds 30 min de

eletrocoagulacao (Figura 44).
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Figura 44 - Decaimento da concentracdo de NP9EO em efluente hospitalar coletado no ponto A e da
DQO. Condi¢cbes experimentais: eletrodos de aluminio, V = 500 mL, NaCl = 2800 mg L i=15A.

O valor relativamente alto de remocéo pode ser atribuido ao fato da faixa de
pH do efluente ser ideal, entre 4 e 9. Em pH inferior a 2 ndo ocorre a precipitacéo de
hidroxido de aluminio. Por outro lado, em pH superior a 10 ha aumento da
solubilidade do Al(OH); pelo deslocamento do equilibrio da reacdo no sentido da
geracdo de AIO,. Com isto, pode-se considerar faixas extremas de pH menos
adequadas para os tratamentos de agua ou efluentes*®. Ge et al.*** observaram um
decréscimo da remocdo de surfactantes quando se aplicou processos
eletroquimicos em pH < 4 e pH > 10. Isso se deve a ndo formacédo de espécies
como AI(OH)**, AlL(OH),*, AI(OH); e hidroxo-complexos catidnicos, como o
Al;3(OH)s,"", bastante eficientes na coagulacédo. A presenca de NP foi investigada,
mas de acordo com o0s cromatogramas, nao houve a formacdo de NP na fase

liquida.
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O decaimento da DQO ap0s o processo de eletrocoagulagdo foi de 26% (Figura
44). Devido a grande complexidade do efluente, encontrar uma explicacdo, torna-se
dificil, mas de acordo com Martins et al.'® este comportamento pode ser atribuido a
varios fatores, como por exemplo a influéncia de outros contaminantes existentes no

efluente e & relativa baixa condutividade (cerca de 500 puS cm™).

4.2.4 Teste de Biodegradabilidade

Entre os testes de biodegradabilidade da OECD, o teste respirométrico
manometrico tem sido altamente empregado por possuir boa reprodutibilidade,

precisdo e exatiddo. ">

Na Figura 45, estdo representados os dados com relacdo ao teste de
biodegradabilidade respirométrico manomeétrico feito com as amostras contendo
NPO9EO em solucéo sintética, antes do tratamento de eletrocoagulacdo e apés 30
min de reagdo. Segundo as normas da OECD, o teste provou ser vélido devido a
eliminacdo de, no minimo, 60% do acetato de sddio prontamente biodegradavel em
14 dias.
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Figura 45 - Teste de biodegradabilidade da solucéo sintética de NP9EO (40 mg L™) antes e apés 30
min d? eletrocoagulacdo. Condicdes experimentais: eletrodos de aluminio, V = 500 mL, NaCl = 2800
mgL-,i=15A.
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Como pode ser observado na Tabela 23, ndo existe uma diferenca
significativa entre os resultados de biodegradacdo das amostras antes da
eletrocoagulacdo e apdés 30 min de tratamento. A biodegradacdo das amostras
eletrocoaguladas alcangcou 27% no dia 7 e, 32%, no dia 28, enquanto as amostras
de NP9EO em solucao sintética, antes do processo de eletrocoagulagédo, mostraram
uma biodegradacédo de 23% no dia 7 e 36% pelo dia 28.

Tabela 23 - Biodegradacdo do NPO9EO em solucéo sintética antes da eletrocoagulacdo e apds 30 min
de tratamento

Biodegradacao NP9EO (%) / dias

Eletrocoagulacdo tempo

(min) 1 7 14 21 28
min
0 1,2 23,3 17,2 30,2 36,5
30 4,3 27,4 21,4 21,9 32,0

De acordo com a definicdo de biodegradabilidade da OECD™, as amostras
avaliadas neste teste foram consideradas como ndo prontamente biodegradaveis,
pois apresentam biodegradacdo (expressa como percentagem de oxidénio
consumido) menor do que 60% do consumo maximo tedrico num periodo de 10 dias
de teste. Stasinakis et al.®° aplicaram o mesmo teste com o intuito de avaliar a
biodegradabilidade de disruptores enddcrinos em potencial, como NP, NP1EO e
NP2EO, provaveis produtos de degradacdo do NP9EO. Os resultados obtidos pelos
autores identificaram o NP como prontamente biodegradavel, enquanto NP1EO foi
considerado parcialmente biodegradavel e, no caso do NP2EO, ndao houve

biodegradagao.

Esta biodegradabilidade praticamente constante, quando se compara ao
NPO9EO em solucéo sintética, antes e apos 30 min de eletrocoagulacdo, pode ser
atribuida & presenca de subprodutos de degradacdo. Como foi observado
anteriormente, por meio do espectro de massa da solucdo sintética de NPO9EO
eletrocoagulada (Figura 43), compostos de cadeias mais curtas como o NP1EC
podem ser formados durante o processo, o que poderia levar a mudancas no perfil

da biodegradabilidade.
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5. CONCLUSOES

Por meio dos estudos efetuados nesta tese, a respeito da degradacdo de
cefalosporinas em solucdo sintética e como constituintes de efluente hospitalar,
através de fotdlise; da remocdo de NP9EO em solucdo sintética e em efluente
hospitalar com auxilio de eletrocoagulacéo; e da adequacdo das metodologias para
a extracdo e a determinacdo dos compostos investigados, foi possivel concluir-se

que:

- As metodologias adotadas e modificadas/adaptadas se mostraram bastante
adequadas na determinacao das duas cefalosporinas (cefazolina e ceftazidima) em
solucdo sintética e apods fortificacdo de ambas em efluente hospitalar, nos
experimentos de fotdlise. Devido a complexidade na determinacgéo de B-lactamas em
amostras reais, nao foi possivel quantificar os farmacos no efluente hospitalar. Uma
investigacdo mais aprofundada do comportamento destes farmacos em efluente
dever ser realizada. No entanto, de acordo com estudos iniciais com LC-MS/MS,

ficou clara a possibilidade da evolucédo das cefalosporinas a outras espécies.

- Os farmacos cefazolina e ceftazidima, podem ser degradados rapidamente
por fotdlise direta, conseguindo-se um abatimento de 90 e 93%, respectivamente,
em 30 s de tratamento, em solucéo sintética de pH 7. Verificou-se uma cinética de
primeira ordem para a fotodegradagcdo de ambos o0s compostos nos trés pH
estudados. Os resultados encontrados para COD demonstraram a nhao
mineralizacdo dos farmacos apds 1 h de fotodegradacao, havendo um decaimento
de 76% da ceftazidima e de 72% da cefazolina, em pH 4. Através de LC-MS, foi
possivel chegar a proposicao da formacdo de subprodutos de degradacgéo, que, por
sua vez, poderiam estar presentes também no efluente hospitalar estudado.

- No efluente hospitalar, as duas substancias exigiram maiores tempos de
tratamento para se degradar. Degradacbes acima de 95% foram alcancadas
somente depois de 1 h de fotdlise, atribuindo-se este comportamento a competicao
com outros compostos organicos existentes no efluente. Para a DQO, abatimentos
abaixo de 10% foram obtidos ap6s 1 h de fotoprocesso. No entanto, as diferencas
de configuracdo dos sistemas utilizados para os experimentos em solucao sintética e

efluente hospitalar impossibilitaram qualquer tipo de comparagéo.
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- Observando-se os resultados de CEjp pode-se afirmar que houve um
aumento significativo da toxicidade das solugbes sintéticas de cefazolina e
ceftazidima ap6s 5 min de fotélise. Constatou-se um CE; de 3058,3 mg L™ para a
ceftazidima antes do tratamento e a reducdo para 4,7 mg L™ apés a irradiacdo (em
pH 4). O mesmo ocorreu com a cefazolina, obtendo-se CEyo de 504,4 mg L™ antes
do fotoprocesso e, CEi;; de 3 mg L*, apés 5 min de fotdlise. Em geral, esta
diminuicdo no CE1p ocorreu mesmo quando solu¢des em concetracdes maiores das
duas cefalosporinas foram fotolisadas. Estudos mais avangados precisam ser feitos,
ja que néo foi possivel a obtengcédo do CEsp, ums vez que, antibidticos interferem no
crescimento das células bacterianas.

- Por meio do CBT, observou-se que as duas cefalosporinas estudadas nesta
tese ndo podem ser classificadas como prontamente biodegradaveis. Ao fim do
teste, foi feita a determinacdo dos farmacos e verificou-se uma eliminagéo de 30%
da cefazolina e 53% da ceftazidima em solugédo sintética.

- Recuperacbes de 86 e 83% foram alcancadas para as substancias NP e
NPOEO, respectivamente, empregando-se SPE com fase estacionaria C18. Sendo
assim, a metodologia utilizado na extragdo e pré-concentracdo, de ambos o0s
compostos, demonstrou ser adequada.

- Apesar das altas concentracdes determinadas para o NP9EO, em todos o0s
pontos de coleta (0,07 a 4,1 mg L™), seu produto de degradacéo, o NP, ndo foi
encontrado, ou ficou abaixo do limite de deteccdo do método. Uma explicacao seria
a possibilidade de adsorcdo deste composto hidrofébico em lodo organico ou
residuos solidos existentes nos efluentes estudados. O tempo de permanéncia nas
fossas sépticas também pode ter influenciado na determinacdo e pode néo ter sido
longo o suficiente para promover a biodegradacdo do surfactante a NP. Contudo, é
provavel que tenha ocorrido a formagédo de subprodutos de degradacéo de cadeias
mais curtas como o NP1EO e NP2EO.

- Como comprovado em estudos anteriores, a eletrocoagulacédo do detergente
empregado em solucdo aquosa foi bastante eficiente, havendo remoc¢&o em torno de
95%, em 30 min de tratamento. A cinética de reacao é de primeira ordem, obtendo-
se 0s seguintes resultados: t;, de 6,39 min, k de 0,103 min™ e r? de 0,99. Através
de HPLC-FLD e LC-MS néao se detectou a presenca do xenobiético NP, em solucéo
sintética, apods a eletrocoagulacdo. Porém foi ifentificada a formacao de subprodutos,

propondo-se ser um deles o NP1EC.
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- A remocdo do NP9EO do efluente hospitalar foi de 89% apds 30 min de
reacdo, sem ajuste de pH ou adi¢do de eletrdlito. O pequeno abatimento de DQO
(26,4%) apos 30 min de irradiacao foi vinculado a baixa condutividade do efluente.
Provavelmente, através da otimizagdo das condicdes experimentais da
eletrocoagulacao, ou o uso deste tratamento conjugado a outros, como por exemplo,
o bioldgico, podem ser obtidas taxas mais altas de decaimento de DQO.

- O teste de biodegradabilidade respirométrico manométrico demonstrou que
o detergente NP9EO, bem como seus produtos de degradacao (submetidos a 30
min de eletrocoagulagdo), ndo podem ser classificados como prontamente
biodegradaveis.
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

- Investigacdo dos produtos de transformacédo da cefazolina e ceftazidima em
efluente hospitalar do PA-HUSM e em pontos mais avancados (agua e sedimento),
afim de avaliar os riscos ambientais destas [3-lactamas;

- Avaliacdo de NP no lodo formado através do processo de eletrocoagulacao
por meio de metodologia adequada;

- Verificar a presenca de outros produtos de degradacdo do NPOEO como
NP1EO, NP2EO, NP1EC e NP2EC em efluente hospitalar, antes e apdés a
eletrocoagulacao.

- Verificar a presenca de outros produtos de degradacdo do NPO9EO como
NP1EO, NP2EO, NP1EC e NP2EC em pontos mais avangados (dgua e sedimento),

para também investigar os riscos ambientais destes compostos.
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