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RESUMO

Os compostos farmacéuticos abrangem um grupo de compostos considerados contaminantes
de interesse emergente (CECs) em matrizes ambientais. A quantificacdo de CECs é normalmente
realizada usando métodos cromatograficos que requerem varias etapas de pré-tratamento da amostra.
O presente estudo propde o desenvolvimento de métodos voltamétricos para quantificar diretamente
nimesulida (NIM) e estreptomicina (STP) em amostras aquosas € também avaliar o comportamento
dos farmacos NIM, STP e alprazolam (ALP) no meio ambiente. A metodologia para a determinacao
de ALP ja havia sido previamente otimizada pelo grupo de pesquisa LabGATI. Inicialmente, 0s
parametros voltamétricos foram otimizados utilizando-se a voltametria adsortiva de onda quadrada
para STP e pulso diferencial para NIM, a partir do perfil dos voltamogramas e da intensidade da
resposta (corrente de pico). Em seguida, a adequagdo do método analitico foi avaliada utilizando-se
critérios de validagcdo, como precisdo, seletividade, linearidade, limites de deteccdo e de
quantificagdo. A linearidade foi avaliada por curva de adi¢do padrdo na faixa de concentracdo de
8,09 a210,4 ug L para STP e 0,5 a 130 pug L de NIM. Os limites de deteccdo (LQ) foram de 0,18
ug Lt para STP (com 180 s de acumulacéo) e de 0,15 pg L™ para NIM (60 s de acumulagdo). A
precisdo e exatiddo de cada método foi expressa como porcentagem de recuperagdo de STP e NIM
em solucdes fortificadas, e apresentaram desvios abaixo de 20%, aceitaveis de acordo com critérios
propostos para analitos em niveis tragos, indicando a boa precisdo e exatiddo dos métodos. Os
métodos voltamétricos propostos tém vantagens em relagdo a outros ja descritos em literatura, pois
ndo necessitam de etapas de pré-tratamento de amostras, proporcionando desta forma, analises
répidas e de baixo custo quando comparadas a outros métodos empregados na quantificagdo desses
farmacos. NIM foi detectado em amostras de esgoto de ETE, em niveis de concentragdo variando de
101,7 a 385,0 ug L* (em trés amostragens). Entretanto, STP néo foi detectado nas amostras. Estudos
de degradacdo foram realizados em escala de bancada para os farmacos STP, NIM e ALP com
radiacdo ultravioleta e radiacdo solar para NIM e ALP. Os resultados mostraram a degradacao de
STP com 3 h de exposicéao a luz UV, indicando que este farmaco ¢é bastante fotossensivel. Por outro
lado, NIM degradou com 12 h de radiacdo e ALP com 18 h, portanto, mais resistente a
fotodegradacdo. A degradagdo de NIM e ALP com radiagdo solar ocorreu em um periodo maior,
sendo de 125 h para NIM e 212 h para ALP. Outros fatores como concentracdo, a presenca de
material particulado em suspensdo presentes na matriz também foram avaliados em testes de
bancada, para obter informacGes sobre os farmacos em condicfes controladas, e propor possiveis

comportamentos destes no ambiente aquatico.

Palavras chave: Contaminantes de interesse emergentes, voltametria, agua natural e

fotodegradacao.



ABSTRACT

Pharmaceuticals compounds comprise a group of compounds considered to be contaminants of
emerging concern (CECs) in environmental matrices. Determinations of CECs are usually performed
by chromatographic methods, which require several pretreatment steps of the sample demanding
time and supplies. Thus the present work proposed the development and validation of a voltammetric
methods to quantify nimesulide (NIM) and streptomycin (STP) in aqueous samples and also to
evaluate the behavior of the drugs NIM, STP and alprazolam (ALP) in the environment. The
methodology for the determination of ALP had previously been optimized by the LabGAT]I research
group. Initially, the voltammetric parameters were optimized using square wave adsorptive
voltammetry for STP and differential pulse for NIM, from the voltammograms profile and the
intensity of the response (peak current). Then, the adequacy of the analytical method was evaluated
using validation criteria, such as precision, selectivity, linearity, limits of detection and
quantification. The linearity was evaluated by standard addition curve in the concentration range of
8.09 t0 210.4 pug L™ to STP and 0.5 to 130 pg L™* of NIM. The limits of detection (LOD) were 0.18
ug L-1 to STP (with 180 s of accumulation) and 0.15 pg L™ to NIM (60 s of accumulation). The
accuracy and precision of each method was expressed as percent recovery of STP and NIM in
fortified solutions, and showed deviations below 20%, acceptable according to criteria proposed for
analytes at trace levels, indicating the good precision and accuracy of the methods. The proposed
voltammetric methods have advantages over others already described in the literature, since they do
not require steps of pre-treatment of the samples, thus speeding fast and low cost analyzes when
compared to other methods used in the quantification of these drugs. NIM was detected in samples
of wastewater at concentration from 101.7 to 385.0 pg L™, in three samplings. However, STP was
not detected, in any of sample. Degradation studies were performed on little scale to STP, NIM and
ALP, in laboratory under controlled conditions, with natural and artificial radiation. The behavior of
the drugs under radiation showed the rapid degradation of STP with 3 h of exposition to UV radiation,
indicating that this drug is quite photosensitive. On the other hand, NIM degraded with 12 h of
radiation and ALP with 18 h, so it was the most resistant. The degradation of NIM and ALP with
solar radiation occurred in 125 and 212, respectively. Other factors such as concentration of the drug,
the presence of suspended particulate matter in the matrix were also evaluated in the tests under

controlled conditions and to propose possible behaviors of them in the aquatic environment.

Keywords: contaminants of emerging concern, voltammetry, natural water and photodegradation.
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CAPITULO 1- INTRODUCAO E OBJETIVOS

1. Introducéo

A &gua é um recurso essencial & vida, mas a sua disponibilidade vem diminuindo,
devido a processos naturais e antropogénicos (MANAHAN, 1994). Nos ultimos anos,
estudos relacionados a qualidade da agua enfatizam a presenca dos contaminantes de
preocupacdo emergente no ambiente aquatico, que envolvem um grupo de compostos
presentes em produtos de higiene pessoal, surfactantes, medicamentos, hormoénios naturais
e sintéticos, retardantes de chama, espécies metélicas, drogas de abuso e metabdlitos desses
compostos. Baixos teores dessas substancias tém sido encontrados até em agua tratada para
consumo humano (JEANNE et al., 2009; LOOS et al., 2013; GAFFNEY et al., 2015).
Alguns efeitos tém sido associados a presenca dos contaminantes emergentes no ambiente,
tais como, a toxicidade aos organismos aquéticos, o desenvolvimento de resisténcia em
bactérias patogénicas, genotoxicidade e distarbios endécrinos (KEMPER, 2008;
KUMMERER, 2009; REGITANO e LEAL, 2010; U.S.EPA, 2017). Os efeitos desses
compostos sobre 0s ecossistemas e para a salde humana a longo prazo ainda nao sao claros
(GAFFNEY et al., 2014).

No contexto dos contaminantes emergentes encontram-se os farmacos, 0s quais sao
substancias produzidas com a finalidade de tratamento ou de prevencdo de doencas
(KEMPER, 2008; REGITANO e LEAL, 2010). No entanto, ndo sdo isentos de efeitos ao
ambiente, pois os farmacos e seus metabolitos estdo constantemente chegando as estagdes
de tratamento de esgoto, as quais ndo removem completamente esse tipo de residuos
(HEBERER, 2002; VERLICCHI, 2010). Entre os farmacos mais consumidos estdo
analgésicos, anti-inflamatorios, hormdnios, antibioticos, antidepressivos (THIELE-
BRUHN, 2003; KUMMERER, 2009; HOMEM e SANTOS, 2011; BORGES et al., 2016).
Entretanto, a quantidade de farmacos consumidos anualmente é apenas estimada, sendo que
0 uso ocorre de diversas maneiras: como drogas néo-prescritas (automedicacdo), e aquelas
prescritas e consumidas em casa, ou em hospitais e clinicas (HEBERER, 2002).

As criagOes intensivas de animais (bovinos, suinos e aves) e aquicultura, também
representam uma via de entrada de farmacos, tais como, antibidticos e anti-inflamatorios.
Desta maneira, caracterizando-se em potenciais fontes de contaminacdo de ambientes
aquaticos e terrestres (STUMPF et al., 1999; BOXALL et al., 2003; TERNES et al., 2004;
URASE e KIKUTA, 2005).



Os processos de degradacdo de contaminantes em ambientes aquaticos podem
ocorrer pela acdo de agentes abidticos e bidticos, outros compostos persistem no ambiente
podendo causar efeitos toxicos aos organismos em diferentes niveis troficos da cadeia
alimentar (GHERARDI-GOLDSTEIN et al.,, 1990). A luz, principalmente a radiacédo
eletromagnética na regido do ultravioleta e visivel, é capaz de provocar a quebra de ligagdes
quimicas e contribuindo na degradagdo de algumas substancias em corpos d"agua, por
processos de oxidacao, hidroxilacdo, ciclizacdo e desalogenacao.

A instrumentacdo analitica evoluiu com o desenvolvimento de técnicas que permitem
detectar e quantificar compostos contaminantes em matrizes ambientais, em concentracfes
de pg LT e ng L't em Aguas naturais e efluentes de estacbes de tratamento de esgoto
(STUMPF et al., 1999). No caso dos farmacos, as metodologias analiticas comumente
empregadas na sua deteccdo sdo as cromatograficas (liquida e gasosa), principalmente
aliadas a espectrometria de massa (CAFFARO-FILHO, 2013). No entanto, as técnicas
cromatogréficas apresentam elevado custo e demandam grandes quantidades de solventes e
diversas etapas de pré-tratamento das amostras (RADI et al., 2003; GHONEIM et al., 2004).

Com base no exposto, justifica-se a necessidade de desenvolvimento de
metodologias sensiveis e de menor custo para a quantificacdo de farmacos em amostras
ambientais. Assim, os detectores eletroquimicos (com modificacdo ou ndo) oferecem a
possibilidade de monitoramento de farmacos, como muitos desses compostos apresentam-
se como moléculas eletroativas, ou seja, com, pelo menos, um sitio ativo capaz de reduzir-
se ou oxidar-se eletroquimicamente (HERNANDEZ-OLMOS et al., 2000). Este fato permite
que técnicas voltamétricas sejam utilizadas para a analise de diferentes compostos em
matrizes complexas. Estudos da eletroatividade dos farmacos STP e NIM sugerem que estes
se adsorvem no eletrodo de trabalho, reduzindo-se em seguida (SIEGERMAN, 1979;
WANG e MAHMOUD, 1986; ALVAREZ-LUEJE, 1997; FEDORCHUK et al., 2005).
Deste modo, este trabalho descreve no Capitulo 3, a otimizaco e validagdo de metodologia
analitica para a detec¢éo e quantificacdo de farmacos em amostras aquosas, utilizando-se as
técnicas voltamétricas. Os resultados deste trabalho contribuem com dados sobre a presenca
de NIM e STP em amostras ambientais.

No presente estudo, no Capitulo 4 serdo abordados estudos de degradagdo dos
farmacos STP, NIM e ALP em meio aquoso com radiagao ultravioleta (UV) e natural (solar)
usando sistemas modelo com experimentos realizados em condigdes controladas. Nesse
sentido foram realizados experimentos para avaliar possiveis efeitos da radia¢do solar no

processo de degradacdo dos farmacos.



1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo Geral

Os objetivos gerais envolvem a otimizagdo de metodologias analiticas envolvendo a
voltametria para monitoramento de farmacos em ambientes aquéaticos e avaliar o seu
comportamento em condi¢des controladas em laboratério. Desta forma, avaliando-se a
influéncia de fatores, tais como, temperatura, radiacdo, presenca de matéria organica.

Entre os compostos estudados tem-se um antibiotico, anti-inflamatorio e benzodiazepinico.

1.2.2 Objetivos especificos

v Avaliar a eletroatividade de farmacos STP e NIM empregando voltametria ciclica e
eletrodo de gota pendente de mercurio;

v" Avaliar os modos de pulso diferencial e onda quadrada na determinacdo de STP e NIM
por voltametria adsortiva de redissolugdo catddica;

v" Otimizar os parametros instrumentais e condi¢fes experimentais para a determinagéo de
niveis traco de NIM e STP;

v' Estabelecer as condi¢des de validacdo intralaboratorial das metodologias desenvolvidas;

v' Estudar o comportamento dos farmacos sob condicdes controladas com ensaios em escala

de bancada.
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CAPITULO 2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

Farmacos de diversas classes sdo consumidos em grande quantidade anualmente no
mundo, tanto em medicina humana, quanto veterinaria (especialmente em criagdes
intensivas de animais) (BOXALL et al., 2003). As principais classes de farmacos incluem
analgésicos, anti-inflamatorios, anti-hipertensivos, hormonios, antibioticos, antidepressivos
(KUMMERER, 2009; HOMEM e SANTOS, 2011; BORGES et al., 2016). Os produtos
farmacéuticos, produtos de higiene pessoal, surfactantes, nanomateriais e drogas de abuso
estdo incluidas em um grupo de substancias consideradas potencialmente toxicas para a vida
aquatica e até para a sauide humana. Devido ao fato destas substancias terem sido detectadas
em aguas superficiais, inclusive em agua de abastecimento (FERNANES et al., 2011;
BORGES et al., 2016). Essas substancias sdo denominadas contaminantes de preocupagdo
emergente, do inglés, contaminants of emerging concern (CECs).

Normalmente, os CEC encontram-se em concentragdes ordem de ng L' a pg L' em
matrizes ambientais potencialmente capazes de causar baixa toxicidade aguda, além de
efeitos na reproducdo de organismos expostos a longo prazo, ou nas fases iniciais de vida de
organismos aquaticos como vertebrados e peixes (U.S.EPA, 2008). Além disso, os CEC tais
como, os farmacos e seus metabolitos especialmente pela sua baixa volatilidade podem se
distribuir no ambiente através do meio aquatico, da cadeia alimentar, ou dispersar-se em
diferentes direcdes (TAMBOSI, 2008). Alguns aspectos relacionados aos farmacos e sua

presenca no ambiente serdo abordados neste capitulo.

2.1 Farmacos no ambiente

Apds administrados pelas vias oral, topica, ou injetavel, os compostos farmacéuticos
sdo absorvidos, metabolizados principalmente pelo figado e rins e, por fim excretados
através da urina e fezes. Diversos fatores influenciam o metabolismo dos farmacos e a
guantidade excretada depende do tipo de substancia, a dosagem, a idade do individuo e o
modo de aplicacdo (THIELE-BRUHN, 2003; KEMPER, 2008). Para os antibioticos
tetraciclinas e sulfonamidas, por exemplo, estudos mostraram que as taxas de excrecéo
variam entre 40 e 90% (KUMMERER et al., 2000, THIELE-BRUHN, 2003). Substancias
inalteradas ativas, metabélitos ou o farmaco na forma conjugada podem ser excretadas e,

consequentemente chegar as estagdes de tratamento de esgoto (ETES), lagoas de destinacdo



de residuos de animais e solo (KOLPIN et al., 2002; ANKLEY etal., 2007; KEMPER, 2008;
KOCK-SCHULMEYER et al., 2011; AMERICO et al., 2012).

A Figura 1 mostra um esquema com as possiveis rotas dos farmacos no ambiente
proposto por Halling-Sgrensen et al. (1998). E esses compostos estdo presentes até mesmo
em agua de consumo humano, com teores encontrados na ordem de ng L a ug L™t (JEANNE
etal., 2009; LOOS et al., 2013; GAFFNEY et al., 2015)
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Figura 1: Possiveis rotas de exposicdo e contaminacdo por farmacos no meio ambiente.
Adaptado de Halling-Sgrensen et al., 1998.

Os farmacos e seus metabolitos quando presentes no ambiente sdo incluidos em um
grupo de compostos denominados contaminantes de preocupacdo emergentes, pois seus
efeitos no ambiente ainda ndo sdo monitorados, ou sdo pouco conhecidos ou, entdo foram
recentemente detectados (DAUGHTON e TERNES, 1999; BARCELO, 2003; BORGES et

al., 2016). Entre os efeitos considerados associados & presenca dos contaminantes



emergentes no ambiente estdo a toxicidade, o desenvolvimento de resisténcia em bactérias
patogénicas, genotoxicidade e distarbios enddcrinos (KEMPER, 2008; REGITANO, 2010).

No que diz respeito a presenca de farmacos no ambiente aquéatico, como observado
na Figura 1, pode estar relacionada a diversas fontes, no entanto, considera-se como a
principal o efluente de ETEs (ANDREOZZI et al., 2003; FENT et al., 2006).

No ambiente aquético ainda ndo é conhecido o destino dos farmacos e seus produtos
de degradacdo, como estes sdo moléculas com baixa volatilidade sua dispersdo ocorrera
através do transporte aquoso, da cadeia alimentar ou por disperséo.

Nos sistemas de tratamento de esgoto, consideram-se duas formas de eliminar os
compostos farmacéuticos, a adsorcdo nas particulas sélidas do lodo, ou a biodegradagdo
agregando-se aos microrganismos (TAMBOSI, 2008; TAMBOSI et al., 2010). A
distribuicdo de farmacos na fase dissolvida ou lodo e sedimento do esgoto esta relacionada
ao pH do mesmo e ao pKa do farmaco. Em pH neutro, por exemplo, os farmacos anti-
inflamatorios ndo-esteroidais AINEs (&cido acetilsalicilico, ibuprofeno e naproxeno) de
carater acido (pKa entre 4,9 e 4,1) tém baixa tendéncia a adsorcéo no lodo, pois nesse meio
apresentam carga negativa e ficardo na fase dissolvida (BUSER et al., 1998; KUMMERER
etal., 1997). Por outro lado, os farmacos de carater basico ou anféteros, como os antibiéticos
fluoroquinolonas, tendem a ficar adsorvidos no lodo (GOLET et al., 2002).

2.1.1 Coeficiente de particéo

O coeficiente de parti¢do-n-octanol-agua (P) ¢ um parametro que permite medir
como uma substancia quimica se distribui em relagdo a dois solventes imisciveis, sendo o
octanol um solvente apolar e 4gua um solvente polar (PANNA, 2006). O coeficiente de
distribui¢@o octanol/ agua € o grau de equilibrio de espécies ionizadas e ndo ionizadas de
uma substancia em octano e na fase aquosa, em uma dada temperatura (LARINI, 2008)

No ambiente aquatico os processos de remog¢do e degradacdo de poluentes estd
relacionado as caracteristicas fisico-quimicas dos compostos. Desta maneira, a tendéncia de
os poluentes ficarem dissolvidos na 4gua ou adsorvidos no sedimento depende do coeficiente
de parti¢do n-octanol/agua (log P) (DIAZ-CRUZ et al., 2003). Moléculas organicas com log
P <5 tendem a ser mais polares e, assim ficam mais na fase dissolvida com baixa tendéncia
a sorcdo ao sedimento e acumulagdo em organismos fotossintetizantes presentes no ambiente

aquatico. Por outro lado, poluentes com P > 5 tem caracteristicas mais hidrofobicas



indicando a tendéncia a acumular-se em material lipidico e a ficarem aderidos ao sedimento
(BINELLI e PROVINI, 2003).

Connel (1990) propde que compostos com P > 2 sdo mais hidrofobicos, e aqueles
com P < 2 s3o mais hidrofilicos. O log P ¢ um parametro importante nos estudos de
comportamento e impacto de compostos organicos no ambiente, e tem sido usado para
estimar a bioacumulacdo em organismos aquaticos, tais como algas, pulgas aquaticas e
mexilhdes (MCKINNEY e SINGH, 1981).

Conforme abordado, o coeficiente de particao de um composto organico ¢ importante
para sugerir em qual fase um farmaco tende a ficar no ambiente aquatico. Para o farmaco
NIM o coeficiente de parti¢do encontrado na literatura foi de 1,79 (SWEETMAN, 2007), do
STP 0,88 (BIOSSINTETICA®, 2014) e ALP 2,12 (JENKINS, 2008) a temperatura de 20 °C.
De acordo com estes valores de /og P que dos trés farmacos abordados o mais hidrofébico
seria ALP, portanto no ambiente aquatico aquele com maior interagdo com o sedimento.
Considerando-se os potenciais riscos dos CECs, a complexidade das matrizes ambientais e
0s baixos teores, torna-se necessario desenvolver-se métodos com uso de técnicas analiticas

sensiveis capazes de quantifica-los em concentragdes da ordem de ng Lt a pg L.

2.1.2 Remocao de farmacos em matrizes aquosas

A remocdo de farmacos da fase dissolvida do esgoto ocorre principalmente pela
biodegradacdo de modo aerdbio ou anaerdbio. A biodegradacdo é dependente do tempo de
retencdo hidraulica, no caso do diclofenaco, por exemplo, seria necessario um tempo minimo
de 8 dias (KREUZINGER et al., 2004). Metcalfe et al. (2003) relata que compostos com
baixa biodegradabilidade sdo pouco removidos de ETES, no caso da carbamazepina, por
exemplo, para a qual menos de 10% foi removido. A avaliacdo da eficiéncia de remocao de
farmacos em ETEs estd baseada em quantificar os teores de compostos farmacéuticos no
afluente e efluente. A concentracdo desses compostos depende de fatores, tais como, tempo
de retencdo, estrutura fisica das estacGes, época do ano e da natureza dos farmacos
(TAMBOSI, 2008; TAMBOSI et al., 2010; VERLICCHI et al., 2010).

Entretanto, os sistemas de tratamento ndo sdo capazes de remover totalmente do
esgoto os farmacos e seus metabolitos (HEBERER, 2002; VERLICCHI, 2010). Apés o
descarte de compostos farmacoldgicos no ambiente aquético (rios, lagos) estes passam por
processos de degradacéo que podem ocorrer pela acdo de agentes abidticos e bioticos, outros

compostos persistem no ambiente podendo causar efeitos toxicos aos organismos em

10



diferentes niveis troficos da cadeia alimentar (HOLT, 2000; GHERARDI-GOLDSTEIN et
al., 1990). A radiacdo eletromagnética, principalmente na faixa do ultravioleta e visivel, é
capaz de provocar a quebra de ligacBes quimicas e contribui significativamente para
degradar algumas substancias em corpos d"agua. Assim, é necessario que a radiacao penetre
no ambiente aquatico. No entanto, a matéria organica dissolvida e particulada pode absorver
parte da radiacdo solar, diminuindo a intensidade da luz em niveis de agua mais profundas,
dificultando os processos de degradacdo (HODGSON, 2004).

Adicionalmente, pode-se empregar processos artificiais na remoc¢édo de farmacos em
meio aquoso. Em sistemas de tratamento de agua e efluentes, por exemplo, sdo empregados
0S processos ou tecnologias artificiais para remocdo de poluentes organicos. Materiais
adsorventes como o carvao ativado e turfa sdo usados na remocdo de contaminantes
emergentes em agua de abastecimento e efluentes aquosos (FERNANES et al., 2011;
BORGES et al., 2016) e no tratamento de efluentes liquidos contendo metais (KOBYA,
2004). O carvao ativado apresenta uma ampla area superficial devido a sua estrutura porosa,
0 que permite 0 uso no tratamento de agua, adsorcdo de gases poluentes e eliminacdo de
odores, na industria quimica e farmacéutica e em tratamento de efluentes (OLIVEIRA et al.,
2002).

A possibilidade de regeneragdo do carvéo ativado é considerada uma das principais
vantagens do seu uso como adsorvente na remocao de CECs. Haro (2013) empregou carvao
ativado na remocéo de 100 g mL* de bisfenol A em efluente avaliando a capacidade de reuso
do adsorvente em ciclos consecutivos de sor¢ao/regeneracdo e observou-se que a eficiéncia
de regeneracdo diminuiu a partir de 2 até 6 ciclos avaliados, com remocdo de
aproximadamente 61% de bisfenol A.

Alguns estudos mostram a possibilidade de uso de outros materiais adsorvente como
a turfa, na remocdo de contaminantes emergentes em efluentes aquosos. A turfa € usada
nesse processo devido a presenca de grupos capazes de realizarem troca ibnica com espécies
metalicas e moléculas organicas polares. Fernandes et al. (2011) avaliou o potencial de
adsorcdo da turfa decomposta na remocdo de hormonios 17B-estradiol (E2) e 170-
etinilestradiol (EE2), utilizando-se solugdes de 0,10 mg L™ de hormonio deixado em contato
com a turfa (50 a 200 mg em 1 L), por até 36 h. Os percentuais de remocdo de hormonio
foram de até 76,2% de E2, e de 55,0% de EE2.

Os processos convencionais de tratamento de efluente podem ser combinados com
técnicas avancadas para melhorar a eficiéncia de remocdo dos compostos orgénicos.

Utilizando-se as tecnologias, tais como, as que empregam biorreatores com membranas
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(BRMs), os processos oxidativos avancgados (POAS) ou combinando estas tecnologias com
0 uso de materiais adsorventes. Os processos avangados de tratamento visam eliminar do
efluente os poluentes organicos através da mineralizacdo ou da conversdo das moléculas em
produtos menos nocivos (IKEHATA et al., 2006; MELO et al., 2009; CADORE et al., 2015).

Sistemas de tratamento de efluentes com BRMs consistem em combinar o tratamento
bioldgico (lodos ativados) com etapas de separacdo fisica empregando filtracdo por
membranas. Esse sistema resulta em uma melhor qualidade da agua tratada porque aumenta
a concentracdo de microrganismos no reator (BUISSON et al., 1997; CADORE et al., 2015).
Kimura et al. (2005) aplicaram o sistema de BRMs acoplado ao sistema de lodo ativado num
estudo com 7 farmacos em efluente urbano. A remoc¢éo dos farmacos foi maior quando se
utilizou BRM do que apenas lodo ativado para dois farmacos cetoprofeno e naproxeno e, no
caso dos antibioticos contendo cloro em sua estrutura a eficacia foi menor, possivel efeito
bactericida.

Outra tecnologia que vem sendo empregada nos sistemas de tratamento de efluentes
é a que utiliza agentes oxidantes como 0 Oz e 0 H202, que se baseia na geracdo do radical
hidroxil ("OH) altamente oxidante, capaz de degradar moléculas de poluentes promovendo
a mineralizagdo completa ou parcial destas. Os processos oxidativos avancados (POAS)
apresentam algumas vantagens tais como a rapidez devido a geracdo de radicais "OH,
combinacdo da POAs com outros processos de tratamento, mineralizacdo completa do
poluente e ndo apenas a transferéncia de fase, possibilidade de tratamento in situ, diminuicao
do volume de lodo, entra outras. O peroxido de hidrogénio pode ser utilizado combinado
com agentes catalizadores como o Fe e a radiagdo ultravioleta (UV) com alta reatividade,
empregado na degradacdo de contaminantes em aguas e efluentes (NAKAJIMA et al., 2005;
IKEHATA et al., 2006).

A radiacdo UV que abrange a faixa de comprimento de onda do espectro
eletromagnético de 40 a 400 nm, vem sendo empregada na desinfeccdo de agua, e na
degradacdo de moléculas organicas persistentes. A radiacdo UV fornece energia que ao ser
absorvida pelas moléculas promovendo-as para estados de maior energia, ativando reagdes
de fotodegradacdo (SOBOTKA, 1993; ESPLUGAS et al, 2002). O objetivo da

fotodegradacéo é levar a mineralizacdo das moléculas como mostra a Equacgéo 2.1.

Substrato + hv — produtos de degradacdo + CO2 + H20 + sais inorganicos (Equagdo 2.1)

12



Os processos que combinam radiagdo UV e a reagdo com catalisadores como o ferro
sdo denominados foto-Fenton, essas rea¢des de degradacéo séo potencializadas pela luz UV
que acelera a producdo de radicais "OH (TAMBOSI, 2008; KHANKHASAEVA et al.,
2015).

A combinacéo de radiacdo e catalisadores pode aumentar a eficiéncia de degradacgéo
e vem sendo testados na remocao de farmacos. Palmisano et al. (2015) utilizaram radiac&o
UV combinada com o catalisador didxido de titanio (TiO2) para avaliar a foto-estabilidade
de quatro antibioticos (amoxilina, estreptomicina, eritromicina e ciprofloxina). Os autores
verificaram que o catalisador potencializa o processo de degradagdo. Outro trabalho do
grupo citado anteriormente comparou a eficiéncia dos catalisadores ZnO e TiO2 na remogéo
de amoxilina, estreptomicina, eritromicina e ciprofloxina e, concluiram que na
fotodegradacéo usando o0 ZnO a velocidade de degradacéo foi menor, porém a eficiéncia do
processo aumentou (AMBROSETTI et al., 2015).

Neste contexto serdo abordados neste trabalho, trés farmacos de diferentes classes: a
nimesulida (anti-inflamatdrio); a estreptomicina (antibidtico) e o alprazolam (psicofarmaco).
Esses compostos pertencem as classes de medicamentos de alto consumo, sendo nimesulida
e alprazolam de uso humano, e estreptomicina de uso veterinario. Outro fator que contribuiu
para a escolha dos mesmos é a possibilidade de quantifica-los utilizando a voltametria, pelo

fato das moléculas sofrerem reducdo utilizando-se o eletrodo de mercurio.

2.1.3 Anti-inflamatoério — Nimesulida

A nimesulida (NIM) é um fdrmaco que pertence a classe dos anti-inflamatorios ndo
esteroidais (AINEs) (OTTONELLO et al., 1995; WANG et al., 2006). Estes farmacos sao
considerados entre os medicamentos mais prescritos no mundo (GAFFNEY et al., 2015).
Entre os fArmacos dessa classe encontram-se a nimesulida, o 4cido acetilsalicilico (aspirina),
0 naproxeno, o acido mefenamico, a indometacina, o meloxicam e o paracetamol (SILVA,
2006). A aspirina ¢ um analgésico, antipirético e anti-inflamatério. Esse farmaco foi
precursor dessa classe, também ¢ empregado no tratamento de doengas cardiovasculares
devido ao efeito antiplaquetario (HOWARD, 2004).

Os AINES em geral sdo especialmente utilizados no tratamento de inflamacdes e
dores relacionadas com osteoartrites e dores musculo-esquelético que apresentam efeitos
analgésico e antipirético. Os AINEs também sdo utilizados em tratamentos odontologicos.

Estes farmacos atuam inibindo a acdo da enzima araquidonato ciclo-oxigenase (COX),
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resultando na inibi¢ao das prostaglandinas responsaveis pelo processo inflamatorio (SILVA,
2006).

O nome oficial da NIM ¢ N-(4-nitro-2-fenoxifenil) metanossulfonamida, cuja
formula estrutural esta apresentada na Figura 2, ¢ um anti-inflamatério com propriedades
analgésicas e antipiréticas (JANIEC, 2005) e atua inibindo a sintese de prostaglandinas
responsaveis pelo processo inflamatorio (OTTONELLO et al., 1995). A molécula de NIM ¢
um derivado do &cido metanosulfonico com um grupo acido substituido de férmula
C13H12N205S considerado um 4cido fraco (pKa = 6,9) (RABASSEDA, 1997). Quanto as
caracteristicas fisico-quimicas NIM ¢é um pé cristalino, amarelo, solivel em acetona,
cloroformio e acetato de etila, apresenta baixa solubilidade em etanol e, considera-se
insoltivel em 4gua (0,01 mg mL™). A temperatura de fusio de NIM ¢ de aproximadamente

148 °C, e peso molecular de 308,3 g mol! (PIEL et al., 1997).
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Figura 2: Estrutura quimica da nimesulida (NIM).
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A NIM pode ser administrada via oral em dosagens de 100 mg, duas vezes ao dia,
para tratar inflamagdes, dor e febre. Também se utiliza NIM em capsulas de liberagao
prolongada de 200 mg, supositdrios em doses de 50 a 100 mg (2 vezes ao dia), além do uso
topico como gel 3% (2 a 3 vezes ao dia). NIM também tem sido utilizada na forma
complexada com betaciclodextrina (SWEETMAN, 2007).

O processo de metabolizacao de NIM no organismo ocorre especialmente no figado
através acao das enzimas do citocromo P450 (BERNAREGGI e RAINSFORD, 2005) e o
metabolito principal ¢ a 4-hidroxinimesulida, também considerada farmacologicamente
ativa encontrada no plasma apés cerca de 0,8 h da administragio (BIOSSINTETICA®,
2014).

De acordo com Bernareggi (1998) quando NIM ¢ administrada via oral, o principal
metabolito ¢ a 4-hidroxi-nimesulida. A excre¢do de NIM ocorre principalmente através da
urina, teores de 50,5 a 62,5%, dos quais aproximadamente 3% sdo excretados como farmaco

inalterado e pode ocorrer a excre¢do de 17,9 a 36,2% pelas fezes, sendo que 8,7%
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correspondem ao farmaco intacto. De Carvalho (2010) aborda que a NIM apresenta tempo
de meia vida de 1 a 5 h e cerca de 98% do farmaco administrado ¢ eliminado dentro de 24
h, sendo a maior parte 73% através da urina.

Carini et al. (1998) desenvolveram um trabalho usando a cromatrografia liquida de
alta performance (HPLC, do inglés high performance liquid chromatography) associada a
espectrometria de massas (HPLC-MS) na determinacdo quantitativa dos principais
metabolitos de NIM, livres e conjugados, em amostras de urina apos 96 h da administra¢ao
de uma dose de 200 mg de NIM em voluntérios saudaveis. Neste trabalho os autores citam
5 metabdlitos resultantes de diversas reacdes na molécula de NIM, os denominaram por M1
até M5 (M1: hidroxilagdo formando a hidroxinimesulida; M2: resultado da reducdo no grupo
NO: da molécula de NIM; M3: resultado de hidroxilagdo e redugao da NIM; M4: composto
acetilado a partir de M2; MS5: um composto acetilado a partir de M3).

Ao chegar no ambiente os residuos de farmacos AINs podem estar persistindo e,
possivelmente causar efeitos aos organismos, conforme abordam alguns trabalhos a seguir.
Oaks et al. (2004), associaram em seu estudo o uso de diclofenaco a queda da populacao de
abutres no Paquistao tornando-se uma espécie ameacada. A causa das mortes das aves seria
a exposi¢ao aos residuos de diclofenaco, pelo consumo de carcacas de animais tratados com
esse farmaco usado em animais de criacdo (em medicina veterinaria). Os autores sugeriram
que concentragdes de 0,007 mg Kg™! foi suficiente para causar insuficiéncia renal nestas
aves.

Silveira et al. (2013) desenvolveram e validaram um método cromatografico (HPLC-
MS) para quantificar seis compostos incluindo NIM, em amostras de 4gua de abastecimento
no Rio Grande do Sul, Brasil. Os teores de NIM encontrados nas amostras estavam abaixo
de 0,05 ug L. Gaffney, et al., (2015) também utilizaram HPLC para quantificar os formacos
ibuprofeno, diclofenaco e nimesulida em amostras de 4gua sem tratamento e tratada para
abastecimento, e nessas matrizes foram encontrados teores de NIM abaixo de 30 ng L.
Lacey et al. (2012) descrevem um estudo para estabelecer niveis basais de 20 farmacos em
trés estacdes de tratamento em Dublin (Irlanda). Entre os firmacos avaliados, 14 foram
detectados nas amostras, entre eles a carbamezepina, o acido metanosulfonico, propranolol
e a nimesulida.

Matozzo et al. (2012) investigaram os efeitos do ibuprofeno no sistema imunologico
de Ruditapes philippinarum (mariscos) expostos ao farmaco em concentra¢des de 100 a 500
png L' durante 7 dias e observou-se uma potencial imunossupressdo nos organismos

aquaticos avaliados.
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Mezzelani et al. (2016), avaliaram a bioacumulagdo de AINEs (acetaminofeno,
diclofenac, ibuprofeno, cetoprofeno e nimesulida) empregando mexilhdes da espécie
Mytilus galloprovincialis expostos em amostras de laboratorio e também coletados do mar
do Mediterraneo. Os autores relatam que detectaram NIM em organismos selvagens em
todas as amostras (nivel 2,99-6,04 ng/g, peso seco). Considerando-se como o primeiro
estudo a fornecer evidéncias da ocorréncia desses farmacos em tecidos de mexilhdes

selvagens coletados de uma area turistica do mar Adriatico Central.

2.1.4 Antibiotico — Estreptomicina

Os antibioticos sdo substancias naturais (obtidos pela agdo de microrganismos) ou
sintetizadas, que utilizado em pequenas quantidades impedem o crescimento de
microrganismos ou causam a morte destes (GUIMARAES et al., 2010). A penicilina foi a
precursora dos antibidticos sendo descrita pela primeira vez na literatura em 1940 (PROJAN
e SHLAES, 2004; GUIMARAES et al., 2010). Existem diversas classes de antibioticos em
uso, tais como, B-lactamicos, tetracicilinas, peptidicos ciclicos e aminoglicosideos. Entre os
mecanismos de agao dos antibidticos sobre os microrganismos podem ocorrer a inibi¢do da
sintese de proteinas bacterianas, inibi¢ao da sintese de RNA, impedir a formagao da parede
celular bacteriana, ou afetam a permeabilidade da membrana bacteriana (PATRICK, 2005;
GUIMARAES et al., 2010).

O sulfato de estreptomicina (STP) € um antibidtico da classe dos aminoglicosideos,
que sdo compostos de amino-agucares conectados por ligagdes glicosidicas (HARDMAN et
al., 1996). O STP apresenta a formula molecular C21H34N7012 .1 %2 H2SO4 e massa molecular
728,69 g mol™!, € um po cristalino branco e inodoro, muito soltivel em 4gua e pouco soltivel
em 4lcool, forma solugdes 4cidas ou levemente 4cidas com pH entre 4,5 a 7,0, pKa (10,88
em acido forte; 11,9 em base forte) (BRASIL, 2010). A Figura 3 mostra a estrutura da
molécula de STP.
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Figura 3: Estrutura quimica do sulfato de estreptomicina (STP).

O STP foi sintetizado em 1944 a partir do fungo Streptomyces griseus e ainda ¢
utilizado no combate de bactérias gram-negativas sendo considerado um dos primeiros
antibioticos efetivos no combate de muitas bactérias patogénicas, incluindo a
Mycobacterium tuberculosis, o agente causador da tuberculose (SCHATZ et al., 1944;
FELDMAN e HINSHAW, 1944 apud FEDORCHUK et al., 2005). Aplica-se STP no
tratamento de doengas respiratdrias em animais, no combate de doengas causadas por
bactérias gram-negativas sensiveis, como dos géneros, leptospirose (Leptospira spp.) €
pneumonia (Pasteurella spp., Haemophilus spp. € Mycoplasma spp.) (ANVISA, 2009). O
STP age inibindo o inicio da sintese de proteinas dos microrganismos levando a uma leitura
errada do RNA mensageiro (STRYER, 1988).

O uso humano de STP ocorre quando outros antibacterianos menos toxicos nao sao
eficientes, ou estao contraindicados no combate de infec¢oes do trato biliar, infecgoes Osseas
e articulares, infeccdes do sistema nervoso central, tuberculose, pneumonia, brucelose, entre
outras. A aplicagdo ¢ feita via injetavel intramuscular de uma suspensao em agua esterilizada
em doses de 0,5 a2 gde STP dependendo da gravidade da infeccaio (MEDICINANET, 2010).

Antibioticos aminoglicosideos como STP também sao adicionados a alimentagao de
animais em crescimento. Assim, ha a preocupagdo com os residuos desses antibidticos em
alimentos (por exemplo, leite e derivados), pois considera-se que podem causar intoxicacao
e danos a satide humana, mostrando a necessidade de controle de qualidade de farmacos
conforme estabelecem os requisitos de farmacopéias e estimativa da quantidade residual em
alimentos (STEAD, 2000; FEDORCHUK et al., 2005). Outro fato que contribuiu para a
necessidade de estudos relacionados aos antibioticos ¢ o desenvolvimento de genes de
resisténcia bacteriana a esses compostos podendo até inviabilizar o uso de determinado
antibidtico, ou demandar a combinacdo destes para que sejam efetivos (VARALDO, 2002;

SILVEIRA et al.,, 2006). O desenvolvimento de organismos multirresistentes ¢
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especialmente preocupante em centros hospitalares e de terapia intensiva, na qual os
pacientes estdo mais vulneraveis as infec¢des hospitalares (De OLIVEIRA et al., 2010).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia ¢ a técnica mais utilizada na quantificagao
de antibiodticos aminoglicosideos (STEAD, 2000).

As fontes de entrada de antibidticos no ambiente sdo diversas, ocorrendo a partir da
excrecao humana, de animais de criagdo, e de estimacao, uso em agricultura (uso de residuos
animais na adubacdo de culturas), aditivos alimentares na aquicultura, e finalmente o
descarte inadequado de farmacos vencidos (BOXALL et al., 2003; THIELE-BRUHN,
2003). A medida que chegam ao ambiente esses farmacos podem atingir os corpos d’agua
através das chuvas em areas agricolas que receberam residuos de animais e, liberacao a partir
de estagdes de tratamento (KOLPIN et al., 2002).

Halling-Serensen (2000) demonstrou o efeito inibidor de crescimento em algas de
agua doce Microcystis aeruginosa e Selenastrum capricornutum usando estreptomicina,
amoxicilina, benzilpenicilina, e tiamulina em concentra¢cdes na ordem de 1 pg L. O
parametro avaliado foi a taxa de concentracao de clorofila por extragao com alcool € medida
por fluorescéncia. O autor observou que M. aeruginosa foi cerca de duas vezes mais sensivel

do que S. capricornutum e que maioria dos compostos foi instavel durante o periodo de

ensaio em fung¢do de hidrélise ou fotdlise (HALLING-SORENSEN, 2000).

2.1.5 Bezodiazepinico - Alprazolam

O alprazolam ¢ um psicofarmaco da classe dos bezodiazepinicos (BDZs). Esses
compostos sdo prescritos para tratamentos de transtornos de ansiedade, ataques de panico e
também como coadjuvante nos tratamentos de depressdo moderada (ansiolitico, sedativo e
hipnotico) (BALLENGER, 1984; INFARMED, 2011). O mecanismo de a¢cdo dos BDZs esta
associado aos receptores de 4cido alfa-aminobutirico (GABA A), permitindo a
hiperpolarizacao das células que atuam facilitando a abertura de canais de cloro (LICATA e
ROWLETT, 2008).

O ALP ¢ um sélido branco de formula C17H;3CIN4, massa molecular 308,8 g mol! e
ponto de fusdo de 228 °C. A nomenclatura do ALP de acordo com a [UPAC ¢ 8-cloro-1-
metil-6-fenil-4H-1,2,4-triazolo [4,3-a] [1,4] benzodiazepina. Quanto a solubilidade o ALP ¢
considerado insoliivel em dgua e soltivel em solventes organicos como o alcool etilico e
metilico. O pKa do ALP ¢ 2,8 (DAILYMED, 2017; INCHEM, 2017). A Figura 4 mostra a

estrutura do BDZ alprazolam.
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Figura 4: Formula estrutural do alprazolam (NUNES et al, 2015).

Os BDZs estao entre os medicamentos mais consumidos, € as vezes por longos
periodos, inclusive o consumo como automedicagao levando a necessidade de se estabelecer
controle da sua prescri¢do e uso por parte das agéncias de saide e autoridades sanitarias
(YATES e CATRIL, 2009; BALDISSERA et al., 2010).

Calisto et al. (2011) avaliaram a fotodegradacao dos benzodiazepinicos (oxazepam,
diazepam, lorazepan e alprazolam) simulando a luz solar em condi¢des controladas e,
observaram uma rapida degradagdo de lorazepam, com tempo de meia vida menor que um
dia de sol durante o verdo. Enquanto, os outros trés compostos mostraram-se mais resistentes
indicando que muitos fatores influenciam a persisténcia das moléculas no ambiente aquatico.
Esses autores identificaram por espectrometria de massa (ESI-MS) dois possiveis foto-
produtos, ALP-1 [297 + H]" e ALP-II [299 + H]" que resultam da abertura do anel de sete
membros da molécula de ALP seguido da oxidag¢do para uma cetona ou alcool.

Dados de eficiéncia de estacdes de tratamento usando o tratamento bioldgico classico
revelam que a remog¢ao de BDZs ¢ de menos de 10%, com o uso de lodos ativados a remogao
¢ mais eficiente (10 a 50%) resultado de processos de adsor¢ao ao lodo e, nao de processos
de degradagdo. Johnson et al. (2008) aborda que os compostos benzodiazepinicos incluindo
o ALP, normalmente contém halogénio em sua estrutura causando uma redugdo na

biodegradacdo desses compostos.
2.2 Teécnicas analiticas usadas na quantificacdo de farmacos
2.2.1 Técnicas cromatograficas
Os farmacos no contexto dos CEC encontram-se em concentragdes ordem de ng L!

a pg L' e em matrizes complexas, tal como as ambientais. Nesses meios, a quantifica¢io

dos CEC ¢ feita especialmente usando as técnicas cromatograficas (liquida e gasosa), porque
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possibilitam a separagdo, identificagdo e quantificagdo de moléculas organicas,
especialmente quando acopladas a espectrometria de massas (JEANNE et al., 2009; LOOS
et al., 2013; GAFFNEY et al., 2015).

As técnicas cromatograficas sdo consideradas de ampla aplicagdo por serem baseadas
na interagdo entre duas fases (fase movel e estacionaria) e, a possibilidade de inumeros
combinagdes entre fases de acordo com a polaridade dos compostos de interesse. A
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, do inglés high performance liquid
chromatography) e a cromatografia gasosa (GC, gas chromatography) proporcionaram
avancos no uso da cromatografia com o desenvolvimento de colunas com suporte (fase
estacionaria), utilizando um empacotamento denso ¢ bombas de alta pressao para facilitar a
permeabilidade da fase movel (solvente) (DEGANI, et al., 1998; MALDANER e JARDIM,
2009; MALDANER et al., 2010).

Os detectores utilizados em cromatografia liquida sdo ultravioleta, fluorescéncia,
indice de refracdo, eletroquimicos e espectrometria de massas (DEGANI, et al., 1998; Da
SILVA e COLLINS, 2011). Ao se utilizar a cromatografia gasosa o analito de interesse deve
ser volatil, ou ter a possibilidade de derivatizagcdo para tornd-lo volatil. Um dos detectores
mais utilizado em GC ¢ o espectrometro de massas, pois permite baixos limites de detec¢ao
e a possibilidade de acesso aos dados de espectros de massas utilizando-se softwares com
uma biblioteca de dados, para fins de comparagdo e confirmagdo da estrutura provavel da
molécula organica em estudo (AZEVEDO et al., 2000; Da SILVA e COLLINS, 2011).

As agéncias oficiais de protecdo ambiental, como a U.S.EPA (United States
Environmental Protection Agency) empregam técnicas cromatograficos como métodos
oficialmente estabelecidos para a quantificagdo de CECs (BARCELO, 1996; Da SILVA e
COLLINS, 2011). As técnicas cromatograficas necessitam da aplicacdo de diversas etapas
prévias de tratamento da amostra, devido aos baixos teores dos analitos. Tais tratamentos
podem envolver a extragdo do analito por cromatografia liquido-liquido, pré-concentragdo e
uso de etapas de limpeza (cleanup) por extracao em fase solida (GHONEIM et al., 2004;
RADI et al., 2003).

Gaftney et al. (2014) propuseram um método por cromatografia liquida de ultra
performance, acoplado a espectrometria de massas UPLC-ESI-MS/MS (do inglés, Ultra
Perfomance Liquid Chromatography) por ionizagdo com electrospray. O método foi usado
na analise de 31 farmacos em aguas para consumo humano sendo que nove desses farmacos
foram quantificados nas amostras aquosas. Petrovic et al. (2004) usando HPLC-MS

avaliaram hormonios em amostras de agua de rios. Falone (2007) propds um método por
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HPLC UV-Vis para quantificagdo do hormonio 17a-metiltestosterona em amostras de agua

e sedimento. Na Tabela 1 encontram-se trabalhos empregando a cromatografia para a

determinagdo de contaminantes emergentes em diferentes matrizes.

Tabela 1: Estudos de deteccdo de farmacos por cromatografia em matrizes aquosas.

Composto Técnica Local Concentracio Referéncia
(amostragem) detectada
Estrogenos e HPLC- Agua de rios 0,2-71,1ng L'  PETROVIC
progestdgenos MS (Espanha) et al, 2004.
Esteroides € HPLC- Agua de rios 5-2000ng L'  PETROVIC
Hormonios MS (Estados Unidos) et al, 2004.
17a- HPLC- Sedimentos - Entrada/ Saida FALONE,
Metiltestosterona [OAY Tanl?ues((}e / (ug L-1) 2007.
psicultura (Jan ) 1
2006) — Socorro- 03,5/168,0
SP 218,5/273,0
313,0/ 237,5
17a- HPLC- Rio Dantibio <0,30ng L TOLGYESI
metiltestosterona MS/MS (Budapeste) et al, 2010.
Progesterona <0,37ng L’
17B-Estradiol Agua de 30,6 ng L! LOPES et
manancial, al, 2010.
Jaboticabal-SP
Haloperidol HPLC- = Agua superficial 0,1 pg L! SILVEIRA
Nimesulida MS/MS (rio Grande) 05 pug L et al, 2013.
Cafeina UPLC- ETA (Rio Tejo, 0,54a46ngL! GAFFNEY
MS/MS  Portugal) etal., 2014.
Carbamazepina Agua subterrénea 1,529,4ng L’
Sulfametoxazol Rl? Tejo y 0,27a72ngL!
Eritromicina (Sl.alda de Estacao 0,09a7,1 ng L'
e tratamento 1
Atenolol Agua de consumo 0,79a1,63ng L
humano — Portugal

Conforme abordado, as metodologias normalmente empregadas para a andlise de
contaminantes emergentes e seus residuos em matrizes ambientais envolvem a quantificagao
dos analitos por diferentes técnicas cromatograficas (SANTOS et al., 2010; LOPES et al.,
2010; PIWOWARSKA et al, 2010). No entanto, esses compostos encontram-se em
concentragdes da ordem de ng L' a pg L' nas amostras e estas apresentam os componentes

da matriz, ou as vezes, a matriz ndo ¢ compativel com a coluna cromatografica. Isto demanda
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a aplicacdo de etapas de pré-concentragdo e clean-up, tais como, extragdo liquido-liquido,
extragdo em fase sélida, filtracdo em membranas. Com a necessidade de tratamentos prévios
as analises tornam-se morosas e elevam os custos das analises as quais também consomem
grandes volumes de solventes organicos de elevada pureza (RADI et al., 2003; GHONEIM
et al., 2004).

Conforme abordado, a quantificacdo dos contaminantes emergentes em matrizes
ambientais ¢ um desafio analitico, pela complexidade das matrizes e as concentragdes do
analito da ordem de ng L' a pg L', Por isso, ha interesse em se desenvolver métodos para a
determinagdo desses compostos que sejam sensiveis, mais simples, rapidos e de menor custo.

Assim, as técnicas voltamétricas sdo empregadas nesse sentido.

2.2.2 Técnicas voltamétricas

A voltametria abrange um conjunto de técnicas eletroanaliticas que fornecem
informacodes qualitativas e quantitativas das espécies quimicas e sobre os fendmenos que se
processam na interface do eletrodo e solucdo, a partir do registro de curvas de corrente-
potencial, obtidas a partir da eletrdlise da espécie no interior de uma cela eletroquimica.
Essas informagoes sao registradas como curvas de corrente em fungdo do potencial aplicado
entre dois eletrodos, realizando-se uma varredura a uma velocidade constante em funcao do
tempo. A curva resultante da corrente em func¢do do potencial ¢ denominada voltamograma
(CHRISTIAN, 1986; SKOOG et al., 2006; PACHECO et al., 2013).

Na voltametria o analito deve ser eletroativo, ou seja, capaz de oxidar ou reduzir-se
na faixa de potencial avaliada, de acordo com a Equagdo 2.2. A intensidade de corrente ¢
registrada durante a transferéncia de elétrons ao longo do processo de oxirredugdo e,
considera-se que a intensidade de corrente seja proporcional a quantidade do analito

depositada na interface eletrodo-solucao (SOUZA et al., 2003; PACHECO et al., 2013).
(0] + ne < R (Equacao 2.2)

(Forma oxidada) (Forma reduzida)

A corrente resultante do potencial aplicado permite que o processo de oxirreducao
do analito, a corrente faradaica gerada na superficie do eletrodo ¢ dada pela equagao
(Equacao 2.3):

i =zF dn/dt (Equagdo 2.3)
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Onde: z = ¢ um inteiro de sinal e magnitude da carga idnica da espécie eletroativa; F

constante de Faraday (96.484,6 C); dn/dt é a taxa de variacdo de moles da espécie eletroativa.

Além da difusdo podem ocorrer outros dois processos de transporte de massa entre a
solucdo e a superficie do eletrodo. Um deles ¢ a migracao de particulas carregadas presentes
na solugdo, em fun¢do do campo elétrico. O segundo ¢ a convec¢ao, um processo mecanico
que ocorre pela agitagdo da solucdo. A migracdo ¢ minimizada pela adi¢do de um eletrolito
inerte (eletrolito de suporte) a solugdo em uma concentragao de 50 a 100 vezes maior do que
a substancia eletroativa. Enquanto que a convecgao ¢ eliminada mantendo-se a solu¢ao em
repouso e cessando o borbulhamento de gas N> instantes antes de aplicar o potencial de
trabalho. Assim, apenas a difusdo serd responsavel pelo transporte de massa, e a corrente
medida (i;), pode ser efetivamente expressa como a corrente de difusdo (AGOSTINHO et
al., 2004; SKOOG et al., 2006; PACHECO et al., 2013).

As células eletroliticas atuais utilizam trés eletrodos, sendo um de trabalho, o qual se
polarizara, o eletrodo de referéncia que mantém o potencial constante (elevada resisténcia)
e o auxiliar, ou contra-eletrodo, o qual pode ser de platina, ouro, carbono vitreo, etc. Esse
eletrodo assegura o sistema potenciostatico diminuindo a resisténcia e permitindo a
passagem de corrente entre o eletrodo de trabalho e o contra-eletrodo (ALEIXO, 2003;

PACHECO et al., 2013).

2.2.2.1 O eletrodo de trabalho

A voltametria se desenvolveu a partir da polarografia (OSTERYOUNG & O’DEA,
1982), na qual o eletrodo gotejante de mercurio (EGM) é empregado como eletrodo de
trabalho (SKOOG et al., 2006). O eletrodo de merctrio ainda € utilizado em determinagdes
voltamétricas devido a algumas propriedades fisico-quimicas, tais como, o alto
sobrepotencial para evolucdo de hidrogénio; formagao de gota de area superficial uniforme;
possibilidade de renovacao da gota a cada medida; amplo intervalo de potencial de redugao;
formacdo de uma amalgama entre as espécies reduzidas e o merctrio (MARTINS, 2008).

O emprego dos eletrodos de mercurio € bastante discutido, devido ao merctrio ser
considerado um metal toxico ao ser humano e ao meio ambiente e pela liberagdo de vapores
toxicos (SHERIGARA et al., 2007). Com isso, a literatura sugere a substitui¢do do eletrodo
de mercurio por outros confeccionados a partir dos metais ouro, platina e iridio (ZHU et al.,

2007; SHERIGARA et al., 2007) ou por eletrodos modificados, por exemplo, com filmes
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finos, eletrodos impressos, ou com nanoparticulas (TADINI, et al., 2014; BUKKITGAR et
al. 2016). No entanto, estes fatos ndo inviabilizaram o uso do eletrodo de mercurio, pois os
equipamentos mais modernos conseguiram reduzir significativamente o volume de metal
utilizado durante uma quantificagdo. Além disso, ndo ha necessidade de polimento do
eletrodo para a limpeza e renovagdo da superficie eletrodica, como nos eletrodos sélidos, a
qual pode comprometer a reprodutibilidade da superficie do eletrodo (ALEIXO, 2003)

A Figura 5 mostra um modelo de eletrodo de mercurio disponivel comercialmente,
que pode operar no modo gotejante e gota pendente de mercurio, o qual consiste em um tubo
capilar muito fino conectado a um reservatorio de mercurio, onde o metal passa através do
capilar de vidro contendo um arranjo controlado por um pistdo que permite a formagao de
gotas com didmetros de 0,5 a 1 mm, com areas superficiais bastante reprodutiveis. Em
algumas aplicagdes, o tempo da gota ¢ controlado por um martelete mecanico que a

desprende, ap6s um tempo fixo de sua formagdo (SKOOG et al., 2006).

ﬁ Mercurio

Luva de guia—___ |

V77777711

Ponta de poliuretana —__ j

Vedacdo do capilar—
Ferrolho

¥ g )
Suporte do ferrolho —— Cigado'as Cepilis

W \Porca do capilar
L———Capilar
.

Figura 5: Modelo de eletrodo de mercurio modo gotejante, ou gota pendente de mercdrio
(SKOOG, et al, 2006).

O eletrodo de merctrio pode ser empregado de diversas modos, tais como, gotejante
(DME, do inglés, droping mercury electrode), gota estatica (SMDE do inglés, static mercury
droping electrode), ou de gota pendente (HMDE do inglés, hanging mercury droping

electrode).

24



2.2.2.2 Voltametria: caracteristicas e aplicagdes

A voltametria se divide em voltametria ciclica (VC), voltametria de pulsos ¢ a
voltametria linear.

A VC ¢ um método de varredura de potencial que permite estudar os processos do
eletrodo e, assim obter informagdes qualitativas sobre as reagdes eletroquimicas, diagnostico
do mecanismo de reagdes na identificacao de espécies e intermediarios e na analise semi-
quantitativa de velocidade de reagcdes (WANG, 2000; SKOOG et al., 2006). Porém, a VC
ndo ¢ muito utilizada na andlise quantitativa de compostos, porque ndo promove baixos
limites de detec¢ao, como nas técnicas de pulso.

Utilizando-se a VC ¢ possivel avaliar a reversibilidade dos processos redox a partir
do voltamograma gerado. As varreduras para regides negativas (catddicas) promovem a
reducdo do analito, quando o potencial atinge um valor em que ndo ocorre mais reagdo de
redugdo, a varredura ¢ realizada no sentido contrario até retornar ao potencial inicial. O
voltamograma registrado durante a varredura depende do mecanismo de reacdo do composto
sobre o eletrodo (AGOSTINHO et al., 2004; SKOOG et al., 2002). A Figura 6 mostra um
voltamograma ciclico caracteristico de um processo reversivel, mostrando os picos direto e

reverso (WANG, 2000; SKOOG et al., 2006).

O —=R

cathodic

forward scan

Current

anodic

reverse scan

O«—R
Potential

Figura 6: Voltamograma ciclico tipico de um processo redox reversivel (O + ne- < R).

As técnicas de pulso se baseiam na medida da corrente em fungdo do tempo de
aplicacdo de um pulso de potencial e, as correntes medidas correspondem tanto a largura de
pulso quanto ao degrau de potencial aplicado no eletrodo para promover o processo faradaico
(SKOOG et al, 20006).

A voltametria de pulsos pode ser dividida em: voltametria de pulso normal,
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voltametria de pulso diferencial e voltametria de onda quadrada. Essas técnicas voltaméricas
sdo empregadas, em diferentes areas, como na industria para o controle de qualidade, médica
e farmacéutica, entre outras, na determinag¢ao de compostos organicos € inorganicos.

Na voltametria de pulso normal, as medidas de corrente sdao resultantes de uma
sequéncia de aplica¢do de pulsos em fun¢do do tempo de duracdo constante e amplitude
crescente, sobreposta a um potencial de base constante, no qual ndo ha processos faradaicos.
Uma corrente residual ¢ gerada pela presenga de oxigénio dissolvido ou outras impurezas
eletroativas. Durante a aplicacdo do pulso a corrente capacitiva ¢ praticamente nula. O
potencial aplicado sobre o eletrodo oxida e/ou reduz o analito gerando uma corrente
difusional. A aplicagdo de pulsos leva ao aumento de potencial do eletrodo, as correntes
geradas sdo coletadas na forma de uma onda sigmoidal, a qual ¢ dependente da concentragdo
do analito em solucdo (SOUZA et al., 2003).

A voltametria de pulso diferencial possibilitou uma melhoria de sensibilidade em
relacdo ao pulso normal, porque a contribui¢do da corrente faradaica ¢ maior do que a
capacitiva.

Figura 7-A mostra a forma de aplicagdo de potencial, onde os pulsos de potencial
encontram-se sobrepostos em uma rampa de potencial em forma de degraus e a amostragem
de corrente ¢ realizada no inicio antes da aplicacdo do pulso (S1) e no final de cada pulso
(S2). A diferenca de correntes amostradas em (S1) e (S2) ¢ plotada em fun¢do do potencial
aplicado. No voltamograma resultante (Figura 7-B), a area de pico ¢ proporcional a

concentragdo do analito em solugao (SKOOG et al., 2002; PACHECO et al., 2013).

A) B)

S, i
S

s, | '

Potencial

E —
t—b

Figura 7: A) Esquema representando a aplicacdo de potencial em fungéo do tempo em
polarografia de pulso diferencial. A corrente € amostrada em S; e Sy e a diferencga entre elas
é registrada: | = Is2 — Is1. B) Voltamograma de pulso diferencial.

A forma de amostragem descrita acima para a voltametria de pulso diferencial
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minimiza a contribui¢ao da corrente capacitiva possibilitando atingir limites de deteccao da
ordem de 10 mol L' (SKOOG et al., 2002; PACHECO et al., 2013).

A voltametria de onda quadrada (SWV do inglés, Square Wave Voltammetry) pode
ser empregada em estudos sobre o comportamento redox do sistema, avaliagao da cinética e
mecanismos do processo eletrodico (SOUZA et al., 2003).

As técnicas voltamétricas de pulso apresentam como vantagem a diminui¢do do
efeito de interferéncia gerado pela corrente capacitiva. Nessa técnica, como a corrente

WRC onde t é o tempo, R a resisténcia da solugdo e C a

capacitiva € proporcional a e
capacitancia da dupla camada, a corrente faradaica é aproximadamente proporcional a t™/2,
a queda da corrente capacitiva ¢ mais acentuada que a corrente faradaica. Assim, as medidas
de corrente sdo realizadas apos a contribuicdo da corrente capacitiva ter se minimizado,
melhorando os resultados. A Figura 8 apresenta a varia¢do da corrente faradaica e capacitiva

em fungdo ao tempo e o ponto da medida de corrente ¢ registrada (SOUSA et al., 2003).

corrente

medida de corrente
-

i faradaica

capacitiva

T T
tempo do pulso

Figura 8:Variagdo da corrente faradaica (If) e corrente capacitiva (Ic) com o tempo na SWV
(SOUZA et al., 2003).

Na SWYV atual, as formas de onda consistem de uma onda quadrada simétrica
(amplitude, o) sobreposta a uma “escada de potenciais” (incremento de varredura AEYs),
sendo que um periodo completo de onda quadrada ocorre para cada periodo (t) da “escada
de potenciais”. A largura do pulso, ou t/2, ¢ denominada #, e a frequéncia de aplicacdo dos
pulsos, 1/t, é caracterizada por f (RAMALEY & KRAUSE-Jr., 1969 a; RAMALEY &
KRAUSE-Jr., 1969 b apud SOUZA et al., 2003).

A medida da corrente na SWV ¢ feita no inicio e ao final dos pulsos diretos (/4) €
reversos (/) e o sinal registrado ¢ definido como corrente resultante (A/) em forma
diferencial com elevada sensibilidade e rejeicdo das correntes capacitivas. A corrente

resultante ¢ dada por Al = I, — ;. A medida apresenta um tempo inicial (ti), etapa em que o
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eletro ¢ polarizado a um potencial onde ndo ocorrem reagdes de oxidagdo ou redugdo. A
Figura 9 apresenta os detalhes da forma de aplicacdo do potencial tipica da SWV (SOUZA
et al., 2003).

b lg P
v qa ]JIF
o
E 2 FPPP
ol gl
nt
ol
§
Einic |

Tempo —-

Figura 9: Forma de aplicacdo do potencial na voltametria de onda quadrada (SOUZA et al.,
2003).

O desenvolvimento de estudos com SWV foi possivel gragas ao trabalho de dois
grupos de pesquisas, o de Janet Osteryoung, e depois de Milivoj Lovric. Eles utilizaram
espécies eletroativas (reduzem ou oxidam) como modelo, aliadas aos recursos de programas
computacionais, capazes de fornecer informacdes sobre a reversibilidade, bem como o
numero de elétrons envolvidos no processo redox (SOUZA et al., 2003).

A Figura 10 apresenta os voltamogramas tedricos que podem ser obtidos em um

sistema reversivel (1) e um sistema reversivel (2)

resultante 1 2

resultante

Corrente
Corrente

reversa

Potencial Potencial

Figura 10: Voltamogramas de onda quadrada esquematicos para um sistema reversivel (1)
e para um sistema irreversivel (2) (SOUZA et al., 2003).

A sensibilidade da SWV ¢ similar ao pulso diferencial com limites de deteccao
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reportados da ordem de 107 a 10" mol L™! para processos irreversiveis (SKOOG et al., 2006).

A forma de amostragem de corrente desenvolvida com as técnicas de pulso permitiu
atingir limites da ordem de 10® mol L', devido a minimizagdo da corrente capacitiva.
Entretanto, para concentragdes abaixo desses limites a corrente faradaica torna-se baixa e, ¢
sobreposta pela corrente residual, similar ao que ocorria na polarografia classica. Assim, com
a aplicacdo da voltametria de redissolu¢do com etapa de pré-concentracdo do analito
permitiu o aumento da corrente faradaica e a diminuigao dos limites de detecgao para valores
até 10" mol L', possibilitando a aplicacdo de técnicas voltamétricas em analises multi-
elementares e especiacdo, ¢ na determinacdo de tragos de metais em dguas naturais, entre
outras aplicacdes, com a possibilidade de pré-concentracdo do analito por fatores de 100 a
1000 vezes (WANG, 1985; BARD, 2001; SKOOG et al., 2006; LI et al., 2012).

Na voltametria de redissolu¢do o analito reage previamente com o eletrodo de
trabalho antes da varredura e, assim ¢ pré-concentrado em sua superficie aumentando a
resposta de corrente. A etapa de pré-concentragdo ocorre em um potencial controlado por
um periodo de tempo definido e sob condi¢cdes controladas. Em seguida o analito ¢
redissolvido (stripping) e retorna para a solucdo. A voltametria de redissolucdo ¢ classificada
em catodica e anodica. A voltametria de redissolucao anddica (ASV, do inglés Adsorptive
Stripping Voltammetry) ¢ a mais utilizada na andlise de ions metalicos, denominada
deposicdo anddica. Ao passo que para compostos organicos usualmente emprega-se a
redissolugdo catddica. Para esta técnica o analito é previamente depositado por oxidagao,
seguido pela redissolucao por redu¢do. Para o HMDE, as reagdes entre o analito (A) € o
eletrodo podem ser representadas genericamente pelas Equagdes 2.4 (“a” deposicao; “b”

redissolugdo) (WANG, 1985; BARD, 2001; PACHECO et al., 2013).
A™ +ne + Hg — A(Hg) (Equacdo 2.4 a)
A(Hg) — A™ + Hg + ne (Equagdo 2.4 b)

A interacdo analito/eletrodo representada na Equagao 2.4a ocorre com ions metalicos,
bem como para moléculas organicas. As moléculas ou ions deslocam-se até o eletrodo por
difusdo, mas também por convecg¢do, pois na etapa de pré-concentracio a solugdo estd sob
agitacdo (PACHECO et al., 2013).

Apos a etapa de deposicdo do analito, a agitacdo ¢ interrompida e a solugdo
permanece em repouso, para que ocorra a homogeneizacdo da concentragdo do metal na

superficie do eletrodo por difusdo, periodo que varia de acordo com o tipo de eletrodo e, ¢
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chamado tempo de repouso ou equilibrio. Por fim, o voltamograma ¢ registrado permitindo
a construgdo de curvas da resposta de corrente em fun¢do do tempo (BARD, 2001; SKOOG
et al.,, 2006). Como a voltametria de redissolugdo envolve a acumulacao do analito na
superficie do eletrodo, em concentragdes elevadas ocorre a perda da linearidade por
saturagdo da superficie eletrodica (PACHECO et al., 2013).

A Tabela 2 mostra trabalhos utilizando técnicas voltamétricas para a determinagao de
farmacos em diferentes matrizes. A maioria dos trabalhos empregando técnicas
voltamétricas sao aplicados na quantificagdo de farmacos em formulagdes farmacéuticas
(ALVAREZ-LUEIJE, et al., 1997; FEDORCHUK et al., 2005; SARTORI et al., 2009; LIMA,
etal., 2013) e formacos em matrizes bioldgicas (WANG et al., 2006; BARTOSOVAA et al.,
2011; BUKKITGAR et al., 2016).

Alvarez-Lueje, et al. (1997) avaliou a resposta catddica de NIM em eletrodo de
carbono vitreo e eletrodo de mercurio empregando a voltametria de pulso diferencial na
determinagdo de NIM em formulagdes farmacéuticas. As recuperagdes obtidas foram de
104,8% com um RSD de 1,3%, mostrando-se um método adequado a esta matriz.

Bukkitgar et al. (2016) desenvolveu um método usando a voltametria de pulso
diferencial e o eletrodo de carbono vitreo, modificado com nanoparticulas de 6xido de zinco
dopado com bario a 5%. O método foi aplicado para quantificar nimesulida em formulagdes

farmacéuticas e urina humana fortificada com o farmaco com recuperagdes proximas a

100%.

Tabela 2: Farmacos deteccdo por técnicas eletroanaliticas em diversas matrizes.

Composto Técnica/ Matriz Resposta/ Referéncia
eletrodo (amostragem) Observacoes
Nimesulida Polarografia = Formulagdes ALVAREZ-
de Pulso = farmacéuticas 102,8 + 1,8 mg LUEIJE, et al,
Diferencial (100 mg) 1997
(*GCE)
Estreptomicina | Filme de Hg  Leite Tempo de andlise 10  FEDORCHUK
Azitromicina  Eletrodo de Formulagdes a 15~ min et al., 2005
carbono farmacéuticas ~ (formulagdes) e 2 h
vitreo (GCE) para 1§1te ao invés .de
2-3 dias por andlise
microbiologica.
Nimesulida Voltametria- Adigoes (45,94 a WANG, et al.,
PD  (GCE- Soro humano 2003,7 ugL™) 2006
modificado (fortificado) Recuperacdes (96,4
L-cisteina) a 105,0)
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Acido Voltametria = Formulagdes Resultados de acordo . SARTORI et
acetilsalicilico | de onda  farmacéuticas ' com método de al., 2009
quadrada (100 e 500 mg) referéncia
(°BDD) (Farmacopéia)
BDZs HMDE Adulteracdes Deteccao de BDZs De
em em 4 amostras de 12 CARVALHO
formulagdes de etal., 2010
emagrecimento
Citrato de HPLC com : Plasma Método  adequado BARTOSOVA
sildenafil detector humano para estudos  Aetal., 2011
(viagra) amperométri = (fortificado) farmacocinéticos e
co (BDD) monitoramento
Nimesulida Sistema FIA/ Formulagdes 103,5+ 0,6 mg Lima, et al,
Amperometri = farmacéuticas 104,2 + 0,6 mg 2013
a(BDD) (100 mg) 104,2 = 0,5 mg
Bezafibrato “VadsRA-OQ  Formulagdes Método eficiente  Ardila et al.,
(GCE- farmacéuticas = (comparado ao  2014.
nanotubos de espectrofotométrico)
carbono)
170- VaassRC-OQ  Tanques de 54,4+28ugL! Miranda et al.,
metiltestostero  (HMDE) psicultura 1422+ 155pugL! 2014
na %)Cr})uarapuava— 75,6+ 0,7 ug L
Alprazolam “VagsRC-PD | Rio Casvavel 5,9+0,5 ug L! Nunes et al.,
(HMDE) (Guarapuava- 2015
Pr)
Quercetina VadsRA-PD | Sucos 0,16 +0,05mgL! Vuetal., 2015
(Grafite) 0,59+ 0,11 mg L
Nimesulida VadasRC-PD Formulagdes 95,3-102.4 Bukkitgar et al.
IBDZONP/G farrnacépticas (RSD = 2,7 %); 2016.
CE ¢ Urina 99,2 - 100,6
(RSD =1,3 %)

3GCE: glassy carbon electrode; " BDD: boron-doped diamond electrode; °Va¢sRC/ VagsRA: voltametria adsortiva
de redissolugdo catddica ou anddica. “BDZONP: barium doped zinc oxide nanoparticles modified glassy carbon.

Na literatura ainda poucos trabalhos abordam o uso da voltametria para a
quantificagdo de contaminantes emergentes em matrizes ambientais. No grupo de estudos
do LABGATI (Laboratoério de Analitica ¢ Analises de tragos) da UNICENTRO tem sido
desenvolvido alguns trabalhos nessa area (MIRANDA et al., 2014; NUNES et al., 2015;
MIRANDA et al., 2015).

Miranda et. al. (2014 e 2015) desenvolveu e validou um método empregando
voltametria de onda quadrada e foi aplicado na quantificagdo do hormonio 17a-
metiltestosterona em amostras aquosas de rio tanque de criacdo peixes no municipio de
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Guarapuava-PR. Os valores de recuperacdo para o ensaio de precisdo foram de 100,4 e
108,8%, com RSD de 2,85 e 14,1%, respectivamente, mostrando que o método proposto foi
preciso e exato na quantificagdao de 17a-metiltestosterona em dguas naturais com analises de
baixo custo.

Nunes et al (2015) desenvolveu e validou um método voltamétrico para quantificar
ALP em aguas naturais. O método apresentou limites de detec¢ao e quantificacao foram 0,1
ng L' e 0,4 pg L', respectivamente. As recuperagdes calculadas para a exatiddo foram de
90 a 116%, os valores de RSD na precisao foram menores que 15%, mostrando que o método
foi exato. Aplicou-se 0 método em andlises de agua do rio Cascavel em Guarapuava-PR,
para a amostra coletada a jusante de uma estagdo de tratamento foi encontrado 5,9 + 0,5 pg
L' de ALP.

As técnicas eletroanaliticas também podem ser empregadas combinadas com outras
técnicas, como a cromatografia. Por exemplo, em um método usando HPLC com detecgao
amperométrica do citrato de sildenafil em plasma humano (BARTOSOVAA et al., 2011).

Dentro deste contexto, as técnicas eletroanaliticas, compreendem um conjunto de
técnicas voltamétricas cada vez mais utilizadas para a analise de diferentes compostos em
matrizes complexas, por diversos grupos de pesquisas (HERNANDEZ-OLMOS et al.,
2000). As vantagens inerentes a estas técnicas estdo relacionadas com o baixo custo das
analises, bem como a possibilidade de se monitorar compostos diretamente na propria matriz
(RUPP e ZUMAN, 1992; SZCZEPANIAK et al., 1995; SOUZA et al., 2003). As técnicas
voltamétricas de redissolucdo tém sido bastante empregadas em amostras de interesse
ambiental (SKOOG et al, 2006).

A voltametria adsortiva com etapas de pré-concentragdo permite a determinagdo de
espécies quimicas que adsorvem na superficie do eletrodo. Assim, ¢ possivel aplicar a
voltametria no desenvolvimento de métodos analiticos mais sensiveis na quantificagdo de
compostos com propriedades ecotoxicoldgicas e genotoxicas (VIRE et al., 1989). Essa
técnica € aplicdvel a inumeras subtancias organicas com propriedades eletroativas,
permitindo sua detectabilidade usando eletrodos de merctrio com LD’s de 107! a 10712 mol
L' (ALEIXO, 2003).

Os pré-requisitos essenciais a aplicagcdo da voltametria adsortiva por redissolugdo ¢
a eletroatividade do analito e adsor¢do na superficie do eletrodo de trabalho. No caso dos
metais pode-se aplicar a voltametria de redissolu¢do anoddica devido a capacidade do
eletrodo de merctrio formar uma amalgama com muitos metais. Entretanto, em casos em

que a determinacgao direta nao ¢ possivel pode-se utilizar um agente complexante, tornando
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o analito eletroativo. As técnicas voltamétricas aplicadas na quantificagdo de metais e
moléculas organicas por voltametria adsortiva podem ser a de pulso diferencial e de onda
quadrada (ALEIXO, 2003). Compostos organicos como farmacos tendem a adsorver-se na
superficie do eletrodo de mercurio em solugdo aquosa, com tempos de acumulagdo de 1 a 20

min para solugdes em concentragdes de 107 a 10 mol L' (SKOOG et al., 2006).

2.3 Validacdo de Métodos

A validacdo ¢ uma ferramenta usada para garantir que um procedimento ou método
¢ consistente e apropriado para uma determinacdo qualitativa, semi-quantitativa e/ou
quantitativa de firmacos e produtos farmacéuticos (ANVISA, 2003).

A valida¢ao de métodos também ¢ uma ferramenta usada em laboratorios de controle
de qualidade de matéria-prima, ou produtos finais. Um procedimento de validacdo deve
seguir diretrizes e normas propostas por agéncias organizadas e reconhecidas em diversas
areas de atuacdo (ICH, 1995; US-FDA, 2001; AOAC, 2002; ANVISA, 2003; INMETRO,
2011). De acordo com a ANVISA (2003) “A validacdo deve garantir, através de estudos
experimentais, que o método atenda as exigéncias das aplicagdes analiticas, assegurando a
confiabilidade dos resultados”.

De acordo com as etapas aplicadas a validagdo de um método essa pode ser
classificada como intralaboratorial a validagdo em laboratdrio (in house validation), ou uma
validacao completa, interlaboratorial (full validation). A primeira ¢ empregada para validar
um método que estd em desenvolvimento, ou para verificar se um método proposto esta bem
aplicado. Na validacdo completa sdo aplicados todos os parametros de desempenho,
incluindo a reprodutibilidade, uma anélise interlaboratorial para verificar o comportamento
da metodologia para a mesma matriz em diferentes laboratorios (THOMPSON et al., 2002).

Os parametros analiticos avaliados em um processo de validacdo dependem do guia
escolhido e da finalidade do método proposto. A Anvisa estabelece na Resolugcdao 899/03
para a validagcdo de métodos bioanaliticos os seguintes parametros: seletividade, linearidade,

limites de deteccdo e quantificacdo, robustez, precisdo e exatidao (ANVISA, 2003).

2.3.1 Seletividade

A seletividade avalia a capacidade de um método determinar o analito de interesse

em presenga de outros componentes, tais como, impurezas e componentes da matriz. Esse
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parametro pode ser avaliado qualitativamente mostrando a capacidade de um método
selecionar, por exemplo, em amostras contendo um farmaco e outros compostos com
estrutura semelhante. A seletividade esta diretamente relacionada com a linearidade,
exatidao e precisdao da metodologia (RIBANI et al., 2004).

O método de adicdo padrdo também pode ser utilizado no estudo de seletividade,
neste caso, uma curva analitica ¢ construida com adigoes da substancia de interesse na
amostra e a inclinagdo dessa curva ¢ comparada com uma curva na auséncia de matriz. Se a
inclinacdo de ambas as curvas for igual considera-se que nao ha interferéncia de matriz,
permitindo a determinacdo do analito de interesse. Outra maneira de avaliar a seletividade ¢
analisando a mesma amostra utilizando-se outra técnica e compara-se os resultados (BRUCE

etal., 1998; RIBANI et al., 2004).
2.3.2 Linearidade e Faixa Linear

A linearidade permite avaliar a capacidade do método em responder
proporcionalmente a concentragdo do analito, dentro de uma determinada faixa de
concentragdo (ICH, 1995). A linearidade ¢ obtida a partir de curvas padrao interno ou externo
e, ¢ expressa matematicamente através de uma equagdo da reta (y = a x + b), na qual “y”
corresponde a resposta medida pelo equipamento (absorbancia, altura ou area de pico,
corrente de pico, etc) e a concentragdo do analito ¢ dada por “x”. A equagdo da reta permite
calcular a concentracdo da substancia a ser quantificada em uma amostra real. O termo b ¢ a
intersecao da curva com o eixo y, quando x ¢ igual a zero e a corresponde a inclinagdo da
curva e esta diretamente relacionado com a sensibilidade do método (INMETRO, 2011).
Uma curva linear deve conter no minimo cinco pontos, excluindo o ponto zero para evitar
possiveis erros (THOMPSON et al., 2002).

A correlagdo linear da resposta em funcdo da concentragdo do analito pode ser
avaliada pela regressdo linear “r” calculado pelo método dos minimos quadrados. Esse
parametro indica a adequagdo da reta, quanto mais préximo de 1,0 for o coeficiente de
correlagdo, menor ¢ a dispersdo entre resultados experimentais € menor a incerteza na
estimativa dos coeficientes de regressao (BRUCE et al., 1998; RIBANI et al., 2004). De
acordo com a Anvisa (2003) o valor minimo de r deve ser 0,99.

A faixa linear de trabalho deve incluir a faixa de concentragdo na qual o ensaio sera
aplicado, ou seja, a concentracdo de uma amostra deve ser igual ou maior que o limite de
detec¢dao do método, para permitir a distingdo dos sinais do analito e o branco (INMETRO,

2011). O limite inferior da faixa de concentracdo de uma curva linear sdo os limites de
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deteccdo e quantificacdo, e o limite superior depende da resposta de cada técnica

(EURACHEM-GUIDE, 1998).
2.3.3 Precisao

A precisdo permite avaliar a dispersdo entre resultados de ensaios independentes para
uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padroes em condi¢des definidas previamente.
A precisao pode ser expressa pela repetitividade e precisao intermediaria por meio do desvio
padrao relativo (DRP) ou pelo coeficiente de variagdo (CV%) e sdo dependentes da
concentragdo do analito, devendo ser determinada em diferentes concentragdes. A Equagao

2.5 refere-se ao calculo do DPR (INMETRO, 2011).
DPR = (DP/ CMD) x 100  (Equagado 2.5)
Onde, DP ¢ o desvio padrao e CMD a concentracdo média determinada

A repetitividade avalia o quanto os resultados obtidos em medidas sucessivas
concordam entre si, seguindo um mesmo procedimento, realizadas pelo mesmo analista,
utilizando o mesmo instrumento e local. Estas medidas devem ser realizadas em curto espago
de tempo (em um mesmo dia) (INMETRO, 2011). A repetitividade avalia a precisao intra-
corrida (ANVISA, 2003).

A precisdo intermediaria (precisdo inter-corridas) ¢ o grau de concordancia entre
resultados de analises de um mesmo laboratério, mas realizado em dias diferentes, com
analistas e/ou equipamentos diferentes (ANVISA, 2003). A avaliagdo da precisao
intermediaria ¢ considerada mais precisa podendo representar melhor a variabilidade dos

resultados das andlises de acordo como o INMETRO (2011).
2.3.4 Exatidao

A exatiddo expressa o quanto o valor determinado concorda com o valor aceito como
verdadeiro ou um valor de referéncia (EURACHEM GUIDE, 1998; INMETRO, 2011). A
exatiddo pode ser avaliada com o uso de material de referéncia, por comparacao de andlises
interlaboratoriais e por meio de ensaios de recuperacao (INMETRO, 2011).

Os resultados da precisdo podem ser avaliados pelo calculo do coeficiente de

variagdo (CV) dado pela Equacgdo 2.6.

CV = > %100
X



(Equacao 2.6)

Na Equagdo 2.7, o termo x corresponde a média e o termo s ao desvio padrio entre
as replicatas da resposta do método.

A exatiddo também pode ser avaliada pela analise de amostras fortificadas com uma
concentragdo conhecida do analito e recuperacdo ¢ calculada pela Equacgdo 2.7 (ANVISA,

2003).

~ c1—C ~

Recuperacio % = (16—2) x 100 Equacdo 2.7
3

Onde: C; = concentracao determinada na amostra adicionada,

C> = concentragao determinada na amostra nao adicionada,

Cs = concentragdo adicionada.
2.3.5 Limite de deteccio

Em determinagdes de analitos em niveis tragos é importante saber qual a menor
concentragdo que pode ser detectada por um método (INMETRO, 2011).

O limite de deteccao (LD), que € a menor concentracao de um analito detectada, mas
ndo quantificada (INMETRO, 2016). O LD pode ser calculado de trés formas: método
visual, método relacao sinal ruido, ou pelo método baseado em parametros da curva analitica
(RIBANI et al., 2004).

O LD calculado a partir dos pardmetros da curva analitica pode ser calculado pela

Equacao 2.8 (INMETRO, 2016).

LD = 38_8 (Equacgao 2.8)
b

Onde, Sk ¢ o desvio padrao da média aritmética do sinal do branco, no potencial
equivalente ao pico da molécula e b o valor do coeficiente angular da curva analitica. Em
métodos voltamétricos o valor de S é o desvio padrdo da média aritmética da intensidade
de correntes de pico obtidas a partir dos voltamogramas para o eletrolito suporte, na auséncia
do analito.

2.3.6 Limite de Quantificacdo

De acordo com o INMETRO “o Limite de Quantificacio (LQ) ¢ a menor

concentracdo do analito que pode ser determinada com um nivel aceitavel de exatidao e
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precisdao”. O LQ calculado a partir dos parametros da curva analitica pode ser calculado pela

Equagdo 2.9 (INMETRO, 2016).

LQ = 1ObSB (Equacao 2.9)
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CAPITULO 3-OTIMIZACAO E VALIDACAO DE METODO ANALITICO
PARA A QUANTIFICACAO DE NIMESULIDA E ESTREPTOMICINA

Este capitulo aborda o desenvolvimento de método voltamétrico para a determinagéo
de nimesulida (N1M) e estreptomicina (STP) em amostras aquosas. Para as analises de NIM
foi empregada a voltametria por pulso diferencial e, para determinacgdes de STP a voltametria
de onda quadrada. Em ambos os métodos foram otimizadas as condi¢bes experimentais
através da avaliacdo de parédmetros, tais como, eletrélito suporte e pH e parametros
voltamétricos que sdo necessarios para obtencdo de um método sensivel, rapido e de baixo
custo.

Além disso, o desempenho dos métodos analiticos propostos foi avaliado por um
processo de validacdo para verificacdo de parametros, tais como, seletividade, linearidade,

limites de deteccdo e quantificacdo, preciséo e exatidao.

3.1 Parte Experimental

3.1.1 Reagentes e Equipamentos

Os reagentes utilizados na otimizacdo de metodologia foram de grau analitico e
incluiram o hidroxido de sdédio (Vetec), fosfato de sodio monobdsico (Biotec) cloreto de
potassio (Sigma Aldrich), etanol (Biotec) 4cido nitrico (Biotec), 4cido himico comercial
(Sigma Aldrich). Os padrdes de farmacos utilizados foram o sulfato de estreptomicina
(Sigma Aldrich) e, nimesulida (Pharmanostra) e alprazolam (Pharmanostra).

As medidas voltamétricas foram executadas em um analisador voltamétrico
(Metrohm 757 VA Computrace), acoplado por uma interface a um micromputador, operando
com o software VA Computrace para obtencdo, armazenamento e tratamento dos dados
obtidos. Uma célula eletroquimica de 100 mL, com trés eletrodos foi empregada para este
estudo, sendo o eletrodo de trabalho o de gota pendente de mercurio (do inglés, hanging
mercury drop electrode, HMDE) com éarea de 0,30 mm?, eletrodo de platina como contra
eletrodo, e um eletrodo de referéncia Ag/AgCI (KCI 3,0 mol L) e sistema de purga com gas
N2 (99,999 %) acoplado para remogéo de Oa.

Para as analises cromatograficas utilizou-se um cromatégrafo com um detector de
diodos (UV/DAD, Waters 2696) e usando uma coluna C-18 (Phenomenex, Luna 150 x 4,60

mm X% 5 um) e uma coluna de protegdo C-18 (Phenomenex, 4 x 3 mm). Como fase movel
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utilizou-se uma mistura metanol 4gua, no modo gradiente. Para a extragao dos fArmacos das
amostras de efluente utilizou-se cartuchos Strata-X C-18E (SPE Phenomenex) 500 mg/3 mL.
Os parametros oxigénio dissolvido (OD) e temperatura das amostras aquosas foram
medidos in loco utilizando-se uma sonda (modelo DO 5519).
""""""""""""""" A 4gua ultrapura foi obtida com um sistema de purificacdo TKA-GenPure (Thermo
Scientific). As medidas de pH foram realizadas com pH-metro modelo 20/21 (Hanna

Instruments). No preparo de solugdes foi utilizado chapa de aquecimento com agitacédo

(Quimis).

3.1.2 Coleta de Amostras

Com o objetivo de avaliar a presenca dos farmacos STP e NIM em amostra reais,
coletou-se amostras de aguas naturais e efluentes em seis pontos ao longo da Bacia do Parana
I11 que abrange o Lago de Itaipu (SEMA 2010) conforme mostram as coordenadas na Tabela
3 e 0 mapa de localizacdo na Figura 11. As amostragens foram realizadas em intervalos de
aproximadamente seis meses (agosto/ 2015, fevereiro/ 2016 e julho/ 2016).

Os frascos de vidro para coleta das amostras foram previamente lavados, e
enxaguadas com agua destilada e do tipo ultrapura e finalmente com &lcool etilico e acetona
e secos em estufa a 100 °C. Antes da coleta das amostras os recipientes foram ambientados

enxaguando-0s com agua do ambiente em estudo.

Tabela 3 : Pontos de coleta de amostras de dgua natural e efluente de esgoto.

Pontos de coleta Coordenadas
1 Terminal turistico de Entre Rios, Entre Rios do 24°68'25.65" -
Oeste Oeste-PR 54°24'62.30"
2 24083'25.34" -
Resort de Santa Helena, Santa Helena-PR
54°33'62.82"
3 Terminal turistico de Vila Ipiranga, Sdo Miguel 25°23'.26.14" -
do Iguacu-PR 54022'84.68"
4 Terminal turistico de Trés Lagoas, Foz do 25°44'31.80" -
Iguagu-PR 54°50'33.57"
5 24°85'56.47" -
Entrada da ETE de Santa Helena-PR
54°32'30.94"
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6 , 24°85'42.42" -
Saida da ETE de Santa Helena-PR
54°32'24.50"
Fonte: google maps
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Figura 11: Localizacdo geogréafica dos pontos de coleta (Adaptado de Google Maps)

Os pontos de coleta 5 e 6 correspondem respectivamente a entrada e saida de uma

Estacdo de Tratamento de Esgoto no municipio de Santa Helena, localizada na regido do

reservatorio de Itapu que opera com lagoas de estabilizagao.
O Municipio de Santa Helena possui uma area territorial de 758,227 Km? e populagao

de 24.895 habitantes, de acordo com a estimativa de 2013 (IBGE, 2013). A estagdo de
tratamento de esgoto (ETE) dessa cidade estd situada a 24°51°20” S, 54°19°23,8” W e

altitude de 243 m.
A rede coletora de esgoto de Santa Helena atende 85,56% da populacdo da area

urbana. O esgoto drenado é tratado na ETE com capacidade total de 2.592 m*/dia (PLANO...,
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2012). A vazio dessa ETE ¢ de aproximadamente 19,0 Ls™!. O sistema de tratamento abrange
lagoas de estabilizagdo que foram construidas no inicio dos anos 80, a partir de uma demanda
urgente, pois a cidade se localiza a margem do Lago de Itaipu, praticamente dentro da area
de preservacao permanente do reservatorio (BEM e LAZZARIN, 2009).

O processo de tratamento na ETE de Santa Helena ocorre com o bombeamento do
esgoto por 3 estacdes elevatorias, equipadas por um sistema de gradeamento, no qual, o
material grosseiro é retido, antes do bombeamento. A ETE tem uma érea total de 73.500 m?,
com quatro lagoas de estabilizagdo, duas anaerdbias seguidas por duas lagoas facultativas.
As lagoas anaerobias desse sistema, possuem 3,5 m de profundidade, 42 m de largura e 60
m de comprimento. As lagoas facultativas possuem 2,5 m de profundidade, 42 m de largura
e 120 m de comprimento. Apds o tratamento do esgoto este € langado no lago de Itaipu (BEM
e LAZZARIN, 2009).

A area de estudo também envolve alguns pontos turisticos ao longo do Lago Itaipu.
O reservatorio de Itaipu apresenta 1.350 km? de area inundada, é o sétimo maior do Brasil,
e seu principal objetivo é gerar eletricidade para consumo. O reservatorio de Itaipu aproveita
o0 potencial energético do trecho do Rio Parana adjacente a fronteira entre o Brasil e Paraguai.
O local da barragem esta localizado a 23,5 km da foz do rio Iguagu, que marca o limite entre
Brasil e Argentina. O volume médio de agua do reservatdrio é de 20 bilhdes de m3 e a
profundidade de aproximadamente 21,5 m (ITAIPU BINACIONAL, 2012).

3.1.3 Preparo de Solugtes

A solugdo padrio estoque do antibiotico STP foi preparada na concentragao de 7,3
mg L}, pela dissolugdo do farmaco em 4gua ultrapura. No preparo da solugdo de NIM 3,09
mg L', utilizou-se o etanol 99,5% na dissolu¢do do farmaco. As solu¢des padrdo dos
farmacos foram transferidas para frascos de vidro ambar e armazenadas sob refrigeracao,
por até um més. Diariamente, solu¢des de trabalho de STP e NIM foram preparadas em
concentracdes de 1,0x107 ou 1,0x10° mol L™! de acordo com a concentracio necessaria para
as medidas.

O volume de eletrélito suporte adicionado na cela voltamétrica em cada analise foi
10 mL. Nas medidas voltamétricas de STP foi utilizada a solugdo de NaOH 0,01 mol L e
no ajuste de pH utilizou-se solucdo de NaH,PO4 0,1 mol L.

Nas analises prévias de NIM as solucgdes avaliadas como eletrolito foram o tampéo-
BR 0,04 mol LY/Etanol (7:3 v/v) (eletrdlito 1) e tampao-BR 0,04 mol L*/etanol (7:3 v/v)/
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KCI 1,0 mol L (eletrélito 2), ambos em pH ajustado para 7,0 com NaOH 2,0 mol L. No
preparo da solugio tampao-BR utilizou-se solucdes de perclorato de sddio 0,1 mol L, 4cido
fosforico 0,04 mol L, &cido bdrico 0,04 mol L™ e 4cido acético 0,04 mol L.

No desenvolvimento da metodologia para quantificar a NIM utilizou-se como
eletrolito a solugdo de KCI 1,0 mol L em pH ajustado para 7,0. Concentrag@es de 0,25 a
1,0 mol L* de KCI foram avaliadas.

3.1.4 Otimizacéo dos Parametros Voltamétricos — STP

Para a avaliacdo de aspectos qualitativos, tais como, o comportamento redox das
moléculas foi empregado a voltametria ciclica. A resposta 7, em funcao da velocidade foi
avaliada para verificar processos relacionadas a superficie do eletrodo.

A técnica de voltametria adsortiva de redissolucdo catddica, no modo onda quadrada
(VadsRC-0Q) e pulso diferencial (VasisRC-PD) foram utilizadas em estudos quantitativos.

3.1.4.1 Voltametria Ciclica

A voltametria ciclica foi aplicada para investigar o comportamento eletroquimico da
molécula de STP nas velocidades 5 a 90 mV s utilizando-se como eletrdlito a solucdo de
NaOH 0,01 mol L', em pH 12 com adi¢do de 61,42 ug L' de STP com tempo de pré-
concentracao 90 s e a faixa de varredura de -0,45 a -1,7 V, usando o potencial de acumulacao

de-1,2 V.

3.1.4.2 Voltametria Onda Quadrada e Pulso Diferencial

Uma curva de adigdo de padrao de STP foi preparada, nas concentragdes 0,37 a 11,14
mg L com VagRC-PD. Na cela voltamétrica foram adicionados 10,0 mL de eletrélito
NaOH 0,01 mol L"! em pH ajustado para 9 com solugio NaH2PO4 0,1 mol L. Os parametros
da VagsRC-PD foram: E, (-1,2 V), faixa de varredura (-1,0/ -1,4), . (90 s), velocidade de
varredura (40 mV s™!), tempo de pulso (40 ms), amplitude de pulso (50 mV).

A sensibilidade do método em detectar STP foi avaliada utilizando-se a Va¢sRC-OQ,
nas concentragdes 36,48 a 507,5 mg L', empregando como eletrélito NaOH 0,01 mol L
em pH 9. Os parametros da VagsRC-OQ foram: E,. (-1,2 V), faixa de varredura (-1,3/ -1,8),
tac (60 s), velocidade de varredura (400 mV s™) e amplitude (50 mV).

57



Os parametros da voltametria foram avaliados de forma univariada, alterando um dos
pardmetros ¢ mantendo constantes os demais. Para estas medidas 61,42 ug L' de STP foi
adicionada na cela, contendo o eletrélito. A Tabela 4 apresenta os parametros voltamétricos
escolhidos a partir da resposta (intensidade de corrente ,) e o perfil voltamétrico, para

varreduras de -1,35a-1,8 V.

Tabela 4: Parametros da voltametria de onda quadrada, otimizacdo da metodologia para
quantificacdo de STP.

Parametro Faixa de variacao
Potencial de acumulagao (Eqc) -1,0a-1,3V
Frequéncia (f) 60 a 140 Hz
Incremento de varredura (AEs) 2a8mV
Amplitude de pulso (a) 20a 50 mV
Tempo de acumulagao (Zuc) 60a240s
Tempo de equilibrio (zeq) 0a30s

3.1.5 Otimizacédo dos parametros voltamétricos — NIM

3.1.5.1 Voltametria Ciclica

Os ensaios de voltametria ciclica foram realizados em velocidade de varredura de 5
a 90 mV s para NIM, em concentracdo de 92,0 ug L em solucdo de KCI em
aproximadamente 5, e tempo de pré-concentracdo 45 s, varredura de potencial de -0,45 a -
0,75V, Eacde 0 V.

3.1.5.2 Voltametria de Pulso Diferencial

Os parametros instrumentais para as analises do farmaco NIM utilizando VagsRC-
PD foram otimizados, a fim de obter sinais seletivos e mais intensos. Uma aliquota de 45,6
ug LT de NIM foi adicionada na cela para a avaliagdo dos pardmetros voltamétrcos
(potencial de acumulacéo, velocidade de varredura e tempo de pulso, etc). Esses parametros

foram avaliados de forma univariada e encontram-se na Tabela 5.
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Tabela 5: Parametros da voltametria de pulso diferencial, otimizag&o da metodologia para
quantificacdo de NIM.

Parametro Faixa de variacéo
Potencial de acumulagao (Euc), V 0a-1,0
Velocidade de varredura (mV s™) 20a50
Amplitude de pulso (mV) 20 a 80
Tempo de pulso (ms) 20 a 80
*Tempo de acumulagdo (tac), s 10a 120
Tempo de equilibrio (teq), s 0alo

*Cnim=5,6 pug L

3.1.6 Validacao dos Parametros VVoltamétricos — STP e NIM

Na validagdo foram avaliados os parametros, tais como, sensibilidade, seletividade,
linearidade, limites de deteccdo e quantificacdo, exatidao e precisdo, entre outros aspectos

importantes no desenvolvimento de metodologias analiticas.

3.1.6 1 Linearidade e calculode LD e LQ

A partir dos parametros avaliados e escolhidos para STP e NIM nos ensaios
univariados, curvas de adicdo de padrdo externo, utilizando-se os pardmetros com as
melhores respostas foi construida para avaliar a faixa linear para a quantificacdo de STP por
VadsRC-OQ e NIM com VagsRC-PD.

Com os parametros instrumentais otimizados para as medidas voltamétricas foi
preparada uma curva com 14 niveis de concentragdes de STP em meio de NaOH 0,01 mol
L', para verificar a faixa de trabalho do método. A Anvisa (2003) sugere que em um modelo
linear a resposta do sinal aumenta linearmente com a concentra¢ao do analito, permitindo a
construgdo de uma curva de calibragdo. As concentragdes de STP adicionadas foram de 8,09
a210,4 ug L. As medidas foram registradas em triplicata.

Uma curva de adi¢éo de padréo do anti-inflamatorio NIM foi construida em meio de
KCI 1,0 mol L, com os parametros instrumentais otimizados, com objetivo de avaliar a
faixa linear de trabalho. A concentracdo de NIM foi avaliada em 18 niveis de 0,50 a 130,1
ug Lt As medidas foram registradas em triplicata.

Para a faixa de concentracdo avaliada para STP e NIM foi aplicado um teste regresséo

no nivel de 95% de confianca, a fim de verificar o comportamento linear e a significancia da
59



regressao através dos valores de F de regressdo e de falta de ajuste. Para a regressdo ser
significativa os valores (Fregressio > Feritico € p < 0,05). Para que néo haja evidéncias de falta
de ajuste do modelo linear os valores (Fraj < Feritico; p > 0,05).

Um teste-t foi aplicado aos resultados das curvas de adicdo de STP e NIM com o
objetivo de verificar a significancia dos coeficientes (intercepto e inclinagdo), no nivel de
confianca de 95%. Este teste indica se os coeficientes linear (a) e angular (b) devem ser
inseridos no modelo, avaliando os valores de p (deve ser menor que 0,05) e os valores de
tobservado (Maiores que valor de teritico). Se 0 valor de a = 0 a curva analitica passa pela origem
e sendo representada por y = b x.

Para a determinacdo do limite de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) que
correspondem a menor concentracdo de um analito detectada e quantificada,
respectivamente, em uma amostra com precisao e exatidao e estes foram determinados pelas
Equacbes 2.8 e 2.9 (Capitulo 2).

3.1.6.2 Seletividade

A seletividade do método foi avaliada qualitativamente a partir de analises
empregando-se o &cido humico (AH) comercial, pois trata-se de uma substancia de elevada
massa molecular e considerada abundante em &guas naturais (WANG et al., 2012). Neste
estudo foi avaliado o efeito da presenca de AH na resposta de corrente do farmaco. Aliquotas
de uma solucéo de AH preparada com 0,015 g em bal&o de 10,0 mL foram adicionadas na
cela contendo o eletrdlito e o analito (NIM ou STP). A quantidade de AH adicionada foi
calculada considerando a porcentagem de 35% de carbono organico dissolvido (COD)
presente no &cido himico com base na literatura (SODRE, 2005). Assim, foram adicionadas
na cela aliquotas que correspondem entre 0,26 a 9,01 mg L de COD.

O efeito de interferéncia de matriz foi avaliado para os farmacos em amostra de 4gua
natural coletada de um rio, proximo ao Campus Cedeteg. A resposta do analito foi avaliado
na presenca de eletrolito com adicdo amostra de dgua natural. Para NIM as dilui¢Ges para
10,0 mL na cela voltamétrica foram feitas nas seguintes proporg¢des: 1:10; 2:10; 3:10 e 5:10
v/v de agua filtrada com filtro quantitativo. Em seguida uma curva de adic¢do padrédo foi
preparada em cada meio com adi¢des de padrio de NIM de 1,53 a 19,52 pg L,

Para avaliar o efeito de interferéncia para o farmaco STP foram utilizados 1,0 e 2,0
mL de amostra de dgua natural, nas proporcdes 1:10 e 2:10 v/ v e a curva de adi¢do padréo
de 10,19 a 40,58 pg L de STP.
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A seletividade de NIM do método foi avaliada qualitativamente pela analise de uma
solucdo padrdo estoque 20,0 pg L' de NIM, seguida de adi¢des de 0,26 mg L' de COD.

Um estudo de seletividade também foi realizado por uma andlise cromatografica de
amostras para as quais NIM foi quantificada por voltametria. Uma solucao padrao de NIM
(50 mg L) foi injetada no modo gradiente, com fase movel composta por metanol e dgua
conforme as condi¢des propostas na Tabela 6, com fluxo constante de 0,8 mL min™! durante
15 min. A solugao padrao de NIM foi preparada em metanol e 5 uL foi injetado diretamente
no sistema HPLC-DAD com seringa de 25 pL. Para a extragdo de NIM a partir das amostras
de efluente utilizou-se em cartuchos Strata-X C-18E (SPE Phenomenex) 500 mg/3 mL. O
acondicionamento dos cartuchos foi realizado por lavagem com 3,0 mL de metanol, 3,0 mL
de solug@o metanol/ H,O (1:1), 3,0 mL de 4gua ultrapura, em seguida a eluicdo de 9,0 mL
da amostra aquosa contendo o analito (3,0 em 3,0 mL). Para a retirada dos interferentes o
cartucho foi lavado com 3,0 mL de 4gua ultrapura e, finalmente a amostra foi resuspensa em
3,0 mL de metanol. O processo de elui¢do foi realizado com fluxo de 1 mL min™!. Uma
aliquota de 1,0 mL do extrato metandlico foi evaporado até secagem e reconstituido em 50
pL de metanol, e em seguida foi injetado 5 pL. no HPLC (pré-concentracdo = 23 vezes). Os
parametros de comparacao para a seletividade foram os tempos de retencdo do padrio de

NIM e das amostras, bem como, os espectros de UV-DAD do padrao e das amostras.

Tabela 6: Programacdo do gradiente da fase mdvel da corrida cromatografica.

Tempo (min) Metanol (% v/v) Agua (% vIv)
0 5 95
6 95 5
10 95 5
11 5 95

3.1.6 3 Precisao

Os 6rgaos regulamentadores (ANVISA, 2003 e AOAC, 2002) recomendam calcular
a precisdo e exatiddo de um método pela estimativa da repetitividade e precisdo
intermediaria. Assim, a repetitividade foi calculada a partir de cinco medidas de recuperacéo
do analito em amostras fortificadas com 35,0 pug L™ de STP por curva de adigdo padrdo

(medidas realizadas em um mesmo dia). A estimativa de precisdo intermediaria foi calculada
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com a mesma concentracdo de STP (em analises realizadas em cinco dias). As curvas de
padrdo externo nesse estudo foram obtidas com quatro pontos (concentragdes de 20,35 a
60,7 pug L) em solugBes preparadas em balGes volumétricos de 10 mL.

Para NIM a repetitividade foi calculada a partir de recuperacdo do analito em
amostras fortificadas com 5,0 pug L™ de NIM, com curvas de adigdo padrdo, com cinco
medidas realizadas em um mesmo dia. A precisdo intermediéria foi calculada também com
5,0 ug L't de NIM (medidas realizadas em cinco dias consecutivos). As curvas de adi¢o

padrdo foram construidas com concentragdes de 1,53 a 6,01 pg L™ de NIM.

3.1.6 4 Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada por estudos de recuperagdao de STP em agua
ultrapura fortificada com 15,0 e 35,03 pg L' do farmaco. Em amostra de 4gua de rio
(dilui¢@o 1:10 v/v) construindo uma curva de adicdo padrdo em amostra fortificada com
51,01 pg L', com adi¢des padrio 10,2 a 30,6 ng L' de STP. Para 0 método proposto para
NIM a exatiddo foi avaliada por curvas de adicdo padrdo com a recuperacdo do analito em
amostra fortificada com 2,0 pug L™ de NIM. Em amostra real utilizou-se a dilui¢do 1:10 v/v
fortificada 2,52 pug L. As curvas de adigdo padrdo foram construidas com concentragdes de
0,50 22,0 pg Lt de NIM.

3.1.7 Caracterizacao das amostras e quantificacdo de NIM e STP

Alguns parametros fisico-quimicos das amostras foram medidos, entre eles, o
oxigénio dissolvido e temperatura foram medidos in loco e o pH foi medido no laboratorio.

Para os corpos de aguas naturais a qualidade da dgua pode ser avaliada a partir do
parametro OD, o qual esta associado a dindmica desse ambiente. Em ambientes aquaticos
ndo poluidos, ha processos de oxidagdo por degradacdo aerdbica dos restos de matéria
organica (plantas e animais). Portanto, altos valores de oxigénio dissolvido indicam baixa
matéria organica, devido aos processos de autodepuracdo (FIORUCCI e BENEDETTI-
FILHO, 2005). Por outro lado, se elevada carga de matéria organica é lancada nos corpos
d"agua, por exemplo, através do esgoto doméstico ou de efluentes de industrias, aumenta a
taxa de respiragdo dos microrganismos e a demanda de oxigénio causando um déficit desse
gas dissolvido nos corpos hidricos (MOTA, 1995).
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Os métodos voltamétricos desenvolvidos foram aplicados na quantificacdo de STP e
NIM foi aplicado em amostras de aguas naturais e efluentes coletadas de seis pontos da
regido de abrangéncia do Lago de Itaipu.

As amostras foram filtradas em filtros qualitativos, em seguida uma aliquota desta
foi transferida para um bal&o volumétrico de 10 mL contendo o eletrdlito e o pH da amostra
foi ajustado de acordo com as condigdes descritas para STP e NIM. Em seguida, as amostras
foram transferidas para a cela voltamétrica para quantificacdo. Para as andlises de STP
utilizou-se aliquotas de 1 mL de amostra. Para as medidas de NIM os volumes de amostras

foram 0,1 a 1,0 mL, que corresponde as dilui¢cbes de 10 a 100 vezes.

3.2 Resultados e Discussao - Estreptomicina (STP)

3.2.1 Voltametria Ciclica

Analises empregando voltametria ciclica foram realizadas para investigar o
comportamento eletroquimico da molécula de STP. O voltamograma ciclico na Figura 12
mostra uma varredura para STP na velocidade 50 mV s™'. Na Figura 12-B a resposta I, em
funcio da raiz da velocidade de varredura de 5 a 90 mV s! e na Figura 12-C a relagio entre

o log da velocidade de varredura em funcdo log da resposta de corrente para STP.

25
20 2
A 21 ¢
204 1.0
15
< 151 . 081
c
S 10 = 2 06
=, ) 10
—- - 0.4
54 5 0.24
Y = -0,4315 + 0,8233 * X
ol 0.0- R = 0,0989
90,3 06 09 12 15 -18 2 4 B 6 . mé 10 06 0.8 10 12 14 1er 18 2.0
E (V) vs Ag/ AgCl (KCI 3,0 mol L) v (mVsT) log v (MVs™)

Figura 12: A) Voltamograma ciclico de STP em HMDE. Condigdes: (Cste = 61,42 ug L?,
em solucéo de NaOH 0,01 mol L%, pH 12,0); velocidade 50 mV s™*; varredura de potencial
(-0,45a-1,7 V) Edep (-1,2) e tac (90 s); B) Resposta I, em funcdo da raiz da velocidade.

O voltamograma ciclico na Figura 12-A, STP apresenta um pico de redugdo
irreversivel no potencial -1,1 V, pois nao se verifica pico reverso (GROSSER-Jr, 1993). Na
Figura 12-B o comportamento ndo linear da resposta ¢ um indicativo de processo controlado
pela adsor¢do da espécie na superficie do eletrodo. Com base no coeficiente angular 0,82,

pode-se sugerir que o processo ¢ basicamente controlado pela adsor¢ao da espécie eletroativa
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na superficie do eletrodo de merctrio. De acordo com a literatura coeficiente angulares
(inclinag¢do) proximo ou igual a 1,0 sugerem esse comportamento (GROSSER-Jr, 1993), o
qual esta de acordo com o trabalho de Wang e Mahmoud (1986) que obtiveram para a

correlacdo log I, vesus log v, uma inclinacao de 1,03.

3.2.2 Voltametria de pulso diferencial e de onda quadrada

Ensaios voltamétricos prévios foram realizados com STP, utilizando-se a VadsRC-
OQ e VadsRC-PD, para verificar qual seria 0 modo com maior sensibilidade.

Uma curva de adigdo de padrio de STP foi preparada, nas concentragdes 365 a
11,1x10° pg L' com VaasRC-PD em eletrolito NaOH 0,01 mol L' em pH ajustado com
solucdo NaH2PO4 0,1 mol L™! em pH 9 (Figura 13).

NaOH (0,01 mol L™ 14
144 —— 365 pg/L "

730 pg/L 12 -
—— 1090 pg/L

1820 pg/L 10+ -
——— 2550 pg/L

3990 pg/L
—— 5430 pg/L
—— 6870 pg/l
—— 9010 pg/L
—— 11100 pg/L

| (nA)

1/ nA
P

R =0,9965

o N b O ©
M N A

15 -120 -1.25 -1.30 -135 -1.40 0 2000 4000 6000 8000 10000 12000
E/ V vs Ag/AgCI (KCI 3,0 mol L) C..p (ng )

Figura 13: A) Voltamogramas de pulso diferencial da curva de STP, em concentracdo de
365 a 11,1x10° pg L. Condicdes: em solugdo de NaOH 0,01 mol L%, pH 9,0; Eac (-1,2 V),
faixa de varredura (-1,0/ -1,35 V), tac (90 s), velocidade de varredura (40 mV s), tempo de
pulso (40 ms), amplitude de pulso (50 mV). B) Correlagdo entre concentragdao de STP e a
corrente de pico.

Os voltamogramas na Figura 13-A mostram um sinal voltamétrico com pico em -
1,27 V, na Figura 13-B a correlacdo entre concentracao de STP e /,.

A Figura 14 mostra a curva de adi¢do de padrao de STP obtida com Va4sRC-OQ, nas
concentragdes 36,5 a 507,5 ug L.
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Figura 14: A) Voltamogramas de onda quadrada da curva de STP, em concentracdo de 36,5
a507,5 pg L. Parametros da VassRC-OQ: Eqc (-1,2 V), faixa de varredura (-1,3/ -1,8 V), tac
(60 s), step de potencial, frequéncia (100 Hz) e amplitude (50 mV). B) Correlagéo entre
concentracdo de STP e a corrente de pico.

A partir das respostas nas Figuras 13 e 14 foi possivel constatar que a VadisRC-0Q
foi mais sensivel para STP. Conforme esses resultados a onda quadrada foi o0 modo de

aplicacdo de pulsos escolhido para as analises posteriores.
3.2.3 Variacdo da concentracéo hidrogenidnica

O eletrolito suporte € responsavel por assegurar a condutividade elétrica do sistema
garantir a for¢a 16nica do meio (AGOSTINHO et al., 2004), justificando-se a importancia
de avaliar o eletrdlito e pH do meio eletrolitico, pois as reagdes no eletrodo sao influenciadas
por reagdes de protonagdo ou desprotonacdo da espécie quimica (BERGAMINI, et al.,
2005).

Para as analises voltamétricas de STP utilizou-se como eletrolito NaOH 0,01 mol L-
! com base na literatura (WANG e MAHMOUD, 1986; FEDORCHUK et al., 2005). O pH
foi avaliado entre 7 a 10, e para os ajustes de pH foi usado NaH,PO4 0,1 mol L™ constituindo-
se um tampdo. As solu¢des de NaOH 0,01 mol L recém preparadas apresentavam pH
proximo a 12 e em seguida ajustava-se ao pH desejado. Uma varredura do eletrolito foi
registrada em cada pH e, em seguida adicionou-se STP de 14,54 a 29,02 pg L. Os

voltamogramas na Figura 15 mostram os resultados da varia¢ao do pH.
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Figura 15: Voltamogramas de onda quadrada, variacdo do pH. Adicbes de STP (14,54;
21,79 € 29,02 pg LY. Eletrdlito (NaOH/ NaH,PO,): A) pH 7; B) pH 8; C) pH 9 e D) pH 10.

Com ajuste de linha base, exceto em D.

A resposta voltamétrica de STP em pH 7 na Figura 15-A, mostra um sinal elevado
de corrente, no entanto, o potencial de pico do eletrélito € muito proximo ao do farmaco
STP, inviabilizando a quantificacdo. Com o ajuste do pH 8 (Figura 15 B), a resposta do
eletrolito mostrou-se adequada, no entanto, ndo ha aumento do sinal do farmaco com o
aumento da concentra¢do. Em pH 9, Figura 15-C, a sensibilidade para STP foi satisfatoria,
indicando aumento na resposta. Portanto, este foi o pH escolhido para quantificacdo de STP.
Na literatura é sugerido que em solucgdes aquosas o antibiotico STP seja determinado em pH
entre 9,0 e 9,5; nesse meio a molecula é estavel na forma de um cétion contendo duas cargas
(FEDORCHUK et al., 2005).

3.2.4 Otimizacdo dos Paréametros da Voltametria de Onda Quadrada

Os parametros da VagsRC-OQ foram avaliados de forma univariada, 61,42 ug L' de
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STP foi adicionada na cela para a analise dos parametros potencial de acumulagao, amplitude
de pulso, incremento de potencial e tempo de equilibrio. Para avaliar o #,, utilizou-se 14,54
pg L' de STP. As Figuras 16 a 21 mostram a resposta voltamétrica e a resposta (corrente de
pico) para a varredura de -1,35a -1,75 V.

Os voltamogramas na Figura 16 mostram a variagdo do E,. com uma adi¢do de 61,42
ug L' de STP na cela, na Figura 16-B foi aplicada a corregio da linha base nos potenciais -

1,1 e-1,2 V que apresentaram sinal voltamétrico mais intenso.

A
400 B
Eletrélito
Adicdo 61,42 pg L™
3001 —= v 20
-1,1V
2 — 12V 12V
c | -1,3V —
£ 200 =
E 104
100- / -
0 T T T T 0 T T T
-13 -14 -15 -16 -1.7 -18 15 16 1.7
-1
E (V) vs Ag/AgCI (KCI 3 mol L™) E (V) vs Ag/AgCl (KCI 3 mol L™)

Figura 16: A) Voltamogramas de onda quadrada, variacdo do potencial de acumulacéo,
sinal do eletrolito e adicdo de STP de 61,42 ug L; variagdo Eac: -1,0 a -1,3 V. Condicdes:
Frequéncia 100 Hz; amplitude 50 mV; step de potencial 4 mV e tac 120 s. B) Voltamogramas
de onda quadrada para Euc(-1,1 e -1,2 V) com corre¢do de linha base.

A variagdo do potencial de acumulacido (Figura 16-B) mostra a melhor resposta
voltamétrica do STP em -1,2 V e concorda com o trabalho de Fedorchuk et al. (2005) que
avaliaram esse parametro e verificaram uma resposta maxima de -1,2a-1,3 V.

O parametro frequéncia da aplicagdo dos pulsos (Figura 17) foi avaliado de 60 a 140 Hz,

mostrando na Figura 17-B a resposta de corrente em fun¢do da variacao da frequéncia.
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Figura 17: A) Voltamogramas de onda quadrada da variagédo da frequéncia (60 a 140 Hz),
adicdo de STP de 61,42 ug L. Condigdes: Exc -1,2 V, amplitude 50 mV; step de potencial
4 mV ety 120 s. B) Correlagéo entre a frequéncia e a corrente de pico.

Nos voltamogramas na Figura 17 ndo se observou variagdes significativas de
corrente na faixa de frequéncia de 60 a 140 Hz, para os valores de frequéncias avaliados ¢
os desvios entre as medidas de corrente sdo baixos, indicando que nao ha perda na resposta
ao escolher como parametro a frequéncia de 120 Hz.

A velocidade de varredura na voltametria de onda quadrada ¢ dada pelo produto da
frequéncia e o incremento de varredura. Assim, aumentando o incremento de varredura
espera-se um aumento na resposta de corrente e aumento da sensibilidade do método (De
SOUZA et al., 2004). Nesse trabalho o incremento de varredura foi variado de 2 a 8§ mV,

conforme a Figura 18.
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Figura 18: A) Voltamogramas de onda quadrada, variacdo do incremento de varredura (2 a
8 mV) com uma adicdo de STP de 61,42 ug L. CondigBes: Exc -1,2 V, amplitude 50 mV;
Frequéncia 100 Hz e tac 120 s. B) Correlacgéo entre o incremento e a corrente de pico.

Os voltamogramas na Figura 18 a resposta de corrente para a varia¢ao de incremento
de 2 a 8 mV, resultando em corrente de aproximadamente 20 nA, com base nos menores
desvios entre as medidas sdo menores com incremento de 4 mV, ndo foi observado uma
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variagdo significativa na resposta voltamétrica, portanto foi o parametro escolhido. A
velocidade de varredura escolhida foi 480 mV s™!, dada pelo produto do incremento 4 mV e
a frequéncia 120 Hz.

A Figura 19 apresenta os voltamogramas do estudo de variagdo da amplitude de

pulso, a qual foi variada de 20 a 50 mV.

A B
254 257
20 Amplit;ge (mV) 204 + L] L
—30
< 154 40 < 154 ®
£ —50 R
10+ = 101
5+ 5
. . 0 T T T T T T T
-1,5 -1,6 -1,7 20 25 30 35 40 45 50
E (V) vs Ag/AgCI (KCI 3 mol L) Amplitude (mV)

Figura 19: A) Voltamogramas de onda quadrada, variacdo da amplitude de pulso, com uma
adicdo de STP de 61,42 pg L™ CondigBes: Ea -1,2 V; incremento de varredura 4 mV;
Frequéncia 100 Hz e tac 120 s. B) Correlagéo entre a variacdo de amplitude e a corrente de
pico.

Um aumento de corrente se observa na variagdo de amplitude entre 20 e 30 mV, esta
variagao na resposta ndo foi observada entre 40 e 50 mV, porém os desvios entre as medidas
sdo menores com amplitude de 50 mV, assim, foi a amplitude escolhida.

O tempo de acumulagdo foi avaliado entre 60 e 240 s, com uma adigdo 14,54 ug L!

de STP na cela voltamétrica (Figura 20).
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Figura 20: A) Voltamogramas de onda quadrada, varia¢do tempo de acumulacédo (20 a 240
s), com uma adicéo de STP de 14,54 pg L. Condigdes: Eac -1,2 V, incremento de varredura
4 mV; amplitude 50 mV e Frequéncia 120 Hz. B) Correlacéo entre a variacgao tac e a corrente
de pico.
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No intervalo de tempo avaliado (Figura 20) observa-se o aumento na resposta até 180
s que foi o tempo escolhido. Entretanto, o #,c pode variar dependendo da amostra, visando
uma melhor resposta analitica. Fedorchuk et al. (2005) utilizando o eletrodo de filme de
mercurio avaliaram o ¢, para STP até 180 s, na faixa de concentragiio de 5,0 a 50 ug L' e
constataram que acima de 50 ug L ocorre a saturagdo da superficie eletrodica quando
aplicaram #,c acima de 30 s.

Ao término da etapa de acumulagdo, a solu¢do fica em repouso por alguns segundos
para ocorrer o equilibrio entre as espécies quimicas depositadas na superficie do eletrodo,
esta etapa requer alguns segundos. Em HMDE esse tempo ¢ de cerca de 15 a 20 s, para
espécies metalicas (ALEIXO, 2003). A Figura 21 mostra a resposta /, resultantes do estudo

do tempo de equilibrio para o farmaco STP.
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Figura 21: Correlacéo ente Ip € 0 tempo de equilibrio (0 a 30 s), com uma adigédo de STP de
61,42 pg L. Condigdes: Eac -1,2 V, incremento de varredura 4 mV; Frequéncia 100 Hz e
tac 120 s.

A resposta da corrente de STP na Figura 21-B mostra que com aumento do tempo de
equilibrio ocorre uma queda da resposta voltamétrica, assim 2 s foi o tempo escolhido. Esse
resultado mostrou que para o moléculas orgéanicas, como o caso dos fArmacos em estudo, o
tempo de equilibrio foi menor do que o recomendado para anélises de metais.

Apo0s a otimizacdo de todos os pardmetros da voltametria de onda quadrada estes

foram aplicados na validagdo do método para quantificagdo de STP em amostras ambientais.

3.2.5 Validagdo do método — Quantificacédo de STP

3.2.5.1 Linearidade e calculodo LD e LQ

A linearidade ¢ um parametro de validacao importante para andlises quantitativas.
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Um modelo ¢ considerado linear quando o sinal analitico aumenta linearmente com a
concentragdo do analito, permitindo assim a constru¢do de uma curva de calibragdo
(ANVISA, 2003).

Uma curva de adigdao padrdo de STP foi avaliada na faixa de concentracao 8,09 a
210,4 pug L', conforme a Figura 22. A resposta analitica I, para STP foi medida com a

reducdo da linha de base nos voltamogramas.

A B
Conc de STP (ug L)
NaOH 0,01 mol L* 5004
— 8,09
500 o L= B
— 1511 400- B
400 — B
— 4018 < 300+
< 300 —— 5018 <
~ — 70,14 a
- — 90,04 — 200
2004 — 1106
= 130,4 i
st 100 y=358+3.96 X
100 /, —180,3 B
\ é 2104 0. R =0.9992
S
01 == 0 50 100 150 200 250
-1,4 -1,5 -1,6 1,7 -1,8 . (ol
E/V vs (Ag/AgCl, KCI 3 mol L) ste (MO

Figura 22: A) Voltamogramas de onda quadrada da curva analitica com adi¢fes de STP, em
solugdo de NaOH 0,01 mol L, pH 9,0. Parametros voltamétricos: f (120 Hz); AEs (4 mV);
a (50 mV); tac (180 s); teq (2 S); B) Curva de padréo externo de STP, concentracdo de 8,09 a
210,4 pg L', com os desvios padrdes (n= 3).

A Figura 22-A mostra os voltamogramas de STP com pico maximo no potencial -1,6
V. Na faixa de concentragdo avaliada verificou-se 0 aumento da resposta até 90 pg L de
STP essa faixa foi verificada por uma analise de regressao, no nivel de 95% de confianca
(Tabela 7).

Tabela 7: Dados da analise de regressao da curva de STP aplicando o modelo linear e o
quadratico, na faixa de 8,09 a 90,04 pg L.

Dados da Regressao Linear Quadréatico
F (Regressao) 13191 6523
Feritico (0,05; 1, 25) 4,25 3,39
Valor de p 0,000 0,000
R? 99,8% 99,8%
I (NA)=-350+3,96 Iy (nA)=-37,55+4,082 Cnim (ug L) -
Equacdo da curva
Cnim (Hg L'l) 0,001267 Cnim (Mg L'l)**2
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Os graficos de residuos (Figura 23 A e B) e 0s dados da regressdo aos modelos linear

e quadratico na Tabela 7 sugerem um comportamento ndo linear, pois na faixa de

concentracdo de STP avaliada verificou-se que hé falta de ajuste aos modelos, avaliando-se

os valores de F da analise de regressao (Fraj < Fritico; P < 0,05).
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Figura 23: Graficos de residuos do ajuste aos dados de calibracdo na faixa de 8,09 a 90,04
ug Lt A) Modelo linear. B) Modelo quadratico. (Minitab)

No entanto, aplicando o modelo quadratico ndo houve melhora no ajuste aos dados

experimentais (Tabela 7) e a analise dos gréaficos de residuos continuou a demonstrar falta

de ajuste do modelo (Figura 23-B). Este comportamento dos graficos de residuos referentes

ao ajuste dos modelos linear e quadratico demonstrou haver falta de homogeneidade de

variancia nos dados de calibracdo, o que fere os pressupostos da aplicacdo da técnica
(BARROS-NETO et al., 2002).
Uma alternativa para estabilizar a variancia entre os dados foi a aplicacdo de uma

transformacéo linearizante na resposta, na concentra¢do ou em ambas (BARROS-NETO et

al., 2002). Vérias funcdes foram pesquisadas e verificou-se que a aplicagdo da fungéo log
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aos dados I, e da funcéo inversa aos dados de concentracéo e restricdo da faixa de trabalho

para a faixa de 8,09 a 40,18 ug L™ resultaram no ajuste de um modelo linear como pode ser

observado no gréfico de residuos (Figura 24) e nos resultados da Tabela 8. Nesta faixa de

trabalho pode-se comprovar a linearidade do método.

Tabela 8: Dados da analise de regressédo da curva de STP aplicando a funcao log aos dados
da curva, na faixa de 8,09 a 40,18 pg L-1 de STP.

Regressao Teste de Falta de r R?
Fregresséo* Va|OI’ de p Ffaj *x Va|0l’ de p
0,999 99,7 %
5096,82 0,000 2,47 0,101
Coeficientes da Reta de
tobservado*** Va|0I’ de p
Regresséo
Intercepto: 2,52 131,94 0,000
Inclinagéo: 18,2 71,39 0,000

Equacdo da curva de calibracéo:

log Ip (NA) = 2,52 — 18,2 [1/Cste (Mol L™)]

*Feritico (0,05 1,16) = 4,494 ; **Fcritico (0,05: 4,12) = 3,259; *** teritico (0,025; 16) = 2,12
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Figura 24: Grafico de residuos para o ajuste do modelo linear apos aplicagédo das funcdes
linearizantes na resposta (log Ip) e na concentracdo (1/concentragao).

O teste-t foi aplicado aos resultados da curva de adi¢cdo de STP, conforme mostra a

Tabela 8, no nivel de confianca de 95% indica que os coeficientes linear e angular devem

ser inseridos no modelo, pois o valor de p € menor que 0,05 e os valores de tobservado Maiores

que valor de teritico.
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A média das 10 medidas de corrente do sinal do eletrélito no potencial de pico de
STP foi de 2,38 £1,08 nA. A partir do desvio padréo das medidas (Sg) e da inclinacdo (b) da
curva foi calculado o LD e LQ do método voltamétrico para a quantificacdo do STP. Os
valores de LD e LQ calculados foram 0,18 ug L™ e 0,60 ug L™, respectivamente. Na Tabela
9 sdo mostrados alguns trabalhos e seus respectivos LD’s obtidos para STP por diferentes

técnicas, a fim de comparar com o método proposto.

Tabela 9: Comparacdo de LD do método proposto com trabalhos da literatura para

quantificacdo de STP, em diferentes matrizes.

" x . Aplicacao
1
Técnica Observacao LD (ug L?) (matriz) Ref.
NaOH 0,01 mol L; Agua natural
VagsRC-0Q HMDE 0,18 o efluente Este trabalho
1. WANG E
PPD NaOH 0,01 mol L= 0,51 Urina MAHMOUD,
SMDE
1986.
Formulagtes
Determinacéo i 305 farmacéuticas BELAL etal.,
fluorimétrica ’ e plasma 2001.
humano
ELISA - 20,0 Leite ANVISA, 2009
. BRUIINSVOORT
HPLC/MS - 1,0a2,0 Mel e leite ot al. 2004,
0,01 M NaOH, FormulagOes
PD eletrodo (filme de 0,02 farmacéuticas FEDORCHUK et
s i al., 2005.
mercurio) e leite
Extracdo
HPLC/MS liquido/liquido ou 17,5 Leite PIETRO, 2009.
em fase sélida

O LD do método para STP (Tabela 9) apresenta valor inferir ao do método voltamétrico
desenvolvido por Wang e Mahmoud (1986) para quantificagdo de STP em formulagdes
farmacéuticas, bem como, em relagdo aos métodos cromatograficos propostos para
quantificagdo de STP em alimentos (BRUIJNSVOORT et al., 2004; PIETRO, 2009).
Entretanto, em amostras o LD e LQ foi recalculado considerando-se o sinal do eletrélito
solugdo NaOH 0,01 mol L' preparado em uma mistura de 1,0 mL de 4gua natural de rio,
diluida em 9,0 mL agua ultrapura. O desvio da resposta (Sz) nesse meio foi 0,64 nA, e a
inclinagdo de uma curva de adi¢do padrdo nesse meio (y = 21,64 + 0,42 x), com base nesses

dados os valores de LD e LQ foram 13,5 pg L' e 45,0 pg L™!, respectivamente.

74



3.2.5.2 Estudo de interferentes

O efeito da presenca de interferentes de matriz na resposta de STP foi avaliado com
adi¢des de COD. A Figura 25-A mostra os voltamogramas da adi¢io de 30,48 pg L' de STP
e adi¢des 0,26 a 9,01 mg L' de COD, presente nas aliquotas de AH. A Figura 25-B mostra o

efeito da adicdo de AH na resposta /.

>
-]

1254 80

100 NaOH 0,01 mol/L 70L
——30,48 ug L-1 de STP 60 m
. 0,26 mg L-1 de COD " .
< 75 —— 0,79 mg L-1 de COD __ 504
£ 131mgL-1decop <
- £ 404

——— 3,90 mg L-1 de COD

507 1 / 9,01 mg L-1 de COD 30 .
25 | 201 s
10+

_1',5 -1',6 _1',7 -1',8 C') é JL é é 1'0 1'2
-1
E/V vs (Ag/AgCI, KCI 3 mol L™ C(mgL?)

P

Figura 25: A) Voltamogramas de onda quadrada, estudo de interferéncia com adicéo de
STP de 61,42 ug L, com adigGes de COD de 0,26 a 9,01 mg L. B) Correlacio I, em funcéo
das adicOes de AH.

Acrelacdo entre a concentragdo de STP e a corrente, na Figura 25-B mostra uma queda
na corrente de aproximadamente 10 nA com a adigdo de 0,26 mg L' de COD presente na
aliquota de AH.

O efeito de interferéncia de matriz na resposta para o STP foi avaliado em amostra
de agua de rio (mistura diluida 1:10). O pH da mistura foi ajustado, conforme descrito na
otimizagdo. A Figura 26 mostra os voltamogramas da resposta para analise da amostra e

adicdes de 10,19 a 40,58 pg L' de STP.
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Figura 26: A) Voltamogramas de onda quadrada mostrando o sinal do eletrélito e adi¢bes
de STP 10,19 a 40,58 ug L™ (diluicio 1:10 v/v). B) Curva de adi¢io padrdo do efeito de
interferéncia da matriz na resposta de corrente.

Conforme abordado no ensaio usando COD, no qual se observou o efeito de
interferéncia, o estudo em amostra real também mostrou esse efeito, a partir da adigdo de
15,27 pg L' de STP se verifica o sinal de pico caracteristico de STP.

A Figura 27 mostra os voltamogramas da resposta na diluicdo 2:10 (v/v), uma

dilui¢do de 5 vezes.
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Figura 27: A) Voltamogramas de onda quadrada mostrando o sinal do eletrélito e adi¢Ges
de STP 10,19 a 40,58 pg L* com diluigdo (1:10 v/v). B) Efeito de interferéncia da matriz na
resposta de corrente.

A partir das Figuras 26 e 27 se observa a interferéncia de matriz na amostra de 4gua
de rio. Na Figura 27 utilizando-se 2,0 mL de amostra o sinal do analito sé aparece quando a
concentragio adicionada na cela é de 30,48 pg L', se verifica que o efeito de interferéncia

aumentou proporcionalmente com o aumento de amostra real na mistura.

76



3.2.5.3 Precisao

A precisdo intermediaria foi calculada em ensaios de recuperacdo realizados em
cinco dias consecutivos em amostras fortificadas com 35,0 ug L™ de STP. Os valores médios
de recuperacéo foram de 35,77 pg L™ que corresponde a 102,0%, com desvio de 8,11% entre
as medidas. Para a repetitividade a média recuperada foi 37,6 pug L™, e a recuperacéo obtida
foi de 106,5%, e RSD de 8,51%. Esses valores confirmam a precisdo do método para a
determinacéo de STP, desvios de até 20% sdo aceitaveis para a determinacao de analitos em

niveis de concentracdes traco (RIBANI et al., 2004).

3.2.5.4 Exatidao

A exatidao do método proposto foi avaliada por estudos de recuperacdo de STP em
eletrdlito puro, por adi¢do de padrio em solucdo fortificada com 15,0 e 35,03 ug L' de STP.
A analise em amostra real com 51,01 ug L' do farmaco e as concentra¢des recuperadas
encontram-se na Tabela 10. Em amostra de 4gua de rio foi utilizado a dilui¢do 1:10 mL.

A Figura 28 apresenta os voltamogramas e a curva de adi¢dao padrao fortificada com

15,0 ug L' de STP.

100

70
80 —— Amostra +
1——2,04 g L? 60+
40pug L’ 50
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Figura 28: A) Voltamogramas de onda quadrada mostrando os resultados do estudo de
recuperacdo de STP em &gua ultrapura, adicbes de 2,04 a 8,01 pg L. B) curva de adicéo
padréo de STP.

A curva de adi¢do padrdo na Figura 28, mostrou uma correlagdo linear até a adi¢ao
de 6,01 pg L.

77



Tabela 10: Ensaios de recuperacdo de STP em agua ultrapura e amostra real (n = 3).

Cste Adicionada | Cstp Recuperada B
Amostra ) ) Recuperacéo (%)
(Mg L) (Mg L)
Ultrapura 15,0 12,74 £ 0,60 85,0
Ultrapura 35,03 36,06 + 1,50 103,03
Amostra (1:10 v/v) 51,01 49,28 + 2,43 96,63

Os valores de recuperacdo de STP calculados mostram que o método pode ser

considerado validado, apresentando recuperacdes superiores a 80%. O guia de validacao

AOAC (2000) recomenda recuperacdes entre 60-115% (nivel do analito > 1 pg L™%). No

entanto, o estudo de interferéncia mostrou que o efeito é elevado para amostras aquosas,

justificando-se a diluicdo das amostras.

3.2.6 Caracterizacdo das amostra e aplicacdes do método na quantificacao de

STP

Os parametros OD, temperatura e pH foram avaliados nas amostras e os resultados

da amostragem de Fev/ 2016 para os seis pontos de coleta encontram-se na Tabela 11.

Tabela 11: Dados de OD, Temperatura e pH das amostras de dgua e de esgoto, amostragem

de Fev/2016.

oD Temperatura H
Local de Amostragem P P
(mg L) (°C)

1 Terminal turistico de Entre Rios, Entre 6,5 29,3 6,92
Rios do Oeste Oeste-PR

2 Resort de Santa Helena, Santa Helena-PR 8,7 30,0 6,85

3 Terminal turistico de Vila Ipiranga, Sao 7,1 31,5 7,19
Miguel do Iguagu-PR

4 Terminal turistico de Trés Lagoas, Foz do 7,0 31,8 7,31
Iguacu-PR

5 Entrada da ETE de Santa Helena-PR 11 28,5 6,78

6 Saidada ETE de Santa Helena-PR 36 29,6 7,09
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Os dados da amostragem de na Tabela 11 mostraram a temperatura das amostras no
momento da coleta. O pH das amostras encontrava-se proximo de 7. A menor taxa de OD
foi medida nas amostras da entrada e saida da ETE devido a elevada carga de matéria
organica, a qual demanda alto consumo de oxigénio (MOTA, 1995).

Em seguida, o método Va4sRC-OQ otimizado e validado foi aplicado nas amostras
de 4gua, e aguas residuais coletadas de seis pontos ao longo da Bacia do Parand III (Rio
Parana) em trés amostragens. Nessas medidas de STP uma aliquota de 1,0 mL de amostra
filtrada foi utilizada (diluicao de 10 vezes). Os voltamogramas na Figura 29 mostram o perfil
voltamétrico numa varredura nas condi¢des otimizada de STP registrado em eletrdlito puro

e para a mistura da amostra 6 da amostragem de 03/ 2015.

3500

NaOH 0,01 mol L*(H,0 ultrapura)
= 1 mL amostra + 9 mL (H,0 ultrapura)

3000 -
2500 -
2000 -

I (nA)

1500+
1000+

500 /

0

13 14 15 -1,6 -1,7 -18
E/V vs (Ag/AgCl, KCI 3 mol L™

Figura 29: Voltamogramas de onda quadrada comparando o perfil obtido numa varredura
de -1,4 a -1,8 V para eletr6lito na auséncia e na presenca da amostra, nas condicGes
voltamétricas otimizadas para STP (amostra 6). Sem ajuste da linha base.

Na faixa de potencial -1,4 a -1,8 V avaliada ndo se verificou pico caracteristico de
STP indicando que nao foi detectado em nenhuma das amostras, resultados similares foram
observados em todas as amostragens.

A Figura 30, o cromatograma mostra o perfil em HPLC do padrao de STP, com tempo

de retencdo de 7,39 min e espectro cromatografico.
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Figura 30: A) Cromatograma do padrdo de STP (50 mg L) em 224,7 nm. B) Espectro

cromatogréafico de HPLC-DAD do pico a 7,39 min.

As analises voltamétricas das amostras aquosas da Bacia do Parana III mostraram

que STP nao foi detectado nas amostras nas trés amostragens ao longo deste estudo. Também

as analises qualitativas por HPLC-DAD nio indicaram a presenca de pico cromatografico

de STP

nas amostras 5 ¢ 6 (entrada e saida da ETE). Além disso, os resultados do estudo de

degradacdo no Capitulo 4 mostram que o STP degrada rapidamente com radiacdo UV.

3.3 Resultados e Discussao — Nimesulida

3.3.1 Voltametria ciclica

Ensaios usando voltametria ciclica foram realizados para avaliar o comportamento

redox de NIM na superficie do eletrodo. A velocidade de varredura foi variada de 5 a 90 mV

s'. Um

sU.AF

voltamograma ciclico (Figura 31-A) mostra a resposta de NIM na velocidade 50 mV

igura 31-B apresenta a correlagdo da corrente com a raiz quadrada da velocidade e,

na Figura 31-C o log da corrente vs log da velocidade.
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31: A) Voltamograma ciclico de NIM na velocidade 50 mV s* em HMDE, Cnim =
L1, 10 mL de KCI 0,1 mol L?, pH 7,0; B) Correlagdo entre I, e velocidade de

varredura; C) Funcdo log da corrente log vs da velocidade.
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O voltamograma ciclico na varredura catodica de -0,45 e -0,75 V (Figura 31-A)
mostra um pico irreversivel da molécula de NIM no potencial -0,65 + 0,02 V, o qual
corresponde a redu¢ao do grupo nitro (NO2) na posicao 4 da molécula de NIM, conforme
propoe o trabalho de Alvarez-Lueje et al (1997). Neste estudo também os autores sugerem
que no processo redox ocorre a transferéncia de quatro elétrons e quatro protons na superficie
eletrodica, de acordo com a Equagdo 3.1 (ALVAREZ-LUEIJE et al., 1997). Na Figura 32-B
a correlacdo entre a resposta /, e a raiz quadrada da velocidade mostra o aumento de /, na
faixa de 5 a 70 mV s™', em velocidades acima de 70 mV s™! o processo de redugio de NIM
ndo foi favorecido. A relacdo entre a corrente ¢ a raiz da velocidade nao foi linear, indicando
que o processo eletroquimico da molécula de NIM sobre a superficie do eletrodo ¢ adsortivo
(ALVAREZ-LUEIJE et al., 1997). O processo adsortivo foi confirmado pela equacdo y = 1,25
+ 1,12x resultante da relacao (log v) versus (log 1,) apresentando coeficiente de correlagdo
=0,998. A inclinagdo da curva foi de 1,12 (inclinagdes proximas de 1,0 indicam adsor¢ao

do analito na superficie do eletrodo) (GROSSER-Jr, 1993).
RNO; + Hg — Hg [R-NO2z]ads

Hg [R-NOz]ags + 4e- + 4 H+ — Hg + [RNHOH] + HO  (Equacgéo 3.1)

Em determinacdes quantitativas a técnica voltamétrica utilizada foi a de pulso
diferencial (PD-AdsCSV) com base em trabalhos prévios da literatura. Furlanetto et al.
(2000) quantificou NIM usando PD-AdsCSV também com HMDE em formulagdo
farmaceéutica. Bukkitgar et al. (2016) desenvolveu um método usando voltametria diferencial
de pulso para deteccdo de NIM em comprimidos usando o eletrodo de carbono vitreo
modificado com nanoparticulas de 6xido de zinco dopado com 5% de bario. As semelhangas
entre o presente trabalho e os citados foram o pH de 7,0 e o uso de voltametria diferencial

de pulso.

3.3.2 Estudo do Eletrolito suporte e potencial hidrogeniénico

Estudos foram realizados com VagsRC-PD utilizando diferentes eletrélitos para
obtencdo da melhor resposta voltamétrica. Inicialmente foi avaliado o tampé&o-BR 0,04 mol
LY/Etanol (7:3 v/v) (eletrolito 1) em pH de 7, em seguida o tamp&o-BR 0,04 mol L*/etanol
(7:3 viv)/ KCI 1,0 mol L (eletrélito 2), ambos em pH ajustado para 7,0 com NaOH 2,0 mol
L, como descrito por Furlanetto et al. (2000). A resposta voltamétrica para os eletrolitos 1
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e 2 encontra-se na Figura 32-A a avaliados na faixa de varredura de -0,2 a -0,7 V e a resposta
da molécula de NIM nesses meios.

A Figura 32-B mostra a resposta voltamétrica de NIM com a variacdo da
concentracgio de KCI de 0,1 a 1,0 mol L, na mistura tampao-BR/etanol na concentragio

2,76 mg L de NIM.

Eletrélito 1 A - 1. B
Eletrélito 1 + 1,54 mg L*(NIM) Tampao-Br/ Et/ KCI (mol L™)
140 - Eletrélito 2 50+ 0,10
Eletrdlito 2 + 2,76 mg L™ (NIM) — 0,25
1201 40 0,50
1001 — 10
g 80 ié/ 30
" 60 - 20-
40+
10
20+ ‘/
0l — — 0-
-02 -03 -04 -05 -06 ) -0,7 -0,20 -0,25 -0,30 -0,35 -0,40 -0,45 -0,50
E /V vs Ag/AgCI (KCI 3 mol L™) E/Vvs Ag/AgCl (KCl 3 mol L'l)

Figura 32: A) Voltamogramas de pulso diferencial para os eletrdlitos e adi¢des de NIM. B)
voltamogramas da mistura tamp&o-BR 0,04 mol L/ etanol (7:3 v/v) e KCI (0,1 a 1,0 mol L
1y com ajuste da linha base (faixa de varredura de -0,2 a -0,45 V).

Os voltamogramas na Figura 32 mostram que com a adi¢do de KCI (eletrdlito 2)
diminui a intensidade do pico da resposta voltamétrica do eletrélito, além disso, desloca o
pico de NIM para potenciais menos catodicos (- 0,43 para - 0,35), permitindo a separacao
dos mesmos. A corrente aumentou com a concentracdo de KCI no meio, sendo a melhor
resposta para a solugdo tampdo mais KCI 1,0 mol L (Figura 32-B). Em seguida, foi
realizado um teste com solugdo KCI 1,0 mol L™, na auséncia da mistura tamp&o-BR/etanol.

A Figura 33 mostra os voltamogramas comparando o0s trés meios avaliados.

1201
100+

< 804 :

£ Figura 33: Voltamograma de pulso

%01 2 diferencial em diferentes eletrolitos: a)

40- /E’ mistura tamp&o-BR 0,04 mol L/ etanol

20 A/ (7:3 viv); b) mistura solugdo tampéo-

BR/etanol (7:3 v/v) e KCI (1,0 mol LY); ¢)

0 solugdo KCI 1,0 mol L. Sem ajuste da

02 -03 -04 05 -06 -07

E /V vs Ag/ AgCI (KCI 3 M) linha base.
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Apos a escolha da solugdo de KCI 1,0 mol L como eletrélito suporte o pH desse
meio foi avaliado de 5 a 8 na presenca de 30,8 pug L de NIM. Os ajustes de pH foram
realizados com NaOH 0,01 mol L e a resposta de NIM foi avaliada pela correlagio com pH
(Figura 34).

pH
54 ——5,02 5

p
w
1

I (nA)
I (nA)

T T T T T O T T T T T T T
-03 -04 05 -06 -07 50 55 60 65 70 75 8,0
E /V (Ag/AgCl vs KCI 3,0 M) pH

Figura 34: A) Voltamogramas de pulso diferencial obtidos no estudo de pH de 5 a 8
mostrando uma adic&o de 30,8 pug L de NIM. B) Variagdo de I, vs pH.

A resposta voltamérica de NIM mostrou um pico catédico bem resolvido com
intensidades de corrente similares, na faixa de pH avaliada. Os resultados indicaram a
independéncia do sinal analitico em funcéo do valor do pH. Assim, foi escolhido trabalhar
com KCI 1,0 mol L"em pH 7 como o eletrélito de suporte, priorizando as condig@es neutras.
Este resultado concorda com outros estudos que observaram este comportamento
(ALVAREZ-LUEJE et al., 1997; BUKKITGAR et al., 2016).

3.3.3 Otimizacdo dos parametros voltamétricos para quantificacdo de NIM

Os parametros instrumentais para as analises do farmaco NIM utilizando V a¢sRC-
PD foram otimizados, a fim de obter sinais seletivos e mais intensos. Uma aliquota de 45, 6
ng L' de NIM foi adicionada na cela para avaliagdo dos parimetros da voltametria
(Potencial de acumulagao, velocidade de varredura e tempo de pulso, etc). Esses parametros
foram avaliados de forma univariada e encontram-se descritos a seguir.

O E, foi variado de 0 a -1,0 V. Na Figura 35 os voltamogramas mostram a resposta
de corrente em funcao do potencial. Esse parametro permite a pré-concentragdo seletiva da
espécie quimica, o qual ¢ semelhate ao potencial de deposicdo, nessa etapa ocorrerd a

adsorcao do analito sobre a superficie do eletrodo (ALEIXO, 2003).
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Figura 35: A) Voltamogramas de pulso diferencial da variacdo de potencial de acumulagéo
de0a-1,0V, com adicdo de 45,6 ug L™ de NIM. B) Correlagéo entre a variagdo do potencial
de acumulacéo e Ip.

A resposta obtida nos voltamogramas na Figura 35 mostram que o potencial de
acumulacdo ¢ um parametro essencial nas medidas voltamétricas de NIM mostrando que em
-0,4 V foi o potencial com a maior resposta com 21,7 nA e também a melhor resolucao dos
voltamogramas, portanto partir dessa andlise o E. -0,4 V foi escolhido para os ensaios
posteriores. O potencial de acumulagdo otimizado ¢ diferente, por exemplo, do encontrado
no trabalho de Furlanetto et al. (2000) para NIM que utiliza 0 V, também usando HMDE e
voltametria de pulso diferencial, mostrando a importancia da otimizagao desse parametro.

Outro parametro avaliado foi o tempo de equlibrio, periodo em que a solugdo fica em
repouso apos a deposicao do analito na superficie do eletrodo para o sistema entrar em
equilibrio e, em seguida registrar a corrente (ALEIXO, 2003). O ¢, foi avalidado de 0 a 10

s conforme a Figura 36.
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30 -35
25{ T6 o /‘ -30+ +
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51 5
0 >~ A 0+— ; ; ; ; ;
-0,4 -0,5 -0,6 0,7 0 2 4 6 8 10
E/V vs Ag/AgCl (3,0 mol L™ Tequivrio (8)

Figura 36: A) Voltamogramas de pulso diferencial da variagdo do tempo de equilibrio (teg),
com adigdo de 45,56 g L™ de NIM. B) Correlagdo entre a variagio de teq € Ip.

No periodo de 4 a 10 s de equilibrio ndo se verifica variacdo significativa tanto na
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resposta de corrente, quanto no perfil voltamétrico, assim, 6 s foi o tempo escolhido,
considerando-se os baixos desvios entre as medidas.

Em seguida foi avaliado o pardmetro velocidade de varredura de 20 a 50 mV s
(Figura 37). A velocidade de varredura de potencial pode ser definida como a variagao do
potencial aplicado durante determinado tempo. Este pardmetro pode ser variado para tornar
as andlises mais rapidas, porém o aumento da velocidade de varredura pode afetar a

resolucao dos picos (Aleixo, 2003).
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40 40-
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05 .06 20,7 20 25 30 35 40 45 50
E (V) vs Ag/ AgCI (KCI 3 mol L™) Velocidade (mV s™)

Figura 37: A) Voltamogramas de pulso diferencial da variagdo da velocidade de varredura,
com adicdo de 45,56 ug L™ de NIM. B) Correlagdo entre a variacdo da velocidade de
varredurae Ip.

Na Figura 37 se observa 0 amento da intensidade de corrente com a velocidade de
varredura. Contudo, em velocidades mais elevadas ha uma diminuicdo do nimero de pontos
coletados, comprometendo a definicéo dos picos podendo também aumentar os desvios entre
as medidas de corrente. Com base no exposto 40 mV s foi a velocidade escolhida, esta
velocidade coincide com Furlanetto et al. (2000) que a partir de um estudo com design
experimental utilizou as velocidades 20 e 40 mV s e escolheu o valor superior.

A amplitude de pulso € um parametro voltamétrico que esta diretamente relacionado
com a sensibilidade do método e foi avaliada de 20 a 80 mV (Figura 38). A otimizacao da
amplitude do pulso diferencial permite minimizar a contribui¢do da corrente de fundo (ndo

faradaica) (ALEIXO, 2003).
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Figura 38: A) Voltamogramas de pulso diferencial da variacdo de amplitude, com adigéo
de 45,56 pg L de NIM. B) Correlagdo entre a variagio de amplitude e Ip.

A resposta voltamétrica da variacdo da amplitude (Figura 38) mostra um
deslocamento do potencial de pico para regido mais anodica. A amplitude de pulso escolhida
foi 80 mV, com voltamogramas bem definidos. Na literatura recomenda-se amplitudes entre
50 e 100 mV, amplitudes mais elevadas podem resultar em picos alargados ¢ com baixa
resolucao (BARD e FAULKNER, 2001; ALEIXO, 2003).

O tempo de pulso estd relacionado com o periodo de aplicagdo dos pulsos de
potencial e a corrente ¢ medida no inicio e final do pulso, a corrente inicial é diminuida da
inicial para subtrair a corrente capacitiva da faradaica (De SOUZA et al., 2003). Este

parametro foi avaliado de 20 a 80 ms (Figura 39).
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Figura 39: A) Voltamogramas de pulso diferencial da variagdo do tempo de pulso, com
adicdo de 45,56 pg L de NIM. B) Correlac&o entre a variagdo do tempo de pulso € Ip.

O tempo de pulso esta relacionado a capacidade de deteccdo do método analitico.
Observa-se que a intensidade de corrente decai com o tempo, assim um tempo de pulso

relativamente alto pode diminuir o sinal analitico (SKOOG et al., 2006), como se observa
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na resposta de NIM na Figura 39. O tempo de pulso escolhido foi 20 ms com base na resposta
de corrente, a simetria dos voltamogramas e desvios entre as medidas.

Os parametros voltamétricos descritos anteriormente foram aplicados na analise do tempo
de acumulag&o (tac). E essencial otimizar o tempo de aplicagdo do potencial de acumulagio,
porque a concentracdo de contaminantes em matrizes ambientais geralmente € baixa.
Portanto, pré-concentrar o analito na superficie eletrodica permite sua quantificagdo por
voltametria. Nesse ensaio utilizou-se 5,6 pug L™ de NIM, a concentragdo do farmaco foi
menor do que a usada nos ensaios dos parametros descritos anteriormente para evitar a
saturacdo do eletrodo, comprometendo a avaliagdo do tempo de acumulacdo, o qual foi
variado de 10 a 120 s, Figura 40.

A B

5- -5-

i 4 i
~ 37 < -3 = B
< £
£ -
- 2 Y a

H

. KR

01 0

-0,45 -050 -055 -0,60 -0,65 -0,70 0O 20 40 60 80 100 120

E /V vs Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L™ Tempo de Acumulagao (s)

Figura 40: A) Voltamogramas de pulso diferencial da variacdo do tempo de acumulacéo,
com adigdo de 5,6 pug L de NIM. B) Correlacio entre a variacio do tempo de acumulag&o
e lp.

Pode-se observar nos voltamogramas na Figura 40 que ocorreu um deslocamento do
potencial para regido mais anddica (~0,02 V). O tempo de acumulacdo escolhido foi 60 s
com a corrente de pico média de 3,0 nA e ndo se observa um aumento significativo na
resposta de NIM em tempos superiores, por exemplo, entre 60 e 120 s 0 aumento médio de
Ip € de 0,67 nA e, apresenta desvios elevados. Como o tempo de acumulagéo esté relacionado
com a concentracdo do analito é necessario avalia-lo nas quantificacGes, as vezes, pode ser
necessario aumentar o diminuir esse periodo. Apds a otimizacao de todos os parametros da
técnica de pulso diferencial estes foram aplicados na validacdo do método para quantificagdo

de NIM em amostras ambientais.
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3.3.4 Validagao da metodologia

3.3.4.1 Linearidade e calculodo LD e LQ

Uma curva de padrdo externo do anti-inflamatério NIM foi construida em KCI 1,0
mol Lt utilizando os parametros instrumentais otimizados, com objetivo de avaliar a faixa
linear de trabalho. A concentracdo de NIM foi avaliada em 18 niveis de 0,50 a 130,1 pg L
! Cada ponto na curva analitica foi avaliado em triplicata e a resposta I, registrada na altura
méaxima de pico referente a NIM, com corre¢do da linha base. A Figura 41-A mostra 0s
voltamogramas de NIM no potencial -0,6 £ 0,02 V e a Figura 41-B a correlagdo concentracéo

em funcédo da concentracdo de NIM.

A B
60
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Figura 41: A) Voltamogramas de PD da curva de calibragdo de NIM, adi¢des 0,50 a 130,1
ug L em solugdo de KCI 0,1 mol L, pH 7. B) Curva de padréo externo de NIM, com os
desvios padrdes (n = 3) e tac 60 s.

Para a faixa de concentracdo avaliada observa-se 0 aumento da corrente até a
concentragdo de 50 pg L (Figura 41-B). Para verificar a linearidade no intervalo de 0,5 a
50 pg L de NIM, uma analise de regressio linear e um teste de falta de ajuste no nivel de
95% de confianca foram aplicados aos dados da curva para verificar o ajuste ao modelo

proposto, conforme mostra a Tabela 12.

Tabela 12: Dados da andlise de regressdo linear de NIM, no nivel de 95% de confianca para
a curva na faixa de 0,5a 50 pug L.

Regressao Teste de Falta de R R?
Fregresséo* Valor de p Ffaj *x Va|0r de p
0,9990 99,6 %
9595,71 0,000 0,17 0,999
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Coeficientes da Reta de Regressao tobservado®** Valor de p
Intercepto: - 0,148 2,53 0,134
Inclinagéo: 0,464 51,48 0,000
Equacéo da curva de calibracéo: I, (NA) =-0,148 + 0,464 Cnim (Hg LD

*Feritico (0,025; 1,27) = 9,63; **Fcritico 0,025; 8,19) = 2,96; *** teritico (0,025:27) = 2,05

A curva de adicao de padrdo de NIM apresenta linearidade nas concentracoes de 0,5
a 50 pug L™ no nivel de 95% com R? = 99,6% indicando que o modelo linear se ajusta aos
dados experimentais nessa faixa de concentragdo. Os dados mostram que a regressao linear
é significativa (Fcaiculado > Ftavelado; P < 0,05) e ndo hé evidéncias de falta de ajuste ao modelo
linear (Fraj (calculado) < Ftaj (tabelado); P > 0,05) (Tabela 12).

A fim de verificar a significancia dos coeficientes (intercepto e inclinagéo), um teste-
t foi aplicado aos resultados da curva de adicdo de padrdo de NIM conforme os dados
mostrados na Tabela 12. No nivel de 95% de confianca os dados indicam que os coeficientes
linear e angular devem ser inseridos no modelo, pois o valor de p é menor que 0,05 e 0s
valores de tobservado maiores que valor de Critico.

A resposta de corrente de 10 medidas do sinal do eletrolito (solucdo de KCI 1,0 mol
I1) no potencial de pico de NIM foi 0,023 nA. Com base no desvio padrdo das medidas (Sg)
da resposta do eletrélito e da inclinacdo (b= 0,464) da curva foi calculado o LD e LQ do
método voltamétrico proposto para a quantificagdo de NIM. Os valores de LD e LQ foram
0,15 pug L (4,87x10%mol L) e 0,50 pg L (1,62x10° mol L1, respectivamente.

O desvio padréo Sg do sinal voltamétrico para o eletrolito no potencial de NIM foi
0,023 nA, e a inclinacdo da curva analitica b = 0,464. Assim, o LD e LQ calculados foram
0,15 e 0,50 pg L%, respectivamente, usando 60 s de acumulagdo. A Tabela 13 apresenta
trabalhos propostos para quantificacdo de NIM e os LD’s, em matrizes como formulagdes
farmacéuticas, bioldgicas e aquosas, para comparacdo com 0 método proposto.

Métodos eletroanaliticos aplicados para este farmaco foram encontrados para
quantificacdo de NIM em formulagdes farmacéuticas, empregando pulso diferencial e
eletrodo de mercurio HMDE (FURLANETTO et al., 2000) e DME (ALVAREZ-LUEJE,
1997); por multiplos pulsos amperométricos com sistema FIA e eletrodo de diamante dopado
boro (LIMA et al., 2013). Wang et al. (2006) propuseram um método com eletrodo
modificado com cisteina para quantificar NIM em formulagfes farmacéuticas e soro
humano. O Unico trabalho para determinagdo de NIM em amostras aquosas foi desenvolvido

por Gaffney et al. (2014), utilizando HPLC com extra¢do em fase solida.
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Tabela 13: Comparacdo de LD do método proposto com a literatura para quantificacao de
NIM, em diferentes matrizes.

Técnica Observagéo LD (ug L?) Aplicagdo Ref.
(matriz)
VaasRC-PD KCI 1,0 mol L%, 0,15 Agua natural e Este trabalho
HMDE efluente
Tampéo BR/ 770,8 Formulagbes @ ALVAREZ-
PPD Etanol 0,04 mol L Farmacéuticas = LUEJE, 1997.
1(70/30); DME
VadssRC-PD Acetato de amonia 0,41 Formulagbes @ FURLANETTO
0,015 mol L; Farmacéuticas | et al., 2000.
HMDE
VaasRC-PD GCE/modificado 15,4 Formulacbes @ WANG et al.
com cisteina Farmacéuticas | 2006.
e soro humano
HPLC/UV - >4.4 Formulagbes @ TUBIC, et al.,
Farmacéuticas | 2007.
HPLC/UV - 0,18a41,5  Formulacdes PANUSA et al.,

Farmacéuticas = 2007,
Sitema FIA/ Fosfato 0,1 mol L~ Potential de Formulagbes LIMA et al,

Amperometria  1; Diamante  pulsos (V): Farmacéuticas | 2013.
dopado com boro 0,8:24,9
0,6: 31,8
0,4: 1069,8
HPLC-ESI- Extracdo em fase 0,01a0,2 Agua SILVEIRA et
MS/MS solida (SPE) superficial e  al., 2013.
agua de
abastecimento
UPLC- Extracdo em fase 2,1x10* Agua de GAFFNEY et
MS/MS solida (SPE) abastecimento  al., 2014.
9,0x10° Agua
superficial
PD-AdsASV  Tampdo Fosfato 0,55 Urina BUKKITGAR
0,2mol L et al. 2016.

O LD do método voltamétrico proposto para a quantificacdo de NIM foi similar ou
inferior a valores citados usando técnicas eletroanaliticas, como o método desenvolvido por
Wang et al. (2006) com eletrodo modificado com cisteina. O método também se mostrou
mais sensivel do que os métodos cromatograficos propostos por Tubic, et al. (2007) e Panusa
et al., (2007) mostrando que o método pode ser aplicado na quantificacdo de NIM em
concentracdes da ordem de ng L a pug L nas amostras aquosas. Além disso, métodos
voltamétricos apresentam baixos custos e podem ser considerados rapidos, sem aplicacéo de
etapas de clean-up e pré-concentragdo em colunas conforme demandam os métodos usando

HPLC-DAD.
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Em amostra aquosa diluida o LD e LQ foram calculados considerando-se o sinal do
eletrolito a solugdo de KC1 1,0 mol L! preparada em uma mistura de 1,0 mL de 4gua natural
de rio (diluida 1:9 mL). O desvio da resposta (Sp) nesse meio foi 0,062 nA, e a inclinagao de
uma curva de adi¢cdo padrdo nesse meio (y=0,15 + 0,49 x), com base nesses dados os valores

de LD e LQ foram 0,38 pg L' e 1,27 pg L', respectivamente.
3.3.4.2 Seletividade

O critério seletividade permite avaliar a capacidade do método em medir com exatiddo o
analito de interesse na presenca de componentes da matriz (ANVISA, 2003). Para o farmaco
NIM a seletividade foi avaliada presenca AH e em aguas naturais com diferentes diluicdes.
A Figura 42-A mostra os voltamogramas da adicdo de 20,2 pg L' NIM e 0,26 mg L' de
COD, respectivamente. A Figura 42-B mostra a resposta voltamétrica do acido htimico na
auséncia de NIM com adi¢des de 0,26 2 9,01 mg L' de COD (presente nas aliquotas de HA)

mostrando um pico em aproximadamente 0,6 V, potencial de pico caracteristico de NIM.
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——NIM 20,2 mol L™ 404 ——0,26 mg L™ (COD)
8- ——COD 0,26 mg L™ 0,80 mg L™ (COD)
—— 1,31 mg L" (COD)
30 1
= 6 — 3,90 mg L™ (COD)
< < ——9,01 mg L™ (COD)

20

2 \ 104

O_ / O.

04 -05 06 -07 -08 -09 03 04 -05 06 -0.7 08 -0.9 -1.0
E /V vs Ag/AgCl (KCI 3 mol L) E/ Vvs Ag/AgCl (KCl 3,0 mol L)

Figura 42: A) Voltamogramas de pulso diferencial do estudo de interferéncia de COD na
resposta de NIM. B) Voltamogramas de pulso diferencial do COD com adigdes HA. Com
correcdo de linha base.

Os voltamogramas de 20,2 pg L™ de NIM e da adi¢do de 0,26 mg L™ de COD
mostram a mudanca do perfil voltamétrico em relacdo ao sinal caracteristico de NIM
mostrando o efeito de interferéncia da matéria organica nas medidas de corrente. Esse efeito
também foi avaliado em ensaios com adicéo de 1, 2, 3 e 5 mL de amostra de agua de rio,
completando o volume para 10,0 mL com solugéo de KCl para 1,0 mol L%, em ajustado para
7. Portanto, as dilui¢cOes das amostras foram de 10; 5; 3,3 e 2 vezes, respectivamente. A

Figura 43 mostra os voltamogramas da curva de adi¢do padrdo de NIM na faixa de 1,53 a
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19,52 pg L, nas diferentes proporcGes de amostra real.

7
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Figura 43: Voltamogramas de onda quadrada mostrando o sinal do eletrélito (amostra
diluidas) em curvas de adigdo padrdo em concentragdes de 1,53 a 19,52 pg L de NIM.
Diluigdes: A) 1:10; B) 2:10; C) 3:10; D) 5:10.

O efeito de interferéncia de matriz foi mais significativo nos ensaios contendo 3 e 5
mL de amostra. A resposta voltamétrica de NIM na Figura 44-A, apresenta a inclinagdo das
curvas de NIM em amostras diluidas na faixa de concentragdo 1,53 a 19,52 pg L para os
ensaios com 1 a 5 mL de amostra avaliados. A Figura 44-B mostra as diluigdes de 1 e 2 mL
de amostra comparando sua inclinac¢do a de uma curva em eletrolito e em agua ultrapura com

adicdes de aliquotas de NIM nas mesmas concentragoes.

A B
-7 — -10
-6 Amostrlz:a,lglluu;ao(vl v) 8 —— 10,0 agua ultrapura
—e—210 81 —O—1,0 mL Amostra [I]
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Figura 44: A) Curvas de adi¢do de padréo de NIM com diferentes diluicGes da amostra (1:9;
2:8; 3:7 e 5:5) B) Curvas analiticas de NIM em eletrdlito puro e em amostras de aguas

naturais (diluicdo de 1:9; 2:8).
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A Figura 44-B mostra a inclinagdo da curva de NIM em eletrélito e das amostras
reais diluidas 5 e 10 vezes. As inclinagdes (coeficientes angulares) foram de 0,36 para a
curva em agua ultrapura e 0,25 e 0,27, respectivamente, nas amostras diluias. As diferentes
inclinagdes entre as curvas em agua ultrapura e nas amostras indicam a necessidade o uso
do método de adi¢do padrao na quantificacdio de NIM em 4guas naturais. O processo de
dilui¢do ndo interferiu na quantificagdo de NIM nas amostras, pois o0 método permite a pré-
concentracdo do analito durante o processo de reducdo do farmaco. Em medidas
voltamétricas como estas o tempo de acumulagao pode ser aumentado, conforme descrito na
otimizagdo dos parametros, caso seja necessario melhorar a sensibilidade.

Para confirmar a seletividade do método cromatografico os perfis dos espectros UV-
DAD do padrao e dos picos atribuidos ao composto presente nas amostras de efluente foram
analisados, demonstrando assim, similaridade nos perfis dos espectros UV-DAD do padrao

e nas amostras (Figura 45).

. B
0,6 A L0.
0,51
081
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o) 0,6 302,1
< 0,31 5
< 0,41
0,24
011 k 024
0,0 ] 0,04
0 2 4 6 8 10 12 14 16 260 280 300 320 340 360 380 400 420
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Figura 45: A) Cromatogramas do padréo de NIM (50 mg L) monitorado em 302 nm. B)
Espectro cromatografico de HPLC-DAD do pico a 10,9 min.

A presenca de NIM verificada nas amostras de efluentes por voltametria e foi
confirmada através de analses qualitativas por HPLC-DAD comparando o tempo de retencao
e o perfil similar dos espectros UV-DAD das amostras com o padrdao de NIM. A Figura 46
mostra os cromatogramas sobrepostos em 302,1 nm da solu¢do padrdo de NIM e das
amostras da entrada e saida da ETE, com picos bem definidos, no tempo de retengao em 10,9

min.
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Figura 46: A) Sobreposicio dos cromatogramas do padrdo de NIM (50 mg L) e das
amostras 5 ¢ 6 em 302,1 nm. A’) Ampliagdo dos cromatogramas do padrdo e amostras.

A comparagdo dos tempos de retencao das amostras na Figura 46 com o do padrao
de NIM mostrou-se similar ao observado para o padrdo, mas menor intensidade do pico

cromatografico.

3.3.4.3 Precisao

A precisdo do método foi avaliada pela estimativa da repetitividade e precisdo
intermediaria avaliada a partir da estimativa da concentracdo recuperada em amostras
fortificadas com 5,0 pug L de NIM. As recuperacdes médias de cinco medidas foram
100,2 % para a repetitividade e, 94,02 % para a precisdo intermediaria, com desvios padrbes
de 8,96 e 10,25, respectivamente. Estes valores foram abaixo de 20% considerados

aceitaveis no nivel de concentracdo avaliado (RIBANI et al., 2004).

3.3.4.4 Exatidao

A Tabela 14 apresenta os resultados do ensaio de exatiddo do método voltamétrico
foi avaliada pela recuperacio de NIM em agua ultrapura fortificada de 2,02 ug L™* e 5,10 g
Lt do farmaco, respectivamente. Para amostra real foi adicionado a concentracio de 2,52
ug Lt de NIM cela.

A exatiddo foi calculada pela recuperacdo de NIM em agua ultrapura e em amostra
(4gua de rio; diluicdo 1:10 v/v), fortificadas com 2,0 e 2,52 pg L™, apresentando

recuperacdes de 111,4% e 119,8%, respectivamente.
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Tabela 14: Ensaios de recuperacdo de NIM em &gua ultrapura e amostra real (n = 3).

CnimAdicionada | Cnim Recuperada Recuperacao
Amostra ) )
(ug L) (ug L) (%)
Agua ultrapura 2,02 2,25+ 0,24 111,4
Agua Ultrapura 5,10 5,27 +0,10 103,3
Amostra (1:10 v/v) 2,52 3,02 +£0,39 119,8

Os valores de recuperagdo obtidos para NIM mostram que o método foi validado, de

acordo com a literatura 0 método apresenta boa exatiddo, desvios de até 20% sdo aceitaveis

para a quantificacdo de analitos em niveis de concentracdes traco (RIBANI et al., 2004).

3.3.5 Aplicacdo do método na quantificacdo de NIM em amostras aquosas

O método PD-AdsCSV otimizado e validado foi aplicado na quantificacio de NIM

em amostras de agua, e dguas residuais coletadas de seis pontos ao longo da Bacia do Parana

III (Rio Parand) em trés diferentes amostragens, de acordo com os resultados na Tabela 15.

As amostras foram diluidas de 20 a 100 vezes. A Figura 47 mostra a curva de quantificagao

para a amostra 5 (amostragem 3) com adi¢do padrio de NIM de 3,05 a 9,22 ug L™!. Uma

aliquota de 100 uL de amostra filtrada foi utilizada nesta determinagao.

2,01

1,51

I (nA)

1,0

0,51

0,0-

-0,40 -0,48
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Y =043+0,14 X
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Figura 47: Voltamogramas de PD-AdsCSV da curva de adi¢do padrdo da amostra 5. a)
Amostra, b) 3,05, ¢) 6,15 e d) 9,22 ug L NIM, em KCI 0,1 mol L, pH 7 e tac 10 s.

Os resultados encontrados de NIM em daguas residuais indicam que as drogas
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farmacéuticas estdo sendo langadas e persistindo em esgoto urbano. Além disso, os processos
de tratamento aplicados ndo foram suficientes para remové-los, como discutido em outros
trabalhos (HEBERER, 2002; VERLICCHI et al., 2012; WING-LEUNG et al, 2013). As
amostras 1 a4 das "praias artificiais" foram diluidas 10 vezes e apresentaram aspecto limpido
e inodoro. Nestas amostras ndo foi detectado NIM. Entretanto, as amostras de esgoto

apresentavam a cor amarela e forte odor.

Tabela 15: Determinacdo de NIM em amostras de agua natural e esgoto de seis pontos ao
longo da Bacia do Parand 111, em trés periodos de amostragem.

Amostra Cram (kg L)
Local da coleta Amostragem | Amostragem | Amostragem
1 2 3

1 Terminal turistico de Entre Rios, <0,15 <0,15 <0,15
Entre Rios do Oeste Oeste-PR

2 Resort de Santa Helena, Santa < 0,15 < 0,15 < 0,15
Helena-PR

3 Terminal turistico de Vila < 0,15 < 0,15 < 0,15
Ipiranga, S80 Miguel do Iguagu-
PR

4 Terminal turistico de Trés Lagoas, <0,15 <0,15 <0,15
Foz do Iguagu-PR

5 Entrada da ETE de Santa Helena- 186,5 385,0 316,4
PR

6 Saida da ETE de Santa Helena-PR <0,15 101,7 121,6

Os teores de NIM detectados em amostras de dgua do mar foram elevados em
comparagdo com valores reportados para dguas naturais. Silveira et al. (2013) determinaram
em amostras de agua potavel 0,05 ug L' de NIM, utilizando HPLC-ESI-MS/MS com pré-
concentragio em coluna SPE e 134 ug L', em 4guas superficiais. Gaffney et al. (2015),
monitoraram trés anti-inflamatorios, ibuprofeno, diclofenaco e nimesulida, em agua de
abastecimento de 4gua tratada, encontraram concentragdes abaixo de 30 ng L.

Mezzelani et al. (2016) avaliaram a bioacumulagdo de AINEs (acetaminofeno,
diclofenaco, ibuprofeno, cetoprofeno e nimesulida) em mexilhdes da espécie Mytilus
galloprovincialis. Os autores observaram bioacumulac¢do de diclofenaco (14,9 + 7,89 ng/ g),
ibuprofeno (1,63 + 1,0 ng/ g) e NIM (30,22 + 13,50 ng/ g) em organismos expostos a esses
farmacos no laboratorio. No mesmo trabalho, espécimes dos mexilhdes foram coletados no
Mar Mediterraneo e posteriormente analisados para avaliar a possivel bioacumulacdao de

AINEs. NIM foi detectado em todas as amostras testadas de organismos selvagens em niveis
96



médios de 4,4 = 1,53 ng / g (peso seco).

3.4 Consideracdes finais

O método para quantificacdo de STP e NIM foi otimizada, avaliando todos os
parametros de forma univariada, estes foram escolhidos com base no melhor perfil
voltamétrico e resposta I, para garantir a sensibilidade na quantifica¢do dos analitos.

O parametro ¢, otimizado foi 180 s, para STP e 60 s para NIM. No entanto, pode ser
maior ou menor de acordo com a amostra a ser analisada. Em eletrolito a faixa linear de
trabalho para STP foi de 8,09 a 40,18 pg L' e, para NIM de 0,5a 50 ug L!. Os resultados
da analise de regressao aplicada aos dados das curvas, mostraram para ambos os farmacos
mostraram na faixa de concentracdo avaliada nao havar falta de ajuste ao modelo linear. Os
limites de detecgdo e quantificagio para STP em 4gua ultrapura foram 0,18 pg L™ e 0,60 pg
L !, respectivamente. Em solu¢do contendo a mistura 4gua de rio diluida em 4gua ultrapura
LD e LQ foram 13,5 ug L' € 45,0 ug L'!. Para o farmaco NIM o LD calculado foi 0,15 e
LQ 0,50 ug L'. No entanto, os resultados de estudos de interferéncia mostraram que a
matéria organica exerce forte interferéncia na quantificacdo de STP e NIM, tanto na presenga
de COD, quanto em amostras de agua. Esse efeito foi contornado com dilui¢des das
amostras, permitindo a quantificagdo dos farmacos em amostras aquosas.

STP nao foi detectado nas amostras coletadas em diversos pontos da regido de
abrangéncia do Lago de Itaipu. NIM foi quantificada nas amostras de esgoto da ETE de
Santa Helena, sua presenca foi confirmada por andlise em HPLC nos ensaios de seletividade.

Os parametros de validacdo dos métodos propostos para STP e NIM mostraram que
estes se encontram validados e apresentam precisdo e exatiddo. Além disso, os métodos
voltamétricos com etapas de pré-concentragdo do analito no eletrodo permitem limites de
deteccao da ordem de grandeza de métodos cromatograficos, considerados métodos padrao

para analises de farmacos.
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CAPITULO 4 - ESTUDO DO COMPORTAMENTO DE FARMACOS NO
AMBIENTE USANDO SISTEMAS MODELO

As substancias farmacéuticas e seus metabolitos podem chegar ao ambiente aquatico
por diversas rotas, sendo a principal o langamento de esgoto doméstico tratados ou nao.
Outras possiveis fontes de entrada de farmacos no ambiente sdo efluentes rurais e de
industria farmacéutica (MELO et al., 2009). Os processos de remogao desses compostos dos
corpos d’agua pode ocorrer por processos naturais, tais como, a biodegradacao, a degradacao
pela luz, e absor¢ao por organismos ao longo da cadeia alimentar (HODGSON, 2004; ZHAN
et al., 2006; MELO et al., 2009).

Neste capitulo, serdo abordados estudos sobre o comportamento de alguns farmacos
em agua sob a influéncia de radiagdo solar, radiagdo ultravioleta, na presenca de argila e 4gua
sintética usando sistemas modelo. Um sistema modelo pode ser definido como experimentos
realizados em condi¢des controladas. Portanto, o objetivo dessa etapa do estudo foi avaliar
o comportamento dos farmacos NIM, STP e ALP com radiagao ultravioleta e natural (solar).
Assim, foi utilizado um experimento que recebeu radiagdo, enquanto outro foi protegido (o
experimento controle) para avaliar o tratamento com radiacdo teria efeito no processo de

degradacdo dos farmacos.

4.1 Metodologia

4.1.1 Estudos prévios de degradacdo de NIM, STP e ALP por radiacdo UV

Para avaliar o comportamento dos fairmacos NIM, STP e ALP em meio solucdo
aquosa, com radiacdo UV, solu¢des individuais dos firmacos foram irradiadas com lampada
de vapor de merctrio (modelo 11E S37, 4 A, 250 V) acoplada a um reator externo (250 W,
220V, 60 Hz, 1,30 A) em uma camara escura ¢ fechada. As concentracdes das solugdes
padrio dos farmacos (403,0 pgste L', 151,1 pgnim L' € 50,0 pgare L) foram preparadas,
em baldes de 250 mL, e transferidas para recipientes de vidro de 1,5 L sendo um aberto para

irradiagdao e um protegido com papel aluminio para controle (Figura 48).

102



Lampada
uv

Figura 48: Experimento de degradacéo dos farmacos em camara luz UV em frasco de vidro
de 1,5 L, com lampada de mercurio (250 W, 220 V, 60 Hz, 1,30 A).

Aliquotas de 2,0 mL de solugdo foram coletadas antes e apos a irradiagdo com luz
UV, em intervalos definidos para acompanhar a degradacdo dos firmacos e analisadas por
voltametria, em triplicata. Os pardmetros avaliados foram a intensidade de corrente e o perfil
voltamétrico do composto nas condi¢cdes otimizados previamente de cada farmaco. O
farmaco STP foi acompanhado com a retirada de aliquotas por 3 horas de irradiagdo em
solucdo de 403,0 pg L', enquanto, NIM foi avaliado por 12 h numa solugdo de 151 pg L.

As analises de ALP foram realizadas utilizando as condi¢des voltamétricos
otimizados por Nunes et al. (2015), usando seguintes parametros: potencial de acumulagdo
(-0,8 V); tempo de acumulagdo (120 s); velocidade de varredura (25 mV s™); amplitude de
pulso (80 mV); tempo de pulso (40 ms). O periodo de radiagdo da solugdo de ALP nesse
estudo foi de 18 h.

Como no interior da camara de radiagdo UV ha aumento da temperatura foi avaliado
se este fator interfere no processo de degradacao do farmaco. Desta maneira, uma solucao
de 151,1 pg L' de NIM foi colocada em agitador shaker com temperatura controlada a 40

°C e retiradas aliquotas para medidas com 4 e 6 h de exposi¢do ao calor, na auséncia de luz.

4.1.2 Estudo de interferéncia entre os farmacos NIM, STP e ALP

Para avaliar a possibilidade de estudos simultaneos de degradacdo dos farmacos
NIM, STP e ALP por irradiacdo, abordados neste trabalho foi avaliado o efeito de
interferéncia entre os mesmos a partir de medidas voltamétricas (Tabela 16). Na 2 coluna
da Tabela 16 encontram-se as concentragdes do farmaco avaliado, em seguida, na 3% coluna

as concentragoes do farmaco interferente.
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Tabela 16: Estudo de interferéncia entre os farmacos NIM, STP e ALP durante as medidas
voltamétricas de NIM, STP e ALP.

Farmaco Concentracio do Concentracao dos interferentes
avaliado farmaco (ug L) (ng L
NIM 10,2 STP (21,4) e ALP (10,0)
STP 21,4 NIM (10,3) e ALP (10,0)
ALP 10,0 STP (21,4) e NIM (10,2)

4.1.3 Estudo do comportamento dos farmacos em agua sintética e na presenca

de matéria organica

Um estudo para avaliar o comportamento dos farmacos NIM e ALP foi realizado em
agua sintética. A 4gua sintética foi preparada para simular uma matriz mais préxima de uma
agua natural seguindo as proporgdes de metais, EDTA e adcido himico, conforme Campbell
(1995), 1 L de 4gua sintética foi preparada de acordo com as concentragdes indicadas na
Tabela 17.

Tabela 17: Composicdo da amostra sintética de agua natural utilizada nos estudos do
comportamento de farmacos por irradicacdo UV.

Composi¢io Concentragio (mg L)
Cd*" 0,0015
Cu" 0,0040
Fe" 0,025
Pb*’ 0,0030
Zn*? 0,0020

Crl 7,6

CO;? 5,4

S04 11,0

Ca'? 35,0

Mg 4,0

Na* 5.4

K" 8,4

EDTA 1,5

Acido hiimico (COD)* 0,25

*COD: Carbono organico dissolvido considerando
presente em 35% no acido humico (AH).

O perfil voltamétrico dos farmacos foram avaliados em amostras de agua sintética e

também na presenga de 0,50 mg L™! de argila (Argel), EDTA e HA. Em baldes de 25 mL foi
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adicionado agua sintética e em seguida os farmacos NIM + ALP (1); NIM + ALP + EDTA
(2); NIM + ALP + COD (3); NIM + ALP + Argila, nas concentragdes dadas na Tabela 18.
As misturas foram transferidas para béqueres de 50 mL protegidos da luz com papel aluminio
e deixadas em repouso por 24 h. Apds esse periodo foram retiradas aliquotas de 100 puL para

analise. A mistura contendo argila foi centrifugada por 30 min antes da retirada da aliquota.

Tabela 18: Avaliagdo de NIM e ALP em &gua sintética na presenca de EDTA, COD e argila.

1 2 3 4

NIM (30,0 ugL) NIM+EDTA NIM+COD (0,25mgL")  NIM + Argila
(1,5mg L™ (0,50 mg L)

ALP (10,0 pg L'y = ALP+EDTA  ALP+COD (0,25mgL!)  ALP+Argila
(1,5mgL™) (0,50 mg L)

4.1.4 Estudo simultaneo de degradacéo de NIM e ALP com radiacéo solar

A avaliacdo simultdnea do comportamento de NIM e ALP em solugdo aquosa (4gua
sintética), com luz natural foi realizada entre janeiro a margo de 2016, periodo de verao com
temperaturas variando entre 18 e 31 °C em Guarapuava-PR (25°23'03.8"S 51°29'16.0"W),
com altas taxas de precipitagio e indice de radiagdo UV em niveis elevados
(CLIMATEMPO, 2016). Com o tempo nublado ou chovendo os frascos contendo as
solugdes dos farmacos foram mantidos sob refrigeragdo, conforme também descreve
Hemmateenejad et al. (2008).

O ALP (1,0 mg L"), NIM (3,02 mg L) e 4gua sintética foram misturados em baldo
de 250 mL. A solucdo dos farmacos foi transferida para o recipiente de vidro (sem tampa) e
exposto a luz solar. O recipiente contendo a amostra controle foi protegido da luz com dupla
camada de papel aluminio. Em dias de maior incidéncia solar a amostra € o controle eram
expostos ao sol entre as 10 e 16 h. Apods as 16 h, a amostra e o controle eram guardados em
refrigerador. Antes da coleta das aliquotas de 100 uL de cada recipiente, o volume evaporado
dos frascos era completado com 4gua sintética até 250 mL e a solucdo homogeneizada. As
aliquotas da amostra e controle em cada intervalo foram transferidas para a cela voltamétrica
com os respectivos eletrolitos, KCI 1,0 mol L para NIM e tampao fosfato para ALP. As

medidas da corrente e o perfil dos voltamogramas foram os parametros utilizados ao avaliar
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a fotodegradacdo. Na cela voltamétrica as concentragdes de NIM e ALP foram inicialmente

30,15 e 10,0 pg L', respectivamente.

4.1.5 Estudo simultaneo de degradacéo de NIM e ALP com radiacdo UV

Um estudo similar ao descrito anteriormente (item 4.1.4) foi realizado com lampada
UV, com as concentragdes 3,02 mg L' de NIM e 1,0 mg L™! de ALP. Além dos componentes
da 4gua sintética apresentados na Tabela 17, foi adicionado argila (Argel) a fim de observar
o comportamento dos farmacos na presenca de material particulado em suspensdo. Nesse
caso, como foi utilizado luz artificial, assim ndo foi necessario interromper o experimento

por longos periodos, somente o tempo necessario para retirada da aliquota para analise.

4.2 Resultados e Discussao

4.2.1 Estudo do comportamento de STP com radiacdo UV

O comportamento da molécula de STP irradiado com lampada UV foi avaliado
conforme mostrou a Figura 49. O periodo de radiacdo foi avaliado foi de 15 a 180 min e a
resposta voltamétrica comparada com o voltamograma no To na concentracao de 80,5 pg L~
!'de STP, a partir de uma aliquota de 2 mL da solugdo. Para a solugdo controle protegida com
papel aluminio foram retiradas aliquotas nos mesmos intervalos da aplicados para a amostra
irradiada e a resposta de corrente média foi de 166 + 10 nA e o potencial de pico se manteve

em -1,62+ 0,01 V.

400 Tempo de Irradiacéo (min)
To
—15
300 - 30
—60
120

I (NA)

100+ ‘:
O i >

15 16  -17  -18  -19
E/V vs Ag/AgCI (3,0 mol L™)

Figura 49: Voltamogramas de onda quadrada de 80,5 pug L™ de STP no To e, em intervalos
de radiagdo-UV (15 a 180 min). Com corre¢éo da linha base.
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Os voltamogramas do estudo de STP com radiagdo UV na Figura 49 mostra o
deslocamento de potencial do farmaco de -1,63 V para -1,66 V e o alargamento dos picos
voltamétricos a partir de 15 min de irradiagdo UV. Observou-se que com 120 min a formou-
se um segundo pico em -1,77 V, sugerindo a formagdo de produtos de degradacdo. No
entanto, apos 180 min, ndo foi observado pico voltamétrico, indicando a degradacdo do STP,
ou a diminui¢do da resposta para niveis nao detectados pelo método proposto.

Palmisano et al. (2015), avaliaram a foto-estabilidade a radiacdo UV para os
antibioticos amoxilina, streptomicina, eritromicina e ciprofloxina, com detec¢ao por HPLC
comparando a fotdlise (sem catalisador) e foto-catalise, usando o catalisador TiO2. A
diferenca de eficiéncia da fotolise e fotocatalise para STP foi de 63% para 99,9%, com 60
min de irradiacdo. Pode-se observar que mesmo sem catalisador o farmaco STP apresentou
alta taxa de degradagdo. Para STP ndo foi encontrado na literatura quais seriam os possiveis

produtos formados no processo de degradacao resultantes da fotodegradagao.

4.2.2 Estudo do comportamento de NIM com radiacdo UV

Nesse estudo foi avaliado a degradagdo de NIM com radiagdo UV com a retirada de
aliquotas de 2,0 mL de solugio padrio de NIM 30,0 pug L' na aliquota. As aliquotas de
solucdo irradiada foram coletadas de 4 até 12 h e a resposta encontra-se na Figura 50 A e B.
Para o experimento controle (solu¢do nao irradiada) foram retiradas aliquotas no mesmo
intervalo da soluc¢do irradiada e a resposta 1, fo1 6,2 + 0,7 nA, no potencial -0,506 + 0,003 V.
Conforme observado a lampada UV aquece o interior da cAmara de irradiagdo, assim o efeito
da temperatura foi avaliado numa solugdo 30,0 pg L' de NIM nas aliquotas utilizando um
equipamento shaker com temperatura controlada a 40° C, com a solucdo protegida da luz,
retirou-se uma aliquota em 0; 4 ¢ 6 h de aquecimento (Figura 50-C), e verificou-se que o
aumento de temperatura nao modificou a resposta voltamétrica, indicando que nao houve

degradacao.
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Figura 50: A) Voltamogramas de pulso diferencial para 30,0 pug L™ de NIM (To até 12 h
com radiagdo-UV). B) Correlagéo corrente vs tempo de degradagdo. C) Correlagéo Ip vs
tempo, com aquecimento a 40 °C por 6 h.

A reposta na Figura 50-A mostra a diminuicdo na resposta voltamétrica de NIM e a
mudanca no perfil voltamétrico, apds 12 h de radiacdo o pico carateristico de NIM
desapareceu sugerindo a degradacao ou a formacao de possiveis produtos de degradacéo. Na
literatura sdo encontrados como possiveis produtos de degradacdo de NIM o acido
metanossulfonico e 2-fenoxi-4-nitroanilina (HEMMATEENEJAD et al. 2008), os quais
serdo abordados mais detalhadamente no item 4.2.6 (degradacdo simultanea de NIM e ALP
com radiagdo solar). Na Figura 50-C, a resposta voltamétrica da amostra aquecida até 40 °C,
mostrou que ndo houve alteracdo do perfil voltamétrico, indicando que ndo ocorreram
processos de degradacdo de NIM, na auséncia de radiacdo. De acordo com Galvez et al.
(2001) a temperatura ndo influencia significativamente a velocidade de reac@es iniciadas

com absorgdo de fotons.

4.2.3 Estudo do comportamento de ALP com radiacdo UV

A persisténcia do farmaco ALP em meio aquoso foi previamente avaliada com
radiagio-UYV retirando-se aliquotas de 2 mL contendo 10,0 ug L' de ALP (no To). A Figura

51 mostra os voltamogramas de ALP e a resposta de corrente de pico do ALP em fungdo do

tempo de radiagao por 18 h.

108



A B

12 12
Tempo hs (radiagéo-UV)
0 4
10 0 104, " o.
6
o 8 —s _ !
< 12 <
£ 61— S 6
4 4l
2- 2 .
0+ = / 0 m
-075 -080 -0,85 -090 -0,95 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
E/ V vs (Ag/AgCl, KCI 3,0 mol L™Y) Tempo (h)

Figura 51: A) Voltamogramas de pulso diferencial para amostra 10,0 ug L™ de ALP (0 a 18
h) com radiacdo-UV. B) I, vs tempo na amostra irradiada.

A queda do sinal voltamétrico de ALP foi verificada até o desaparecimento do sinal
voltamétrico no potencial -0,87 = 0,01 V com 18 h de exposi¢ao a luz UV. No frasco ndo
irradiado a resposta /, de ALP nas aliquotas foi 10 = 0,6 nA, indicando que ndo houve
degradacdo do farmaco nessa condicao.

Os testes de fotodegradagdo mostraram que quanto mais tempo de exposi¢dao a
radiagdo maior a quantidade de solvente (H>0O) evaporada, diminuindo significativamente o
volume de solugdo aquosa do farmaco. Também foi verificado que a retirada de 2,0 mL a
cada aliquota para as medidas era um volume elevado. Assim, nos estudos posteriores foi
necessario aumentar a concentracao dos farmacos e retirar aliquotas de 100 puL. Além disso,
antes da coleta de aliquotas para andlise o volume de solvente evaporado era reposto e a
solucdo homogeneizada, para evitar o efeito de pré-concentragdo do analito por evaporagao.
Com os resultados das andlises prévias de NIM, ALP e STP por radiacdo UV verificou-se

que NIM e ALP foram mais resistentes.

4.2.4 Estudo do efeito de interferéncia de NIM e ALP em agua sintética e na

presenca de matéria organica

A solugdo de agua sintética foi preparada para uso como uma matriz simulando uma
agua natural, esta ¢ composta diversos metais. Também foi avaliado neste meio o possivel
efeito de interferéncia com de EDTA e substancias humicas. Além disso, foi avaliado o efeito
da adicdo de argila na solucao contendo os fArmacos NIM e ALP. A Figura 52-A mostra os
voltamogramas de NIM antes e ap6s as adigdes de argila, EDTA e COD, respectivamente. A

resposta , encontra-se na Figura 52-B para seguintes situagdes ou experimentos numerados
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de 1 a 4, de acordo com sua composi¢do: NIM (1); NIM + Argila (2); NIM + EDTA (3) e

NIM + COD (4).
A
—— NIM 30 pg L™(2)
69 —— NIM + Argila (2)
NIM + EDTA (3)
54 ——NIM +0,25mg L™ COD (4)

1 (NA)

.04 -05 -06  -07

E /V (Ag/AgCl vs KCI 3,0 M)

-0,3

| (nA)

P

1 2 3 4
Experimento

Figura 52: A) Voltamogramas de pulso diferencial para 30,0 pug L™ de NIM. B) Corrente
de pico em funcéo do n° de experimento (1 ao 4).

Os voltamogramas na Figura 52-A mostram um deslocamento no potencial de pico

de NIM de -0,50 para -0,48 V e, um alargamento do pico com a adi¢do de 0,25 mg L™ de

COD, comportamento também verificado na validagdo do método. Entretanto, com variagao

pequena na intensidade de corrente (Figura 52-B). Essa analise mostrou uma baixa interagao

de NIM com particulado (argila), indicando que o farmaco permaneceu na fase aquosa.

Os mesmos experimentos de 1 a 4 descritos para NIM foram aplicados ao ALP para

verificar a interagcdo deste com os componentes presentes na agua sintética de acordo com a

Figura 53.
A B
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Figura 53: A) Voltamogramas de pulso diferencial para 10,14 pg L de ALP. B) Relagdo
entre intensidade de corrente de pico do ALP na presenca de argila, EDTA e COD em fungdo

do n° do experimento (1 ao 4).
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Os voltamogramas de ALP em diferentes meios (Figura 53-A) indicaram a queda na
corrente do ALP nos diferentes meios avaliados, especialmente com adicdo da argila,
indicando a possibilidade da interagdao do farmaco com o material particulado em suspensao
e com os agentes complexantes. Desta forma, sugere-se que o ALP ndo esteja completamente
na fase aquosa em um ambiente aquatico. A tendéncia do farmaco a ficar no sedimento ou
na fase diluida indica uma caracteristica de cada classe e do carater acido/ basico dos
mesmos. Buser et al. (1998) avaliou a degradacdo de um farmaco nao esteroidal, o
diclofenaco, em agua superficial relatando que este se encontra principalmente na fase
dissolvida.

O estudo cujos resultados foram discutidos anteriormente foi conduzido na auséncia
de luz, com o objetivo de avaliar interacdo dos farmacos com os componentes da matriz. No
entanto, a literatura aborda que este podem interferir nos processos de degradagdo. Em um
estudo de fotodegradacdo de farmacos benzodiazepinicos realizado por Calisto et al. (2011),
utilizando HA, 4cido fulvico e XAD4 verificaram que o HA influenciou na diminuicao da
taxa de fotodegradagdo, enquanto que o 4cido fulvico e o XAD4 potencializaram a
degradacdo dos farmacos. No entanto, a razdo para a diferenca ndo ficou totalmente claro
segundo os autores. Kiimmerer et al. (1997), em estudos de biodegrabilidade do agente
antitumoral ifosfamida em esgoto hospitalar verificaram que ndo ocorreu biodegradacao e
nem adsor¢do do farmaco no lodo do esgoto, pois os teores encontrados antes € apds o

processo foram da mesma ordem de grandeza.

4.2.5 Estudo de interferéncia entre os farmacos NIM, STP e ALP

As condic¢des voltamétricas para andlise de STP, NIM e ALP sado distintas. Apesar
disso, foi realizado um estudo para avaliar a possibilidade de estudos simultineos de
degradacao utilizando radia¢do, ou mesmo verificar se haveria interferéncia entre eles caso
estivessem presentes em uma mesma amostra. A Tabela 19 mostra a corrente média no
potencial de STP, NIM e ALP nas condi¢des voltamétricas otimizadas para os mesmos,
seguida da resposta apos adi¢do simultanea dos outros dois firmacos. As concentragdes

adicionadas de NIM, STP e ALP foram de 10,2; 21,4 ¢ 10,0 ug L*!, respectivamente.
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Tabela 19: Resposta de corrente em nA para os farmacos NIM, STP e ALP no estudo de

interferéncia.

NIM

STP

ALP

I, adicdo de

I, adicdo de

1, adigdo de

1, (NIM) interferentes [, (STP) interferentes = I, (ALP) interferentes
(STPe ALP) (NIM e ALP) (NIM e STP)
1,54+0,025 1,46+0,054 1552+398 116+4,57 3,55+0,1 3,59+ 0,03

As respostas /, na Tabela 19 indicam que os farmacos NIM e ALP interferem entre
si, permitindo as analises de degrada¢do em experimentos simultaneos. Por outro lado, para
STP a corrente diminui drasticamente com a adigdo de NIM e ALP, mostrando elevado efeito
de interferéncia. Além disso, o estudo prévio com radiagdo UV mostrou a rapida degradagdo

deste fArmaco, assim apenas NIM e ALP foram avaliados nos estudos posteriores.

4.2.6 Estudo de degradacéo simultanea de NIM e ALP com radiacéo solar

Uma solugio preparada em 4gua sintética com adi¢do de 1,0 mg L' de ALP e 3,02
mg L de NIM em baldo de 250 mL foi transferida para o recipiente de vidro aberto e exposto
a luz solar. Para controle uma solu¢do nas mesmas concentragdes foi preparada e transferida
para um recipiente fechado e protegido da luz.

A Figura 54 apresenta o perfil dos voltamogramas da resposta de NIM, inicialmente
a corrente foi de 4,8 £ 0,4, apos 4 h de exposi¢do a luz solar diminuiu para 3,570 + 0,002.
Ap6s 12 h de exposigdo a radiagdo solar o perfil voltamétrico diminuicdo da corrente e
mudanca no perfil voltamétrico. Apos 16 h de exposi¢ao verificou-se o deslocamento do
pico para potenciais menos negativos (Figura 54-A). A reposta de NIM foi acompanhada até
28 h de radiagdo solar, apds 10 dias de experimento mantendo as solugdes sob refrigeragao
em dias nublados ou chuvosos. Simultaneamente no intervalo de 0 a 28 h foi investigado a
resposta da solugdo controle na Figura 54-B a partir da corrente em fungdo do tempo se
observa baixas variagdes entre as réplicas indicando que ndo ocorreu degradacao de NIM no

experimento controle nesse periodo.
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Figura 54: A) voltamogramas de NIM (amostra sintética) com radiagéo solar. B) I, vs tempo
no experimento controle.

Ao término do experimento de degradagdo foi observado que a solucdo irradiada
mudou de amarelo, a coloragdo caracteristica das solugdes aquosas de NIM para incolor,

evidenciado a fotodegradagdo do composto (Figura 55).
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Figura 55: Solucdo de NIM irradiada com luz natural solar e solugédo controle.

Hemmateenejad et al. (2008) avaliaram os produtos de degradacdo da NIM em
solugdo metanolica usando luz solar. Os autores indicaram como principais produtos de
degradacao, o acido metanossulfonico (produto gerado a partir da hidrolise do grupo metil
sulfonamida) e o 2-fenoxi-4-nitroanilina em uma 2 etapa por duas possiveis rotas (1)
oxidacdo do NH; para NO2, ou (2) quebra da ligagio C-O formando os compostos 4-
nitroanilina e fenol (Figura 56). Estes produtos de degradacdo haviam sido propostos
previamente por Kovarikova et al. (2003) em um estudo da foto-estabilidade de NIM usando

cromatografia (liquida e de camada delgada) para fins de controle de qualidade.
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Figura 56: Esquema dos possiveis produtos de degradacdo de NIM por irradiacdo com luz
solar. Adaptado de Hemmateenejad et al., 2008.

Conforme anteriormente abordado esse estudo foi realizado simultaneamente para
NIM e ALP (etapa da degradagdo) retirando-se uma aliquota para analise de cada farmaco
até 28 h. A Figura 57 apresenta os voltamogramas da resposta para amostra irradiada com
luz solar e do experimento controle até¢ 100 h de exposigao.

A resposta de ALP foi diminuindo até o desaparecimento do sinal caracteristico do
farmaco, similar a resposta observada com radiacdo UV. Com base no exposto se verifica
que a degradagdo do farmaco, ou a formagao de produtos de degradacao que ndo respondem
nas mesmas condi¢des voltamétricas do ALP. Esse estudo foi realizado em um periodo o
qual foi acompanhado por 52 dias, somando ao longo do processo 100 h de exposicao do

experimento a luz solar.
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Figura 57: Voltamogramas amostra de ALP irradiada com radiacdo solar (0 a 100 h). Com
corregéo da linha base.
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Calisto et al. (2011) avaliaram a degradacao de quatro benzodiazepinicos (oxazepam,
diazepam, lorazepan e alprazolam) em experimentos separados simulando a radia¢do solar
em solucdes aquosas de 10 mg L' do farmaco, sob condi¢des controladas com adigdio de
matéria organica. Entre os farmacos avaliados eles observaram uma rapida degradacao de
lorazepam, com tempo de meia vida menor que um dia de sol de verdo. Enquanto, oxazepam,
diazepam e alprazolam se mostraram mais resistentes a fotodegradacdo, com tempos de meia
vida de 4, 7 e 228 dias, respectivamente, sugerindo que o processo de eliminacao de ALP do
ambiente aquatico pode levar meses. Como produto da fotodegradacdo de ALP, Calisto et
al. (2011) usando espectrometria de massa (ESI-MS) identificaram dois foto-produtos, ALP-
I [297 + H]" e ALP-II [299 + H]' resultantes da abertura do anel de sete membros

acompanhado da oxidag@o para uma cetona ou alcool (Figura 58).

ALP |- M, 297

ALP - M, 308

Figura 58: Estrutura do benzodiazepinico alprazolam e produtos de degradacdo. Adaptado
de Calisto et al. (2011).

4.2.7 Estudo de degradacéo simultanea de NIM e ALP com radiacdo UV
A resposta de NIM em agua sintética e com adigao de argila sdo apresentadas na

Figura 59. A concentra¢io de NIM na aliquota inicial foi de 30,1 pg L. A relagdo 7, em

fun¢@o do tempo na Figura 59-B refere-se ao controle, ndo exposto a luz.
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Figura 59: A) voltamogramas amostra de NIM (30,08 pg L), em agua sintética + argila,
irradiada com radiagcdo UV (com correcdo da linha base). B) Corrente de pico vs tempo de
irradiacdo no experimento controle.

O perfil dos voltamogramas na Figura 59-A foi similar ao obtido no estudo prévio
com radiacdo UV (Figura 59-A) mostrando o desaparecimento do pico caracteristico de
NIM. Para a retirada de 100 pL ao invés de 2 mL nesta andlise 3,02 mg L' de NIM foi
colocado para degradar, bem superior em relagdo ao estudo prévio, no qual utilizou-se 150,0
uL!. Observou-se que o tempo de degradacio de NIM aumentou de 12 para 125 h,
mostrando que a eficiéncia de remog¢do ¢ diretamente proporcional a concentragdo do
farmaco.

A resposta de ALP na Figura 60-A mostra a queda na resposta /, até a ndo detec¢do
de ALP no potencial -0,87 = 0,01 V ap6s 212 h de radiagdo UV. As analises do experimento
controle para ALP (Figura 60-C) mostram variacdes na corrente entre as aliquotas sugerindo
a possibilidade de interagdes do fairmaco com o material particulado (argila), conforme
observado, por exemplo, na resposta de 99 h de radiacdo, no qual a aliquota foi retirada com
a mistura em repouso (5,35 = 0,66 nA), em seguida a mistura foi agitada e retirou-se uma

nova aliquota (9,0 £ 0,37 nA).
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Figura 60: A) voltamogramas de ALP para a amostra irradiada com luz UV (0 a 212 h) e
B) I, vs tempo para a amostra irradiada com luz UV. C) I, vs tempo para o controle com luz
UV (0a 212 h).
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Nos resultados dos experimentos abordados anteriormente para NIM e ALP,
observou-se que a medida que a concentracdo do farmaco aumentou e adicionou-se outros
componentes a mistura, o tempo necessario para a degradacdo também aumentou. Nos
processos de degradacao a intensidade da luz da fonte de irradiagdo ¢ de extrema
importancia, porque em geral a fotodegradagdo das moléculas ocorre pela oxidagdo ou
quebra de ligagdes, em ambos os processos ha energia envolvida, em comprimentos de onda
especificos, entdo quanto maior a intensidade da luz maior a velocidade de degradacao
(HEMMATEENEJAD et al., 2008).

Com base nos estudos de degradagdo foi possivel constatar que a persisténcia dos
trés farmacos € distinta, no qual se verificou que o benzodiazepinico ALP foi mais persistente
que o anti-inflamatorio NIM, e o que degradou mais rapido foi o STP. Conforme abordado
por Calisto et al. (2011) dentro de uma mesma classe de firmacos o tempo de degradacao
pode ser distinto. Os autores mostraram o tempo de meia vida dos BDZs variaram de 1 a 228
dias, sendo que o ALP foi o mais persistente. No ambiente aquatico ha outros fatores que
também interferem na degradacdo e na persisténcia dos farmacos que ndo foram abordados

aqui no ambiente simulado.
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CAPITULO 5- CONCLUSAO

A importancia da quantificacdo de compostos farmacéuticos em matrizes ambientais
especialmente em &guas naturais justifica-se na possivel acdo destas substancias aos
organismos aquaticos, sendo considerados potenciais causadores de desequilibrio e
mutac0es.

A otimizacgao e valida¢ao dos parametros voltamétricos foram importantes etapas na
obtencao de um método sensivel e seletivo em relacao aos farmacos avaliados. Além disso,
foi possivel realizar andlises diretas, sem necessidade de etapas de clean-up e uso de colunas
de pré-concentragdo do analito nas amostras. A possibilidade de pré-concentrar o analito,
permite utilizar a voltametria na detectec¢dao de analitos em concentragdes da ordem de pg
L! ou até mesmo ng L™, utilizando-se a voltametria. Também, quando se utilizam eletrodos
solidos na quantificagdo de moléculas organicas, estas podem adsorver-se na superficie
eletrédica dificultando a reprodutibilidade das medidas. Este fato, mostra as vantagens do
uso do eletrodo de merctrio em modo HMDE, para o qual uma nova superficie eletrodica ¢
obtida a cada medida, sem a necessidade de polimento do eletrodo para a limpeza, como nos
eletrodos solidos.

Com os métodos voltamétricos propostos e otimizados foi possivel aplica-los na
quantifica¢do de NIM e STP em amostras de interesse de forma rapida e de menor custo, em
relagdo as técnicas cromatograficas, em geral empregadas em analises de firmacos. Em
relacdo aos limites de deteccao e quantificagdo o método mostrou-se sensivel, considerando-
se o tempo de pré-concentracdo relativamente baixos comparado com outros métodos
reportados na literatura utilizando-se a voltametria, mostrando a viablilidade do emprego
desta técnica.

Mediante os resultados apresentrados e discutidos os métodos mostraram-se
adequados na determinag¢do de NIM e STP com o uso de curvas de adicdo de padrao em
amostras reais, permitindo avaliar os ambientes aquaticos para deteccdo de possiveis fontes
de poluigdo antropicas.

Os resultados do estudo de fotodegradacdo de NIM, STP e ALP foram interessantes
do ponto de vista ambiental, pois indicaram que ha diversos fatores que interferem nos
processos de remocgdo de farmacos e seus residuos no ambiente aquatico. Também foi
possivel verificar que o antibidtico STP degrada mais rapidamente, quando se compara sua
persisténcia com NIM e ALP, os outros dois farmacos avaliados. Do ponto de vista

ambiental este € um ponto positivo, pois se considera que STP tem elevada toxicidade aos
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seres humanos e outros animais, além da possibilidade de alguns antibidticos causarem

resisténcia em microrganismos quando usados sem um devido controle.
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