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RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de Pds-Graduacdo em Quimica
Universidade Federal de Santa Maria

PARABENOS EM EFLUENTE HOSPITALAR: QUANTIFICAQAO E
IDENTIFICACAO DE METABOLITOS E SUBPRODUTOS DE OXIDACAO
AVANCADA
AUTORA: FRANCIELI MARTINS MAYER
ORIENTADOR: AYRTON FIGUEIREDO MARTINS
Santa Maria, 22 de marco de 2013.

Neste trabalho foi desenvolvida metodologia analitica para a quantificacdo de parabenos
(PBs), em efluente hospitalar (Hospital Universitario de Santa Maria - HUSM), utilizando
extracdo em fase solida (SPE) seguida de cromatografia liquida com detector de arranjo de
diodos (HPLC-DAD). As principais variaveis da SPE foram investigadas com planejamento
multivariado e otimizadas para a extracdo/recuperacao de metilparabeno (MeP), etilparabeno
(EtP), propilparabeno (PrP), butilparabeno (BuP) e benzilparabeno (BeP). As taxas de
recuperagdo variaram entre 75% e 109% (+ 1,0% e 13,0%) para solugdo aquosa e, entre 72%
e 106% (x 7,0% e 15,5%), para efluente hospitalar. MeP e PrP apresentaram concentragdes
mais elevadas em relag@o aos demais PBs nos pontos de coleta ‘HUSM Geral’ (HG) e ‘Corpo
Receptor’ (CR). A concentragdo de BuP ficou abaixo do limite de deteccdo (LD). A
Cromatografia liquida acoplada a espectrdmetro de massas sequencial com ionizacdo por
eletrospray (LC-ESI-MS/MS) foi usada para a identificacdo do metabdlito, &cido p-
hidroxibenzoico, em efluente hospitalar. Fotdlise e fotocatalise heterogénea foram aplicadas
na degradacdo de PBs e as variaveis (temperatura, pH, catalisador) foram investigadas com
planejamento multivariado. Um reator tanque agitado provido de jaqueta termostatica foi
empregado nos processos de oxidacdo avancada. Barras de adsor¢do com didxido de titanio
(TiOy) suportado em polimeros de polidimetilsiloxano (PDMS) e poliuretano (PU) foram
preparadas a fim de comparar sua eficiéncia com o catalisador em suspensdo. Foram feitos
estudos cinéticos das reacdes de oxidacdo e os produtos de degradagdo foram identificados
por LC-ESI-MS/MS, num total de onze produtos de oxidagdo. A analise preliminar de risco
revelou que todos os PBs apresentam baixo risco ambiental, MEC/PNEC < 1.

Palavras-chave: Efluente hospitalar; Parabenos; Cromatografia liquida; Metabolitos; PAOS;

Produtos de degradacéo; Risco ambiental.
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In this study, it was developed an analytical methodology for the quantification of parabens
(PBs) in hospital effluent (University Hospital of Santa Maria - HUSM), by using solid phase
extraction (SPE) followed by liquid chromatography coupled to diode array detector (HPLC-
DAD). The main SPE variables were investigated by multivariate planning and optimized for
the extraction/recovery of methylparaben (MeP), ethylparaben (EtP), propylparaben (PrP),
butylparaben (BuP) and benzylparaben (BeP). The recovery rates varied from 75% upto 109%
(= 1,0% upto 13,0%) for aqueous solution, and from 72% upto 106% (+ 7,0% upto 15,5%) for
hospital effluent. MeP e PrP showed the highest concentrations related to the other PBs on the
sampling points ‘HUSM General’ (HG) e ‘Receptor Water Course’ (CR). The BuP
concentration laid below the limit of detection (LD). Liquid Chromatography coupled to a
sequential mass spectrometer provided with electrospray ionization (LC-ESI-MS/MS) was
used for the identification of the metabolite, p-hydroxybenzoic acid, in hospital effluent.
Photolysis and Heterogeneous photocatalysis were applied to the degradation of PBs and the
variables were investigated with multivariate planning. A stirring tank reactor provide with a
thermostatic jacket was used for the advance oxidation processes. Adsorption bars with titan
dioxide (TiO,) supported on polydimethylsiloxane (PDMS) and polyurethane (PU) polymers
were used and the efficiency was compared to the catalyst in suspension. Kinetic studies of
the oxidation reactions were conducted and a total of eleven degradation products were
identified by LC-ESI-MS/MS. A preliminary risk evaluation revealed that all the PBs showed

a low environmental risk, MEC/PNEC < 1.

Keywords: Hospital effluent; Parabens; Liquid Chromatography; Metabolites; AOPSs;

Subproducts; Risk Assessment.
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INTRODUCAO

Diariamente se faz uso de uma vasta gama de compostos quimicos que, quase
inevitavelmente, acabam sendo introduzidos no meio ambiente, onde, embora em
concentracdes tracos (ng L™ a pg L) sdo suficientes para causar toxicidade ao meio
(GOTTSCHAL et al., 2012). Uma grande parte destes compostos ¢ formada por um grupo
denominado Produtos de Cuidado Pessoal (PCPs) que atingem aguas superficiais,
majoritariamente, através de plantas de tratamento de efluentes, incapazes de eliminar por
completo estes contaminantes (BUCHBERGER et al., 2011; KUMMERER et al., 2011;
WANG et al., 2011; ALBERO et al., 2012).

Os conservantes sdo importantes componentes do grupo de PCPs constituido também
pelas fragrancias, compostos antimicrobianos (triclosan), bloqueadores ultravioleta (UV),
antioxidantes e repelente de insetos (N,N-Dietil-3-metilbenzamida - DEET)
(PIETROGRANDE & BASAGLIA, 2007; BRAUSCH & RAND, 2011). Utilizados para
evitar a contaminacdo microbioldgica de produtos, como, alimentos, bebidas, farmacos e
cosmeéticos, durante a fabricacdo e estocagem, os ésteres do acido p-hidroxibenzdico, mais
conhecidos como parabenos (PBs) possuem destaque no grupo dos conservantes (LUNDOV
et al., 2009). A alta atividade antimicrobiana unida a boa estabilidade em ampla faixa de pH
fazem com que os PBs sejam usados especialmente em produtos cosméticos (SONI et al.,
2005; NUNEZ et al., 2008).

Nos ultimos anos, pesquisas refentes a ocorréncia destes conservantes, principalmente,
no meio aquético vem ganhando destaque (MARINO et al., 2011a; 2011b; RAMASWANY et
al.,, 2011; ALBERO et al.,, 2012). Estudos recentes comprovam existéncia de atividade
estrogénica ligada aos PBs, classificando-os como disruptores endécrinos (BOBERG et al.,
2010; DAGHER et al., 2012; SHIRAI et al., 2012). Assim interferem na producéo, liberagéo,
transporte, metabolismo, ligacdo, acdo e eliminacdo de horménios naturais do corpo
responsaveis, majoritariamente, pelo crescimento e reproducdo (BILA & DEZOTTI, 2007;
KOZLOWSKA et al., 2010).

O efluente hospitalar caracteriza-se por conter consideravel concentracdo de farmacos
como antibioticos, agentes citostaticos, anestésicos, como tambem detergentes, metais
pesados e desinfetantes, além de grande quantidade de conservantes usados nos mais diversos

farmacos e cosméticos (VERLICCHI et al., 2012). O efluente hospitalar diferencia em



quantidade e qualidade de um efluente doméstico, necessitando, por isso, de um destino e
tratamento diferenciado. Como a maioria dos hospitais, o Hospital Universitario de Santa
Maria (HUSM) oferece ao seu efluente um tratamento doméstico através de fossas sépticas
conjugada a filtros anaerdbios, sendo o efluente tratado descartado em um cdrrego que corta o
campus da universidade (VASCONCELOS et al., 2009a; DA SILVA, 2012; WILDE et al.,
2012).

As etapas preliminares a analise sdo de fundamental importancia (preparo da amostra),
principalmente, quando se tratam de microcontaminantes presentes em matriz complexa. Para
determinacdo de PBs, geralmente, opta-se pela extracdo em fase sélida (SPE), pois, além de
garantir a pré-concentracdo do analito na amostra, também realiza a etapa de clean up.
(MARINO et al., 2011a). As técnicas cromatograficas sdo as mais relatadas na literatura para
a determinacdo de PBs em diferentes amostras ambientais, como, aguas de rio (PENG et al.,
2008; RAMASWAMY et al., 2011), &guas residuais (MARINO et al., 2011b; ALBERO et al.,
2012), amostras solidas (NUNEZ et al., 2008) e amostras biolégicas (YE et al., 2008; DIAZ et
al., 2011; SHANMUGAM et al., 2010).

Nos ultimos anos, o Laboratério de Pesquisa em Tratamento de Efluentes e Residuos
(LATER) vem realizando estudos voltados a determinacdo e degradacdo de
microcontaminantes em efluente hospitalar, tendo como matriz de estudo o efluente do
HUSM. Promovendo assim, o desenvolvimento de técnicas miniaturizadas de tratamento de
amostra e novas metodologias analiticas de quantificacdo. Além disso, aplicacdo de Processos
Avancados de Oxidacdo (PAOs) para a degradacdo de espécies recalcitrantes do efluente
hospitalar, enfatizando areas como Quimiometria e Quimica Analitica Ambiental (MARTINS
et al.,, 2008, 2009, 2011; VASCONCELOQOS et al., 2009a, 2009b; BRENNER et al., 2011;
HENRIQUES et al., 2012; WILDE et al., 2012; DA SILVA et al., 2013).

Neste contexto, o presente trabalho objetivou:
* Com auxilio da quimiometria, otimizar a etapa de SPE e desenvolver um método para
determinacédo de PBs por SPE seguida de HPLC-DAD;
*  Detectar e quantificar o lancamento de PBs na canalizac&o do efluente geral do HUSM
e no corrego receptor em particular, por meio de SPE seguida de HPLC-DAD;
* |dentificar o principal metabolito dos PBs, &cido p-hidroxibenzdico, em amostras de
efluente hospitalar e propor uma rota de fragmentagéo;



*  Avaliar os processos de fotolise direta e fotocatalise heterogénea (com TiO, suportado
em polimeros) para a degradacdo de PBs em efluente hospitalar utilizando reator
tanque agitado home made;

* |dentificar os principais produtos de degradacdo gerados pela aplicacdo do processo de
fotolise e fotocatalise heterogénea (com TiO, suportado em polimeros) por meio de
LC-ESI-MS/MS;

*  Avaliar, preliminarmente, o potencial de risco ambiental relativo ao descarte de PBs

no efluente hospitalar do HUSM.






1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1  Farmacos e produtos de cuidado pessoal

Farmacos e produtos de cuidado pessoal (PPCPs) e seus possiveis efeitos nocivos ao
meio ambiente tém sido alvo de investigacdo e preocupacdo na comunidade académica, onde
estudos tém monitorado a presenca destes em matrizes ambientais, especialmente em
efluentes e cursos d’agua (GROS et al., 2009; KUMAR & XAGORARAKI, 2010; RATOLA
etal., 2012; YU & WU, 2012; GARCIA et al., 2013). A entrada de PPCPs no meio ambiente
pode ser de diferentes formas, como, através de residuos industriais, efluente hospitalar,
domeéstico e pelo descarte irregular de medicamentos, fazendo com que alcancem aguas
superficiais em sua forma metabolizada ou ndo metabolizada (KHALEEL et al., 2012).

A presenca de contaminantes, seus metabdlitos, ou mesmo seus produtos de
degradacdo, podem trazer uma série de problemas aos recursos hidricos e ecossistemas
ligados, mesmo estando em concentra¢des muito baixas (VALCARCEL et al., 2011). Sua
capacidade de acumulacdo e de permanecerem ativos por longo tempo no ambiente aquético,
compromete ndo s6 a seguranca do ambiente, mas também, representa sério risco a saude
humana (GUILLEN et al., 2012; SASU et al., 2012). Grande parte destas substancias pode
interferir no sistema enddcrino de seres humanos e outros animais, mesmo se a exposi¢cdo
ocorrer em niveis de concentracbes muito baixas, prejudicando a salde, crescimento e
reproducéo destes seres vivos (BILA & DEZOTTI, 2007).

Ha relatos na literatura a respeito da ocorréncia de PPCPs em estacdes de tratamento
de efluentes (ETESs) e efluentes em geral (YU et al., 2006; GARCIA et al., 2013), efluentes
hospitalares (MARTINS et al., 2008; 2009; 2011; BRENNER et al., 2011; HENRIQUES et
al., 2012; WILDE et al., 2012), aguas superficiais (PENG et al., 2008; YOON et al., 2010) ,
rios (VALCARCEL et al., 2011) 4guas subterraneas e agua potavel.

Os Produtos de Cuidado Pessoal (PCPs) formam um grande grupos de compostos
largamente utilizados no setor industrial. Diferente dos farmacos, a maioria dos PCPs sdo de
uso externo e teoricamente ndo sofrem alteracfes metabdlicas. Porém, muitos deles sdo
absorvidos pela pele, inalados ou até ingeridos, sendo entdo metabolizados no organismo e
excretados pela urina e/ou fezes inalterados ou na forma de metabolitos (SHIRAI et al., 2012;

DAGHER et al., 2012). Estudos recentes relatam grande parte dos PCPs sdo persistentes,



bioativos e com potencial de bioacumulagdo, embora, pouco se saiba sobre sua real toxicidade
(BRAUSCH & RAND, 2011; GOTTSCHAL et al., 2012).

Fazem parte dos PCPs as fragrancias, compostos antimicrobianos (triclosan);
bloqueadores UV; antioxidantes e conservantes (fendis e PBs); e repelente de insetos (DEET)
(PIETROGRANDE & BASAGLIA, 2007; BRAUSCH & RAND, 2011). A maioria destes
atinge aguas superficiais, majoritariamente, através de ETESs, incapazes de eliminar por
completo estes contaminantes (BUCHBERGER, 2011; ALBERO et al., 2012).

Os conservantes ou preservantes tém como finalidade primaria garantir a preservacao
e evitar danos ou deterioragcbes causados por micro-organismos durante a fabricacdo e
estocagem dos mais diversos produtos (alimentos, bebidas, farmacos, cosméticos etc.)
(ANVISA, 2011). Ha uma infinidade de conservantes presentes no mercado, cada um com
caracteristicas especificas e ideais para diferentes classes de produtos. A inddstria, porém, se
detém a utilizacdo de poucos, tais como: PBs, formaldeido, liberadores de formaldeido e
metil-cloro-iso-tiazolinona/metil-iso-tiazolinona (LUNDOV et al., 2009).

1.2 Parabenos

PBs sdo alquil ésteres do acido p-hidroxibenzdico. Por mais de setenta e cinco anos
sdo utilizados como inibidores do crescimento microbiano na industria alimenticia,
farmacéutica e principalmente de cosméticos, como por exemplo, cremes para 0 corpo,
antitranspirantes, sabonetes e protetores solares (DIAZ et al., 2011; SHIRAI et al., 2012;
AUBERT et al., 2012; DAGHER et al., 2012). Dentre os principais PBs estdo: Metilparabeno
(MeP), Etilparabeno (EtP), Propilparabeno (PrP), Butilparabeno (BuP), e Benzilparabeno
(BeP) (Tabela 1).

A atividade antimicrobiana destes conservantes aumenta conforme aumento da cadeia
carbdnica do grupamento éster, consequentemente, ocorre diminuicdo da solubilidade em
agua. Por isso, os PBs de cadeia curta acabam por serem mais utilizados. O excelente efeito
sinérgico do MeP unido ao PrP, faz com que sejam comumente usados em formulacGes de
cosméticos (SONI et al., 2005; NUNEZ et al., 2008; BRAUSCH & RAND, 2011). Em
consequéncia, estudos que relatam a ocorréncia de PBs em matrizes ambientais mostram
concentragdes mais elevadas de MeP e PrP nas amostras, quando comparados aos demais do

mesmo grupo.



Os PBs retnem caracteristicas fundamentais de bons conservantes como, estabilidade
em ampla faixa de pH, baixa volatilidade unida a boa atividade antimicrobiana (SONI et al.,
2005; NUNEZ et al., 2008). Porém, a seguranca e o baixo potencial de bioacumulacio
apresentado pelos PBs comecam a serem questionados, pois, estudos in vivo e in vitro
revelaram a presenca de atividade enddcrina, o que representa risco a salide humana e demais
animais (BOBERG et al., 2010; DAGHER et al., 2012; SHIRAI et al., 2012).

Estudos realizados relataram atividade androgénica e estrogénica dos PBs ocasionando
diminuicdo da quantidade e qualidade do esperma de roedores quando submetidos ao
tratamento com os conservantes (OISHI, 2002; CHEN et al., 2007).

Os PBs quando aplicados sobre a pele séo absorvidos e metabolizados no organismo
na presenca de enzima especifica. A literatura relata como sendo o acido p-hidroxibenzoéico o
principal metabdlito destes compostos, o qual apresenta atividade estrogénica nula ou muito
inferior aos seus ésteres (BOBERG et al., 2010; SHIRAI et al., 2012). A hidrolise dos PBs
ocorre na presenca da enzima carboxilesterase, no entanto, concentragcdo nédo suficiente de
enzimas leva a nao hidrélise do éster, o que pode acarretar na bioacumulacdo dos PBs em
determinado tecido (CHEN et al. 2007; DAGHER et al., 2012; SHIRAI et al., 2012).

A presenca de PBs e seu metabdlito tem sido frequentemente relatados em tecidos de
diferentes tipos de céncer, para tanto, DAGHER et al (2012) avaliaram a toxicidade de trés
compostos PBs e seu metabdlito frente a célula especifica do tecido do cancer de mama. O
metabolito (&cido p-hidroxibenzoico) apresentou toxicidade inferior aos demais, seguido pelo
MeP. No entanto, a taxa de metabolismo dos PBs presentes no tecido é baixa devido a
estabilidade dos mesmos, acentuando assim a bioacumulacdo e aumento dos maleficios
causados.

Na tabela 1 a estrutura molecular e principais propriedades fisico-quimicas dos PBs e

acido p-hidroxibenzdico, estdo explicitadas.



Tabela 1 - PBs e acido p-hidroxibenzdico: estrutura molecular e propriedades fisico-quimicas.

Estrutura PM.l Solubilidade® pKa Log KowW
(g mol™)
i
(/
152,15 2,45 8,17 1,96
HO
MeP
(0]
o~
166,16 1,2 8,22 2,19
HO
EtP
I
o T
180,18 0,4 8,35 3,04
HO
PrP
I
07 T 104,23 <04 8,37 3,81
HO
BuP
(o]
|
Q/\© 228,30 - 8,47 3,59
H
BeP
OH
o
138,1 5,0 4,58 -
HO

Acido p-hidroxibenzéico

2 ponto de fus&o; ® ponto de ebulicio; © em agua (g L™ & 25 °C)

A concentracdo de PBs usada nos cosméticos € relativamente baixa, no Brasil, a
ANVISA limita 0 uso destes conservantes a um maximo de concentracdo de 0,4% (expresso
como é&cido) individual e 0,8% (expresso como acido) para misturas dos sais ou ésteres

(ANVISA 2012). Seu alto uso e a entrada constante no meio ambiente permite com que sejam



considerados “pseudo-persistentes” apesar de prontamente biodegradaveis em condicBes
aerobicas (ALBERO et al., 2012).

PBs tém sido frequentemente relatados em diferentes matrizes ambientais como aguas
de rio (PENG et al., 2008; YAMAMOTO et al., 2011; RAMASWAMY et al., 2011), aguas
residuais (CANOSA et al., 2006; MARINO et al., 2011b; ALBERO et al., 2012), amostras de
solo e sedimentos (NUNEZ et al., 2008) e amostras bioldgicas, como, soro (YE et al., 2008),
tecido de placenta humana (DIAZ et al., 2011) e tecido cancerigeno (SHANMUGAM et al.,
2010).

1.3 Efluente hospitalar

Os efluentes hospitalares constituem risco potencial para 0s ecossistemas por serem
uma matriz complexa, carregada de micropoluentes, metais pesados, substancias quimicas
toxicas e elementos radioativos, e, muitas vezes, sdo descartados diretamente para 0 ambiente
(freqliente em paises subdesenvolvidos) ou na rede de esgoto urbano sendo transportados a
estacdes de tratamento (KUMAR et al., 2007; SUAREZ et al., 2009; VERLICCHI et al.,
2012). No entanto, sdo poucos os trabalhos que abordam o monitoramento de PPCPs em
efluente hospitalar (MARTINS et al., 2009; VASCONCELOS et al., 2009; BRENNER et al.,
2011; MARTINS et al., 2011; HENRIQUES et al., 2012; WILDE et al., 2012).

O HUSM disponibiliza 302 leitos a populacdo regional e sua forca de trabalho é
composta, em média, por 1650 pessoas (médicos, enfermeiras, professores, servidores,
residentes e bolsistas), tendo area de abrangéncia envolvendo 112 cidades, somando
populagéo de aproximadamente 3 milhdes de habitantes (http://www.husm.ufsm.br).

O tratamento das aguas servidas, geradas no hospital, é feito através de sistema
simples, dotado de tanque séptico conjugado a filtro anaerdbio, e o efluente tratado é
descartado em corpo receptor (corrego) que corta o campus da UFSM (Figura 1)
(VASCONCELOS et al., 2009a; WILDE, 2012).


http://www.husm.ufsm.br/
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Figura 1 - Representacdo esquematica do sistema de tratamento de efluentes adotado pelo
HUSM: (a) fossa séptica conjugada a (b) filtro anaerdbio. Fonte: WILDE, 2012; DA SILVA, 2012.

As caracteristicas fisico-quimicas do efluente do HUSM, apds o tratamento, bem
como os limites permitidos para estes parametros de acordo com o Conselho Nacional do
Meio Ambiente (CONAMA), sdo apresentados e mostram que mesmo apds tratamento, o
efluente apresenta alta carga orgénica variavel e alguns pardmetros acima dos limites
estabelecidos pelo CONAMA (Tabela 2).

Tabela 2 - Parametros fisico-quimicos médios do efluente do HUSM.

Parametro Valor Limites (CONAMA)
DBOs (mg L™) 303,7 <120
DQO (mg L™ 200-612 <200
Auv 254 1,254 -
Nitrogénio amoniacal (mg L™) 52,0 20
Nitrogénio total (mg L™) 59,1 10
Alcalinidade (mg L™) 200 -
NO; (mg LY 0,680 <10
Cl'(mgL™ 132 -
PO, ¥ total (mg L™ 75 1
S0,* 4,0 -
K*(mgL™) 21,9 -
Na“ (mg L™ 150,5 -
Sélidos suspensos (mg L™) 57,0 <150
Solidos totais a 105 °C (mg L™) 4840 -
pH 7-8 5-9
Temperatura média (°C) 23 <40

Fonte: MARTINS et al.,2009; MINETTO, 2009; CONAMA, 2011;

WILDE, 2012; DA SILVA, 2012.



11

Neste contexto, 0 LATER vem realizando estudos enfocando a presenca de farmacos e
contaminantes emergentes (PPCPs) no efluente do HUSM e abordando questdes relativas ao
risco ecotoxicoldgico potencial e proposicdo de possiveis solugbes para o problema
(MARTINS et al., 2008, 2009, 2011; VASCONCELOS et al., 2009a, 2009b; BRENNER et
al., 2011; HENRIQUES et al., 2012; DA SILVA et al., 2012).

1.4  Extragdo em fase sélida (SPE) e cromatografia aplicada a determinacéo de PBs

Estudos recentes relatam a ocorréncia de PBs em niveis tracos de concentrac@es (ng L
! ng L") nas mais diversas matrizes ambientais. A grande parte dos trabalhos na &rea
desenvolve métodos para quantificacdo destes compostos em aguas potaveis, de superficie,
residuais e ETEs (PEDROUZO et al., 2009; JONKERS et al., 2010; RAMASWAMY et al.,
2011; MARINO et al., 2011). Porém, ndo ha relatos na literatura sobre a ocorréncia dos
conservantes PBs em amostras de efluente hospitalar.

As técnicas cromatograficas mais usadas para determinagdo de PBs no meio ambiente
sdo: cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) (GROSA et al., 2006; JONKERS et al.,
2010; MARINO et al., 2011a) e cromatografia gasosa (GC) (MARINO et al., 2011b;
RAMASWANY et al., 2011; ALBERO et al., 2012), acopladas a diferentes detectores, como
por exemplo, ultra violeta (UV), arranjo de diodos (DAD) e espectrometros de massas (MS).
No entanto, a HPLC se mostra a técnica mais apropriada, pois, ndo necessita derivatizacéo,
apresenta boa estabilidade e simplicidade no desenvolvimento do método (XU et al., 2013).

A confiabilidade dos resultados é de extrema importancia para qualquer metodologia
analitica por esse motivo a etapa de validacdo do método é fundamental. A validacdo tem por
objetivo diminuir ou controlar os fatores que levam a imprecisdo ou inexatiddo dos dados,
dentre eles contaminacdo, calibracdo ineficiente dentre outros. Os principais parametros do
processo de validacdo séo: linearidade, precisdo, exatiddo, limites de detecgéo (LD) e limite
de quantificacdo (LQ) (STOCKLD et al., 2009)

Apesar da evolugdo dos métodos cromatograficos que possibilitam quantificacdo em
niveis de tracos dos mais diversos contaminantes, ainda se faz necessario emprego de técnicas
de extracdo com intuito de pré-concentrar o analito de interesse na amostra, bem como, a
realizacdo de clean up da mesma, principalmente, quando se trata de matrizes complexas,

como neste caso, o efluente hospitalar.
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Dentre as técnicas de extracdo/pré-concentracdo de PCPs relatadas na literatura pode-
se citar: SPE, capaz de realizar o clean-up, bem como, a pré-concentracdo do analito (LEE et
al., 2005; JONKERS et al., 2010; ZOTOU et al., 2010; RAMIREZ et al., 2011); visando uma
menor quantidade de solvente e tempo de preparo da amostras difundem-se a microextracao
em fase solida (SPME) (CANOSA et al., 2006) e a extracdo sortiva em barras de agitacdo
(SBSE) (FERREIRA et al., 2011; RAMIREZ et al., 2011).

A SPE possui um grande numero de variaveis, tais como: fluxo, composicdo e
quantidade de solventes para eluicdo e condicionamento. Essas varidveis constituem varias
etapas experimentais, que devem ser otimizadas (CAMEL, 2003; PAVLOVIC et al., 2007). O
estudo dos parametros de forma univariada gera grande quantidade de experimentos e néo
avalia a interacdo entre varidveis. Por isso, a aplicacdo de planejamento multivariado de
experimentos torna-se de extrema importancia para o desenvolvimento de métodos e também
para a otimizacéo de processos (WILDE et al., 2012).

Sdo varios os relatos na literatura da SPE para extracdo de PBs, cada qual com
adaptacOes importantes levando em conta os analitos em estudo, matriz da amostra e técnica
analitica disponivel para anlise.

Em 2010, JONKERS et al. determinaram a ocorréncia de disruptores enddcrinos
fendlicos, dentre eles PBs, nas dguas do Rio Aveiro, Portugal. Para tal, utilizaram cartuchos
Oasis HLB obtendo recuperacédo entre 107% a 121% para os PBs (JONKERS et al., 2010). O
mesmo cartucho foi usado para quantificar PBs em influentes e efluentes de ETES na
Espanha, onde todas as amostras acusaram presenca destes analitos (RAMIREZ et al., 2011).
PEDRQOUZO et al. (2009) usando Oasis HLB como cartucho extrairam diferentes PCPs de
aguas de superficie e esgoto.

Cartuchos de SPE da marca Oasis MAX foram estudados por LEE et al. (2005) para
determinar a ocorréncia de disruptores enddcrinos em amostras de esgoto. A recuperacao
variou de 89% a 93% com RSD < 6 para 0s PBs em estudo. Strata C18-E também foi relatado
na literatura como um cartucho possivel para a extracdo de diferentes classes de compostos
(carmabazepina, triclosan e PBs), RAMASWAMY et al. (2011) identificaram a presenca

destes grupos em éaguas de rio na India.
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1.5  Processos avancados de oxidacao (PAOs)

A contaminacdo ambiental, e por consequéncia a qualidade das aguas, € uma questao
discutida na atualidade. Muita énfase se d& ao esgoto doméstico e ao seu tratamento, deixando
muitas vezes de lado o esgoto de hospitais. O effluente hospitalar carrega 0os mais diversos
tipos de contaminante, na sua maioria, farmacolégicamente ativo, 0s quais nao sdo removidos
em processos convencionais de tratamento (DA CRUZ et al., 2010).

Os PCPs, em geral, ndo sdo facilmente removidos por tratamentos convencionais em
plantas de tratamento de esgoto (YANG et al., 2011, LI et al., 2012). Neste caso, os PAOs
surgem como alternativa para o tratamento de aguas e efluentes por promoverem a
degradacédo quase completa de poluentes, ou ainda, levar a formacgédo de contaminantes menos
toxicos (MALATO et al., 2009; MELO et al., 2009; RYAN et al., 2011; OLLER et al., 2011;
YANG et al., 2008; 2010a; 2010b; 2011; LI et al., 2012; RODRIGUEZ et al., 2012; SOUSA
etal., 2012).

Os PAOs sdo apontados como técnicas promissoras no tratamento de aguas. Muitas
sdo as variantes do processo, mas todas tém em comum a geracdo de radicais hidroxila livres
(HO"), que reagem indiscriminadamente com compostos organicos e sdo capazes de oxidar a
maioria destes, convertendo-os a dioxido de carbono, dgua e anions inorganicos (BRITTO e
RANGEL, 2008; MALATO et al., 2009; FUKAHORI et al., 2012). O radical hidroxil (HO*)
apresenta alto poder de oxidacdo (2,8 V), sendo capaz de mineralizar 0s compostos mais

recalcitrantes presentes na amostra, como mostrado na tabela 3.

Tabela 3 - Potencial de oxidacéo (IUPAC) de alguns oxidantes em meio aquoso.

Oxidante E° (V, 25°C)
HO® 2,80
Os 2,07
H,0, 1,77
HO,- 1,70
MnO, 1,67
HCIO 1,48
ClO, 1,50
Cl, 1,36
0, 1,23

Fonte: adaptado de MALATO et al., 2009; MINETO et al., 2009; DA SILVA et al., 2012
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O radical HO- é altamente reativo e pode ser gerado por rea¢des envolvendo oxidantes
fortes, como ozbnio e peroxido de hidrogénio; semicondutores, como o dioxido de titanio
(TiO,), combinados com radiacéo ultravioleta (UV) e apenas por radiacdo UV (LAMSAL et
al., 2011; OHTANI, 2011; RAZAVI et al., 2011; WANG & CHEN, 2011).

Pode-se destacar a fotocatalise heterogénea com catalisador de TiO, em suspensdo
fotolise direta, fotolise assistida por peroxido de hidrogénio e ozonizagdo (BLEDZKA et al.,
2009, 2010; LIN et al., 2009, 2011; TAY et al., 2010) como principais PAOs estudados para a

degradacédo de PBs em aguas contaminadas.

1.5.1 Fotodlise

A fotdlise tem se mostrado uma alternativa para o tratamento de aguas contaminadas,
visando sua desinfeccdo. Em funcdo da elevada eficiéncia da radiacdo UV na destruicdo de
microorganismos, muitos equipamentos fundamentados na utilizagdo de lampadas a vapor de
mercurio foram comercializados, principalmente para servirem de alternativa a desinfec¢do
quimica (TIBURTIUS et al., 2004).

A fotolise direta envolve a interacdo da luz com moléculas de dgua que passam a
absorver fotons de radiagdo UV emitida, gerando espécies eletronicamente excitadas que
podem transferir elétrons para aceptores presentes no meio, formando radicais livres (BRITO
& RANGEL, 2008) (Equacdo 1 e 2).

H,0 + hv — He + HO» (1)

H,O + hv — H* + & +HO» )

Estas espécies radicalares podem reagir com oxigénio molecular, gerando radicais
peroxi (R-O-O-R’) que tendem a se decompor naturalmente, formando intermediarios
parcialmente oxidados como o anion radical superéxido (Oz*), o peréxido de hidrogénio
(H20,) e o radical hidroxil (HOe) (Equacéo 3-6) (GONZALEZ et al., 2004).



15

O+e — 0Oy 3)

O, +e +2H" — H,0, (4)

H,0; + & + H" — HO+ + H,0 (5)

HO- + e +H* — H,0 (6)

BLEDZKA et al. (2009) investigaram a degradagdo de BuP por meio de fotdlise direta
em matriz sintética, além da avaliacdo das principais variaveis do processo. Os pesquisadores
alcancaram 99% de reducdo da concentracdo de BuP em 1 h e 50 minutos de fotdlise, no
entanto, experimentos de carbono organico total (COT) e demanda quimica de oxigénio
(DQO) apresentaram valores ndo favoraveis a total mineralizacdo. Indicando a necessidade da
aplicacdo de PAOs mais eficientes como fotocatalise heterogénea ou fotolise assistida por

perdéxido de hidrogénio.

1.5.2 Fotocatélise heterogénea

O processo de fotocatalise heterogénea baseia-se na geracdo de HOes, por meio da
ativacdo de semicondutores por luz solar ou artificial, capazes de promover a oxidagédo
quimica de contaminantes presentes no meio. TiO, é o semicondutor mais utilizado, reunindo
caracteristicas importantes como foto-estalilidade, estabilidade quimica em ampla faixa de
pH, baixo custo e toxicidade (HASHIMOTO et al., 2005; MALATO et al., 2009; WANG et
al., 2009).

Para a geracdo de HO- é necessaria a absorcdo de um féton com energia igual ou
superior a energia do “band-gap” do semicondutor empregado, TiO; ¢ de 3,2 eV (A= 387,5
nm), para promover o elétron da banda de valéncia (BV) para a banda de conducéo (BC) com

consequente geracdo de par elétron/lacuna (" + h*) (Equagéo 7).
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TiO, + hv — (¢ +h*) (7)

O carater oxidante da lacuna da BV gera HO-< pela oxidacdo de moléculas de H,O
adsorvidas na superficie do semicondutor (mecanismo indireto) (Equagdo 8) e também, é
capaz de oxidar diretamente moléculas organicas via lacuna fotogerada (Equacdo 9). No
entanto, o mecanismo de oxidagdo indireta dos contaminantes predomina sobre o direto
devido a alta concentracdo de moléculas de &gua adsorvidas na superficie do semicondutor
(YANG et al., 2008; MELO et al., 2009).

T|02 (h+) + HZOads ad T102 + Ho.ads + H+ (8)

TiO; (h*) + RXags — TiO2 + RX " ags ©))

Na figura 2 é representado 0 mecanismo para a fotoativagéo do catalisador TiO,.

O Oz H0
Reducio
e BC
I
excitacao 1
v I ]
— recombinagdo Energia de
: “bandgap™
1 |
h- BV
Oxidacio
H;O/HO; RX 4. HO': RX™, 4.

Figura 2 - Mecanismo simplificado para a fotoativacdo do catalisador TiO, (e elétron
fotogerado na banda de conducgdo; h*: lacuna gerada na banda de valéncia; RXags: substrato;

RX ™ ags: substrato oxidado). Fonte: adaptado de HERRMANN, 2010.

A eficiéncia dos processos de oxi-reducdo esta ligado ao processo de recombinagédo do
par elétron/lacuna, sendo que, quanto menor a recombinacdo, maior a eficiéncia do

semicondutor. Este processo pode ser favorecido pela presenca de doadores ou receptores de
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elétrons pré-adsorvidos ao catalisador. As lacunas (h*) formadas na superficie das particulas
do semicondutor possuem alto poder oxidante devido a potenciais positivos (+2,0 a +3,5 V),
reagindo com agua ou grupos OHe pré-adsorvidos na superficie do catalisador. Enquanto que
os elétrons presentes na BC sdo responsaveis pela distribuicdo das cargas negativas e podem
migrar para a superficie da particula, sendo bons redutores com potenciais de oxidagao entre 0
e—1,0 V (HERRMANN, 2010).

Dependendo do fotorreator utilizado no processo de fotocatalise heterogénea os
catalisadores podem aparecer em suspensao ou imobilizados em vidros, materiais ceramicos,
polimeros e inclusive metais. Quando se trabalha com TiO, suportado os principais objetivos
a serem alcancados sdo: o aumento da area (TiO,) irradiada, bem como da superficie de
adsorcédo e influenciar na seletividade da reacdo fotocatalica (CARP et al., 2004). Além da
ndo necessidade de filtracdo apds o tratamento, impedindo a recombinacdo do par elétron-
lacuna (10™*? s) ap6s terminado o processo (TIBURTIUS et al., 2004).

N&o sdo muitos os trabalhos sobre a aplica¢do do processo de fotocatélise heterogénea
para a degradacao de PBs, os que relatam o estudo utilizam como matriz solugcdo aquosas e 0
catalisador de TiO, suspenso (LIN et al., 2009; 2011).

1.6  Planejamento Fatorial

A necessidade crescente da otimizacdo de metodologias analiticas e dados,
minimizando custos e tempos, maximizando a qualidade da informacao obtida, dentre outros
objetivos, tem levado profissionais de diferentes areas buscarem técnicas sistematicas de
planejamento de experimento (BEZERRA et al., 2008; FERREIRA et al., 2007
RODRIGUES e IEMMA, 2009).

Naturalmente, cabe ao pesquisador investir algum tempo no planejamento do processo
e no estudo das varidveis envolvidas, coletando informagGes na literatura, para que a definicdo
da estratégia de realizacdo dos ensaios possa agregar melhor qualidade aos resultados obtidos
(RODRIGUES e IEMMA, 2009).

A metodologia do planejamento fatorial € uma ferramenta fundamentada na teoria
estatistica, que fornece informagGes seguras sobre o processo, minimizando o empirismo que

envolve técnicas de tentativa e erro (analise univariada). O primeiro passo de otimizacao
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multivariada é a triagem dos fatores estudados, a fim de obter os efeitos significativos do
sistema de analise (FERREIRA et al., 2007).

Os limites experimentais a serem estudados sdo definidos, primeiramente, em um
intervalo onde se pode obter uma resposta precisa para 0 modelo. O numero de experimentos
é dado por 2° + 2K + n, onde K é 0 numero de variaveis e, n, 0 numero de experimentos no
ponto central. A modelagem, normalmente, é feita ajustando a modelo linear e quadrético
(BEZERRA et al., 2008).

Outro aspecto importante € que para experimentos com um grande namero de fatores
sendo considerados, o fatorial completo resulta em um nimero extremamente grande de
combinacbes para serem testadas. O nimero de ensaios necessarios para se fazer um
planejamento 2% completo aumenta rapidamente com k, nimero de fatores investigados.

Considerando, por exemplo, seis variaveis independentes, a aplicacdo de um
planejamento fatorial completo (2° = 64 experimentos) proporciona uma quantidade de
ensaios inviavel, dependendo do processo, envolvendo material, mdo-de-obra, tempo, uso de
grandes volumes de reagentes e amostra. Desta forma, planejamentos fatoriais fracionarios
sdo amplamente utilizados na investigacdo experimental quando o objetivo do processo em
questdo e fazer uma triagem de variaveis.

Um planejamento fatorial fracionado é construido selecionando um subconjunto de
tamanho 2*? de todos os pontos possiveis de um planejamento 2% e executando a simulacéo
somente para o0s pontos escolhidos.

Por outro lado, em muitas situacdes ndo se conhece a relagdo completa de todas as
variaveis que afetam significativamente a resposta. Para ndo correr o risco de excluir fatores
que podem vir a ser importantes, deve-se estudar, nesse estagio, o maior numero possivel de
variaveis sem aumentar o nimero de ensaios, usando planejamentos fracionarios (NETO et
al., 2003).

1.7  Avaliagéo do risco ambiental dos PBs

A importancia de estudos tedricos que avaliam o risco ambiental de determinado
composto esta intimamente ligada na previsdo de possivel contaminacdo no meio ambiente
por determinada substancia, possibilitando tomada de decisdo a fim de minimizar seus

impactos. A avaliagdo deste potencial de risco ambiental pode ser conduzida de diferentes
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formas e empregando dados como consumo, caracteristicas fisico-quimicas, etc. (EMEA,
2006).

A Agéncia Européia de Avaliacdo de Medicamentos (EMEA) propde trés fases de
estudo para a avaliagdo preliminar de risco. A primeira fase compreende a Predicdo da
Concentracdo Ambiental (PEC), ou seja, uma forma de avaliar teoricamente a quantidade de
farmaco langada no meio ambiente de acordo com seu uso e exposi¢do. (EMEA, 2006).

Quociente de Risco (QR) também pode ser aceito para a avaliacdo de risco de uma
substancia. Para o calculo deste quociente € considerada a Concentracdo Predita que Né&o
Causa Efeito (PNEC) no meio ambiente. O PNEC deriva do valor de toxicidade aguda (LCsy,
ECso ou I1Cs) dividido por fator de 1000 (HERNANDO et al., 2006).

HERNANDO et al. (2006) propuseram o uso da Concentracdo Ambiental Mensurada
(MEC) para o célculo de QR. Além disso, foi proposto um critério mais apurado para a
avaliacdo de risco usando QR < 0,1 como minimo risco para organismos aquaticos, 0,1 < QR
< 1 risco médio e QR > 1 risco alto. O QR tem o valor limite de 1, quando o fator excede 1

representa risco ecotoxicoldgico.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Reagentes e solugdes

Os padrdes analiticos de EtP (CAS 120-47-8), BuP (CAS 94-26-8) e BeP (CAS 94-18-
8) foram adquiridos da Sigma Aldrich (Deisenhofen, Alemanha). Ja os padrdes analiticos de
MeP (99-76-8) e PrP (CAS 93-13-3) foram comprados como matéria prima com controle de
qualidade e as tabelas com os resultados de testes de qualidade estdo em Apéndice A. Todos
0s PBs apresentaram pureza acima de 99%.

As solucBes estoques de PBs (10 mg L™) foram preparadas a partir da pesagem direta
dos padrdes e solubilizacio em metanol (MeOH). As solucdes de trabalho (1000 ug L™)
foram preparadas por diluigéo simples das solucGes estoque com acetonitrila (MeCN).

Todos os reagentes usados nas andalises cromatograficas foram de grau HPLC: metanol
(MeOH) e acetonitrila (MeCN) (J.T.Baker, Xalostoc, México). As solucBes injetadas no
cromatdgrafo a liquido foram preparadas com &gua de alta pureza (18 MQ cm) de um
aparelho Direct-Q 3 Ultrapure Water Systems da Millipore (http://www.millipore.com).

Acido orto-fosforico (H3PO4) 20% viv e hidroxido de sédio (NaOH) 1 mol L™ foram
usados para o ajuste do pH (das solucdes aquosas e do efluente hospitalar) na otimizacéo da
SPE e dos PAOs.

Agua destilada foi utilizada como amostra de solucdo aquosa nos experimentos de

degradacéo.

2.2 Fluxograma experimental

A figura 3 apresenta o fluxograma experimental do presente trabalho, enfatizando a
etapa de: coleta de amostras de efluente hospitalar do HUSM; desenvolvimento da
metodologia para a quantificacdo de PBs por SPE seguida de HPLC-DAD; aplicagdo de
PAOs (fotolise e fotocatalise heterogénea) e avaliacdo do desempenho do catalisador de TiOy;

e identificagdo de subprodutos da oxidacdo avancada e metabdlitos por Cromatografia


http://www.millipore.com/
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Liquida acoplada a Espectrometria de Massas em Série e lonizacdo Eletrospray (LC-ESI-
MS/MS).

I

SPE seguida de
HPLC-DAD
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Q)‘\o/\
HO
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Figura 3 - Fluxograma experimental.

2.3 Coleta de amostras de efluente hospitalar

Esta pesquisa foi desenvolvida na cidade de Santa Maria, localizada na regido central
do estado do Rio Grande do Sul, Brasil. As amostras foram coletadas em dois pontos
distintos, ambos, apds o sistema de tratamento de efluentes (fossa séptica e filtro anaerdbio)
do HUSM, denominados como ‘Efluente Geral’ (EG) e ‘Corpo Receptor’ (CR). Os pontos de
coleta (ou amostragem) foram escolhidos levando-se em conta a saida da tubulacdo da

corrente efluente da lavanderia do HUSM, em que ha maior ocorréncia de PBs.
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O EG constitui a maior parte do esgoto lancado pelo HUSM, incluindo ai, a bloco
principal do HUSM, as secc¢bes de oncologia e psiquiatria, a lavanderia do hospital e a
biblioteca central da UFSM. A coleta do tratado foi feita sempre na saida da canalizacdo para
0 corpo receptor, apds o sistema tratamento. O segundo ponto é o corpo receptor, curso
d’agua natural, que recebe os efluentes, distante aproximadamente 12 metros do EG (primeiro
ponto de coleta, figura 4).

Lavanderia
| Fossa

séptica
‘ Filtro

anaerdbio

Fossa
seplica

HUSM

Filtro
anaerdbio

PP

Biblioteca *

Central -
Ponto de

Fossa amostragem Curso receptor
séptica (a) / d'agua
Ponto de
amostragem
(b}

Figura 4 - Sistema de esgoto do HUSM e pontos de amostragem; (a) efluente geral (EG) e (b)
corpo receptor (CR). Adaptado de: DA SILVA, 2012.

O procedimento de coleta adotado foi 0 de amostragem composta. Realizaram-se as
coletas durante oito dias seguidos (22 a 30 de julho de 2012), das 8h as 20h, de hora em hora.
No horario noturno, questes de seguranca pessoal e o dificil acesso ao local impediram as
coletas. As amostras foram imediatamente filtradas em filtro qualitativo (celulose, 26 um) e
ao fim do dia foram homogeneizadas, por fim, acondicionadas em frascos de polietileno e
mantidas sob refrigeracdo (4-8 °C) e no escuro (na geladeira).

Para garantir a seguranca em termos de higiene ocupacional, na etapa de amostragem,
todos os alunos participantes da pesquisa foram submetidos a de imunizacdo contra algumas

das principais doencas infecciosas (Hepatite A, B e tétano).
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2.4  Determinacdo de PBs por SPE seguida de HPLC-DAD

2.4.1 Otimizagéo do processo SPE

A otimizacdo da SPE em efluente hospitalar para a extracdo de PBs foi feita através de
DCCR, ou seja, um planejamento 2% incluindo 4 ensaios nas condicdes axiais e 3 repeticdes
do ponto central, totalizando uma matriz experimental composta de 11 ensaios. Os parametros
de extracdo otimizados foram: pH da agua de lavagem e pH da amostra, ambas variando entre
pH 4 e 10. As variaveis mais significativas do processo, segundo PAVLOVIC et al., 2007,
foram estudadas através de testes prévios seguidos de planejamento multivariado.

Diferentes cartuchos de extracdo foram testados; dois cartuchos a base de silica:
Chromabond RP-18 ec (500 mg/3 mL) (Macherey-Nagel, Duren, Alemanha), Strata C18 — E
(200 mg/3 mL) (Phenomenex, Torrence, EUA) e um catucho com base polimérica: Strata X
(200 mg/3 mL) (Phenomenex, Torrence, EUA). A etapa de elui¢do foi testada com diferentes
solventes: MeCN, MeOH:MeCN 90:10 e 95:5 v/v, MeOH, e MeOH 0,1% &cido formico.

A otimizacdo multivariada foi feita com base nas recuperacfes obtidas a partir das
amostras de efluente hospitalar, fortificadas. Os experimentos foram conduzidos com 4 mL de
amostra, sem pré-concentracdo; a concentracdo final para a leitura no HLPC-DAD foi de 150
ng L, escolhida para verificar possiveis perdas por ndo retencdo na etapa de passagem da
amostra e adsorcdo dos analitos, bem como, na etapa de lavagem com agua.

O procedimento geral para otimizacdo da SPE esté descrito no fluxograma da figura 5.
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CONDICIONAMENTO J

Amostras de efluente LAVAGEM
2% 2 mL MeOH fortificadas
mL Me
(nos pHs estudados) 2 X1 mLH0
2X2mLH,0 (nos pHs estudados)
AMOSTRA ]
1 mL MeCN [ SECAGEM
*1 minuto ultrasom 2X 1 mLMeOH

*1 minuto vortex Secagem N,

L RECONSTITUICAO ELUICAO

Figura 5 - Fluxograma experimental do procedimento da SPE para PBs.

Os experimentos foram conduzidos em ordem randémica. Um sistema Manifold a
vacuo para SPE Varian e bomba de vacua Weg modelo B481194 foram usados nas etapas de
avaliacdo das variaveis até a validacdo do método. A passagem da amostra pelos cartuchos na
etapa de otimizacdo e validagdo da metodologia ndo ultrapassou a vazao de 2 mL min™.

Ap0s otimizacdo, uma pré-concentracdo de 200 vezes foi testada com concentracdes
para que se pudesse aproximar-se ao LQ do método cromatografico e chegar-se a
guantificacdo destes compostos no efluente hospitalar. Posteriormente a matriz (efluente
hospitalar isento dos compostos em estudo) foi enriquecida com PBs nas mesmas
concentracOes testadas em solucdo para verificar o efeito da matriz na pré-concentracdo e

etapa de clean up.

2.4.2 Determinacdo por cromatografia liquida com detec¢édo por arranjo de diodos (HPLC-
DAD)

O sistema cromatografico a liquido utilizado para a determinacdo de PBs foi um
equipamento Shimadzu Prominence (Kyoto, Japdo) com uma bomba quaternaria (LC-20AT),
desgaseificador (DGU), amostrador automatico (SIL-20A), detector de arranjo de diodos
(SPD-M20A), modulo comunicador (CBM-20A) e Software LC Solution (Sinc do Brasil, S&o


http://www.shimadzu.com/
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Paulo, Brasil). A separacdo foi conduzida em coluna de fase reversa C18 Shim-pack CLC-
ODS(M) (250 x 4,6 mm, 4 um) e pré-coluna Shimadzu G-ODS (4 mm). Na tabela 4 sdo

descritas as condi¢Ges cromatograficas para a determinacéo de PBs.

Tabela 4 - Condic¢Ges cromatograficas utilizadas na separacédo de PBs.

Condic¢des cromatograficas

Coluna Shim-pack CLC-ODS(M) (250 x 4,6 mm, 4 um)

Pré-coluna Shimadzu G-ODS (4 mm)

Fase movel Fase organica: MeCN; Fase aquosa: Agua milli-Q; 40% FA (0,1 —10
min); FA 85% (10 — 15 min); FA 40% (15 — 23 min)

Vazio da fase movel 0,6 mL min™

Eluicdo Modo gradiente

Comprimento de onda 259 nm

Volume de injecéo 20 ulL

Tempo de retencdo (min) 12,2 (MeP); 13,6 (EtP); 15,6 (PrP); 18,4 (BuP); 19,1 (BeP)
Corrida cromatografica 23 minutos

2.5 Identificacdo de metabdlitos e subprodutos por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas sequencial com ionizacéo electrospray

O desenvolvimento da metodologia para identificacdo de metabdlitos e subprodutos de
oxidacdo avancada de PBs em efluente hospitalar por LC-ESI-MS/MS também teve como
objetivo a determinacdo de PBs e metabdlitos em agua canalizada e superficial na cidade de
Guadalajara, Jalisco, México. Esta etapa foi desenvolvida durante intercAmbio académico (3
meses) na Universidade de Guadalajara. Os resultados referentes a determinagédo de PBs em
aguas estdo descritos no Apéndice C.

Para a identificacdo dos metabolitos e produtos de degradacdo dos compostos PBs
um sistema de cromatografia liquida Agilent Series 1100 (Agilent Technologies, USA)
equipado com bomba binaria, desgaseificador, forno para coluna e autosampler foi utilizado.
As condicOes operacionais usadas foram as seguintes: Coluna Pinnacle 3 um, C18, 50 X 4,6
mm (Rastek); fase mdvel acetonitrila e dgua Milli-Q, ambas com 0,1% de acido férmico,
operando em modo isocratico 90:10 v/v, com uma vazdo de 0,5 mL min™, volume de injecéo
de 20 uL e temperatura do forno da coluna de 30 °C. As condi¢Ges basearam-se na injecao de
padrdes de PBs em uma concentragdo de 1000 pg L™.
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A identificagdo/quantificacdo foi por meio de um equipamento Agilent Technologies
modelo G6410B Triplo Quadrupolo LC/MS (Agilent Technologies, USA), fonte de ionizacdo
Turbo lon Spray (electrospray). O software Mass Hunter Agilent Technologies foi usado para
aquisicao dos dados quantitativos e qualitativos.

A otimizacdo das condigcGes do espectrometro de massas foi conduzida pela injecao
direta de 20 pL de uma solucdo de trabalho de 1000 pg L™contendo os compostos PBs,
separadamente, com vazdo da fase mével de 0,3 mL min™. O espectrdmetro de massas foi
operado em modo de aquisicdo de monitoramento de reagdes multiplas (MRM). Condicdes
operacionais da fonte de ionizacdo foram: pressdo do gas nebulizador 25 psi, temperatura do
gas de nebulizagdo 350 °C, voltagem do capilar 4 kV e fluxo do gés de 10 L min™. A
confirmacéo de cada composto foi realizada por 2 transicbes MRM e a transicdo MRM mais
intensa foi selecionada para propésitos quantitativos.

Apobs as condicbes otimizadas, a identificacdo dos metabdlitos nas amostras de
efluente hospitalar (EG e CR) foi através da injecdo direta das amostras (20 pL) para
varredura do campo magnético (scan), seguido do monitoramento do ion selecionado (SIM)
para identificar a m/z do ion precursor dos metabolitos a serem identificados e posteriormente
a identificacdo dos ions produto gerados a partir do ion precursor em questdo. Para
experimentos de identificacdo de subprodutos de oxidagdo os mesmos procedimentos foram
realizados.

2.6 Aplicacdo de PAOs para a degradacéo de PBs

2.6.1 Preparo de barras de TiO, imobilizada em polimeros

Para experimentos de fotocatalise heterogénea o catalisador TiO, foi imobilizado em
polimeros preparados com adesivo comercial a base de PDMS (Henkel Ltda., Itapevi, SP,
Brasil), cuja composi¢do é borracha de silicone (polidimetilsiloxano), fungicida e &cido
acetico. Adesivo comercial a base de poliuretano (PU) (Brascola, Joenvile, SC, Brasil)
constituido de adesivo selante monocomponente a base de polidis.

Utilizaram-se, ainda, para o preparo das barras de TiO; imobilizado nos polimeros

(PDMS e PU), canudos de polipropileno (Regina Ind. Com. SA, Presidente Prudente, SP,
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Brasil) e haste de a¢o galvanizado revestido com pintura epdxi (clipes metalicos) (Bacchi Ind.
Com. Ltda., Embu, SP, Brasil). Todos os materiais foram adquiridos no comércio local (DA
SILVA, 2012).

Barras cilindricas (90 mm x ¢ 5 mm) foram preparadas utilizando 0,750 g de TiO, P-
25 da Degussa. O catalisador foi misturado com 1,6 g de polidimetilsiloxano (PDMS) ou 4,5
g de poliuretano (PU), adesivos comerciais. As misturas foram acondicionadas no interior de
canudos de polipropileno (90 mm; ¢ 5 mm), o qual serviu de molde. No interior do canudo
contendo a mistura TiO,+polimero inseriu-se uma haste de ago galvanizado (200 mm)
revestido com pintura epéxi. O conjunto foi submetido a processo de cura (5 a 7 dias,
temperatura ambiente) e posteriormente o canudo foi removido. Um esquema da barra de

TiO, imobilizado em polimeros é ilustrado na figura 6.

Haste de aco adesivo comercial (PDMS
galvanizado ou PU) com TiO,

revestido com
pintura epoxi
(200 mm) \ a :{' .

90 mm

Figura 6 - (a) Esquema da barra de TiO, imobilizado em polimeros produzida em laboratorio
para a aplicacdo de PAQOs; (b) foto das barras de PDMS/TiO; Fonte: DA SILVA, 2012.

2.6.2 Reator fotocatalitico

Para a aplicacdo dos processos oxidativos de degradacédo, fotocatalise heterogénea e
fotolise, empregou-se um reator tipo tanque agitado home made com jaqueta termostatica. A

radiacdo UV foi gerada por ldmpada de vapor de mercurio (Philips) de pressdo média, 125 W
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e 401 W m™. O bulbo de protecéo original da lampada foi substituido por um tubo de quartzo
imerso nas amostras.

Uma fonte Intral (http://www.intral.com.br) foi usada como fonte para a lampada de
vapor de mercurio. A temperatura foi controlada por meio de arrefecimento com circulagéo de
agua com gelo; para a recirculagdo da 4gua usou-se uma bomba dosadora pulsante ProMinent
(http://www.prominent.com.br). A agitacdo da solugdo foi feita com o auxilio de um agitador
magnético IKA C-MAG HS 7 (http://www.ika.com) com barra de agitacdo, colocada no
fundo do reator.

Durante os experimentos de fotocatélise heterogénea, as barras de TiO, imobilizado
nos polimeros foram mantidas em volta do tubo de quartzo com lampada UV, fixadas em uma
rolha de silicone que fecha o reator fotocatalitico. O monitoramento da temperatura da
solucdo no interior do reator foi acompanhado com auxilio de um term6émetro digital, também
fixado na rolha de silicone, a qual contém um pequeno orificio para a coleta das amostras. O
reator fotocatalitico e o sistema completo utilizado na aplicacdo dos PAOs € representado no

esquema da figura 7.

Figura 7 - (1) Reator tanque agitado home made utilizado na aplicacdo dos PAOs. (2) Barras
poliméricas, com TiO; suportado, em volta do tubo de quartzo. (3) Esquema representativo do
sistema fotocatalitico: (a) reator — vista interna; (b) barras poliméricas com TiO, suportado;
(c) lampada UV com tubo protetor de quartzo; (d) termdmetro digital; () bomba dosadora; (f)
reservatorio com agua e gelo; (g) entrada e (h) saida de agua; (i) agitador magnético; (j)
orificio para coleta de amostras; (k) rolha de silicone. Fonte: DA SILVA, 2012.
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As condicOes caracteristicas do reator empregado na degradacdo de PBs em solucédo

aquosa e em efluente hospitalar sdo apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5 - Caracterizacdo do reator utilizado na degradacéo de PBs.

Caracteristicas Especificacao
Tipo de reator tanque agitado jaqueta termostatica
Dimensao interna 19x7cm
Capacidade 800 mL
Material Aco inox
Area superficial interna ~0,04 m?
Resfriamento Agua gelada
Radiacdo UV 254 nm
Pressdo Média
Lampada Poténcia 125 W
Intensidade 401 W m™
Fonte para lampada 220 V; 60 Hz
Tubo de quartzo de = 24 mm; ¢;j = 22 mm; h =200 mm
Barras agitacdo magnética 3x0,5cm
Velocidade de agitacao 750 rpm
Fluxo de fétons* g (mol s™) 1,06 x 10"+ 1,45 x 10°
Eficiéncia fotbnica* { (%) 16,07 £ 0,55

*  Método Actinométrico (Ver anexo B)

2.6.3 Otimizacdo dos PAOs

A otimizacdo das varidveis para o processo de degradacdo de PBs, em solucdo aquosa
e em amostras de efluente hospitalar fortificado com PBs, foi feita por meio de planejamento
fatorial fracionado (3*%), com trés varidveis independentes e trés niveis. A matriz
experimental resultante € composta de 11 ensaios, dentre eles trés replicatas do ponto central
(PC).
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As varidveis independentes investigadas no planejamento fatorial foram: temperatura,
pH e catalisador (presenga ou auséncia de TiO, suportado em polimeros — PDMS ou PU). O
tempo de irradiacdo utilizado na degradacao de PBs foi de 120 min.

Testes prévios, em solucdo aquosa e efluente hospitalar fortificado com PBs, foram
feitos para avaliar o desempenho do sistema com catalisador TiO, em suspensdo (0,750 g —
mesma quantidade utilizada no preparo das barras de TiO, suportado) e imobilizado nos
polimeros (PDMS e PU), utilizando 0 mesmo sistema fotocatalitico com o reator home made

e as condicOes apresentadas anteriormente na tabela 5.

2.6.4 Estudo cinético

A partir das condicBes otimizadas pelo planejamento fatorial foram feitos estudos
cinéticos. Os experimentos foram repetidos (triplicata), nas melhores condi¢fes otimizadas, e
aliquotas foram coletadas a cada 5 minutos de reacdo durante os 120 minutos. As aliquotas
coletadas foram levadas para analise em HPLC-DAD. Os dados obtidos foram tratados

conforme as curvas de ordem zero e primeira ordem.

2.6.5 Espectro de emissdo da lampada UV

Na figura 8 € apresentado o espectro de emissdo da lampada UV 125 W, e pode se
observar a emissdao em 254 nm. Para este procedimento, utilizou-se um espectrometro de
absorcdo atbmica colocando-se a lampada de vapor de mercdrio no local destinado as
lampadas do aparelho (WILDE, 2006; DA SILVA et al., 2012). Com isso foi possivel
perceber que o tubo de quartzo utilizado como protetor nos experimentos de fotdlise e
fotocatalise heterogénea néo interferem na penetrabilidade da radiacdo nas amostras.
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Figura 8 - Espectro de emissdo da lampada de vapor de mercurio usada na aplicacdo de

PAOs: (a) sem bulbo de protecdo e (b) com o bulbo de prote¢do. Fonte: WILDE, 2006; DA SILVA,
2012.

2.7 Gerenciamento de residuos do laboratorio

Os residuos gerados no LATER sdo, primeiramente, segregados e, apés isto,
encaminhados ao Programa de Gerenciamento de Residuos Quimicos do Departamento de

Quimica da UFSM, que destina os residuos a firma especializada, credenciada em tratamento
de residuos quimicos.



3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1  Meétodos de determinacéo e identificacdo de PBs e de metabdlito

3.1.1 Método HPLC-DAD para PBs

O desenvolvimento da método analitico HPLC-DAD para determinacdo de PBs em
efluente hospitalar, descritos no item 2.4, foi previamente estudada em trabalhos consultados
na literatura e usados como base (NUNEZ et al., 2010).

A separagdo cromatografica foi conduzida em modo gradiente, usando mistura de dgua
e acetonitrila como fase mdvel, conforme condi¢cdes descritas no item 2.4.2. A coluna
cromatografica foi equilibrada com fase mével durante 1 minuto, antes da primeira injecéo.
As condicdes cromatograficas como vazdo, gradiente de fase mével e comprimento de onda,
foram ajustados, visando uma cromatografia com menos interferentes e melhor resolugéo
entre os picos dos analitos, levando em conta a complexidade da matriz (efluente hospitalar).
O cromatograma HPLC-DAD obtido para PBs estdo na figura 9.

1!“ PrP
g MeP
= EtP
7;]
= EEP
205 BuP
E

0,0

10 15 20

Tempo (min)

Figura 9 - Cromatograma HPLC-DAD dos analitos PBs (150 pg L™) em 259 nm.
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A validacdo do método instrumental, ou seja, a resposta do equipamento as condi¢des
cromatograficas aplicadas foi feita pela injecdo de solugdes-padrdo dos PBs em sete niveis de
concentracdo (Ver anexo — A). Etapa que permitiu a obtencdo do limite de deteccéo (LD) e de
quantificacdo (LQ), bem como, a construcdo da curva de calibracdo para aquisicdo dos dados

necessarios as principais figuras-de-mérito (Tabela 6).

Tabela 6 - Figuras-de-mérito do método HPLC-DAD para PBs.

Analito Faixa linear (ug L™) o LD (ug L) LQ° (ug L)
MeP 15-360 0,999 3,1 10,3
EtP 10-240 0,997 2,7 8,9
PrP 23-540 0,999 50 16,6
BuP 23-540 0,998 4,6 15,3
BeP 10-240 0,998 2,9 8,3

®para 7 niveis de concentrag&o.
*Limite de deteccéo para S/N = 3 (n=3).
¢ Limite de quantificacdo para S/N =10 (n=3).

3.1.2 Otimizagdo multivariado do método SPE

Estudos individuais foram feitos objetivando eliminar algumas variaveis do processo.
Primeiramente, foram testados trés diferente cartuchos, conforme citados no item 2.4.1 e as

recuperacdes alcangadas sdo descrita na tabela 7.

Tabela 7 - Recuperacgdes dos compostos PBs em diferentes cartuchos de SPE (N5).

Cartuchos de SPE Recyer%0 Recgp% Recpp% Recgp%0 Recgep%0
Strata C18 — E 53,2+34 70,6+ 5,8 99,9+ 7,4 101,1+ 8,2 92,2+7,9
Strata X 58,6 +124 108,1+ 10,9 80,2+ 8,9 80,2+ 11,4 28,6+ 8,3
Cromabond C18 ec 245,7+ 18,9 143,5+ 15,3 99,4+ 10,4 126,9+ 13,4 86,6+ 7,4

Valores muito elevados de recuperacdo sdo indicios de que, algum interferente esta

eluindo ao mesmo tempo em que o analito. O cartucho Strata C18-E apresentou valores de
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recuperacdo mais préximo dos valores recomendados pela ANOVA, variando entre 53,2% -
101,1% e RSD de 3,4% - 8,2%.

Avaliacdes com diferentes solventes de elui¢do foram realizados e o solvente metanol
foi mais apropriado para a extracdo, proporcionando melhores taxas de recuperacéo. LEE et al
(2005) desenvolveram método (SPE) para extragdo de compostos fendlicos e outros PPCPs
em aguas residuais, para isso, escolheram como solvente de eluicdo o metanol, devido ser o
solvente mais apropriado para extracdo de compostos fenolicos.

As variaveis que se mostraram mais significativas para extracdo de PBs foram: pH da
amostra e pH da agua de lavagem, por isso, tais variaveis foram avaliadas atraves de DCCR,
ou seja, 2% incluindo 4 ensaios na condicdes axiais e 3 repeticdes do ponto central, totalizando
11 experimento. A tabela 8 apresenta a matriz de delineamento com seus 11 ensaios, e a taxa
de recuperacéo (%) de cada analito.

Tabela 8 - Matriz do DCCR, variaveis independentes e resultados da recuperacéo de PBs.

Niveis—>

Item o -1,41 -1 0 1 1,41
Varidveisy
X;  pHdaamostra 4 5 7 9 10
X,  pHdaH0 4 5 7 9 10
Exp.  pH daamostra pH da H,0 RecC.vetp (%0) Rec.gp (%) Rec.prp (%) Rec.gp (%) Rec.gzp (%)
1 5(-1) 5(-1) 107,8 98,5 100,5 101,4 1114
2 9(1) 5(-1) 106,8 102,1 101,4 81,1 88,1
3 5(-1) 9(1) 91,2 99,7 98,6 105,0 131,6
4 9(1) 9(1) 90,7 86,3 92,9 97,9 97,8
5 4 (-1,41) 7(0) 109,7 103,6 107,1 136,2 1431
6 10 (1,41) 7(0) 81,3 88,5 91,3 118,8 94,8
7 7(0) 4 (-1,41) 78,6 92,5 101,2 59,5 119,6
8 7(0) 10 (1,41) 90,9 90,3 93,5 100,3 94,6
9 7(0) 7(0) 95,1 100,0 99,9 83,2 95,0
10 7(0) 7(0) 112,5 100,2 100,0 86,1 98,4
11 7(0) 7(0) 1117 97,8 97,1 87,8 94,7

Os parametros da ANOVA para o modelo foram utilizados na analise estatistica. A
ANOVA para 0 MeP mostra que o coeficiente de regressdo (R? = 0,73) néo foi significativo
pois, 27% da variancia ndo é explicada pelo modelo proposto. Os demais PBs obtiveram R?
altamente significativos, como pode ser avaliado na tabela 9, podendo concluir que o modelo

se ajusta bem aos dados experimetais.
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Tabela 9 - Coeficientes de determinacdo do modelo para a extragdo de PBs.

Analito Coeficiente de determinacéo do modelo (R?)
MeP 0,73
EtP 0,84
PrP 0,82
BuP 0,92
BeP 0,94

A faixa de estudo do pH levou em consideragdo que em pH < 3 os PBs apresentam-se
na forma protonada e que sua maior estabilidade encontra-se em pH em torno de 5.

Segundo o diagrama de Pareto (Figura 10) o estudo das varidveis ndo mostrou
nenhuma influéncia na extracdo de MeP com 95% de confianca. No entanto a variavel linear
(L) do pH da amostra apresentou significancia para EtP e PrP exercendo efeito negativo sobre
estes, ou seja, a variacao do nivel -1 ao nivel +1 causa a diminuicéo das taxas de recuperacao.
Para BuUP, as varidveis quadratica (Q) do pH da amostra e pH da agua (L) apresentaram
efeitos positivos, ou seja, do nivel -1 ao nivel +1 houve aumento da taxa de extracdo. O BeP

foi influenciado pela varidvel (L + Q) pH da amostra de maneira negativa.
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Figura 10 - Diagrama de pareto para SPE de PBs.

O pKa dos compostos PBs variam de 8,22 até 8,47 e apresentam-se em sua forma néo
ionizada no intervalo de pH que varia entre 3 e 6, sendo assim possuem maior interacdo com a
silica do cartucho, ou seja, maior retencdo em pHs levemente &cidos (LEE et al., XU et al.
2013).

O efeito do pH da amostra e pH da agua de lavagem na recuperacdo de PBs pode ser
acompanhado no diagrama de valores preditos da funcdo de desejabilidade para
extragdo/recuperacdo de PBs. Como pode ser observado nos diagramas de valores preditos
para a maioria dos compostos PBs estudados a faixa de maior extracdo/recuperacao

encontrou-se quando o pH foi manteve-se ajustados entre 4 e 7.
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Figura 11 - Perfis para os valores preditos e desejabilidade da recuperacdo de (a) MeP, (b)
EtP, (c) PrP, (d) BuP e (e) BeP.

Segundo diagrama de pareto nenhuma varidvel foi significativa para a
extracdo/recuperacdo do MeP, o que podemos confirmar atraves do diagrama de
desejabilidade (Figura 11a) onde praticamente todos os niveis estudados ficaram ajustados em

torno dos valores médios. Porém, pode-se afirmar através dos graficos de tendéncia que as
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taxas mais elevadas de recuperagcdo foram alcancadas em pHs da amostra entre 4 e 7, pH da
H,O de lavagem igual a 7.

Avaliando o perfil das duas varidveis, associadas a sua desejabilidade, pode-se
concluir que as condicGes Otimas para a extracdo de EtP foram quando o pH da amostra foi
ajustado para 4 e o pH da H,O de lavagem ficou entre 5,5 e 7 (Figura 11b).

Comportamento semelhante pode ser observado para PrP na variavel pH da amostra,
onde, a melhor condicdo foi obtida em pH igual a 4. Ja para a variavel pH da H,O de
lavagem, o ajuste para pH acido (4) alcanca recuperagdes em torno de 100% (Figura 11c).

Segundo o perfil do diagrama de desejabilidade (Figura 11d) a diminui¢&o do pH da
amostra acarreta 0 aumento na porcentagem de recuperacdo do BuP. Ao contrario disso, a
recuperacdo é favorecida para pH da H,O de lavagem basicos, como mostrou os valores
significativos e positivos do diagrama de pareto.

O composto BeP alcangcou sua melhor taxa de extracao/recuperacdo em valores acidos
de pH em ambas as variaveis invetigadas, como mostra o grafico de tendéncia da Figura 11e.

Com base nos diagramas de Pareto e perfis de desejabilidade as melhores condicbes
para a extracdo de PBs, em matriz de efluente hospitalar, pela aplicacdo do planejamento

fatorial sdo apresentadas na tabela 10.

Tabela 10 - Condicdes Otimas para a extracdo de PBs por SPE

Variaveis independentes Matriz
pH amostra pH 5
pH H,0 de lavagem pH 5

O condicionamento do sorvente em SPE é um fator determinante para preparar a
retencdo dos analitos de interesse. Assim, para melhor ativacdo do sorvente, a primeira etapa
do condicionamento foi conduzida com solvente metanol, seguido por &gua, em ordem
crescente de polaridade (WILDE et al., 2012). Sendo assim, a variavel pH da H,O de lavagem
ndo apresentou significAncia na extracdo de PBs, ou seja, a etapa de lavagem do cartucho de
SPE, feito nas mesmas caracteristicas do condicionamento ndo resultou em perdas dos

analitos com a mudanca do pH da agua.
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3.1.3  Aplicacdo da metodologia SPE

A metodologia SPE foi validada, primeiramente, em solucdo aquosa em 3 niveis de
concentracdo (dentro da faixa linear do método) e, posteriormente, em efluente hospitalar
(livre de PBs, matriz isenta), fortificado com concentracGes conhecidas dos PBs para testes de
duzentas vezes de recuperacdo. A tabela 11 mostra a recuperacdo alcancada, bem como,

RSD% em cada nivel avaliado.

Tabela 11 - Recuperagfes de PBs em solucdo aquosa e efluente hospitalar em diferente niveis
de concentracdo para metodologia SPE seguida de HPLC-DAD (n = 3).

Concentragéo

Analito (ug LY Solugéo Aquosa Efluente Hospitalar
Meédia (% Média (%
(n:3() ) RSD% (n=3() ) RSD%
1,8 83,4 8,0 78,4 8,0
MeP 0,9 105,0 9,2 79,0 10,2
0,07 78,0 7,5 72,0 7,5
1,2 95,0 5,0 93,0 15,5
EtP 0,6 93,0 8,0 96,0 8,0
0,05 101,0 6,2 106,0 6,2
2,7 109,0 3,5 100,0 6,5
PrP 1,3 102,0 7,0 98,0 7,0
0,1 92,0 12,0 82,0 12,0
2,7 95,0 9,4 95,0 9,4
BuP 1,3 95,0 1,5 85,0 8,5
0,1 87,0 1,3 89,0 7,3
1,2 75,0 13,0 105,0 13,0
BeP 0,6 86,0 11,5 88,0 11,5
0,05 98,0 9,7 78,0 9,7

RIBANI et al. (2004) afirma que os intervalos aceitaveis de recuperacdo para andlise
de residuos geralmente estdo entre 70 e 120%, com precisdo de até + 20%. Porém,
dependendo da complexidade analitica da amostra o valor pode variar de 50 a 120%, com
precisdo de até + 15%. Os dados obtidos para recuperagdo de PBs nos testes de validacéo
variaram de 75,0 — 109,0% com RSD 1,0 — 13,0% em solucdo aquosa e de 72,0 — 106,0%
com RSD 7,0 — 15,5% em efluente enriquecido com 0s compostos 0 que mostra que a
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metodologia analitica proposta para determinacdo de PBs em efluente hospitalar esta de

acordo com as normas estabelecidas.

3.1.4 Figuras-de-mérito da metodologia SPE seguida de HPLC-DAD

A validacdo da metodologia foi feita considerando a pré-concentracdo necessaria nas
determinac6es dos compostos nas amostras de efluente hospitalar. Na validagdo do método

SPE seguida de HPLC-DAD foram conseguidas as seguintes figuras-de-mérito (Tabela 12).

Tabela 12 - Figuras-de-mérito da metodologia de determinacdo de PBs por SPE seguida de
HPLC-DAD.

Analito Faixa linear (ug L™) r LD* (ug L™) LQ° (Mg L)
MeP 0,07-1,80 0,999 0,015 0,051
EtP 0,05-1,20 0,997 0,013 0,044
PrP 0,12-2,70 0,999 0,025 0,083
BuP 0,12-2,70 0,998 0,023 0,076
BeP 0,05-1,20 0,998 0,014 0,046

®Limite de deteccdo para S/N = 3 (n=3).
¢ Limite de quantificacdo para S/N =10 (n=3).

Os coeficientes de correlacdo (r’) do método de determinacéo de PBs, SPE seguida de
HPLC-DAD, variaram de 0,997 a 0,999, alcancando assim, valores satisfatorios. Segundo a
ANVISA o critério minimo aceitavel é r = 0,99. As curvas analiticas foram construidas com 7
niveis de concentracdao, a ANVISA recomenda um minimo de 5 niveis. Os limites de deteccao
(LDs) e limites de quantificacdo (LQs), levando-se em conta os fatores de pré-concentracéo
de 200 vezes, foram obtidos com base nos calculos da relagéo sinal ruido (S/N:3 e S/N:10
respectivamente), os valores variaram de 0,013 a 0,025 pg L™ para o LDs e de 0,044 a 0,083
ug L™ para LQs.

A pureza dos picos foi averiguada pelo detector DAD e as respostas encontradas
foram > 0,999 para MeP, EtP. PrP, BuP e BeP, mostrando que a metodologia é seletiva para

0S cinco conservantes estudados.



42

3.1.5 Determinacdo de PBs em efluente hospitalar por SPE seguida de HPLC-DAD

A amostragem de efluente hospitalar para determinacdo e quantificacdo dos PBs foi
feita em dois pontos de amostragem, durante 8 dias, conforme descrito no item 2.3. As
amostras compostas didrias foram submetidas a etapa de clean up/extracdo por SPE
(triplicata) e posteriormente a determinacdo por HPLC-DAD, segundo condic¢des descritas
nos itens 3.5.1 e 3.4.1, respectivamente. Os graficos de concentracBes diarias quantificadas
para 0s PBs nos dois pontos de amostragem estdo expostos na figura 12. A tabela de

concentracgdo e respectivos RSDs sdo apresentados em anexo (Ver Apéndice - B).

(a) Efluente Geral (EG) = MeP (b) Corpo Receptor (CR) = MeP
1 EtP 1 EtP
=3 PrP 45 = PrP
[ BuP i 1 BuP
[ BeP \

- BeP

Concentragao (ug L)
Concentragéo (ug L)

3]

T

24
Dias de coletal/julho/2012 Dias de coleta/julho/2012

23 24 25 26 27 28 29 30

Figura 12 - Concentraces diarias de PBs detectadas nos pontos de coleta (a) EG e (b) CR.

As concentracGes encontradas em ambos 0s pontos de amostragem sdo bastante
semelhantes, resultado que pode ser atribuido a proximidade entre os pontos de coleta, onde,
ndo ha diluicdo significativa. Outro fator importante é o descarte, no CR, do efluente
hospitalar referente ao pronto atendimento (PA) do HUSM, que pode conter concentragGes
consideraveis de PBs.

MeP e PrP foram encontrados em concentragdes mais elevadas em ambas as amostras
analisados. As concentracfes de MeP no EG do HUSM foram detectadas na faixa de 1,64 —
3,90 pg L™ com RSD variando entre 5,6 e 10,2% e no ponto CR do HUSM as concentracdes
ficaram entre 0,98 — 2,35 ug L™ e RSD 6,8 e 11,2%. O PrP foi encontrado em concentragdes
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que variaram de 1,43 — 3,89 pg L™ (RSD 5,6 — 9,3%) e 1,23 — 2,98 pg L™ (RSD 5,1 — 9,0%)
nos pontos de coleta EG e CR respectivamente.

Dentre os conservantes estudados neste trabalho o MeP e PrP sdo 0s mais comumente
utilizados em cosméticos, muitas das vezes juntos devido seus efeitos sinérgicos. Estudos
sobre a ocorréncia de PBs em diferentes tipos de matrizes também os tém detectado em
concentracBes mais elevadas quando comparados aos demais PBs (MARINO et al., 2011;
ALBERO et al., 2012; JONKERS et al., 2010). BuP apresentou concentracdes abaixo do LD
do método em todas as amostras analisadas.

Né&o foram encontrados relatos na literatura sobre a determinagdo de PBs em amostras
de efluente hospitalar. No entanto, estudos apontam a ocorréncia de PBs em amostras de
efluente domeéstico, ETES e rios em concentrac@es semelhantes as encontradas no efluente do
HUSM. MARINO et al (2011) reportaram que MeP e PrP foram encontrados em
concentracdes de 0,3 — 10 pug L™ em ETEs. Em 2008, PENG et al estudaram a ocorréncia
destes mesmos PBs em amostras de dgua de rio no sul da China, as concentracdes encontradas
ficaram na faixa de 1,0 pg L™ para MeP e PrP. Quatro PBs (MeP, EtP, PrP e BuP) foram
encontrados em uma concentraces que variaram de 0,2 — 2,43 ug L™ em amostras de efluente
domestico (LEE et al., 2005).

3.1.6 Otimizacéo da analise de PBs no sistema LC-ESI-MS/MS

A otimizacao das condi¢cBes do EM foi realizada conforme descrito no item 2.5. A
Tabela 13 apresenta as principais condigdes operacionais usadas para identificacdo dos
metabdlitos e produtos de degradacdo. A polaridade da fonte de ionizacdo, ion precursor, ion
produto, voltagem de fragmentagéo e energia de colisdo, foram otimizados a partir dos cinco

experimentos apresentados a seguir.

Tabela 13 - Condi¢des operacionais do espectrometro de massas para PBs.

. . Energia de Energia de Polaridade da
Composto  lon Precursor lon Produto fragmentacio (V) Colisio (V) fonte
MeP 1511 92,1 70 20 Negativa
EtP 165,1 92,1 40 20 Negativa
PrP 179,1 92,1 20 20 Negativa
BuP 193.1 92,1 45 20 Negativa

BeP 227,1 92,1 20 15 Negativa
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Na figura 13 encontram-se 0s espectros de massas do experimento MS2 Scan do
padrdo de MeP, EtP, PrP, BuP e BeP com as respectivas m/z do ions precursores,
identificados em modo negativo de ionizacdo. Em (a) pode-se observar o MeP, m/z 151,1; em
(b) o EtP, m/z 165,1; (c) o PrP, m/z 179,1; em (d) o BuP, m/z 193,1; e em (e) o BeP, m/z
227,1.

A definicdo da energia de fragmentacdo, ou seja, aquela que proporciona a maior
abundancia relativa de m/z para cada compostos € definida através de experimetos de MS2
SIM. Na figura 14 pode-se observar que as melhores energias de fragmentacdo variaram entre
20 e 70 V proporcionando uma abundancia relativa fixada entre 10° e 10° para os cinco PBs,
demonstrando fragmentacéo adequada para os compostos estudados.

O ion precursor é fixado para a definicdo da melhor energia de colisdo para o
fragmento de quantificacdo dos PBs, baseando-se na abundancia de sinal do ion produto de
cada analito. Pode-se observar na figura 15 que o fragmento de maior intensidade de sinal de
m/z 92,1, é comum aos cinco PBs. Fato este explicado pela semelhanga na estrutura destes
compostos (PEDROUZO et al., 2009). Sendo que para o MeP, EtP, PrP e BuP o fragmento
obteve maior intensidade com a energia de colisdo 6tima de 20 V e para o BeP a maior
intensidade de sinal foi com uma energia de colisdo de 15 V.

Para confirmacdo do ion precursor a m/z do ion produto foi fixada bem como as
condicbes de voltagem de fragmentacdo e energia de colisdo previamente definidas. Através
da figura 16 pode-se confirmar o ion produto como sendo o m/z 92,1 j& que, 0s ions
precursores dos PBs foi confirmada.

Para finalizar, a confirmacédo do ion precursor foi feita através da perda de masa neutra
entre o precursor e o0 produto. A perda de massa neutra sugerida para o0 MeP foi de 59,02; para
EtP foi 73,0; para PrP 87,0; BuP 101,0 e para BeP 135,0. Na figura 17 os espectros podem ser

analisados.
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Figura 13 - Espectro de massas referente ao experimento de MS2 Scan para (a) MeP, (b) EtP,
(c) PrP, (d) BuP e (e) BeP.
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Figura 14 - Abundéncia do ion precursor dos PBs a partir da otimizagdo da energia de
fragmentacéo para (a) MeP, 70 V; (b) EtP, 40 V; (c) PrP, 20 V; (d) BuP, 45 V; (e) BeP, 20 V.
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EtP, 20 V; (c) PrP, 20 V; (d) BuP, 20 V; (e) BeP, 15 V.
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Figura 17 - Espectro de perda neutra constante do (a) MeP; (b) EtP; (c) PrP; (d) BuP; (e) BeP.

Trabalhos relatados na literatura confirmam o fragmento de maior intensidade como
sendo o de m/z 92,1. NUNEZ et al. (2008) em um estudo sobre a determinagéo de PBs em
amostras sélidas utilizando LC-ESI-MS/MS, considerou como fragmento de quantificacdo a
m/z 92,0 para 0 MeP, EtP, PrP, BuP e BeP. Com a mesma técnica em 2011, DIAZ et al
estudaram a presenca de PBs em amostras de placenta humana, os fragmentos de maior
intensidade encontrados foram o m/z 91,9 para o MeP, EtP e BuP e o fragmento m/z 92,0
para PrB. PEDROUZO et al. (2009) ndo s6 encontrou como fragmento mais intenso o de m/z
92,0 para quatro dos PBs estudados como também propés sua estrutura molecular como sendo
(CsH40)". A estrutura do fragmento de maior intensidade foi proposta e pode ser vista na

figura 15.
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3.1.7 Identificacdo dos metabdlitos dos PBs em amostras de efluente hospitalar por LC-ESI-
MS/MS

Para identificacdo e estudo dos metabolitos os experimentos de otimizacdo das
condicdes do LC-ESI-MS/MS foram feitos, como descrito no item 2.5.

O principal metabdlito dos PBs relatado na literatura atual é o é&cido p-
hidroxibenzbico (BOBERG et al., 2010). A m/z 137,1 foi encontrada em todas as amostras de
efluente hospitalar (EG e CR) analisadas (MS2 SCAN) como sendo o metabolito. O
experimento de MS2 SIM foi realizado para todos os PB (condicdes experimentais — Tabela
13) e aquele (PB) no qual a abundéncia relativa do metabolito foi a mais elevada seguiu para a
realizacdo dos experimentos para identificacdo do espectro de ions produto.

Apartir do espectro de ion produto do acido p-hidroxibenzoéico (m/z 137,1) sua rota

de fragmentacdo foi proposta e € descrita na figura 18.

OH “

o) .0
(-C5H,0)
HO O
/ miz137,1 iz 59.00
OH O
" cH0p . ) =
E— —_—-
- \\ oy
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miz122.12 m/z 72.07 m/z 66.00
x101
8 100.100 105.000
58.800 72.000 137.100
-‘.; . 77.000
T
£ .
122.500
4
60 90 120

Razao miz
Figura 18 - Espectro de ions produto e caminho de fragmentacdo proposto para o metabdlito

p-hidroxibenzodico no efluente CR.
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A rota de fragmentagdo proposta para o metabolito p-hidroxibenzéico m/z 137,1
inicia com a saida do oxigénio da carbonila, dando origem ao fragmento m/z 122,12. Segue a
fragmentacdo com a perda dos substituintes do anel aromatico e mais 4 hidrogénios gerando a
m/z 72,02 como fragmento. A m/z 72,02 gera o fragmento de m/z 66,00 pela ruptura do anel
aromatico. A ruptura do grupamento do acido carboxilico da origem a m/z 59,009.

O mesmo fragmento de m/z 137,1 foi observado nas amostras de efluente hospitalar
provenientes do ponto de coleta denominado HUSM geral. O EM do experimento de ion
produto para o metabdlito p-hidroxibenzdico pode ser visto na figura 19.

De acordo com o espectro de massas apresentado como sendo a fragmentacdo do
metabdlito p-hidroxibenzbico, propuseram-se estruturas para os fragmentos adquiridos
(Figura 19).
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Figura 19 - Espectro de ions produto de caminho de fragmentacao proposto para o metabolito
p-hidroxibenzoico no efluente EG.
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Comparando os espectros de massas do experimento de ion para ambos os efluentes
(HUSM geral e corrego receptor) pode-se perceber a semelhanga nos fragmentos m/z 122,50,
72,07 e 66,00.

3.2 Aplicacdo de PAOs para a degradacao de PBs e identificacdo de possiveis produtos

de degradacao.

O objetivo desta etapa do trabalho consistiu na aplicacdo de PAOs para degradacédo de
PBs, onde, planejamento multivariado foi usado como ferramente para verificar a influéncia
das variaveis pH, temperatura e catalisador (presenca ou auséncia). Primeiramente, a
eficiéncia do catalisador de TiO, em suspensdo, imobilizado em barras polimérica (PDMS e
PU) e auséncia de TiO, foi avaliada, destacando o uso de barras poliméricas com TiO,
imobilizado em polimeros, dentre eles PDMS e PU, resolvendo assim a etapa problematica de
remocao do catalisador do sistema quando se usa TiO, em suspenséo.

Vérios parametros operacionais podem provocar mudancas nas taxas de degradagdo
entre dois ou mais contaminantes, fatores como temperatura, pH, presenca de ions,
concentracdo do catalisador, irradiacdo UV, entre outros (PAZ, 2006). Por este motivo,
avaliou-se o efeito do pH, da temperatura e do catalisador (presenca/auséncia de barras
poliméricas com TiO, suportado em PDMS ou PU).

Os produtos de degradacdo gerados apOs o processo em solucdo aquosa e efluente

hospitalar, ambos fortificados com compostos PBs, foram sugeridos.

3.2.1 Catalisador

As barras poliméricas desenvolvidas em laboratorio por Da Silva (2011) para estudo
da degradacdo de benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno (BTEX) em amostras de efluente
hospitalar por meio de fotocatélise heterogénea foram reproduzidas para estudo da degradacéao
de PBs por meio de PAOs em solucdo aquosa e efluente hospitalar.

Os testes de desempenho do catalisador (TiOz) mostraram que, os sistemas PU/TiO;

PDMS/TiO, foram mais eficientes que TiO, em supensdo e até mesmo fotdlise para amostras
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de efluente hospitalar. Na figura 20 pode-se observar a eficiéncia dos sistemas para
degradacdo de PBs em solugdo aquosa e efluente hospitalar. Niveis intermediarios de
temperatura e pH foram usados. Fotolise e PU/TIO, apresentaram eficiéncia semelhante em

solucéo aquosa, degradando cerca de 90% dos PBs em 120 minutos de processo.

Solugdo aquosa E MeP Efluente hospitalar
EtP
PrP
100 [ BuP 100
= ; : B3 BeP o~
é NN - -::gT E'-.:—?'
b Q
o On
S S
g 50 & 50
% o
(] (]
0 :f:‘ i 0 5
Fotdlise  TiO2PDMS  TiO2PU Ti02 Fotolise  TiO2ZPDMS  TiO2/PU TiO2

Figura 20 - Desempenho dos PAOs na degradacdo de PBs em (a) solucdo aquosa e (b)
efluente hospitalar. Condicdes: pH 5, 20 °C.

Caracterizado por ser uma matriz complexa, o efluente hospitalar ndo favoreceu a
degradacdo completa dos PBs. A eficiéncia foi aumentada com o uso do sistema PU/TiO; e
cerca de 80% dos PBs foram degradados em 120 minutos de processo. A presenca de
catalisador no meio promove a formacdo de mais HO", favorecendo a fotocatalise heterogénea
com PU/TiO,.

O catalisador em suspensao para fotocatalise heterogénea apresenta desvantagens,
primeira, € a dificuldade de irradiar todas as particulas do catalisador do sistema, ja que, 0
meio turvo limita a penetrabilidade da luz na suspensdo; segunda desvantagem é a
necessidade de remocdo do catalisador da solucdo por etapa de micro-filtracdo e posterior
analise cromatografica (CARP et al., 2004; TIBURTIUS et al., 2004).

A avaliacdo da eficiéncia do catalisador proporcionou a escolha das melhores variaveis
e seus 3 niveis para o desenvolvimento do planejamento fatorial. Bem como, o tempo total de

reacdo, sendo fixado 120 minutos para a aplicagdo dos PAOs.
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3.2.2 Otimizagéo dos PAOs

A partir da aplicacéo do planejamento fatorial fracionado (3**) em solugéo aquosa e
efluente hospitalar, fortificados, foi feita a otimizacdo dos processos.

A tabela 14 apresenta os coeficientes de determinagdo do modelo (R?) para PBs em
solucdo aquosa e efluente hospitalar. A ANOVA do modelo resultante da otimizagéo
multivariada para PBs em solucéo aquosa, apresentou valores de R? > 0,90, ou seja, cerca de
10% da variancia total ndo foi explicada pelo modelo resultante. Para BuP nenhuma das
variaveis foi considerada estatisticamente influente sobre a degradacdo em solucdo aquosa.

Valores de R? variaram de 0,75 para MeP e 0,91 para PrP, em efluente hospitalar.

Tabela 14 - Coeficientes de determinacdo do modelo para a degradacéo de PBs em solugéo
aquosa e em efluente hospitalar.

Coeficiente de determinacdo do modelo (R?)

Analito

Solugdo aquosa Efluente hospitalar
MeP 0,96 0,75
EtP 0,90 0,87
PrP 0,93 0,91
BuP - 0,80
BeP 0,98 0,90

Com os resultados obtidos experimentalmente aplicando o planejamento fatorial
fracionado, utilizou-se o programa Statistica 6.0 (StatSoft, Inc. USA, 2004) para geracdo dos
diagramas de Pareto, com intervalos de confianca de 95% e gréaficos de desejabilidade. A

variavel dependente considerada foi o percentual de degradacao dos analitos.

3.2.2.1 Solugéo aquosa

A matriz experimental do planejamento fatorial fracionado (3*%), com variaveis e

taxas de degradacdo de PBs em solugéo aquosa é apresentada na tabela 15.
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Tabela 15 - Matriz experimental do planejamento fatorial fracionado (3**) para a otimizacéo
da degradacdo de PBs por meio de PAOs, com variaveis investigadas e taxas de degradacao
em solucdo aquosa.

Variaveis X, X, Xs
Niveis Temgecr;;l tra pH Catalisador

(-1) 20 3 Auséncia de TiO, (Fot6lise simples)

0) 30 6 TiO, imobilizado em PDMS

(1) 40 9 TiO, imobilizado em PU

Exp. X1 Xz X3 Deg.mer  Deg.er  Degprp Degpip  DeQ.gep

(%) (%) (%) (%) (%)

1 20 (-1) 3(-1) Sem TiO; (-1) 100 100 100 100 100
2 20 (-1) 6 (0) TiO,/PU (1) 74 84 84 100 89
3 20 (-1) 9(1)  TiO,/PDMS (0) 67 73 74 100 77
4 30 (0) 3(-1) TiO,/PU (1) 77 85 88 100 96
5 (PC) 30 (0) 6 (0) TiO,/PDMS (0) 65 95 94 100 91
6 30 (0) 9 (1) Sem TiO, (-1) 51 70 72 100 73
7 40 (1) 3(-1) TiO,/PDMS (0) 89 97 95 100 99
8 40 (1) 6 (0) Sem TiO, (-1) 70 72 73 100 92
9 40 (1) 9(2) TiO,/PU (1) 55 62 63 100 76
10 (PC) 30 (0) 6(0)  TiO,/ PDMS (0) 52 91 93 100 94
11 (PC) 30 (0) 6(0)  TiO,/ PDMS (0) 56 87 89 100 92

De maneira geral, dentre as varidveis independentes investigadas na degradacdo de
PBs, pH foi a variavel que apresentou efeitos estatisticamente significativos (p < 0,5) e
negativos nas taxas de degradacdo dos compostos em solucdo aquosa, ou seja, aumentando o
pH, do nivel -1 para o nivel +1, ocorreu diminuicdo das taxas de degradacdo dos analitos
(Figura 21)

Como pode ser visto na tabela 15 todas as condi¢des estudadas levaram a degradacéo
total de BuP, por isso, nenhum grafico pode ser gerado pelo programa, ja que, nenhuma
variavel influenciou na degradacéo.

A figura 21a apresenta o diagrama de pareto para degradacdo de MeP em solucgéo
aquosa, as variaveis pH e temperatura mostraram-se significativas, apresentando efeito
negativo, ou seja, o aumento do pH e temperatura levou a diminuicdo dos niveis de
degradacdo de MeP. LIN et al (2009) avaliaram a degradacdo de MeP por meio de
fotocatalise heterogénea e a temperatura também foi fixada em 20° C para 0 processo.

Efeito significativo e negativo para a variavel pH foi observado na degradacdo de EtP
(L), PrP (L) e BeP (L + Q) em solucéo aquosa, sendo assim, o pH &cido levou ao aumento das

taxas de degradacdo destes analitos (Figura 21b, c e d).
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Figura 21 - Diagramas de Pareto para a degradacdo (a) MeP, (b) EtP, (c) PrP, (d) BeP em
solugéo aquosa por meio de PAOs.

Através do diagrama de valores preditos (Figura 22) pode-se observar a tendéncia das
varidveis durante cada experimento, auxiliando na interpretacdo dos resultados, juntamente
com os gréaficos de Pareto (Figura 21). A figura 22 mostra os graficos de desejabilidade para

PBs submetidos aos PAOs em solucao aquosa.
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Figura 22 - Valores preditos e desejabilidade para degradacéo de (a) MeP, (b) EtP, (c) PrP e
(d) BeP em solucdo aquosa por meio de PAOs.

Para MeP a variavel pH apresenta curva linear (negativa) e taxas de degradagdo
maiores em pH &cido. Temperaturas mais baixas acarretaram maiores niveis de degradacéo,
sendo a curva representada na forma de parabola (positiva). O catalisador manteve-se na faixa
Otima ndo afetando a degradacdo do MeP.

Quando comparada ao MeP semelhancas no formato da curva foram observados para
EtP na varidvel pH (Figura 22b). Comportamento linear e negativo da linha de tendéncia da
variavel temperatura mostrou que temperatura préxima aos 20° C apresenta melhores taxas de
degradacdo. Ja o catalisador apresentou tendéncia na forma de parabola (negativa) e o ponto
central alcangou o maior nivel de degradacdo. Comparando os graficos de desejabilidade do
composto EtP e PrP ambos apresentam a mesma tendéncia em todas as variaveis (Figura 22b,
C).

Para BeP os graficos de desejabilidade possuem tendéncia na forma de parabolas, com

excecao dos graficos de pH, com comportamento linear e resposta igual aos demais PBs (pH
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acido). Os valores maximos de degradacdo obtidos foram na temperatura que varia de 20 a

25°C, pH igual. A variével catalisador nos trés niveis apresentaram degradacao dentro de um

valor médio (Figura 22d).

3.2.2.2 Efluente hospitalar

A matriz experimental do planejamento fatorial fracionado (3%**), com as variaveis e as

taxas de degradacdo dos PBs em efluente hospitalar (120 min de irradiacdo) é apresentada na

tabela 16.

Tabela 16 — Matriz experimental do planejamento fatorial fracionado (3%**) para a otimizacéo
da degradacdo de PBs por meio de PAOs, com variaveis investigadas e taxas de degradacéo
em efluente hospitalar.

Variaveis

X1 Xz X3
Niveis Tem(l?,eé;i tura pH Catalisador

(-1) 20 3 Auséncia de TiO, (Fotolise simples)

(0) 30 6 TiO, imobilizado em PDMS

(1) 40 9 TiO, imobilizado em PU

Exp. Xy X2 X3 Deg.mer Deg.er  Deg.pre  Deg.gup  DeQ.ger

(%) (%) (%) (%) (%)

1 20 (-1) 3(1)  SemTiO,(-1) 73 74 78 100 77
2 20 (-1) 6 (0) TiO,/PU (1) 65 75 83 100 89
3 20 (-1) 9(1) TiO,/PDMS (0) 60 64 65 100 63
4 30 (0) 3(-1) TiO,/PU (1) 64 76 83 100 92
5(PC) 30 (0) 6 (0) TiO,/PDMS (0) 68 62 59 50 54
6 30 (0) 9(1) Sem TiO, (-1) 38 41 41 96 42
7 40 (1) 3(-1)  TiO,/PDMS (0) 62 73 77 100 77
8 40 (1) 6(0)  SemTiO, (-1) 62 75 77 100 76
9 40 (1) 9(1) TiO,/PU (1) 55 62 70 100 82
10 (PC) 30 (0) 6(0) TiO,/ PDMS (0) 73 69 65 50 59
11 (PC) 30 (0) 6(0) TiO,/ PDMS (0) 64 65 68 75 71

Mais uma vez o pH mostrou-se uma das variaveis mais importantes do processo

influenciando de maneira negativa, ou seja, pHs acidos favorecem a degradacdo de PBs.

Tratando-se de fotocatalise heterogénea MOLINARI et al. (2006) mostraram que quanto

maior a solubilidade do analito em agua, menor sua capacidade de adsorcao pelas particulas

de TiO,, impossibilitando-o de consumir HOe, ou seja, de ser degradado. Quando os PBs
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encontram-se entre pHs 2 e 6 estdo em sua forma estavel (neutra) (XU et al., 2013) pouco
soliveis em aguas.

Os diagramas de Pareto para degradacdo de MeP e BuP (Figura 23a, d), em efluente
hospitalar, mostraram que nenhuma das variaveis estudadas no planejamento fatorial foram
significativas para degradacdo destes compostos. Para EtP (Figura 23b) o pH foi a Unica
variavel que se destacou com efeitos negativos, sendo que pHs &cidos proporcionam maiores
taxas de degradacao.

No processo de degradacdo de PrP (Figura 23c), em efluente hospitalar, todas as
variaveis independentes investigadas foram significativas. O efeito apresentado pelo pH e
temperatura foram negativos, ou seja, variando do nivel -1 ao nivel +1, ocorreu a redugdo nas
taxas de degradacdo destes analitos. A variavel catalisador teve efeito positivo e o catalisador
PU/TiO, revelou-se mais eficiente. O mesmo comportamento para as variaveis pH e

catalisador foram observadas no composto BeP (Figura 23e).
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Figura 23 - Diagramas de Pareto para a degradacdo (a) MeP, (b) EtP, (c) PrP, (d) BuP, (e)
BeP em efluente hospitalar por meio de PAOs.
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Assim como na se¢do 3.2.2.1, os perfis das varidveis independentes em funcéo da

desejabilidade para valores minimos (0) e maximo (1) de recuperacdo dos PBs foram

avaliados.
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Figura 24 - Valores preditos e desejabilidade para degradacgéo de (a) MeP, (b) EtP, (c) PrP, (d)
BuP e (e) BeP em efluente hospitalar por meio de PAOs.
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Os graficos apontam que as melhores condicOes para a degradagdo MeP (Figura 24a),
foram: temperatura 20, pH entre 3 e 6 e catalisador PDMS/TiO,. O mesmo comportamento
foi observado para o EtP (Figura 24b). PrP tem suas linhas de tendéncia na forma de
parabolas. As temperaturas em que se alcancou degradacdo acima de 70% foram em 20 e
40°C, pH entre 3 a 4 e catalisador PU/TiO, (Figura 24c).

Segundo diagrama de Pareto para o BuP (Figura 24d) nenhuma das varidveis
apresentaram significancia na degradacdo. No entanto, o grafico de tendéncia afirma que a
degradacdo atinge seu maximo nas condicOes: temperatura de 20 e 40°C, pH de 3 e
catalisador PU/TiOs.

Os gréficos de tendéncia para BeP apresenta semelhanca aos de BuP, onde a
temperatura 6tima para degradacdo foi 20 e 40°. Confirmando os diagramas de pareto, pH
acido e sistema de catalisador PU/TiO; alcancou maior degradacdo de BeP, comportamento

semelhante a maioria dos PBs estudados (Figura 24e).

3.2.3 Condicdes 6timas para a aplicacdo dos PAOs e degradacdo de PBs

Com base nos dados da matriz experimental (Tabela 15 e Tabela 16), graficos de
Pareto (Figura 21 Figura 23) e tendéncias de desejabilidade (Figura 22 e Figura 24), as
melhores condi¢cdes do planejamento fatorial para degradacdo de PBs aplicando PAOs em

solucgéo aquosa e efluente hospitalar foram estimados (Tabela 17).

Tabela 17 - Condigdes 6timas para a degradacdo de PBs em solucdo aquosa e efluente
hospitalar por meio de PAOs.

Variaveis independentes Solucgédo aquosa Efluente hospitalar
Temperatura 20°C 30°C
pH 3 3

Catalisador Auséncia de TiO, (Fotdlise simples) PU/TIO, + UV
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O comportamento das varidveis estudadas, em ambas as matrizes, foi bastante
semelhante. A variavel pH apresentou maior significancia, tanto em solucéo aquosa como em
efluente hospitalar, sendo que, pHs acidos apresentaram melhores resultados.

A influéncia do pH na eficiéncia do processo UV+PU/TIO, é de dificil interpretacéo,
pois, este interfere tanto no equilibrio de protonagdo do substrato, como nas propriedades do
catalisador (CRUZ et al., 2011). O efeito do pH no processo de fotocatélise heterogénea esta
intimamente relacionado com o processo de adsor¢do. O pH do meio tem influéncia na
capacidade de adsorcdo dos compostos presentes no efluente pelas particulas de TiO; e,
quanto maior o numero de compostos adsorvidos, mais rapidamente ocorrerdo as
oxirreducdes (HAQUE e MUNEER, 2007).

No grafico mostrado na figura 25 pode-se visualizar as taxas de degradacdo dos PBs,
apos a aplicacdo dos PAOs (fotolise) em solugdo aquosa, durante 120 minutos de processo.
Todos os PBs tém degradacgéo total com 120 minutos de processo, sendo o BuP degradado

completamente apds 40 minutos.

Degradacao de PBs
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Figura 25 - Gréfico de degradacédo de PBs em solucdo aquosa apés aplicacédo de fotolise.

BLEDZCA et al (2009) estudaram a degradacdo de BuP em solucdo aquosa por
fotocatalise heterogénea e alcancaram facilmente a degrada¢do do mesmo em 120 minutos de
reacdo. As principais variaveis do processo também foram avaliadas e os autores concluiram

que em pH alcalino houve uma diminuicdo de cinco vezes na velocidade de degradagdo do
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BuP quando comparado a pHs &cidos. Entretanto demais estudos apontam a melhor eficiéncia
na degradacdo de MeP e BeP em pHs ligeiramente basicos (LIN et al., 2009; 2011).

A figura 26 faz comparacdo dos cromatogramas obtidos em trés diferentes tempos de
processo (0, 60 e 120 minutos) para solucdo aquosa, apés a aplicacdo de fotdlise, sob
condigOes otimizadas descritas na tabela 17. Pode-se observar que o cromatograma nao

apresenta sinal nos tempos de retencgdo refentes aos analitos, ap6s 120 minutos de processo.

MeP

BeP

0 min

f 60 min

120 min

Intensidade

10 15 20

Tempo (min)

Figura 26 - Cromatograma de degradacdo dos PBs em solu¢do aquosa em diferentes tempos
de fotolise.

No grafico mostrado na figura 27 pode-se visualizar as taxas de degradacdo dos PBs,
apos a aplicacdo dos PAOs (fotocatélise heterogénea) em efluente hsopitalar, durante 120

minutos de processo. Apenas BuP apresentou degradacao total ap6s 70 minutos de processo.
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Figura 27 - Grafico de degradacdo de PBs em efluente hospitalar apds aplicacdo de
fotocatélise heterogénea

A figura 28 faz comparagdo dos cromatogramas obtidos em trés diferentes tempos de
processo (0, 60 e 120 minutos) para efluente hospitalar, apds a aplicacdo de fotocatalise
heterogénea, sob condicBes otimizadas descritas na Tabela 17. Em efluente hospitalar apos
120 minutos de reacdo os PBs ainda encontram-se em concentracdes superiores aos seus LQs
com excecdo do BuP que alcangou a degradacdo esperada apds 70 minutos de processo
(Figura 28).

MeP PrP

Intensidade

Tempo (min)

Figura 28 - Cromatograma de degradacdo dos PBs em efluente hospitalar em diferentes
tempos de fotocatalise heterogéne.
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A degradacédo aparente dos PBs em efluente hospitalar ficou em torno de 83%. LIN et
al (2009) estudaram a degradacdo de MeP em solucdo aquosa por meio de fotocatélise
heterogénea com catalisador de TiO, em suspensdo, apés 120 minutos de processo apenas
50% de MeP foi degradado. A degradacdo de 80% (MeP) sé foi possivel apos 6 horas de
reacao.

Em solucdo aquosa, transparente, contendo os analitos, a fotolise apresentou maior
eficiéncia. Evidenciou-se, portanto, a influéncia negativa da matriz complexa do efluente
hospitalar no fendmeno de fotolise simples. J& na fotocatalise heterogénea, a acdo das barras
poliméricas com TiO, suportado induzem maior formacdo de OHe, proporcionando
fotodegradagé@o mais eficiente.

3.2.4 Estudo cinético de degradacdo de PBs

Para estudo cinético dos PBs em solugdo aquosa e efluente hospitalar experimentos de
degradacdo foram feitos conforme condicGes Otimas, previamente otimizadas através do
planejamento fatorial fracionado, descritas no item 3.2.2. Estes experimentos foram feitos em
triplicata e as amostras foram coletadas a cada 10 minutos.

Para determinacdo da ordem de reacdo e constante cinética dos PBs foram estudados
os decaimentos das curvas experimentais obtidas ajustado-as a dois modelos representados
pela Equacdo 10 (para cinética de ordem zero) e Equacdo 11 (para cinética de primeira

ordem).

[C] = [Co] = k.t (10)

In[C] = In[C,] — k.t (11)

onde: Cy € concentracdo inicial do analito, C é a concentracdo em determinado tempo (tempo
de coleta das amostras), e k é a constante de velocidade reacional (dado pelo coeficiente

angular da curva).
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Comparando os coeficientes de regressdo (R) obtidos pode-se dizer que o modelo de
cinética de primeira ordem se ajustou bem aos dados experimentais. Na tabela 18 sdo

apresentados os coeficientes de regressdo para solucao aquosa e efluente hospitalar.

Tabela 18 - Coeficientes de regressdo para a degradacdo de PBs em solucdo aquosa e em
efluente hospitalar.

R’ (Solucdo aquosa) R’ (Efluente hospitalar)

Analito Ordem zero  Primeira ordem Ordem zero Pseug(rJ dl::Tl]melra
MeP 0,9946 0,9911 0,9776 0,9798
EtP 0,9786 0,9893 0,9537 0,9917
PrP 0,9879 0,9904 0,9795 0,9953
BuP 0,7969 0,9434 0,9509 0,9874
BeP 0,9767 0,9816 0,9869 0,9953

A partir das curvas In C/Cy versus tempo pode-se determinar a constante cinética de
degradacéo (k) de todos os compostos dada pelo coeficiente angular de cada curva e o tempo
de meia vida, calculado através da Equacdo 12.

In 2 (12)

2 =

Na figura 29 sdo apresentados os graficos com as respectivas constantes cinéticas da

degradacédo de PBs em solucdo aquosa.
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Figura 29 - Estudo cinético da degradacdo de (a) MeP, (b) EtP, (c) PrP, (d) BuP e (e) BeP em
solucdo aquosa (60 minutos).

Analisando-se as constantes cinéticas (k) (Tabela 19), do estudo de degradacédo de PBs
por meio de PAQs, pode-se observar que BuP, em solugéo aquosa, apresenta maior valor de Kk,
sendo assim sua degradacdo completa ocorre em um tempo menor se comparado com 0s

demais analitos.
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Tabela 19 - Constantes cinéticas do estudo de degradacdo de PBs em solucgdo aquosa e typ.

Constante cinética (k) Tempo de meia  Degradacgdo completa

Analitos (min') vida (t ;) (min)
MeP 1,77 x 10 39,2 120
EtP 2,07 x 10 33,5 90
PrP 2,11 x 10 32,8 90
BuP 7,44 x 10° 9,3 40
BeP 2,22 x 10 31,1 90

Na figura 30 sdo apresentados os graficos do estudo cinético de PBs em efluente hospitalar e

constantes cinéticas aparentes.
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Figura 30 - Estudo cinético da degradacdo de (a) MeP, (b) EtP, (c) PrP, (d) BuP e (e) BeP em
efluente hospitalar (60 minutos).
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Na tabela 20 sdo apresentadas as constantes cinéticas aparentes da degradacéo

fotocatalitica de PBs em efluente hospitalar, obtidas a partir do coeficiente angular.

Tabela 20 - Constantes cinéticas do estudo de degradacdo de PBs em efluente hospitalar e
ty/2.

Analito Constante cinética (Kap) Tempo de meia Degradacgéo completa

(min™) vida (t +,) (min)
MeP 0,85 x 10% 81,5 -
EtP 1,16 x 10 59,7 -
PrP 1,17 x 10 59,2 -
BuP 6,37 x 107 10,9 70
BeP 1,31 x 10 52,9 -

A degradacdo completa do BuP foi alcancada depois de 120 minutos de processo,
porém, os demais analitos investigados ndo foram completamente degradados.

O efluente hospitalar € uma matriz extremamente complexa e apresenta grande
quantidade de espécies inorganicas que acabam por inibir a degradacdo fotocatalitica. O
principal motivo desta inibicdo se da principalmente pela afinidade dos ions pelo TiO,
(ZHANG et al., 2005; CHONG et al., 2011). Diante destes fatores inibindo o processo, neste
caso, se pode apenas determinar uma constante cinética aparente (ka) para a degradacéo dos
compostos.

Os resultados da tabela 18 indicam que a cinética de degradacdo fotocatalitica para
ambos 0s compostos, tanto em solucdo aquosa ou efluente hospitalar, estdo de acordo com
uma cinética de pseudoprimeira ordem de reacdo, ou seja, a taxa de degradacdo dos PBs €
proporcional a sua degradacdo. Este modelo cinético também foi verificado por Lin (2009 e
2011) em seu estudo sobre a degradagéo fotocatalitica de MeP (ka = 1,81x102 min™) e BeP
(Kap = 1,17x107?). Este tipo de cinética (pseudoprimeira ordem) tem sido também reportado
em muitos estudos envolvendo a degradacéo fotocatalitica de PPCs (YANG et al., 2010a, b;
ABRAMOVIC et al., 2011).
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3.3 ldentificacao de subprodutos de PBs por aplicacdo de PAOs

Através de planejamento fatorial as condi¢cdes dos PAOs foram otimizadas em solucgéo
aquosa e efluente hospitalar. Aliquotas analisadas por meio de LC-ESI-MS/MS (item 2.5)
foram coletadas nas melhores condicGes e em diferentes tempos de reagéo (0, 10, 15, 30, 45,
60, 90 e 120 minutos).

O resumo dos principais produtos de degradacdo gerados pela oxidacdo de PBs,
submetidos aos processos de fotdlise e fotocatalise heterogénea em solucdo aquosa e efluente

hospitalar, estdo na tabela 21.

Tabela 21 - Metabdlito e subprodutos de oxidagdo encontrados.

Subprodutos de fragmentacao

PBs Metabolito -
Total Iguais
< . . . . Solugdo aquosa: 5 , )
MeP Acido p-hidroxibenzoico Efluente hospitalar: 5 93,1, 137,1,160,1
. . . . Solugéo aquosa: 4 : .
EtP Acido p-hidroxibenzéico Efluente hospitalar: 4 83,0; 137,1; 198,1
- . . . Solucdo aquosa: 2
PrP Acido p-hidroxibenzoéico Efluente hospitalar: 3 137,1
: . . . . Solugéo aquosa: 3 .
BuP Acido p-hidroxibenzoéico Efluente hospitalar: 4 160,1; 209,9
BeP Acido p-hidroxibenzoico Solugao aquosa: 2 81,1; 198,1

Efluente hospitalar: 5

A semelhanca estrutural entre os analitos (PBs) resultou na similaridade de alguns
produtos de degradacdo formados (Tabela 21). No entanto, diferentes condigdes frente a fonte
de ionizagdo unida a complexidade da matriz (efluente hospitalar), gerando interferentes,
contribuiram para pequenas diferengas dos produtos formados. Totalizaram-se 11 produtos de
degradacédo encontrados em ambas as matrizes (Tabela 21).
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3.3.1 Produtos de degradagdo do MeP em solugdo aquosa e efluente hospitalar

Para estudo da fragmentacdo estrutural do MeP, em solugédo aquosa, apds aplicacédo de
fotolise com tempo reacional de 120 minutos, fez-se varredura do espectro. Pode-se observar
através da figura 31 a presenca predominante de quatro produto de degradacdo. De acordo
com as m/z encontradas na varredura, seguido de seu monitoramento para obtencdo da

fragmentacdo estrutural, foram propostas estruturas (Figura 31).
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Figura 31 - EM e caminho de fragmentacao para MeP em solucao aquosa.

O fragmento de sinal mais intenso, que pode ser observado no EM (Figura 31) é de
m/z 198,1, gerado pela hidroxilagdo do anel aromatico (entrada de trés OH) e saida de dois
hidrogénios da metila do grupamento éster. Produto de fragmento de m/z 161,0 também foi

encontrado, gerado pelo ataque dos radicais hidroxila e clivagem do anel aromatico, assim
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como reportado na literatura (MATTHEWS, 1998; CHATTERJEE et al., 1994). O produto é
oxidado a pequenas moléculas, dentre elas, am/z 117,08 (LIN et al., 2009).

A oxidacdo leva a perda do grupamento metila (MeP) com formacdo do acido p-
hidroxibenzoico (m/z 137,1), encontrado em até 30 minutos de reacdo (LIN et al., 2009), que
por sua vez, d& origem ao produto de degradacao de m/z 93,0 (LIN et al., 2009).

O estudo da fragmentacdo estrutural em efluente hospitalar (enriquecido), apds
aplicacdo de fotocatalise heterogénea, também foi realizado e os produtos foram comparados

aos fragmentos gerados em solucdo aquosa. Na figura 32 encontram-se 0 EM e caminho de
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m/z 151.1 (+2OH)

fragmentac&o proposto.

160.900

6 OH O
° = OH
g OH
E 3 HO
c
& m/z161.0
£

150.900
92.900 171.000
1
. 121.100 W 179.100
#
100 150
m/z

Figura 32 - EM e caminho de fragmentacéo para MeP em efluente hospitalar.
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Os produtos de degradacdo de m/z 161 e 137,1 (&cido p-hidroxibenzdico), também
podem ser visualizados na varredura da matriz de efluente hospitalar, ap6s aplicacdo de
fotocatalise heterogénea. Partindo do &cido p-hidroxibenzoico, a perda da molécula de
oxigénio da origem a m/z 121,1 e por fim a formacao do produto de degradacdo m/z 93,1 (LIN

et al., 2009) formado pela saida do grupamento carbonilico (Figura 32).
3.3.2 Produtos de degradacdo do EtP em solucdo aquosa e efluente hospitalar

Os produtos de degradacdo para EtP apoOs aplicacdo do processo de fotdlise em

solucdo aquosa foram propostos e podem ser conferido juntamente com o EM na figura 33.
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Figura 33 - EM e caminho de fragmentacdo para EtP em solugéo aquosa.
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Em solugéo aquosa o produto de fragmento de m/z 161,0 foi identificado, assim como
para MeP, gerado pelo ataque dos radicais hidroxila e clivagem do anel aromatico, como
reportado na literatura (MATTHEWS, 1998; CHATTERJEE et al., 1994). O produto é
oxidado a pequenas moléculas, dentre elas, a m/z 81,0 (LIN et al., 2009). A saida do
grupamento etil, ligado a cadeia do éster, d4 origem ao produto de m/z 137,1 (4cido p-
hidroxibenzoico) com identificacdo até 30 minutos de processo.

A hidroxilacdo do EtP deu origem ao produto de m/z 198,1, onde, a entrada da
hidroxila pode ocorrer no grupamento éster, gerando o produto 1,2 dihidroxi-etilparabeno ou
na cadeia carbonica, dihidroxi-etilparabeno (TAY et al., 2010).

Os produtos gerados pela fotodegradacdo de EtP em efluente hospitalar podem ser

conferidos na figura 34 juntamente com o0 EM.
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Figura 34 - EM e caminho de fragmentacao para EtP em efluente hospitalar.
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Na comparacdo dos EM (solucdo aquosa e efluente hospitalar) pode-se observar que
0s mesmos produtos foram formados (m/z 81,03, 137,1 e 198,1 e 161,0)

3.3.3 Produtos de degradacgéo do PrP em solucdo aquosa e efluente hospitalar

Da mesma maneira 0s experimentos foram conduzidos para gerar produtos de
degradacdo de PrP em solugdo aquosa, apds 120 minutos de processo e propor rotas (Figura
35).
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Figura 35 - EM e caminho de fragmentacdo para PrP em solugdo aquosa.

O EM (Figura 35) mostra os principais produtos de degradacao gerados por fotolise de
PrP. A m/z 81,03 resulta da quebra do anel aromatico, como reportado na literatura
(MATTHEWS, 1998; CHATTERJEE et al., 1994) e resultado de fragmentacdo de moléculas
maiores, que, ndo podem ser visualizados no EM. O acido p-hidroxibenzoéico (m/z 137,1)
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também foi encontrado, porém, em tempos de reacdo inferiores a 60 minutos, apds é

degradado, o0 mesmo fragmento foi identificado no experimento de fotdlise para MeP e EtP.

Em amostras de efluente hospitalar, os produtos de degradacdo foram confrontados

com os produtos obtidos em solucdo aquosa para 0 mesmo analito.
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Figura 36 - EM e caminho de fragmentacédo para PrP em efluente hospital.

A figura 36 mostra os principais produtos encontrados. O &cido p-hidroxibenzédico

(m/z 137,0) é Unico produto comum em solugdo aquosa. A saida do grupamento CO, do éacido

p-hidroxibenzdico gera a m/z 93,1 (fenol). O fragmento de m/z 162,1 foi identificado como

produto de degradagdo para PrP, resultado da entrada de um hidrogénios ao produto de

degradacéo (m/z 161,0) identificado nos EM do MeP e EtP.
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3.3.4 Produtos de degradacdo do BuP em solugédo aquosa e efluente hospitalar

Os produtos de degradacdo identificados para BuP em solucdo aquosa, apos 120

minutos de fotdlise estdo na figura 37. Trés foram os fragmentos propostos segundo as m/z

81,1, 160,1 e 209,2 identificadas.
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Figura 37 - EM e caminho de fragmentacao para BuP em solugéo aquosa.

A m/z 209,2 ¢ resultado da adi¢do do grupamento hidroxila ao BuP. A aplicacdo do
processo de ozonizacdo em solucdo aquosa também resultou na hidroxilagdo do BuP, duas
foram as estruturas sugeridas pelos autores, a primeira pela adicdo da hidroxila ao anel
aromatico e a segunda na cadeia de éster (TAY et al., 2010).

A m/z 209,2 encontrada em solugdo aquosa também foi identificado como produto de

degradacdo do BuP em efluente hospitalar, apos a aplicacdo de fotocatélise heterogénea

(Figura 38).
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Figura 38 - EM e caminho de fragmentacao para BuP em efluente hospitalar.

Mais trés fragmentos de m/z 93,1; 137,1 e 162.7 (LIN et al., 2009; 2010) foram
propostos como produtos de degradacdo, os quais, foram identificados em EM dos PBs

anteriores. O fragmento de m/z 93,1 se origina da saida do grupamento éster do anel

benzénico, formando o fenol.

3.3.5 Produtos de degradacao do BeP em solucdo aquosa e efluente hospitalar

O estudo da fragmentacéo estrutural do BeP foi feito em solucdo aquosa e efluente
hospitalar. A figura 39 mostra os principais produtos gerados pela fotélise em solugdo aquosa.

O fragmento m/z 198,1 foi identificado, proveniente da saida do grupamento benzil ligado ao
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éster, seguido da hidroxilacdo do anel aromatico (entrada de trés OH). A ruptura do anel
aromatico, gerando o produto de m/z 81,0 foi o segundo produto que teve sua abundancia
relativa aumentada com o decorrer do processo de fotolise, resultado da oxidacdo de

moléculas intermediarias.
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Figura 39 - EM e caminho de fragmentacao para BeP em solugdo aquosa.

Comparando as figuras 39 e 40, pode-se perceber os fragmentos de m/z 198,1 e 81,0
foram encontrados em ambas as amostras submetidas aos processos. Além destes, m/z 137,1;

e 162,1 foram identificados e tiveram sua estrutura proposta (Figura 40).



78

OH O
HO .
O/
HO

OH
m/z 198.1

T (-CeH; +30H)
o) T 3
HO :

(-CH, +2CH) miz227.2 \E'C7H7)
162,500 /

o
5 OH O
160.400 ,
= O
= CH — )
oH no S HO

HO

3 g
iz 160.1 'z 81.03 m'z137.1

198.000

Intensidade

81.000 137.100 || |
1] i

100 150 200
miz :

Figura 40 - EM e caminho de fragmentacao para BeP em efluente hospitalar.

3.4  Verificacdo do risco potencial para PBs

Uma atencdo maior foi dada a estimativa das quantidades de PBs lancados pelo
HUSM para o sistema de esgotos e, ao final, para aguas de superficie (curso d’agua receptor).

Um dos parametros fisico-quimicos fundamentais para o estudo da avaliacdo do risco
potencial é o valor de Kow. Este indica a polaridade da substancia em estudo e,
consequentemente, seu potencial de ser bioacumulado no ambiente (ARSAND, 2010).

Assim, primeiramente, avaliou-se a capacidade de bioacumulagdo no ambiente dos

PBs, atraves dos seus valores de Kow e log Kow (Tabela 22).
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Tabela 22 - Valores de Kow e log Kow para os PBs.

Compostos Kow log Kow
MeP 91,20 1,96
EtP 295,12 2,47
PrP 1.096,47 3,04
BuP 2.511,89 3,40
BeP 3.801,89 3,58

Substancias com log Kow 4,5 ou superior sdo classificadas como substancias de risco,
devido a fécil bioacumulacdo, sem exigéncias de estudos complementares. Como os PBs
atingem este limiar, os passos seguintes de investigacdo propostos pela EMEA (2006) para a
verificacdo de risco destas substancias no ambiente, devem ser seguidos. Dentro deste
contexto, observando-se a tabela 22, a substancia que apresenta maior risco ecoldgico € o
BeP, e a substancia com menor risco, € MeP (mais alta hidrossolubilidade).

A verificacdo do risco potencial foi feita usando como parametro o QR real, ou seja,
a razdo entre MEC/PNEC. Os valores de PNEC encontrados na literatura se referem ao
crustdceo Daphnia magna indicando que para esses organismos a quantidade lancada pelo
HUSM néo apresentaria risco (Tabela 23) (YAMAMOTO et al., 2011)

Tabela 23 - MEC, PNEC e QR real dos PBs.

a b QR real
Compostos MEC PNEC MEC/PNEC

MeP 1,91 34 0,056
EtP 1,24 7,4 0.167
PrP 1,84 3,5 0,525
BuP - 3,3 -

BeP 1,25 2,1 0,595

a, b g L-l

Os valores de QR real apresentaram valores < 1, ou seja, PBs apresentam risco
minimo ao ecossistema aquético, porem pode-se destacar que BeP, comparado aos demais,
apresenta 0 maior risco ao ecossistema. Os valores experimentais comparados aos da
literatura apresentam similaridade, QR calculado para PBs em efluente doméstico e aguas de
rio, considerando os valores de PNEC referentes ao crustaceo Daphnia magna, foram < 1
(RAMASWAMY et al., 2011; YAMAMOTO et al.,2011).
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4 CONCLUSOES

A metodologia SPE seguida de HPLC-DAD para a determinacdo de PBs mostrou-se
adequada, segundo as principais figuras-de-mérito. As percentagens de recuperagédo
alcancadas variaram de 75% a 109% com RSD entre 1,0% e 13,0% para solucdo aquosa, e
72% a 106% (RSD de 7,0% a 15,5%) para efluente hospitalar. MeP e PrP estdo presentes em
todas as amostras de efluentes analisadas e apresentam concentracdes superiores as dos
demais PBs.

A aplicacdo de quimiometria, em especial, a utilizacdo de planejamento multivariado
dos experimentos, permitiu a avaliacdo da interacdo entre as variaveis, evitando-se com isso a
execucdo de experimentos desnecessarios.

O metabdlito, &cido p-hidroxibenzoico, foi identificado nas amostras de efluente
hospitalar por meio de LC-ESI-MS/MS e sua rota de fragmentacdo foi proposta, sendo que,
fragmentos semelhantes foram encontrados em ambos os (EG e CR).

Para a fotocatalise heterogénea de efluente hospitalar, o sistema usando catalisador
TiO, imobilizado em barras poliméricas apresentou eficiéncia mais elevada, quando
comparado ao sistema usando o mesmo catalisador, em suspensdo; o que se explica pela
maior penetrabilidade da radiagdo no sistema com catalisador imobilizado. As barras
poliméricas com TiO, suportado, ademais, induziram maior formagao de radicais (hidroxil),
com fotodegradacdo média geral para os PBs da ordem de 83%, em 120 minutos de processo.

A influéncia negativa da matriz complexa do efluente ficou evidenciada na menor
eficiéncia da fotdlise, comparada a fotocatalise heterogénea. Além da influéncia do
catalisador, a varidvel pH mostrou-se significativa, também, influenciando os processos de
degradacéo, sendo que, pHs acidos favorecem a fotodegradacao.

O estudo cinético mostrou que a reacdo de degradacdo de PBs é de pseudo-primeira,
em todos os casos estudados, ou seja, a taxa de degradagdo € proporcional a concentracdo
inicial de PBs. Pelo exame das constantes cinéticas verifica-se que o BuP apresenta
velocidade de degradacdo mais elevada, quando comparado aos demais PBs.

A grande semelhanga na estrutura dos PBs garante a similaridade dos produtos de
degradacéo, identificados por meio de LC-ESI-MS/MS. Porém, foram observadas diferencas
consideraveis da razdo m/z em amostras de efluente hospitalar e em solugédo aquosa. Isto se
deve, possivelmente, a complexidade da matriz do efluente hospitalar. Ao total foram

identificados 11 produtos de oxidag&do em ambos 0s meios estudados.
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A avaliacdo preliminar de risco mostrou que PBs apresentam baixo risco para os
ecossistemas (MEC/PNEC < 1). Fator de destaque deve ser atribuido ao BeP, que além de
mostrar um valor de log K,, mais elevado que os demais (possibilidade de maior
bioacumulacdo), também apresentou o quociente de risco ecotoxicologico mais alto de todos
0s PBs estudados (QRea=0,59).



SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

» Pesquisar sobre outros PBs e PPCPs;
» Aplicacgéo de novas metodologias de extracdo, como SBSE e LLME;

» Desenvolver metodologias analiticas para a determinagdo e o estudo da ocorréncia de
PBs, seus metabolitos e produtos da degradacdo em outras matrizes ambientais (dguas
de abastecimento publico e superficial, solos e sedimentos, e efluentes diversos), como
também alimentos, em especial (carnes, laticinios e derivados);

» Aplicacdo de diferentes PAOs para degradacéo de PBs do efluente hospitalar
(ozonizagédo e foto-fenton);

» Estudar biodegradabilidade e toxicidade PBs e produtos de degradacéo;

« Utilizar novos materiais de construcéo para as barras de adsorcéo: diferentes tipos de

polimeros, grafeno e nano-TiO..
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Anexo A — Niveis de concentracdo para curvas de calibracdo dos PBs

Tabela 24 - Niveis de concentrag¢fes dos PBs para obtencéo da curva analitica.

Niveis de MeP EtP PrP BuP BeP
concentragdo  (ugL™) (ugL™) (ugL?) (gL  (ugL™)
N1 15 10 23 23 10
N2 60 40 90 90 40
N3 120 80 180 180 80
N4 180 120 270 270 120
N5 240 160 360 360 160
NG 300 200 450 450 200
N7 324 216 486 486 216

N8 360 240 540 540 240
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Anexo B — Método actinométrico

1. Actinometria

A intensidade da radiacdo ultravioleta utilizada para promover as reacdes nos
fotorreatores foi medida com auxilio de solucdo actinométrica que permite quantificar a
radiacdo média, diretamente, pela transformacdo fotoquimica. A medida actinométrica foi
determinada com base na metodologia descrita por Murov (MUROV, 1993).

Ferrioxalato de potassio, conhecido como actindbmetro de Parker, foi o actindmetro
usado; este, quando exposto a radiacdo UV, se decompde em oxalato de potassio e oxalato de
ferro, com reducdo de Fe** para Fe?*, conforme Reagdes 5 e 6 (GOLDSTEIN & RABANI,
2008)

Fe(C,04)s¥ +hv > C,0, +Fe?* + 2 C,0,* (Equagdo 13)

Fe(C,04)3> + hv —  Fe(C204)s” + ey~ (Equagio 14)

Para a realizagdo dos experimentos, o ferrioxalato de potassio foi sintetizado
misturando-se trés volumes de uma solugdo 1,5 mol L™ de oxalato de potassio com um
volume de cloreto férrico 1,0 mol L™ (Reacdo 7), sob agitacdo, por 24 h, utilizando-se
agitador magnético. O sobrenadante foi descartado e os cristais foram dissolvidos em 4gua e
repetindo a cristalizacdo por trés vezes. Ao final, os cristais foram secos em estufa a 45 °C. A

sintese foi realizada no escuro.

3 KyC,04 + FeCls + 3H,0 — K3Fe(Cy04)3. 3H,0 + 3 KCI (Equacéo 15)
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A solucdo de ferrioxalato de potassio 0,006 mol L™ foi irradiada por 60 segundos no
reator. A pesagem dos reagentes e a preparagdo das solugdes, bem como toda manipulacao,
foram feitas em sala escura, excluindo a incidéncia de luz.

A quantidade de Fe** produzida foi determinada espectrofotometricamente, em 510
nm, por meio da complexacdo de Fe?* com o reagente 1-10 fenantrolina, utilizando-se
espectrofotobmetro UV-1800 (Shimadzu).

O fluxo de fotons emitidos pela lampada de vapor de mercurio de 125 W e intensidade

de 401,17 W m™, foi calculado conforme a Equacéo 4:

3 AAV,V, (Equacéo 16)
~ @(2)a(510nm)V, 1t

onde: q = fluxo de fétons (mol s); AA = variacdo absorbancia (510 nm); V; =
capacidade volumétrica do reator (L); V3 = volume de solucdo preparada para medida no
espectrofotémetro (L); ®()) = eficiéncia quantica da produgdo de Fe®* em 254 nm (1,24); Vs
= volume da amostragem (L); a (510 nm) = absortividade molar (11.100 L mol™ cm™); | =

caminho 6tico (1 cm); t = tempo (S).

2. Eficiéncia fotonica

Baseada no abatimento da DQO para o0s processos aplicados ao efluente hospitalar, a

eficiéncia fotonica foi calculado como mostra a Equacdo 5 (MARTINS et al., 2009).

ADQO.AtV .E
Al,

E a0 17
100 (Equacéo 17)

& (%) =
onde: ADQO (conversdo de: mg O, L™ para: mol O, L™); At = tempo de tratamento
(s); V = volume de efluente no reator (L); E = energia contida em 1 mol de fotons (Amax = 254

nm) = 1 Einstein; A = 4rea total irradiada (m?); I = intensidade da radiacéo incidente (W m™)
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3. Atividade actinométrica do fotorreator

Calculado conforme a (Equacdo 16, pode-se observar que o fluxo de fétons no
fotorreator foi de 1,06 x 10 + 1,45 x 10-5 mol s™. A eficiéncia fotdnica do tratamento do
efluente hospitalar por fotocatélise heterogénea também foi calculada, conforme a (Equacéo
17 sendo 16,07 + 0,55%.

A eficiéncia fotdnica pode estar diretamente atribuida ao formato do reator, aos
materiais de construcdo e a disposicdo do TiO, nestes, que no presente trabalho ficam
suportados em polimeros, aumentando a penetrabilidade da radiag&o.

Em 2009, Martins et al mediram o fluxo de fétons utilizando o actinbmetro de
ferrioxalato de potassio e a eficiéncia fotdnica para fotorreator de frasco de Dewar, com
lampada de mercurio imersa, este reator foi empregado nos experimentos de fotocatalise
heterogénea e foto-Fenton para o tratamento de efluente hospitalar. Os autores obtiveram com
este reator um fluxo de fétons de q = 1,71 x 10 + 1,25 x 10"/ e eficiéncia fotonica de 30,0 +
0,67% para o processo foto-Fenton e, 19,02 + 0,88%, para o processo fotocatalitico

heterogéneo.



APENDICE



104



105

Apéndice A — Teste de controle de Qualidade da matéria prima dos padrdes de MeP e PrP.

Tabela 25 - Teste de Controle de qualidade (matéria prima de MeP e PrP)

COMPOSTO ENSAIO ESPECIFICACAO RESULTADO
Metilparabeno Descricdo Pé branco (LF) De acordo
Solubilidade — Pouco soltvel em &gua (aquecimento) De acordo
— Facilmente soltvel em alcool e metanol
Identificacdo Ponto de fusdo (banho de silicone) 125°C — 128°C
128°C
Espectro Infravermelho De acordo
Acidez Maximo de 0,1 mL de NaOH 0,1 M 0,1 mL de NaOH
0,1M
Densidade Aparente 0,8699 g/mL
Cinza sulfatada Méximo 0,1% 0,06%
Aparéncia da solugdo  Solugdo “S” ¢ limpida e ndo mais intensa que a De acordo
coloragdo da solucéo de referéncia BY6
Doseamento Por potenciometria 98,0% - 102,0% 99%
Solventes Residuais 0,0 ppm
— Metanol
ENSAIOS ADICIONAIS REALIZADOS PELO FABRICANTE
Cor da Solucdo cumpre com padréo De acordo
Substéncia Relatadas ultravioleta a 254 nm De acordo
Ficha de seguranca
Seguranca Acondicionar em recipientes herméticos ao abrigo do calor e

Parecer Técnico

umidade. Armazenar abaixo de 40C protegido da luz
Dentro dos itens pesquisados o lote cumpre as especificacdes

Propilparabeno

Descri¢do

Identificacéo

Solubilidade
Aparéncia da solugdo
Cinzas sulfatadas
Substancias
relacionadas

Acidez

Teor

TESTE ADICIONAL
Densidade aparente

Po6 cristalino branco

1V — o espectro da amostra estd de acordo com o

padrédo

Ponto de fusdo: 96°C a 99°C

Muito pouco soltvel em agua.

Facilmente sol(vel em alcool e em metanol

A solugdo “S” ¢ limpida e ndo mais intensa que

asolucdo BY6

<0,1%

<0,5%

Méaximo de 0,1 mL de NaOH 0,1 M
98,0% - 102,0%

Informativo (sem comparagéo)

P6 cristalino
branco
Positivo
96,5°C

Conforme
De acordo
0,02%
<0,5%

0,1 mL de NaOH
01M
99,65%

0,61 g/mL
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Apéndice B - Concentracédo de PBs encontrados nos dois pontos de coleta (EG e CR)

durante os oito dias de amostragem e seus respectivos RSDs.

Tabela 26 - Concentragéo de PBs no ponto de coleta EG durante oito dias de amostragem.

g Amostragem Efluente geral

D

[

g MeP EtP PrP BuP BeP

£

< pgL' RSD% pgL' RSD% pgL* RSD% pugL? RSD% pgL' RSD%
1 265 8,50 1,43 5,60 3,89 9,30 ND - 1,28 8,50
2 1,89 7,20 1,2 8,30 1,43 8,30 ND - 1,38 8,80
3 1,64 8,30 ND - 2,98 4,80 ND - 1,26 10,30
4 29 6,00 ND - 1,78 9,00 ND - ND -

5 39 10,20 1,12 4,90 1,85 7,90 ND - ND -

6 29 7,45 1,34 3,60 2,98 6,80 ND - 1,52 7,80
7 1,9 8,70 ND - 1,74 7,85 ND - 1,87 9,70
8 22 5,60 1,82 5,30 1,54 5,65 ND - ND -

* Concentracdo ndo detectada.

Tabela 27 - Concentragdo de PBs no ponto de coleta CR durante oito dias de amostragem.

% Amostragem Corpo receptor

(@]

[

g MeP EtP PrP BuP BeP

£

< pugL* RSD% pgL' RSD% pgL' RSD% pgL' RSD% pgL® RSD%
1 235 9,80 1,56 7,50 2,98 8,50 ND - 0,89 9,80
2 153 7,20 1,46 7,90 1,26 5,45 ND - 1,46 7,20
3 126 7,50 1,26 8,30 1,32 8,70 ND - 1,32 7,80
4 125 8,00 ND - 1,58 9,00 ND - ND -

5 168 10,20 1,39 7,20 1,64 7,70 ND - 1,23 10,20
6 098 7,80 ND - 2,34 5,10 ND - 1,54 11,55
7 123 7,50 ND - 1,23 7,85 ND - 1,95 8,70
8 189 6,80 1,45 5,00 1,39 5,75 ND - 0,88 7,50

* Concentracdo ndo detectada.
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Apéndice C — Desenvolvimento de metodologia analitica para a determinacao de PBs e
metabolitos em aguas por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas

tandem e ionizacao eletrospray.

A metodologia analitica para determinacéo de PBs foi desenvolvida no Laboratoério de
Farmacocinética da Universidade de Guadalajara (Guadalajara, Jalisco, México). As amostras
de agua canalizada foram coletadas em diferentes pontos da cidade de Guadalajara, bem
como, a de agua superficial coletada no lago Chapala. As amostras foram submetidas a
filtracdo em filtro de membrana 0,22 um e, posteriormente, injetadas diretamente no LC-ESI-
MS/MS. As condicBes operacionais e otimizacdo da fonte de ionizacdo foram descritos nos

itens 2.5 e 3.1.6 respectivamente.

INTRODUCAO

Diariamente se faz uso de uma vasta gama de compostos quimicos que, quase
inevitavelmente, acabam sendo introduzidos no meio ambiente. Grande parte destes sé&o
PCPs, que atingem aguas superficiais, majoritariamente, através de plantas de tratamento de
efluentes, incapazes de eliminar por completo estes contaminantes (BUCHBERGER, 2011;
WANG, C. et al., 2011; ALBERO, B. et al., 2012). Embora as concentra¢es detectadas
sejam em niveis tracos (ng L™ a pug L™) séo suficientes para causar toxicidade ao meio
(GOTTSCHAL. N. et al., 2012).

Neste trabalho, foi desenvolvida metodologia analitica usando-se cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas sequencial e ionizacao eletrospray (LC-ESI-
MS/MS) para determinacéo de cinco PBs (MeP, EtP, PrP, BuP e BeP), em 4gua canalizada e
de superficie da cidade de Guadalajara, Jalisco, México. Da mesma forma, desenvolveu-se
estratégia para a identificacdo do unico metabolito detectado (&cido 4-hidroxibenzdico). A

aplicacdo da metodologia desenvolvida sera objeto de futura investigagéo.
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1. PARTE EXPERIMENTAL

1.1 Reagentes

As solucBes-estoque foram preparadas a partir da diluicdo de padrdes adquiridos da
Sigma-Aldrich (Deisenhofen-Germany) em solvente metanol (JT Baker, Cidade do
Méxicommm, México). As solugdes de trabalho foram preparadas por meio de simples
diluicdo. Todos os solventes e reagentes utilizados no trabalho foram de grau analitico ou
HPLC; &gua Milli-Q ultrapura foi usada (18 MQ cm).

1.2 Amostragem

As amostras de agua canalizada foram coletadas em diferentes pontos da cidade de
Guadalajara, bem como, a de agua superficial coletada no lago Chapala. As amostras foram
submetidas a filtragdo em filtro de membrana 0,22 pum e, posteriormente, injetadas
diretamente no LC-ESI-MS/MS.

1.3 Determinagéo por LC-ESI-MS/MS

A separacdo cromatografica de PBs foi feita com o auxilio de equipamento Agilent
Series 1100 (Agilent Technologies) equipado com bomba binaria, desgaseificador, forno para
coluna e autosampler. As condi¢bes operacionais usadas foram: Coluna Pinnacle 3 um, C18,
50 X 4,6 mm (Rastek); fase movel acetonitrila e agua milli-Q, ambas com 0,1% de acido
formico, operando em modo isocratico 90:10 v/v, com uma vazdo de 0,5 mL min™. O volume
de injecéo usado foi 20 pL. O forno de coluna foi mantido em temperatura de 30 °C.

Os PBs foram identificados/quantificados por meio de espectrdmetro de massas
Agilent Technologies modelo G6410B Triplo Quadrupolo LC/MS (USA, Agilent

Technologies), com fonte de ionizacdo Turbo fon Spray (electrospray). As condicBes
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operacionais da fonte de ionizacdo foram as seguintes: pressdo do gas nebulizador 25 psi,
temperatura do gas de nebuliza¢do 350 °C, voltagem do capilar 4000 V e fluxo do gas de 10 L
min™. Por meio de infusdo direta dos compostos PBs, separadamente, na concentracdo de
1000 pg L™, as condicdes do espectrémetro de massas foram otimizadas, como pode ser visto
na Tabela 28.

Tabela 28 - Condicdes otimizadas do EM para determinacdo de PBs.

PBs ion ion Dwell Fragmentador  Energiade  Polaridade
Precursor  Produto time (V) Colisdo (V)

MeP 1511 92,1 200 70 20 Negativa

EtP 165,1 92,1 200 40 20 Negativa

PrP 179,1 92,1 200 20 20 Negativa

BuP 193.1 92,1 200 45 20 Negativa

BeP 227,1 92,1 200 20 15 Negativa

1.4 ldentificacdo de metabdlitos

Para estudo e identificacdo dos metabolitos nas amostras de agua, primeiramente, fez-
se uma varredura das massas dos compostos presentes na amostra, por meio de um
experimento MS2 SCAN. O monitoramento dos ions selecionados (experimento MS2 SIM)
foi feito para identificar a m/z do ion precursor (metabdlito). Finalizando, foi conduzido

experimento de Pl (ion produto) em voltagem otimizada, para o Gnico metabdlito identificado.

1.5 Figuras-de-mérito

Uma curva de calibragdo, com oito niveis de concentracdo, foi preparada com solvente
ACN e, outra curva, com matriz isenta (amostra de agua sem sinal detectavel para os
analitos), a fim de avaliar o efeito da supressao de sinal e linearidade. A determinacdo dos
PBs foi feita com base em padrdes diluidos em ACN. Os limites de deteccdo (LDs) e de
quantificacdo (LQs) foram calculados atraves da relacdo sinal ruido (S/N:3 e S/N:10,

respectivamente)
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2. RESULTADOS E DISCUSSAO

As principais figuras-de-mérito para determinacdo de PBs podem ser vistas na Tabela
29.

Tabela 29 - Figuras-de-mérito do método desenvolvido.

Faixa linear 2 LD LQ
PBs (ug L) n=8 R " (ug LY (g L)
MeP 5-100 0.91 0.996 43 15.0
EtP 5-100 0.88 0.997 11 3.6
Prp 5-100 0.96 0.999 3.0 10.0
BuP 5-100 1.02 0.998 15 5.0
BeP 5-100 0,96 0,998 17 6.0

Testes de recuperacdo em amostras de agua foram feitos em quatro niveis de
concentracdo. As recuperacdes variaram de 55% até 150% com RSD que variaram de 0,5%
até 20,3%.

Foram analisadas 20 amostras de agua canalizada (15) e superficial (5) e ndo foi
detectada a presenca de PBs em concentragdes acima dos respectivos LODs. Por esta razéo,
sera necessario o uso de técnica pré-concentracdo (por exemplo, SPE) na proxima etapa do
trabalho. O principal metabolito dos PBs (&cido 4-hidroxibenzdico) foi detectado através de
experimentos de MS2 SIM e PIl. Uma rota de fragmentacdo foi proposta com base nos

experimentos de PI.

3. CONCLUSAO

A metodologia analitica desenvolvida para identificacdo de PBs e seu principal
metabolito em agua canalizada e de superficie demonstrou ndo ser suficientemente sensivel
para determinacgdo direta dos analitos, presentes em concentragdes muito baixas (em ng L-1).
Uma etapa de pré-concentracdo das amostras sera necessaria para tanto.

Apesar da baixa concentracdo, foi possivel ainda detectar o principal metabolito dos

PBs nas amostras de 4guas e uma rota de fragmentacéo foi proposta.
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Estes foram os resultados preliminares, resultantes do estdgio de 3 meses no
Laboratorio Farmacocinética da Universidade de Guadalajara (México), que terdo
continuidade agora, no Laboratério de Pesquisas em Tratamento de Efluentes e Residuos
(UFSM, Santa Maria, RS — Brasil).



