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RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE METODO DE QUANTIFICAQAOPE ESTATINAS EM
EFLUENTE HOSPITALAR E ESTUDO DE DEGRADACAO OXIDATIVA
AVANCADA

AUTORA: JOSELINE ALTISSIMO
ORIENTADOR: PROF. EMERITO TIT. DR. AYRTON FIGUEIREDO MARTINS

Neste trabalho foi desenvolvida metodologia analitica para a quantificacdo de estatinas — Atorvastatina
e Sinvastatina, em efluente hospitalar (Hospital Universitario de Santa Maria), utilizando Extracdo em
fase solida e Microextracdo dispersiva liquido-liquido seguida de cromatografia liquida com detector
de arranjo de diodos. As principais varidveis da Microextragdo dispersiva liquido-liquido foram
investigadas utilizando a Metodologia de Superficie de Resposta através de um delineamento
composto central rotacional. As taxas de recuperacao da Extragdo em fase sélida foram de 95,8% para
Atorvastatina e 83,5% para Sinvastatina, em solucéo aquosa e 92,0% para Atorvastatina e 81,5% para
Sinvastatina em efluente hospitalar. Ja para a Microextracdo dispersiva liquido-liquido as taxas de
recuperacdo foram de 85,5% para Atorvastatina e 89,4% para Sinvastatina, em solugdo aquosa e
83,0% para Atorvastatina e 83,1% para Sinvastatina, em efluente hospitalar. A amostragem foi feita
em dois pontos de coleta, denominados “Efluente PA” e “Efluente Geral”. A concentragdo média
detectada no efluente foi de 30,1 pg L™ no Efluente PA e 29,0 pg L™ no Efluente Geral para
Atorvastatina e 37,1 pg L™ no Efluente PA e 36,1 pg L™ no Efluente Geral para Sinvastatina.
Ozonizacdo e eletrocoagulacdo foram aplicados na degradacdo/remocédo das estatinas. As principais
variaveis da eletrocoagulacdo foram investigadas utilizando a Metodologia de Superficie de Resposta
através de um delineamento composto central. As taxas de degradag&o obtidas na ozonizacdo foram de
100% para Atorvastatina, em 25 min de reacédo, para solugdo aquosa e efluente hospitalar; e 100% para
Sinvastatina em 4 min em solugdo aquosa, e 10 min em efluente hospitalar. J& para a eletrocoagulagédo
as taxas de remocdo foram de 75,9% em solucdo aquosa e 70,9% em efluente hospitalar para
Atorvastatina; e 100% para solucdo aquosa e afluente hospitalar para Sinvastatina, em 60 min de
reacdo. A andlise preliminar de risco ambiental revelou que as estatinas apresentam baixo risco
ambiental, com PEC/PNEC < 1.

Palavras-Chave: Estatinas. Efluente Hospitalar. Extracdo em fase sélida. Microextracao
dispersiva liquido-liquido. Processos Avancados de Oxidacdo. Ozonizagdo. Eletrocoagulacéo.



ABSTRACT

METHOD DEVELOPMENT OF STATINS QUANTIFICATION IN HOSPITAL
EFFLUENT AND STUDY OF ADVANCED OXIDATIVE DEGRADATION

AUTHOR: JOSELINE ALTISSIMO
ADVISOR: EMERITUS PROFESSOR TIT. DR. AYRTON FIGUEIREDO MARTINS

In this study, an analytical method was developed for the quantification of statins —
Atorvastatin and Simvastatin, in hospital effluent (University Hospital of Santa Maria, using
Solid phase extraction and Dispersive liquid-liquid microextraction, followed in liquid
chromatography coupled to diode array detector. The principal variables of Dispersive liquid-
liquid microextraction were investigated with aid of experimental central composite design.
The recovery rates of Solid phase extraction varied from 95% for Atorvastatin and 83.2% for
Simvastatin, in aqueous solution, and 92.0% for Atorvastatin and 81.5% for Simvastatin, in
hospital effluent. As for the Dispersive liquid-liquid microextraction the recovery rates ranged
from 85.5% for Atorvastatin and 89.4% for Simvastatin, in aqueous solution, and 83.0% for
Atorvastatin and 83.1% for Simvastatin, in hospital effluent. The sampling was carried out in
two sample points called “Emergency Effluent” and “General Effluent”. The concentration
rates detected in the effluent were 30.1 pg L™ in Emergency Effluent and 29.0 ug L™ in
General Effluent for Atorvastatin and 37.1 ug L™ in Emergency Effluent and 36.1 pug L™ in
GE for Simvastatin. Ozonation and electrocoagulation were applied for the
degradation/removal of statins. The principal variables of electrocoagulation were
investigated with aid of experimental central composite design. The degradation rate obtained
in ozonation was 100% for Atorvastatin, in 25 minutes reaction for aqueous solution and
hospital effluent; and 100% for Simvastatin, in 4 minutes reaction for aqueous solution and 10
minutes reaction in hospital effluent. As for the electrocoagulation the removal rate was
75.6% in aqueous solution and 70.9% in hospital effluent for Atorvastatin; and 100% in
aqueous solution and hospital effluent for Simvastatin in 60 minutes reaction. A preliminary

risk evaluation revealed that the statins showed a low environmental risk, PEC/PNEC < 1.

Keywords: Statins. Hospital effluent. Solid phase extraction. Dispersive liquid-liquid

microextraction. Advanced oxidation processes. Ozonation. Electrocoagulation.
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1. INTRODUCAO

Efluentes hospitalares costumam apresentar uma grande variedade de poluentes e
contaminantes organicos e inorganicos, substancias recalcitrantes e persistentes no ambiente.
A maioria destes analitos pertence ao grupo genérico “contaminantes emergentes”, sendo que,
ultimamente, a sigla PPCPs (do inglés, pharmaceuticals and personal care products) também
vem sendo empregada como sindnimo. Contaminantes emergentes sdo entendidos como
substancias com capacidade de bioacumulacdo, persisténcia e toxicidade, com potencial para
afetar a qualidade da agua e representar ameaca a salde publica e dos ecossistemas
(VERLICCHI et al., 2010; PAL et al., 2013; MENDOZA et al., 2014).

As estatinas sdo farmacos prescritos para pacientes com hipercolesteremia, com
finalidade de reduzir a mortalidade relacionada a doencas cardiovasculares. Devido a alta
persisténcia de agentes reguladores de lipidios em ambientes aquaticos, pesquisas sobre sua
presenca em agua potavel e efluentes tém se tornado relevante (PIECHA et al., 2010).

A presenca destas substancias em efluentes e aguas superficiais tem sido observada em
niveis de < pg L™ Essas substancias entram no meio aquético e, portanto, sio potenciais
poluentes para o ecossistema, devido as suas propriedades quimicas, com diferentes grupos
funcionais e propriedades bioldgicas, podem manter-se inalteradas por tempo indeterminados
causando, assim, diversos efeitos sobre 0s organismos aquéaticos (CERMOLA et al., 2006).

A ocorréncia de farmacos em aguas superficiais tem sido extensivamente analisada,
bem como o destino destes xenobidticos no ambiente. Estes produtos podem ser
transformados por meio de processos (como hidrdlise e fotdlise) em produtos diferentes, o
que tem gerado pesquisas sobre a identidade desses produtos de transformacdo (CERMOLA
et al., 2006).

Compostos farmacéuticos, especialmente os polares, tais como anti-inflamatorios e
reguladores de lipidios, merecem atencdo especial. Devido as suas propriedades fisico-
quimicas (alta solubilidade e, muitas vezes, baixa degradabilidade), os farmacos sdo capazes
de permear todas as etapas naturais de filtragdo e chegar a 4guas subterraneas, e finalmente, a
4gua potavel (PETROVIC et al., 2005).

Nos ultimos anos, o Laboratério de Pesquisa em Tratamento de Efluentes e Residuos
(LATER) vem realizando estudos voltados a determinacdo e a degradacdo de
microcontaminantes ambientais, tendo como matriz de investigacdo efluentes hospitalares, em

especial, do Hospital Universitario da Universidade Federal de Santa Maria (HUSM) —
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sempre desenvolvendo metodologias analiticas avangadas e estudos de degradacdo oxidativa e

de avaliacdo do risco ambiental (ALMEIDA, et al., 2013; WILDE, et al.,2014).

Este trabalho propGe-se, além dos aspectos de estudo de desenvolvimento de métodos
cromatograficos de tracos, de degradacao oxidativa avancada e de avaliacdo de ecotoxicidade,
a ampliar o leque de categorias de farmacos, contaminantes, investigados pelo LATER até o
momento, inserindo a classe das Estatinas.

Frente a isso, 0 presente trabalho tem como objetivos especificos:

» Desenvolver e otimizar um metodo de determinacdo de estatinas em efluente hospitalar
por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com detecgdo por arranjo de
diodos (DAD).

» Desenvolver e otimizar uma técnica de extracdo em fase sélida (SPE) para clean up e pré-

concentragdo dos analitos.

» Desenvolver e otimizar uma técnica de microextracdo dispersiva liquido-liquido

(DLLME) para comparac¢do com a SPE.

« Estudar a degradacdo dos analitos por Processos Avancados de Oxidagdo (PAOs),

ozonizacao e eletrocoagulacao.

» Empregar planejamento multivariado de experimentos para definicdo de melhores

condicOes de todos os procedimentos e determinacgdes analiticas.

» Promover analise preliminar do risco ecotoxicoldgico representado pela ocorréncia de

tracos residuais de estatinas no efluente do HUSM.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. FARMACOS NO MEIO AMBIENTE

Ao longo das ultimas décadas o consumo mundial de produtos farmacéuticos tem
aumentado e a determinacdo de farmacos em aguas residuais e superficiais tornou-se uma
necessidade. Aguas residuais tém sido apontadas como uma das principais vias de entrada de
farmacos no meio ambiente, uma vez que, os medicamentos ingeridos sdo excretados, sejam
inalterados ou como metabolitos (SANTOS et al., 2013).

Para compreender as consequéncias ambientais induzidas pelos farmacos, é importante
gue se examine as rotas percorridas desde o0 seu uso na sociedade até a chegada aos diferentes

receptores no meio ambiente — Figura 1 (PAIVA, 2009).

Figura 1 - Fluxo de medicamentos no meio ambiente: rotas percorridas até os diferentes
receptores ambientais.

Produg:ao
[ » 8 ®
15 ’i EEEEER

Humano Vetermarlo

Medicamentos d \ \ Medicacio
nao utilizados

=
e
=
o
»
&
B
=%
a5
=
o
el
=
<4
=
9]
-
o
0
o
o
5
>
w
[¢)
m
—J
w3
w2

\ = / Exposicao
s S SRS humana NPT
Fonte: (PAIVA, 2009). Legenda: @ : Agua; :Solo; @ G Ar

Entre os farmacos mais receitados estdo os anti-inflamatoérios/analgésicos, antibiéticos,
reguladores de lipidios, B-bloqueadores, esteroides e hormonios. Estes compostos sao
projetados para ter um modo especifico de a¢do, muitos apresentam metabolismo lento e séo
persistentes no ambiente (CHRISTEN et al., 2010).
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Trabalhos demonstram que as concentragdes de farmacos em &guas superficiais e
residuais estdo geralmente na faixa de ng L™ ou até ug L™. Nos ultimos anos, as técnicas de
escolha para a determinacdo e quantificacdo de farmacos tém aumentado devido ao
desenvolvimento continuo de novas tecnologias analiticas, capazes de detectar compostos em
muito baixas concentracbes em, praticamente, qualquer tipo de matriz. Contudo, as
informagdes sobre o destino e a a¢do dos farmacos no meio ambiente ainda sdo muito
incipientes (CHRISTEN et al., 2010).

Os niveis de concentracdo de farmacos nas aguas superficiais ndo dependem apenas
das estacOes de tratamento de efluentes (ETES); uma vez no fluxo aquético, podem ocorrer
diferentes graus de diluicdo e sujeicdo a diferentes processos de atenuagdo, como
biodegradacdo, fotodegradacdo e adsor¢cdo ao material particulado em suspensdo ou
acumulacao nos sedimentos (COLLADO et al., 2014).

Preocupacdo sobre a ocorréncia e possiveis efeitos nocivos dos farmacos no ambiente
tem surgido e aumentado nos Gltimos anos. Varios estudos demonstram efeitos adversos
quanto a exposicdo de longa data, mesmo em baixas doses, tanto para a fauna aquatica como
terrestre ( GOMEZ et al., 2006; LANGFORD & THOMAS, 2009; ORTIZ DE GARCIA et
al., 2013).

As atividades hospitalares podem ser apontadas como fontes pontuais relevantes de
emissdo de produtos farmacéuticos. Os efluentes hospitalares apresentam uma grande carga
complexa de substancias quimicas, representadas pelos mais diversos farmacos, geralmente,
excretados em proporc¢des variaveis, metabolizadas ou ndo (OLIVEIRA et al., 2015).

Diversos fatores contribuem para a emissdao de farmacos via efluente hospitalar;
elevado percentual de pacientes utilizando medicamentos que ndo sdo, normalmente,
dispensados em farmacias comuns, grande uso e consumo de agua, atividades diversificadas

(diagnosticos, investigacOes, lavanderia, oficinas), etc. (OLIVEIRA et al., 2015).

2.2. AS ESTATINAS

As estatinas sdo farmacos da classe das drogas hipolipémicas ou hipolipemiantes. Sua
acdo estd baseada na inibicdo da enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A redutase

(HMG-CoA redutase), que atua limitando a velocidade de biossintese do colesterol. Tal
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inibicdo leva a redugédo do colesterol tecidual e a um consequente aumento na expressao dos
receptores de LDL (FONSECA, 2005; KRACUN et al., 2009).

Nesta classe, destacam-se seis estatinas como as mais receitadas: Lovastatina,
Pravastatina, Sinvastatina, Fluvastatina, Atorvastatina e Rosuvastatina. De acordo com sua
formulagdo sdo classificadas como: naturais, semissintéticas e sintéticas; a Tabela 1 apresenta
as principais formulacdes de acordo com esta classificacdo (NIROGI et al., 2007; LEE et al.,
2009; SILVA, 2009).

Tabela 1 - Classificagéo das principais estatinas.

Formulacéo Nome geneérico Nome comercial
Natural Lovastatina Mevacor®
Semissintética Sinvastatina Zocor®
Semissintética Pravastatina Pravachol®
Sintética Atorvastatina Lipitor®
Sintética Fluvastatina Lescol®
Sintética Rosuvastatina Crestor®

Fonte: NIROGI et al., 2007; LEE et al., 2009; SILVA, 2009.

Estas substancias existem em duas formas, lactona e hidroxi-acidos de anel aberto. A
forma de hidréxi-acido é a forma ativa do farmaco, enquanto que a forma lactona é inativa
(pro-farmaco); porém, quando hidrolisada, transforma-se no farmaco ativo; assim, as duas
formas atuam baixando o colesterol no plasma (NOVAKOVA et al., 2008).

As estatinas sdo substancias lipossollveis, o que determina sua seletividade de
atuacdo. Atuam, primeiramente, no figado, onde um sistema especial de transporte permite
gue sejam incorporadas no tecido hepatico para biotransformacdo, formacdo de metabdlitos
ativos e posterior eliminacéo pela bile (FONSECA, 2005).

A estatina mais vendida € a Atorvastatina que, em 2003, tornou-se o medicamento,
mas vendido na histéria (SIMONS, 2003). No entanto, ainda existem poucas publicagdes
sobre estas substancias. Segundo Evgenidou et al. (2015) ha somente um artigo disponivel
sobre a presenca dos metabolitos das estatinas em aguas residuais. Onde Vandeford e Snyder
(2006) quantificaram p-hidroxi-atorvastatina e o-hidréxi-atorvastatina, como metabdlitos da
Atorvastatina, e, hidroxi-acido de sinvastatina, como metabdlitos da Sinvastatina, nas
concentracdes de 280 ng L™, 196 ng L™ e 10 ng L™, respectivamente, em efluentes e estacdes

de tratamento de aguas residuais.
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A Atorvastatina (ATO) e a Sinvastatina (SIN) foram escolhidas para o presente estudo
porque sdo os dois Unicos medicamentos, desta classe, utilizados no HUSM (dados da
farmacia do HUSM).

A SIN é um pro-farmaco, portanto, é administrado na forma de lactona inativa. E
absorvida no trato gastrointestinal onde é hidrolisada para a forma ativa, sendo transformada
em acido B-hidroxi no figado. Cerca de 85% da dose administrada pode ser determinada nas
fezes como metabdlito e, 10 a 15% na urina, na forma inativa (NOVAKOVA et al., 2008).

A ATO, por sua vez, é administrada na forma de hidréxi-acido de anel aberto — na
forma ativa. E absorvida no trato gastrointestinal e é metabolizada no figado, onde seus
metabolitos sdo produzidos — dois ativos, orto-hidroxi atorvastatina e para-hidroxi
atorvastatina; e trés inativos correspondentes a forma de lactona. E excretada pelas fezes em
menor quantidade quanto & excretada pela urina (NOVAKOVA et al., 2008).

A Tabela 2 apresenta as estruturas e algumas propriedades fisico-quimicas da ATO e
da SIN.

Tabela 2 - Estruturas e propriedades fisico-quimicas das estatinas.

Propriedade Atorvastatina Célcica Sinvastatina
B 7 OH

) 3140 » /MQ . 0 o
3 HaC - CHs
HO" o Hac\"

- 2

Estrutura

CAS n°. 344423-98-9 79902-63-9
Peso molecular 1209,42 418,57
Solubilidade ~ Muito pouco soltvel Praticamente insoluvel
PK,*° 4,5 13,2
log Kow? 4,46 4,68

 Fonte: MARTIN, et al., 2011; " em &gua (g L™ & 25 °C).

A ATO apresenta em sua molécula a presenca de um grupo para-fluorfenila; a
presenca de fluor numa posigdo particular da molécula pode aumentar a sua estabilidade
metabolica ou modular as suas propriedades fisico-quimicas, tais como lipofilicidade, acidez

ou basicidade. A fluoracdo pode aumentar a afinidade do farmaco a uma proteina-alvo e
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interferir na acdo enzimatica especifica devido a uma combinacdo de fatores (DOLBIER,
2005).

O grupo para-fluorfenila é uma das principais diferencas estruturais entre as estatinas
do grupo 1 (SIN), das estatinas mais recentes do grupo 2 (ATO). Este grupamento esta
associado a diversas vantagens frente as estatinas do grupo 1, como, por exemplo, resisténcia
as enzimas metabdlicas, probabilidade reduzida de interacbes farmaco-farmaco e, ainda,

maior poténcia em termo de principio ativo (KIRK, 2006).

2.3. EFLUENTE HOSPITALAR

Nos ultimos anos, os efluentes hospitalares tém sido objeto de pesquisas em varios
paises. Como sdo considerados de matriz muito complexa, incluindo, ndo apenas produtos
farmacéuticos e seus metabdlitos, mas também agentes de diagnostico, desinfetantes e muitas
outras substancias geradas nas mais diversas atividades hospitalares, constituem risco
potencial para os ecossistemas. (VERLICCHI et al., 2015; MAYER, 2013; SANTOS et al.,
2013).

Ap6s o consumo, os farmacos sdo excretados pelos pacientes através da urina ou das
fezes, quer como compostos de origem, conjugados ou metabdlitos (LANGFORD &
THOMAS, 2009).

O consumo de medicamentos em um hospital pode variar, devido a predominancia de
doencas e da atividade hospitalar diferenciada. Essas mudancas tém impacto direto nos
farmacos detectados no efluente hospitalar, uma vez que estdo diretamente relacionados com
as substancias e suas quantidades administradas (SANTOS et al., 2013).

Na maioria dos paises, os efluentes hospitalares sdo descartados em esgotos publicos,
sem tratamento prévio e, assim, introduzidos nas redes de aguas residuais municipais, onde,
posteriormente, sdo tratados juntamente com outros efluentes. A maioria das estagOes de
tratamento de esgotos municipais é despreparada para a eficaz remocdo dos compostos
presentes em efluentes hospitalares, pois sdo projetadas para a remocgdo de compostos
facilmente biodegradaveis, remocdo de carbono, nitrogénio, fosforo e organismos
microbiologicos (OLIVEIRA et al., 2015).

O Hospital Universitario de Santa Maria (HUSM) € uma importante instituicdo de
salde da regido central do Rio Grande do Sul. Conta com 291 leitos de Unidade de Internacéo

simples e 37 leitos de Unidade de Tratamento Intensivo. A equipe de colaboradores conta
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com 166 docentes, 1355 funcionérios de apoio, 443 funcionérios terceirizados e 342
estagiarios (http://www.husm.ufsm.br/).

O HUSM trata seu efluente através de um sistema simples de filtros aerdbios (tanque
séptico), conjugado a filtro anaerobio, representado na Figura 2 em que ao final o efluente

tratado é descartado no cdrrego que corta o campus (WILDE, 2011).

Figura 2 - Representacdo esquematica de um sistema de tanque séptico (A) conjugada a filtro
anaerobio (B), adotado no tratamento de efluentes do HUSM.

Caixas de i{?ecéo

Fonte: WILDE, 2011; SILVA, 2012.

Apds tratamento, o esgoto do HUSM é dispensado inicialmente em dois locais, Figura
3 (a) e (b), denominados “Efluente PA” e “Efluente Geral”, respectivamente. O Efluente PA
compreende o esgoto da unidade de pronto atendimento, acrescido a ala sul do HUSM; ja, o
Efluente Geral contém a maior parte do esgoto langado, porém, recebe ainda, 0 esgoto gerado
pela biblioteca central da UFSM (WILDE, 2011).

Figura 3 - Representacdo esquematica sobreposta a imagem de satélite do sistema de esgotos
e de tratamento de efluentes do HUSM.
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O consumo de agua no HUSM é em torno de 1,3 m® por paciente por dia e o

lancamento de esgoto possui fluxo médio de aproximadamente 190 m® por dia
(VASCONCELOS et al., 2009; WILDE 2011).

Nos ultimos anos, o efluente do HUSM vem sendo investigado pelo LATER;

trabalhos voltados a determinacdo e a degradacdo de microcontaminantes foram

desenvolvidos e, assim, uma ampla gama de compostos ja foram avaliados. A Tabela 3

apresenta dados compilados a partir dos trabalhos desenvolvidos ao longo destes anos.

Tabela 3 — Compostos determinados pelo LATER no efluente do HUSM.

(continua)

Composto

Compra anual

Técnica analitica

Concentracdo média

(kg) @ determinada (ug L™)
Amoxicilina 5,81 SPE + HPLC-UV 27,00
Atenolol 0,09 SPE + HPLC-FLD 1,55
Propanolol 0,17 SPE + HPLC-FLD 0,58
Metoprolol 0,07 SPE + HPLC-FLD 2,21
Ciprofloxacina 1,67 EE:EI\;I S?I\SI;CQDT?; 21,00
Cefazolina 2,5 EEEI\/T S?I\SIECQD#; *
Ceftazidima 3,0 E(F;EI\;I- S?I\IjllécQ[%'Ar\a[F)) *
Diclofenaco 0,03 SPE + HPLC-DAD 1,70
Dexametazona 2,51 SPE + HPLC-DAD 2,63
Sulfametoxazol 5,41 LC-MS/MS-Q Trap 27,80
Trimetoprima - LC-MS/MS-Q Trap 6,65
Acetato de Ciproterona 0,17 SPE + HPLC-DAD 2,20
Flutamida 0,45 SPE + HPLC-DAD 9,00
Citrato de Tamoxifeno 1,56 SPE + HPLC-DAD n.d.
Espironolactona 0,33 SPE + HPLC-DAD 4,00
Azitromicina 1,50 SPE;_%P_IF;;)MS 1,32
Claritromicina 0,90 SPEE_%P.IF%)MS 0,22
Eritromicina 0,60 SPiﬂg_l—éP_lFr(;)MS n.d.
Roxitromicina - SPE + HPLC-MS n.d.
MS-Q Trap

Carbamazepina 1,00 SPE + LC-MS 3,00
Diazepam 0,18 SPE + LC-MS 21,00
Clonazepam 0,02 SPE + LC-MS 0,30
Lorazepan 0,01 SPE + LC-MS 0,60
Bromazepan - SPE + LC-MS 2,60
Benzeno - SBSE + HPLC-FLD 1,20
Tolueno - SBSE + HPLC-FLD 10,40
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Tabela 3 — Compostos determinados pelo LATER no efluente do HUSM

(conclusao)

Compra anual o - Concentragéo
Composto a Técnica analitica . 1
(kg) determinada (ug L™)
Etilbenzeno - SBSE + HPLC-FLD 1,80
Tolueno - SBSE + HPLC-FLD 10,40
Xileno - SBSE + HPLC-FLD 15,90
Metil parabeno - SPE + HPLC-DAD 2,01
Etil parabeno - SPE + HPLC-DAD 0,87
Propil parabeno - SPE + HPLC-DAD 1,90
Butil parabeno - SPE + HPLC-DAD n.d.
Benzil parabeno - SPE + HPLC-DAD 1,04

2 Fonte: Farmacia do HUSM; © Somente metabdlitos; n.d. = ndo detectado.

2.4. TECNICAS DE EXTRACAO E DETERMINACAO CROMATOGRAFICA DE
ESTATINAS

A analise de poluentes organicos persistentes (POPs) em amostras ambientais envolve
diversas etapas: amostragem, preparo da amostra e procedimentos de quantificagdo. O
controle de qualidade em cada uma dessas etapas tem fundamental importancia para que os
resultados finais sejam confidveis (JIANG; OUYANG, 2015).

Os métodos cromatograficos estdo em constante evolucdo, e, hoje, permitem
quantificacdo em nivel de ultra-tracos dos mais diversos contaminantes; porém, ainda se faz
necessario o emprego de técnicas de extracdo com intuito de pré-concentracao dos analitos de
interesse, bem como, para o clean up das amostras, principalmente, em caso de amostras com
matrizes complexas (MAYER, 2013).

Miao e Metcalfe (2003) publicaram um estudo onde determinaram a concentracdo de
Atorvastatina, Lovastatina, Pravastatina, Sinvastatina e Mevastatina em amostras de afluentes
e efluentes de uma estacdo de tratamento de efluentes e aguas superficiais em Peterborough
no Canada. Utilizaram LC-ESI-MS/MS combinada com duas técnicas de extracdo: Soxhlet e

extracdo em fase sdlida e seus resultados estdo apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4 - ConcentracGes médias de estatinas em afluentes, efluentes e em aguas superficiais.

Analito Afluente (ng L")  Efluente (ng L")  Agua superficial (ng L™)
ATO 76+3 372 1+0
SIN 4+0 1+0 ND

Fonte: MIAO & METCALFE, 2003.

A determinacdo de estatinas em amostras de aguas superficiais, geralmente, envolve
SPE seguida por quantificagdio por HPLC, com diversos detectores, p. ex., DAD e
espectrometria de massas. No entanto, pode haver co-extracdo significativa dos componentes
da matriz, além dos analitos-alvos, e supressdo do sinal na espectrometria de massa
(MARTIN et al., 2011).

Uma saida para as interferéncias da matriz e supressao de sinal € a utilizacdo de outro
método de extragdo. Ultimamente, a extracdo sortiva em barra magnética (SBSE) e a
microextracdo dispersiva liquido-liquido (DLLME) vém se tornando muito relevantes.

Recentemente, a DLLME tem sido utilizada como alternativa a SPE, com o objetivo
de diminuir a supressdo do sinal durante a espectrometria de massa. Tem-se observado
resultados muito bons na aplicacdo de DLLME para pesticidas e bifenilas policloradas em
aguas superficiais e outras matrizes mais complexas, tais como aguas residuais (MARTIN et
al., 2011).

2.4.1. Extracdo em fase solida (SPE)

O principio da SPE envolve a particdo de solutos entre duas fases, uma liquida (matriz
da amostra) e uma sélida (sorvente). Os analitos devem ter mais afinidade com a fase sélida.
Essa técnica permite a concentracdo e purificacdo da substancia a ser analisada a partir do
mecanismo de adsor¢do (CAMEL, 2003; PAVLOVIC et al., 2007).

A técnica consiste, basicamente, na passagem da amostra liquida através de um
cartucho contendo o adsorvente que ira reter os analitos. Depois que toda a amostra é passada
pelo adsorvente, os analitos retidos sdo recuperados mediante a eluicdo com um solvente
apropriado (CAMEL, 2003). A Figura 4 apresenta todas as etapas da SPE.
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Figura 4 - Etapas da SPE: (1) Condicionamento do sorvente, (2) Introducdo da amostra, (3)
Lavagem e (4) Eluicdo dos analitos.
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Fonte: http://www.johnmorris.com.au/.

A escolha do sorvente pode satisfazer parametros como seletividade, afinidade e
capacidade de retencdo dos analitos. Esta escolha esta ligada ao analito de interesse e as
interacOes do adsorvente escolhido através dos grupos funcionais. No entanto, o tipo de matriz
e de suas interagGes com ambas as fases, tem grande influéncia. A SPE, em geral, possui certo
numero de variaveis, tais como: fluxo, composicdo e quantidade de solventes para eluicdo e
condicionamento. Essas varidveis acabam por exigir etapas experimentais diversas, que
devem ser otimizadas (PAVLOVIC et al., 2007; MAYER, 2013).

A SPE é uma técnica que apresenta muitas aplicacfes e diversas vantagens na
determinacdo de substancias-traco, como, por exemplo, a conservacdo das espécies, pré-
concentracdo (para melhora dos limites de deteccdo), facilidade de automacdo e possivel
acoplamento as diversas técnicas instrumentais. Os principais objetivos sdo reducéo de custos,
de utilizag&o de solventes e de tempo para preparagdo da amostra, bem como, concentracao de
analitos e remocéo de interferentes (CAMEL, 2003; JARDIM, 2010).

2.4.2. Microextracao dispersiva liquido-liquido (DLLME)

A DLLME baseia-se em um sistema de extracdo de trés componentes. Esta mistura é
composta por um solvente de alta densidade (extrator) e um solvente polar miscivel em agua
(dispersor) que é rapidamente introduzido na amostra aquosa para formar uma solugéo turva
(MARTIN et al., 2011).
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E chamada de microextracéo, pois se enquadra nos critérios de miniaturizacéo, baixo
custo, rapidez e eficéncia, com alto potencial para aplicacdo direta em campo. Outras
vantagens incluem simplicidade de operacgdo, alto fator de enriquecimento e baixo consumo
de solventes, o que faz com que seja incluida no principio da quimica verde (REZAEE, et al.,
2010; MARTINS et al., 2012).

Quando a mistura de solventes ¢ injetada na amostra, ¢ produzida uma “turbuléncia”.
Esta turbuléncia da origem a formacéo de pequenas goticulas, que se dispersam ao longo da
amostra. Forma-se, entdo, uma solucdo turva, e o estado de equilibrio € alcancado
rapidamente, e, assim, o tempo de extracdo é curto. Apos centrifugagdo da solucdo, forma-se
uma fase sedimentada com os analitos extraidos (REZAEE, et al., 2010). A Figura 5
apresenta as fases da DLLME.

Figura 5 - Etapas da DLLME: (1) Amostra, (2) Injecdo da mistura de solventes, (3) Formacao
da solugéo turva, (4) Centrifugacédo e (5) Retirada da fase sedimentada.
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Fonte: MARTINS et al., 2012.

Esta técnica vem apresentando uma variedade de aplicacGes. Mostra-se adequada na
extracdo e pré-concentracdo em uma grande variedade de compostos organicos e ions
metalicos. Podem-se destacar, entre suas aplicagdes, a agrotoxicos, farmacos e outros POPs.
A DLLME mostra-se muito versatil, pois, seus extratos podem ser empregados em diversos
métodos de analise (MARTINS et al., 2012).
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2.5. PROCESSOS AVANGADOS DE OXIDAGCAO

A fim de reduzir a carga de contaminantes nos efluentes e aguas residuais, 0 processo
de tratamento convencional deve ser melhorado através de tecnologias de tratamento mais
recentes, que sdo capazes de remover eficientemente microcontaminantes. Entre tais
tecnologias estdo: desinfeccdo UV (aguas), adsorcdo em carbono ativado, troca idnica,
eletrodialise e processos avancgados de oxidacdo - PAOs (RODAYAN et al., 2013).

Os PAOs sdo tecnologias emergentes para o tratamento de efluentes e aguas residuais,
uma vez que o radical hidroxila (HO") gerado apresenta forte poder oxidante. Esse radical
pode degradar, parcial ou completamente, um largo espectro de compostos organicos e
inorganicos, recalcitrantes a processos convencionais (MARTINS et al., 2005). Eles garantem
alta reatividade com baixa seletividade, caracteristicas necessarias para degradacdo dos
diferentes poluentes (PIECHA et al., 2010).

Entre os PAOs, pode-se destacar foto-Fenton, fotocatalise e ozonizacdo, de particular
interesse para a remocdo de contaminantes (RODAYAN et al., 2013). Na Figura 6 é

apresentado um esquema dos principais PAOs que geram radical HO".

Figura 6 - PAOs que envolvem a geracéo de radicais HO'.

Ozonizac¢io
UV/O; 04/H,0,
Radiagio UV HO' Peroxidagio
Fotocatalise Peroxidagio
catalitica
Catalise

Fonte: SILVA, 2012.
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2.5.1. Ozonizacao

O ozodnio é um oxidante forte (E° = 2,07 eV), que se decompde em agua para formar o
radical hidroxil (HO"), agente oxidante muito forte (E° = 2,80 eV). O ozbnio pode agir de
duas maneiras (Figura 7): modo indireto (radicalar), induzindo a oxidagdo dos analitos via
radical HO" ou, modo direto (molecular), onde, devido a sua natureza dipolar, atua como
eletrofilo, nucledfilo ou, em reagdes de adicdo dipolar, atacando seletivamente certos grupos
funcionais de moléculas organicas através de um mecanismo eletrofilico (KLAVARIOTI et
al., 2009).

Figura 7 - Mecanismos da 0zonizacdo.

Iniciacio M+ 03 Mecanismo direto Mox

Mecanismo indireto | )~ /
\ R

0, HO,
00°
Cadeia 03
radicalar HO,
03« HO3 0,
\ 05
Terminaca o M 2
¢a0 HO E—— R
Recombinacio,

formacao de radicais
secundarios

Fonte: MAHMOUD, 2006; BRENNER, 2013. R: produto de reacdo. M: micropoluente.

Geralmente, a ozonizacgdo é favorecida pelo aumento do pH devido ao aumento da
producéo dos radicais hidroxila. Pode-se aumentar o desempenho do tratamento combinando
a ozonizacdo com irradiacdo de luz, peroxido de hidrogénio ou complexos de ferro ou de
cobre, que atuam como catalizadores (KLAVARIOTI et al., 2009).

Como visto na Figura 7, 0 mecanismo de ozonizagao pode ser dividido em trés etapas,
que estdo descritas abaixo (MAHMOUD, 2006; BRENNER, 2013).
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12 Etapa: Iniciagdo

A reacdo entre o ion hidroxila e 0 0zonio promove a formacdo do anion radicalar

superéxido (Oz.') e radicais hidroperoxila (HOz.) — gue encontra-se em equilibrio &cido-base

(Equacbes 1 e 2).
0;+0H - 05+ HO; k, =70 M~ 1s71 Equacdo 1
HO; & 05~ + H* pK, = 4,8 Equagéo 2

2% Etapa: Cadeia radicalar

O anion radicalar ozonideo (O3"), formado pela reacdo entre 0zonio e o anion radicalar
superoxido (Equacdo 3), se decompde imediatamente em radical hidroxila, que pode reagir
com microcontaminates, compostos organicos, com o radical hidroxila ou, ainda, com o
ozonio, gerando HO,'; que se decompde gerando oxigénio e radical hidroperoxila (Equacdes

4 — 7). Assim, a cadeia radicalar pode comecar novamente.

0;+ 05" - 05 +0, k,=16x%x10°M 171 Equacdo 3
HO; - 03 +H” pK, =62 Equacéo 4
HO3; - HO® + 0, ks =11x108 M 1ts1 Equacdo 5
HO® + 0; > HO; k,=20x10°M1st Equacéo 6
HO; —» 0, + HO; ks =2,8%10* s71 Equacéo 7

3° Etapa: Terminacao
Alguns compostos organicos e inorganicos podem reagir com os radicais hidroxila,

formando radicais secundarios, interrompendo a geracao de radicais O, e HO;™:

HO* + CO%~ - OH™ +CO5” ke =4,2x108 M1 s71 Equacdo 8
HO® + HCO; » OH™ + HCO;  k, =15x10" Mt 571 Equagdo 9

Outra opc¢éo para a reacdo de terminacdo € a reacdo entre dois radicais.

HO® + HO, - 0, + H,0 kg =3,7x 101 M~ 571 Equacéo 10
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A combinacdo destas reacBes mostra que trés moléculas de 0zonio podem produzir
dois radicais hidroxila:

30;+ OH™ + H* - 2HO" + 40, Equacédo 11

Nos Ultimos anos, muito se tem pesquisado sobre a utilizacdo da ozonizagdo para a
remocdo de contaminantes emergente em &guas e efluentes. J& foi demostrado que a
ozonizacdo é eficaz na remocéo de varios micropoluentes, removendo cerca de 95% da carga
de poluentes. A molécula de o0zdnio pode reagir com muitos compostos organicos, em
particular, com 0s que apresentam anéis aromaticos, heteroatomos ou insaturacdes (ROSAL et
al., 2010; RODAYAN et al., 2014).

O reator de ozonizagdo € uma peca muito importante no processo; Varios parametros
influenciam a ocorréncia da reacdo entre o gas e o liquido, como, por exemplo, o
comportamento hidrodindmico e a transferéncia de massa; caracteristicas importantes na
avaliacdo dos resultados experimentais. Durante o processo, 0 0zonio, que estd na forma de
gas, é transferido para a fase liquida. O contato gas-liquido e a dispersdo eficaz, aumentam as
taxas de transferéncia de massa, que dependem da area interfacial e do tamanho das bolhas
formadas (GOTTSCHALK, et al., 2004; MATHESWARAN e MOON, 2009).

Os reatores mais utilizados séo tipo coluna (de bolhas) e tanque agitado. Os reatores
tipo coluna, geralmente, apresentam resultados mais satisfatorios, pois proporcionam melhor
interacdo entre as fases, desde que a relacdo entre altura e diametro seja grande
(GOTTSCHALK, et al., 2004).

2.5.2. Eletrocoagulacao (EC)

A EC ¢é um processo eletroquimico que pode ser utilizado na remocdo de POPs de
aguas superficiais e efluentes através da desestabilizacdo de contaminantes suspensos,
emulsificados ou dissolvidos em meio aquoso — por meio da acdo de uma corrente elétrica
(BARISCI et al., 2015; GARCIA-GARCIA et al., 2015).

Em sua forma mais simples, um reator de eletrocoagulacéo pode ser constituido por

uma célula eletrolitica com um anodo e um catodo. O 4nodo é chamado de “eletrodo de
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sacrificio”, que se dissolve, dando origem a ions nao estiveis (GARCIA-GARCIA et al.,

2015; PADILLA-ROBLES et al, 2015).

Para a compreensdo do processo de EC deve-se considerar a eficiéncia do contato das
espécies (mistura) e a cinética de remocdo dos poluentes. Enquanto a forma de contato
determina a interacdo entre as espécies (coagulante, poluente e bolhas), a cinética é entendida
como a velocidade de reducdo da concentracéo do poluente no meio (MERMA, 2008).

Varios processos fisico-quimicos sdo combinados dentro do reator e, assim, o
mecanismo global de remocdo dos contaminantes é complexo; ha, porém, duas formas
principais de remogdo: acdo da gravidade e flotabilidade. Estas resultam em sedimentagéo e
flotacdo, principais caminhos para a remog¢édo dos contaminantes (MERMA, 2008).

O processo da EC ocorre em trés etapas.

1. Oxidacdo eletrolitica do eletrodo de sacrificio para formagdo do coagulante. Quando a
corrente elétrica € aplicada, o eletrodo comega a “dissolver-se” e ha a formagao de cations
correspondentes ao tipo de eletrodo utilizado (BRENNER, 2009; BARISCI et al., 2015).
Representada pela Equacgéo 12:

Me™ +ne~ - nMe° Equacéo 12

2. Desestabilizacdo dos contaminantes, particulas em suspensdo e quebra de emulsfes. Pode
ocorrer reducéo eletroquimica direta dos cations do metal (Me™") na superficie do catodo
(BRENNER, 2009).

Os radicais hidroxila formados no catodo aumentam o pH do efluente induzindo a
precipitacdo de ions do metal como hidroxidos correspondentes. A Equacdo 13 demonstra

essa reacao:

Me™ +nOH™ — Me(OH) s Equacédo 13

3. Agregacéo das fases desestabilizadas para a formacao dos flocos.

Quando uma concentracdo critica é atingida, os ions formam flocos insolaveis,
hidrofobicos. Os flocos funcionam como uma espécie de armadilha, que aprisiona em sua
estrutura 0s contaminantes, acontecendo a remogéo. Diversos tipos de eletrodos podem ser
utilizados, tais como ferro e aluminio (BARISCI et al., 2015; PADILLA-ROBLES et al,
2015).

As Equac0es 14 e 15 demonstram esse processo com uso de eletrodos de aluminio:
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AP* +30H™ - Al(OH)35) Equacdo 14
nAL(OH) 35 = AL, (OH)3ps) Equacéo 15

Para que a EC seja eficaz devem ser consideradas algumas variaveis que sao
fundamentais no processo, como, por exemplo, complexidade da amostra, pH, densidade de
corrente, material, quantidade e configuracdo dos eletrodos. Estas varidveis afetam o tempo
total do tratamento, a cinética e, também, a eficiéncia da remocdo dos contaminantes
(BUTLER et al., 2011).

2.6. AVALIACAO DE RISCO AMBIENTAL

A ocorréncia de produtos farmacéuticos em ambientes aquaticos é uma questdo bem
estabelecida e tornou-se uma questdo de preocupacdo cientifica e publica. Diferentes classes
de farmacos entram no meio ambiente através dos sistemas de tratamento de aguas residuais e
esgotos, apds sua utilizagdo (humana e animal) e, excrecdo, em graus varidveis. Estes
compostos apresentam mecanismos de acdo especificos e muitos demonstram lento
metabolismo e persisténcia no meio ambiente. (GINEBREDA et al., 2010; CHRISTEN et al.,
2010).

Considerando que os farmacos apresentam ocorréncia bem documentada, seus efeitos
a longo prazo e as consequéncias ambientais sdo questdo de pesquisa ativa. Se uma substancia
é persistente e bioacumulavel, a duracdo no ambiente e o nivel de exposi¢do dos organismos
vivos aumentam, o que pode levar a efeitos irreversiveis, dificilmente detectados nas fases
iniciais (HERNANDO et al., 2007; GINEBREDA et al., 2010).

Diversos fatos estdo associados a essa problematica, e podem ser resumidos da
seguinte maneira: farmacos sdo compostos bioativos, portanto, sdo capazes de causar
potencias efeitos danosos aos seres vivos. HA& um aumento continuo na utilizacdo de
medicamentos, portanto, seu fluxo de entrada no meio ambiente acompanha esse aumento.
Centenas de produtos farmacéuticos sdo utilizados, concomitantemente, ficando suscetiveis as
interacbes e aos efeitos sinérgicos, basicamente, pouco conhecidos (GINEBREDA et al.,
2010).
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Neste sentido, a evidéncia de que alguns farmacos de grande uso apresentam
implicacdes ambientais depOe para a necessidade de estudos abrangentes de avaliagéo de
risco. Principios gerais para esta avaliacdo estdo disponiveis no Documento de Orientacéo
Técnica de Avaliacdo de Risco, TGD (do inglés, Technical Guidance Document on Risk
Assessment), do ano de 2003, e na diretriz da Agéncia Europeia de Medicamentos, EMEA (do
inglés, European Medicines Evaluation Agency), do ano de 2006 (TGD, 2003; EMEA, 2006;
HERNANDO et al., 2006).

Nos dois documentos, a avaliacdo de risco é baseada em valores da Concentracdo
Ambiental Predita, PEC (do inglés, Predict Environmental Concentration) e da Concentracéo
Ambiental Predita que Nao Causa Efeito, PNEC (do inglés, Predict No-Effect Environmental
Concentration), estimada a partir de testes de toxicidade padrdo (HERNANDO et al., 2006).

Para a avaliacdo preliminar de risco, a EMEA prop0e trés etapas de estudo: a primeira
compreende a avaliacdo da concentragdo ambiental predita através do valor de PEC, ou seja,
pela avaliacdo tedrica da quantidade de farmaco lancada no meio ambiente de acordo com seu
uso e exposicdo. Esta fase tem um limite de avaliagdo de 0,01 pg L™, isto &, se o farmaco
possui concentracdo abaixo deste limite assume-se que 0 mesmo ndo apresenta, em geral,
risco ao meio ambiente, porém, esse limite ndo se aplica a todos as substancias, por exemplo,
ao desreguladores endécrinos (EMEA, 2006; WILDE, 2011).

Se o PEC for maior ou igual a 0,01 ug L™, entfio, o fArmaco passa para a segunda fase,
que envolve estudos de toxicidade, destino e efeitos no meio ambiente. Aqui, sdo efetuados
calculos mais realisticos de dosagens diarias do farmaco, taxas de excre¢do humana e taxas de
remocgdo em sistemas de tratamento. E, por fim, a terceira fase consiste em maior refinamento,
avaliando-se comportamentos especificos e riscos (EMEA, 2006; WILDE, 2011).

O PEC para o estudo de um caso especifico, como, por exemplo, de um hospital, pode
ser calculado através da Equacdo 16 (WILDE, 2011).

A-E

PECzr = ———
EIL T Vs - 365

Equacéo 16

Onde PECgq. é a concentracéo predita no efluente (g L™), A é o quantidade do farmaco
consumido no hospital (g), E é a fracdo excretada na urina e nas fezes (%), e Ven. € a
quantidade de efluente lancado por dia (L dia™).

Outro indicador de avaliagdo de risco ambiental é o Quociente de Risco (QR),
calculado através da razdo PEC/PNEC. O QR apresenta valor limite de 1; quando o fator
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excede a unidade, indica que a concentracdo da substancia apresenta risco ecotoxicoldgico.
Uma analise mais detalhada do valor de QR pode ser admitida, onde QR<O0,1 indica risco
minimo para 0s organismos aquaticos, 0,1 < QR < 1 indica risco médio e, finalmente, QR>1
risco alto (HERNANDO et al., 2006).

Hernando et al. (2006) propuseram o calculo do QR utilizando a Concentracéo
Ambiental Medida, MEC (do inglés, Measured Environmental Concentration), que obedece o
mesmo critério de valor para indicacdo de risco do bioacumulagéo.

Outro parametro utilizado para o estudo da avaliacdo do risco potencial € o valor de
log Kow, que reflete a polaridade da substancia em estudo e, consequentemente, seu potencial
de bioacumulacdo no ambiente. Porém, caso a substancia apresente log Koy > 4,5, a avaliacédo
de risco deve prosseguir de acordo com o TGD, que introduz outro parametro na avaliacéo de
risco: o Fator de Bioconcentracdo, BCF (do inglés, Bioconcentration Factor) (TGD, 2003;
EMEA, 2006; ARSAND, 2010).

O BCF ¢é mensurado a partir da relacdo entre a concentracdo no organismo e a
concentracdo em agua num estado de equilibrio (TGD, 2003). Segundo Hernando et al., 2007
o Fator de Bioconcentracdo é a medida mais ampla de bioacumulacéo, o valor de log Koy S0
deve ser utilizado como indicador quando o BCF néo for conhecido. Para que uma substancia

seja considerada bioacumulavel deve apresentar BCF > 2000.

2.7. PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

A otimizacao de parametros experimentais € uma etapa critica no desenvolvimento de
um trabalho analitico, neste aspecto, o planejamento experimental multivariado torna-se uma
importante ferramenta, sendo possivel obter-se maximo desempenho nas condi¢cdes em que
um procedimento é desenvolvido (PERALTA-ZAMORA et al., 2005; BEZERRA et al.,
2008).

Apos definir quais os pardmetros mais importantes a serem otimizados, determina-se o
planejamento experimental mais adequado para englobar um intervalo mais apropriado de
variaveis para a otimizacdo (WILDE, 2011).

A Metodologia de Superficie de Resposta (RSM) foi desenvolvida por Box e
colaboradores, na década de 50. Este termo originou-se da perspectiva grafica gerada pelo

modelo matematico, e seu uso € amplamente difundido na quimiometria. A RSM consiste em



40

um conjunto de técnicas matematicas e estatisticas baseadas no ajuste de modelos empiricos
para os dados experimentais obtidos em relacdo ao desenho experimental. Para este objetivo
sdo empregadas funcdes polinomiais quadratica e linear para descrever o sistema estudado e,
consequentemente, para explorar as condi¢fes experimentais até sua otimizacdo (BEZERRA
et al., 2008).

A RSM é um modelo de segunda ordem, que se mostra bem adequado para a
montagem de uma superficie quadratica e, normalmente, funciona bem para a otimizacao de
processos. Engloba cinco niveis de significancia (-a, -1, 0, 1, +a) e 0 numero total de
experimentos pode ser calculado de acordo com a Equagéo 17 (MONTGOMERY, 2001,
KASIRI et al., 2008).

Nede Exp.=2¥+2-k+C, Equacdo 17

Onde k € o numero de variaveis e C, € 0 numero de replicatas do ponto central. A
porcao 2 consiste na parte fatorial do planejamento, enquanto que 2k se refere & parte axial.

A Figura 8 apresenta a distribuicdo geométrica ctbica dos pontos experimentais de um
modelo de planejamento experimental de RSM para trés variaveis, apresentando as partes
fatorial e axial. A parte axial € representada por a e para trés variaveis, por exemplo, assume o
valor de 1,683, que é calculado a partir da Equacédo 18 (MONTGOMERY, 2001).

a = 20-p)/4 Equacio 18

Figura 8 - Distribuicdo geométrica cubica dos pontos experimentais do modelo de
planejamento experimental por Metodologia de Superficie de Resposta para trés variaveis.
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Na maior parte dos estudos por RSM, a forma do relacionamento entre a variavel
resposta e os fatores € desconhecida. A qualidade das estimativas depende do método de
estimativa utilizado e da utilizacdo de planos adequados para a coleta de dados. Esses planos
sdo denominados delineamento para superficie de resposta. Dentre 0s mais “econémicos”,
destacam-se os Delineamentos Compostos Centrais (DCC) (MENDONCA, 2012).

E importante que um delineamento tenha estabilidade de distribuicdo da variancia dos
valores preditos da resposta. Assim, um conceito de rotacionalidade é considerado como
critério para a escolha de a; 0 DCC serd rotacional quando as varidncias das predi¢fes da
resposta dependerem apenas da distancia em relacdo ao ponto central. Portanto, um DCC sera
chamado rotacional (DCCR) quando (MENDONCA, 2012):

ta = +32F Equacéo 19

Onde k € o nimero de variaveis.

A principal vantagem do DCC, quando comparado ao fatorial completo, é o menor
nimero de combinagfes entre 0s niveis e as varidveis, assumindo assim, uma propriedade
importante, a rentabilidade do delineamento, que esta associada ao menor custo e a maior
qualidade no ajuste da superficie de resposta (MENDONCA, 2012).



42

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. REAGENTES E SOLUCOES

Foram utilizados reagentes, no minimo, com grau analitico, e, as solugdes injetadas no
cromatdgrafo liquido, foram preparadas com &gua ultra pura (18 MQ cm), de um aparelho
Direct-Q 3 Ultrapure Water Systems (Merck Millipore, Darmstadt, Alemanha). Todos os
solventes utilizados nas analises cromatograficas foram de grau HPLC.

Os padrdes de trabalho de ATO e SIN foram preparados com a matéria-prima
adquirida em uma farmécia de manipulacdo local com pureza de 99% e 101%,
respectivamente (certificados de analise de controle de qualidade no Apéndice A). As
solugdes de trabalho das estatinas foram preparadas em uma concentracéo de 500 mg L™ pela

diluicdo da matéria-prima em metanol grau HPLC (J.T. Baker, Xalostoc, México).

3.2. FLUXOGRAMA EXPERIMENTAL

A Figura 9 apresenta o fluxograma de trabalho, em que sdo demonstradas todas as
etapas de analise, tais como, coletas de amostra de efluente hospitalar, desenvolvimento de
método para quantificacdo de estatinas por HPLC-DAD, métodos de extracdo das amostras e

aplicacdo de PAOs.

Figura 9 - Fluxograma experimental das etapas dos procedimentos analiticos e oxidativos
avancados.
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3.3. AMOSTRAGEM

Esta pesquisa foi efetuada na cidade de Santa Maria, localizada na regido central do
Rio Grande do Sul, no Campus da UFSM. As amostras foram coletadas em dois pontos
distintos, no final do Sistema de Tratamento de Efluentes do HUSM. Os pontos de
amostragem sdo mostrados na Figura 10, denominados como Efluente PA (PA) e Efluente
Geral (EG).

Figura 10 - Representacdo esquematica do sistema de esgotos e sistema de tratamento de
efluentes do HUSM.

Biblioteca
Central

HUSM

RF

Rua

S
|

Caixa de inspecdo
Ponto de coleta

(Efluente Geral) Tanque aerébio

Rua Tanque anaerdbio

S PN
A P S

Ponto de coleta (Efluente PA)

Corrego Nascente canalizada

Fonte: WILDE, 2011; SILVA, 2012; BRENNER, 2013.

A coleta do efluente tratado no ponto PA foi feita na caixa de inspecdo localizada ap6s
os filtros de tratamento; j& do ponto EG, a coleta foi feita na saida da canalizagcdo. O
procedimento de coleta adotado foi 0 de amostragem composta.

As coletas foram feitas durante 7 dias consecutivos (17 a 23 de agosto de 2015), das 8
h as 18 h (ap6s esse horéario, devido ao acesso restrito, ndo foram feitas coletas), de hora em
hora. Nos horarios determinados coletou-se 1 L de efluente em cada ponto. As amostras
foram imediatamente filtradas em filtro qualitativo de celulose, 26 um, e, ao fim do dia, foram
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homogeneizadas e acondicionadas em frascos de polietileno e mantidas sob refrigeragdo (4-8
°C).

Como medida de seguranca e de higiene ocupacional, todos os pesquisadores
envolvidos foram imunizados contra tétano e hepatite A e B. Durante as coletas foram

utilizados Equipamentos de Prote¢do Individual, permanentemente.

3.4. CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DO EFLUENTE HOSPITALAR

A andlise dos pardmetros fisico-quimicos do efluente hospitalar do HUSM foi
efetuada de acordo com a metodologia descrita no Standard Methods for Examination of
Water and Wastewater (APHA, 2012).

Os parametros fisico-quimicos avaliados foram os seguintes: DBOs, DQO, Ay,
nitrogénio amoniacal, nitrogénio total, alcalinidade, cloreto, fosfato, nitrato, sulfato, potassio,
sodio, sélidos suspensos, solidos totais, pH e temperatura media.

As andlises foram feitas a partir de amostras diferentes, coletadas nos pontos de
amostragem (citados no item 3.3), por diversos analistas do LATER, em diferentes periodos
de tempo e, também, no Laboratério de Analises Quimicas Industriais e Ambientais (LAQIA)
do Departamento de Quimica da UFSM.

3.5. METODO CROMATOGRAFICO

O sistema de cromatografia liquida utilizado para a determinacdo das estatinas foi um
equipamento Shimadzu Prominence (Kyoto, Japdo) constituido por bomba quaternaria (LC-
20AT), desgaseificador (DGU-20As), amostrador automatico (SIL-20A), detector de arranjo
de diodos (SPD-M20A), modulo comunicador (CBM-20A) e Software LC Solution (Sinc do
Brasil, Sdo Paulo, Brasil).

Para a separacdo cromatografica utilizou-se coluna de fase reversa C18 Phenomenex
Luna (150 x 4,6 mm x 5 pum) e pré-coluna Phenomenex C18 (4 x 3,0 mm). Na Tabela 5 estéo

apresentadas as condigdes cromatogréaficas para a determinacao de estatinas.
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Tabela 5 - Condi¢6es cromatograficas utilizadas na separacao de estatinas.

Condigdes cromatogréficas
Coluna Phenomenex Luna C18 (150 x 4,6 mm X 5 pm)
Pré-coluna Phenomenex C18 (4 x 3,0 mm)
Fase organica: MeCN; Fase aquosa: Tampdo acetato de

Fase movel amonio 0,02 mol L™ pH 3,57; 75:25 (v/v)
VazAo da fase movel 0,7 mL min™

Temperatura 30°C

Eluicdo Modo isocréatico

Comprimento de onda 254 nm (ATO); 238 nm (SIN)

Volume de injecéo 20 ul

Tempo de retencdo (min) 3,2 (ATO) e 8,9 (SIN)

Corrida cromatografica 10 minutos

“ Acidificado com écido acético glacial.

A validacdo do método cromatografico foi efetuada segundo normas da ANVISA
(2003), do INMETRO (2011) e do MAPA (2011).

3.6. ESTABILIDADE DOS PADROES ANALITICOS

A estabilidade dos analitos foi verificada adotando-se dois procedimentos: avaliacdo
das solucgdes estoque e avaliacdo das solugdes de trabalho.

Para a verificacdo da estabilidade das solugdes estoque, o0 procedimento de verificacdo
deu-se da seguinte maneira: imediatamente ao preparo da solucdo, diluida em metanol, na
concentracdo de 500 mg L™, as amostras foram injetadas no cromatografo para obtencdo da
intensidade e da area dos picos cromatograficos. Em periodo de tempo determinado,
geralmente, semanalmente, efetuou-se a comparacdo destes cromatogramas com o obtido
inicialmente.

Para o teste de estabilidade das solugOes estoque, as amostras foram avaliadas somente
na condicdo de armazenamento: refrigeracdo, a 4-8 °C, em frasco de vidro &mbar.

A estabilidade dos analitos nas solucdes de trabalho foi verificada em solugbes
preparadas a partir das solugdes estoque, diluidas em acetonitrila (constituinte em maior
proporcao da fase mével), na concentracdo de 5 mg L™

Para este teste, as amostras foram armazenadas em diferentes condigdes: temperatura
ambiente, com e sem a incidéncia de luz, e refrigeracéo, a 4-8 °C, com e sem a incidéncia de

luz, no periodo de um més.
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3.7. METODOS DE EXTRACAO

Foram investigados dois métodos de extracdo de estatinas em efluente hospitalar:
extracdo em fase solida (SPE), adaptado da literatura (Martin et al., 2011), e microextracdo

dispersiva liquido-liquido (DLLME), desenvolvido inteiramente novo.

3.7.1. Extracdo em Fase Solida (SPE)

A otimizacdo do procedimento de SPE foi feita de maneira univariada, a partir de
testes de escolha do melhor sorvente. Diferentes sorventes foram testados: Chromabond
C18ec (500 mg/6 mL) (Macherey-Nagel, Diren, Alemanha), Strata C18-E (500 mg/6 mL)
(Phenomenex, Torrence, EUA) e Strata X-CW (200 mg/3 mL) (Phenomenex, Torrence,
EUA).

Varidveis como pH da amostra e pH da agua de lavagem foram consideradas. A
otimizacao foi feita utilizando solucdo aquosa e efluente hospitalar.

Os experimentos foram conduzidos, inicialmente, com 10 mL de amostra, sem pré-
concentracdo; a concentracdo final para a leitura no HPLC-DAD foi avaliada em 3 niveis
distintos, escolhidos para verificar possiveis perdas na etapa de lavagem e adsorcdo dos
analitos. Os niveis de concentracdo foram escolhidos dentro da faixa linear da curva analitica:
para ATO 45, 360 e 900 ug L™ e, para SIN 75, 600 e 1500 pg L™. O procedimento geral de

SPE esta descrito no fluxograma representado pela Figura 11.

Figura 11 - Fluxograma experimental do procedimento de SPE para a determinacdo de
estatinas.
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Para o procedimento de SPE, foi utilizado um sistema manifold a vacuo Varian,
(Agilent Technologies, Santa Clara, EUA) e bomba de vacuo modelo SRA-5CFM Suryha,
(Arsystem, Caxias do Sul, Brasil). A passagem da amostra pelos sorventes, nesta etapa de
otimizac&o, foi na ordem de 2 mL min™.,

Com a finalidade de aproximar as concentracdes dos analitos ao LQ do método
cromatografico e chegar a quantificagdo dos compostos no efluente hospitalar, uma pré-
concentracdo de 100 vezes foi definida.

A validacdo do método de SPE foi efetuada em solucdo aquosa e em efluente
hospitalar. A precisdo do método foi avaliada intra e inter-dias, utilizando trés niveis de
concentragio dos analitos, dentro da faixa linear do método (ATO 45, 360 ¢ 900 pg L™ e, para
SIN 75, 600 e 1500 pg L), durante trés dias. Todos os procedimentos foram efetuados em

triplicata.

3.7.2. Extracao Dispersiva Liquido-Liquido (DLLME)

A otimizag&o do procedimento da DLLME foi iniciado a partir da escolha da mistura
mais adequada de solventes extrator e dispersor para a extragdo das estatinas; a Tabela 6

apresenta as misturas de solventes testadas.

Tabela 6 - Combinagdes de solventes extrator e dispersor empregados na DLLME de
estatinas.

Combinacéo Dispersor Extrator
1 Acetona Tetracloreto de carbono
2 Acetona Clorof6rmio
3 Acetona Clorobenzeno
4 Acetonitrila Tetracloreto de carbono
5 Acetonitrila Cloroférmio
6 Acetonitrila Clorobenzeno
7 Metanol Tetracloreto de carbono
8 Metanol Cloroférmio
9 Metanol Clorobenzeno

Para a escolha da melhor combinacdo de solventes partiu-se da metodologia de

DLLME descrita em Martin et al., 2011; assim, fixou-se uma proporcédo inicial de mistura
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10:1 (v/v), de solvente dispersor e extrator, respectivamente; e variou-se o pH da amostra
entre3,5e7.

O volume de amostra utilizado foi de 5 mL e, da mistura de solventes, 0,5 mL. Nesta
etapa também foram feitos testes com uso de ultrassom para promover a interacdo da mistura
de solventes com a amostra.

Para a otimizagdo da DLLME de estatinas, foram avaliadas estratégias de
delineamento experimental visando maior recuperacdo dos analitos, baseado em valores
Otimos de variaveis distintas independentes do processo. As variaveis analisadas foram: pH,
forga idnica, volume de solvente extrator e volume de solvente dispersor. Utilizou-se um
planejamento completo — delineamento composto central rotacional (DCCR) — para as quatro
variaveis independentes analisadas, com 16 combinacgdes possiveis para 0s 2 niveis estudados
(2%, acrescidas de 8 ensaios axiais e de 2 repeticdes no ponto central, totalizando 26
experimentos. Os niveis de significancia utilizados nos ensaios de planejamento estéo
apresentados na Tabela 7. Os resultados foram avaliados no software Statistica 8.0 (StatSoft.
Inc., Tulsa, EUA).

Tabela 7 — Variaveis e niveis de significancia utilizados no DCCR para a DLLME.

Variavei Niveis
ariaveis > 1 0 1 >
pH 3 4 5 6 7
Concentracéo de NaCl (mol L™) 0 0,1 0,2 0,3 0,4
Volume de solvente extrator (uL) 20 60 100 140 180
Volume de solvente dispersor (uL) 300 350 400 450 500

O volume de amostra utilizado foi de 5 mL. O tempo de interagdo da mistura foi
fixado em 1 minuto e, de centrifugagdo, 5 minutos. Para o procedimento foi utilizada
centrifuga 80-2B-15ML (Centribio Co. LTDA, China).

O procedimento geral esta demonstrado no fluxograma experimental da Figura 12.
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Figura 12 - Fluxograma experimental do procedimento de DLLME para estatinas.
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A validacdo do método de DLLME foi efetuada em solucdo aquosa e em efluente

hospitalar. A precisdo do método foi avaliada intra e inter-dias, utilizando-se trés niveis de
concentracao dos analitos, dentro da faixa linear do método (ATO 45, 360 e¢ 900 ug L'e, para
SIN 75, 600 ¢ 1500 pg L™), durante trés dias, com pré-concentracdo de 100 vezes. Os
procedimentos foram efetuados utilizando seis replicatas.

3.8. AVALIACAO PRELIMINAR DE RISCO AMBIENTAL

O risco potencial representado por cada composto foi avaliado segundo EMEA, 2006

e TGD, 2003, utilizando-se 0s seguintes parametros de avaliacao:
e log Koy dos analitos;
e Quociente de risco (QR), através da razdo PEC/PNEC e,
e OR, através da razdo MEC/PNEC.
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3.9. PROCESSOS AVANGADOS DE OXIDAGCAO

Foram investigados dois processos para a degradacdo e remocdo de estatinas:
ozonizacdo e eletrocoagulacdo. Esses processos foram avaliados, respectivamente, pela
eficiéncia de degradagdo e de remocdo das estatinas, ATO e SIN, em solu¢do aquosa e em
efluente hospitalar.

3.9.1. Ozonizacao

Os experimentos de ozonizacdo foram conduzidos em reator de microdispersdao de
bolhas desenvolvido especialmente para este trabalho; o esquema do reator pode ser visto na
Figura 13 e as especificagdes estdo relatadas na Tabela 8.

O gerador de ozonio utilizado é da marca Ozonebras (Sdo José dos Campos, Brasil),
com tecnologia de efeito corona, utilizando ar seco. A produgdo média é de cerca 1,5 g h™ de

O3 (com alimentacdo de ar seco).

Figura 13 — Reator de dispersdo de bolhas utilizado na Ozonizagdo: (1) Imagem do reator
desenvolvido para o processo; (2) Imagem da parte interna: tubo de distribuicdo da corrente
de ar ozonizado e (3) Esquema do sistema de ozonizagédo: (a) entrada de Os; (b) saida de O3
residual; (c) orificio para coleta de amostra; (d) tubo de vidro; (¢) mangueira anular,
multiperfurada para dispersdo de microbolhas de ar ozonizado.
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Tabela 8 - Especificagdes do reator de ozonizagéo.

Caracteristica Especificacao
Dimensdes internas 27 x 9 cm

Capacidade 2000 mL

Material Vidro

Dimensdes da mangueira de disperséo de Os 20 cm (comp); ¢ 1 cm
Quantidade de furos da mangueira de dispersao de O3 150 furos/comprimento
Vaz&o de Os (ar ozonizado) 2,1 L min™

A otimizacdo do procedimento de ozonizagao iniciou-se a partir da determinacdo da
geracdo de Os. Para tal, utilizou-se 0 método volumétrico de iodometria: neste procedimento
utilizou-se 1 L de solucdo de iodeto de potassio 2% (m/v), que foi submetida a ozonizacao
durante 60 min. Desta solugdo, recolheu-se 3 aliquotas de 20 mL e titulou-se com tiossulfato
de sddio. A produgdo de Os foi calculada atraves da Equagéo 20.

mg min_l — VNa2C203 X [1Na2C203 X 24 Equagao 20

Onde Vyg,c,0, € 0 volume de Na,C203; [ ]na,c,0, € @ concentragdo de Na,C,03 em
normalidade; t é o tempo de reacdo, em min.

Para a avaliacdo do decaimento da concentracdo dos analitos foi efetuada a otimizacao
do procedimento a partir da variacdo do pH da solucdo submetida a ozonizacdo. Os valores de
pH de avaliacdo foram 5, 7 e 9. A otimizacdo do procedimento foi efetuada em solugéo
aquosa e em efluente hospitalar.

No decorrer de 60 min de ozonizag&o, foram coletadas aliquotas de 100 pL da seguinte
maneira: até 5 min de reacdo - a cada 30 seg; de 5 a 30 min — a cada 5 min e, finalmente, de
30 a 60 min — a cada 15 min; totalizando 18 amostra. Antes da injecdo no HPLC-DAD, as
amostras foram diluidas em acetonitrila, na concentragdo de 1 mg L™

Para a injecdo, as amostras de efluente hospitalar submetidas a ozoniza¢do foram
filtradas em filtro qualitativo (45um) antes da ozonizacdo e, posteriormente, em filtro de
seringa de membrana de 0,45 pm, PTFE Chromafil® (Macherey-NagelGmbH&Co. KG,
Diren, Germany).

No espectrofotdmetro UV-1800 (Shimadzu, Kyoto, Japdo) obteve-se o espectro de
absorcdo para ATO e SIN em solugdo aquosa para verificagdo da degradagéo dos analitos em

60 min de ozonizacdo. A avaliacdo da eficiéncia do tratamento foi feita a partir da degradacéao
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das estatinas em solucdo aquosa e em efluente hospitalar por HPLC-DAD como descrito no
item 3.2.

3.9.2. Eletrocoagulagéo (EC)

Para o processo de eletrocoagulacdo empregou-se o sistema eletroquimico ilustrado na
Figura 14, constituido por reator de vidro provido de quatro eletrodos de aluminio, que podem
ser dispostos em diferentes distancias com auxilio das fendas na tampa do reator. As
especificacOes técnicas e caracteristicas do sistema de EC estdo apresentadas na Tabela 9.

O sistema é composto de fonte redutora de tensdo (Leitz, Germany) multimetro digital
ET-1110A (Minipa, Sdo Paulo, Brasil) e reostato (Phywe, Gdttingen, Germany). A agitacéo
da solucdo foi feita com o auxilio de um agitador magnético C-MAG HS 7 (lka, Campinas,
Brasil) com barra de agitacdo de 2,5 cm de comprimento.

Figura 14 — Sistema eletroquimico de Eletrocoagulacdo: (a) reator; (b) fonte redutora de
tensdo; (c) multimetro digital; (d) reostato; (e) agitador magnético. Diagrama representativo
do reator: (A) Vista frontal: (a) eletrodos e (B) Vista superior: (a) orificios para fixacdo de
eletrodos em posicgdes variaveis e (b) orificio para coleta de amostras.
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Tabela 9 — Especificacdes do sistema de eletrocoagulacao.

Caracteristica Especificacéo
Reator

Dimensoes 12,5x 10,5x 12 cm
Capacidade 1000 mL

Material Vidro

Fonte redutora de tensao 8 A

Reostato 0,6 A; Q= 1000 ohm
Eletrodos

Dimensoes 3x1lcm

Material Aluminio
Corrente elétrica 0,30 A

Densidade de corrente 454 A m™

Para a otimizacdo da eletrocoagulacdo de estatinas foram avaliadas estratégias de
delineamento experimental visando condicdes 6timas de degradacdo dos analitos, baseadas
em distintas variaveis independentes do processo. As variaveis analisadas foram: pH,
concentracdo de eletrdlito e posicdo dos eletrodos. Utilizou-se planejamento completo —
delineamento composto central (DCC) — para as trés variaveis independentes analisadas, com
8 combinagdes possiveis para os 2 niveis estudados (2°), acrescidas de 6 ensaios axiais e de 2
repeticdes no ponto central, totalizando 16 experimentos. Os niveis de significancia utilizados
nos ensaios de planejamento estdo apresentados na Tabela 10. Os resultados foram avaliados
no software Statistica 8.0 (StatSoft. Inc., Tulsa, EUA).

Tabela 10 - Valores utilizados no delineamento composto central para a eletrocoagulagéo.

Niveis de significancia

Variaveis

-2 -1 0 1 2

pH 3 5 7 9 11
Concentracéo de NaCl (mol L™) 0 0,1 0,2 0,3 0,4
Distancia entre eletrodos (cm) 2 4 6 8 10

O DCC foi aplicado para os experimentos em solucdo aquosa e em efluente hospitalar
fortificado, na concentracdo de 1 mg L™. As aliquotas, de 1 mL, foram coletadas nos
seguintes tempos de reacdo: zero, 1 min, 5 min, 10 min, 15 min, 20 min, 25 min, 30 min, 45
min e 60 min; totalizando 10 amostras para cada experimento.

As amostras de efluente hospitalar foram filtradas em filtro qualitativo (45um), antes
da eletrocoagulagéo. Todas as amostras (solugdo aquosa e efluente hospitalar) foram filtradas
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em filtro de seringa de membrana de 0,45 pm, PTFE Chromafil® (Macherey-
NagelGmbH&Co. KG, Diren, Germany), antes da injecdo, no HPLC-DAD.

A avaliacdo da eficiéncia do tratamento foi feita a partir da remocdo das estatinas
presentes no efluente hospitalar, medindo-se as concentrac@es residuais por HPLC-DAD,

como descrito no item 3.2.

3.10. GERENCIAMENTO DE RESIDUOS

Os residuos de estatinas gerados neste trabalho foram segregados e, da mesma maneira
que todos os residuos gerados no LATER, armazenados em frascos apropriados, de acordo
com sua classe e reatividade.

Semanalmente, quando ndo recuperaveis, os residuos gerados sdo encaminhados ao
Almoxarifado de Quimica, para o Programa de Gerenciamento de Residuos Quimicos do
Departamento de Quimica da UFSM, que da a destinacdo final, através de empresa

especializada e credenciada para tal atividade.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DO EFLUENTE HOSPITALAR

O efluente hospitalar apresenta alguns pardmetros fisico-quimicos fora dos limites
permissiveis estabelecidos pelos 6rgédos reguladores (Resolucéo n° 430 do Conselho Nacional
do Meio Ambiente — CONAMA, 2011 e Resolugdo n° 128 do Conselho Estadual do Meio
Ambiente — CONSEMA, 2006) e pode ser considerado um efluente complexo. As

caracteristicas fisico-quimicas do efluente do HUSM podem ser vistas na Tabela 11.

Tabela 11 - Parametros fisico-quimicos médios do efluente do HUSM.

Limites Limites

Parametro Efluente
(CONAMA) (CONSEMA)

DBOs (mg L) <120 <120 303,7
DQO (mg L™ - <330 200-612
Auv2ss - - 1,254
Nitrogénio amoniacal (mg L™)" 20 20 52,0
Nitrogénio total (mg L™)” 10 20 59,1
Alcalinidade (mg L™ HCO5) - - 149,0
Cloreto (mg L™) - - 27,9
Fosfato (mg L™) 1 - 3,1
Nitrato (mg L™) <10 - 0,3
Sulfato (mg L™ - - 8,5
Potassio (mg L™) - - 8,1+ 0,2
Sédio (mg L™) - - 272+1,1
Sélidos suspensos (mg L™) <150 <140 16,0
Sélidos totais (mg L™) - - 2487
Ph 5-9 6-9 1,7
Temperatura média (°C) <40 <40 23,0

Fonte: WILDE et al., 2011; SILVA et al., 2012. *Dados de trabalhos anteriores do grupo de pesquisa.

Com base em analise da Tabela 11, constata de imediato alguns problemas com o
efluente tratado do HUSM. Mesmo apds tratamento, apresenta ainda alta carga organica,
variavel, expressa pelos valores de DBO (303, 7 mg L™), de DQO (200 — 612 mg L) e de
s6lidos totais (248,7 mg L™); e, ainda, com outros parametros menos importantes acima dos
limites estabelecidos pelos orgéos reguladores.

Outros indicadores do efluente do HUSM foram relatados, em trabalhos anteriores,

com concentracdes acima dos limites determinados pelos 6rgédos reguladores: nitrogénio total
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(59,1 mg L) e nitrogénio amoniacal (52,0 mg L™). A concentrac&o de nitrogénio amoniacal
esta diretamente ligada aos indicadores de matéria organica; altos valores indicam alto teor de
matéria organica no efluente.

Verlicchi et al. (2015) publicaram reviséo de literatura em que ddo uma visdo geral
sobre efluentes hospitalares em todo o mundo, nos dltimos vinte anos; descrevem as
principais caracteristicas fisico-quimicas encontradas nas mais diversas publicacfes. Valores
de nitrogénio total entre 60 e 98 mg L™, e nitrogénio amoniacal, entre 10 e 68 mg L™, sdo
relatados.

Segundo Baur (2012), a determinacdo da forma predominante de nitrogénio pode
fornecer indicagdes acerca do grau de poluicdo gerada pelo lancamento de efluente em um
curso de agua. Se a poluicdo é recente, o nitrogénio estard basicamente na forma de nitrogénio
organico ou amoniacal; se antiga, na forma de nitrato - desde que se leve em conta a

ocorréncia de quantidade suficiente de oxigénio dissolvido para permitir a nitrificagéo.

4.2. METODO CROMATOGRAFICO

Iniciou-se o desenvolvimento do método cromatografico por HPLC-DAD, descrito no
item 3.5, a partir de consulta a literatura, voltada & determinacdo de estatinas em amostras
ambientais. Porém, sdo escassas as publicacdes referentes as estatinas e, as poucas referéncias
encontradas, utilizam LC-MS/MS para a quantificacdo. Assim, foram necessarios muitos
testes preliminares na fase de desenvolvimento da metodologia analitica.

Como principal orientacéo foi utilizado o método desenvolvido por Nunes, 2010, para
a determinacdo do teor de ATO em insumo farmacéutico ativo, para comprimidos. Contudo,
foram necessarias varias adaptacdes para chegar-se a um método aplicavel a determinacao de
estatinas em efluente hospitalar.

A separacdo cromatografica escolhida deu-se em modo isocréatico, utilizando-se a
mistura de acetonitrila e tampdo acetato de amoénio como fase movel, conforme descrito na
Tabela 5. Antes da primeira injecdo, a coluna cromatogréfica foi equilibrada com fase movel
durante 10 min. As condigdes cromatograficas foram ajustadas levando-se em conta a
complexidade da matriz (efluente hospitalar), visando corrida cromatografica com menos
interferentes e melhor resolugédo de picos de analitos.

O melhor comprimento de onda para cada analito foi determinado através de avaliacdo
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de cromatogramas de 200 a 300 nm, em que foram considerados para escolha, a intensidade
do pico cromatografico e menor quantidade de interferentes. Para ATO, o comprimento de
onda que se mostrou mais adequado foi de 254 nm e, para SIN, 238 nm. A ATO apresentou
tempo de retencéo (tg) de 3,2 min e a SIN, 8,9 min. O cromatograma HPLC-DAD obtido para

estatinas em efluente hospitalar est& apresentado na Figura 15.

Figura 15 - Montagem de cromatogramas HPLC-DAD para estatinas: (A) ATO (360 pg L™) —
tr 3,2 min; 254 nm; (B) SIN (600 pg L™) — t 8,9 min; 238 nm.

Intensidade
Intensidade

Tempo (min) Tempo [min)

4.2.1. Validacdo do método cromatografico

Para garantir o desempenho do método analitico desenvolvido e fornecer informaces
confiaveis, foram estabelecidos a faixa linear de trabalho da curva de calibragédo e os limites
de deteccdo e de quantificagdo para cada analito estudado, em solvente (acetonitrila) e em
efluente hospitalar.

A confeccdo da curva de calibracdo para validagdo do método cromatografico foi feita
através de adicdo de padrdo em sete niveis de concentracdo (Tabela 28 e Tabela 29 —
Apéndice B). A precisdo do método cromatogréafico foi avaliada intra e inter-dias, durante trés

dias, utilizando-se seis replicatas.
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Os limites de detecgdo (LD) e limites de quantificacdo (LQ) foram obtidos atravées de
calculos da relagdo sinal ruido, como demonstrado nas Equacgdes 21 e 22, em sextuplicata; 0s
valores de LD foram de 15 pg L™ para ATO e 25 pg L™ para SIN e LQ, 45 ug L™ para ATO e
75 pg L™ para SIN.

_ Equacéo 21
LD = Co. N

10 Equacéo 22
LQ = Cs.< 7N

Onde C; é a concentracdo do analito injetada e S/N é a razdo sinal ruido.
As figuras-de-mérito obtidas na validacio do método cromatografico estdo

apresentadas na Tabela 12.

Tabela 12 — Figuras-de-mérito para determinacdo de estatinas por HPLC-DAD.

Analito  Faixalinear (ugL™) LD@ugL")  LQ(ugL™

Acetonitrila ATO 45 -900 15 45
SIN 75 - 1500 25 75

Efluente ATO 45 -900 15 45
hospitalar SIN 75 - 1500 25 75

A linearidade do método foi determinada obtendo-se a equacdo de regressdo linear,
aplicacdo do teste de Grubbs (GRUBBS, 1969) para verificacdo de valores discrepantes e
teste de Cohran (KANJI, 2006) para verificacdo de homocedastidade. As equacbes de
regressao linear e os coeficientes de correlacdo () estdo apresentados na Tabela 13; as curvas

analiticas para ATO e SIN estdo apresentadas na Figura 16.

Tabela 13 — Equac0es de regressao linear

Coeficiente de

Analito Equacao de regresséao linear x 12
correlacgdo (rv)

Acetonitrila ATO y = —1406,0 + 52,291x 0,9986
SIN y = —1883,0 + 78,940x 0,9995
Efluente ATO y = —425,4 + 52,535x 0,9975

hospitalar SIN y = —804,1 + 78,949x 0,9999




Figura 16 — Curvas analiticas para (A) ATO e (B) SIN.
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O teste de Grubbs demonstrou a inexisténcia de valores discrepantes para avaliacéo de

cada nivel de concentracdo, considerando como valor critico 1,94 para 5% de significancia

(GRUBBS, 1969); a Figura 17 apresenta os graficos Box & Whisker para a variancia média

determinada; que demonstra que ndo ha a ocorréncia de valores discrepantes.

Figura 17 — Gréficos Box & Whisker para verificacdo de valores discrepantes da curva
analitica: (A) ATO e (B) SIN.
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O teste de Cochran foi utilizado para avaliar a homocedasticidade dos niveis da curva

de calibracédo, assim, é possivel determinar se a variancia apresenta-se constante. Para que 0

conjunto de dados atenda ao critério de homocedasticidade, efetuou-se o célculo de C

(denominado de Ccaiculado) COM a utilizacdo da Equacdo 23 e comparou-se com o valor de

Ctabelado-



60

2
Smax

C=tr =
AP
1=1°1i

Equacéo 23
Onde k é o nimero de niveis do fator e s? é a variancia amostral.
Segundo Kanji (2006), o valor de Ciapelago aplicado ao presente trabalho é de 0,397

(k=7 e n=6); os valores de Ccaculado para a curva analitica estdo apresentados na Tabela 14.

Tabela 14 — Valores de Ccaiculado Para a curva analitica das estatinas.

ACN Matriz
ATO 0,338 0,367
SIN 0,336 0,338

Como Ceaicutado < Crabelado €M todos 0s casos, conclui-se que a variancia € homogénea
para os niveis da curva analitica, apresentando, portanto, homocedasticidade satisfatoria.

A seletividade do método cromatografico foi comprovada com a comparacdo das
curvas analiticas preparadas em Acetonitrila e em efluente hospitalar (Erro! Fonte de
eferéncia ndo encontrada.); segundo Ribani et al. (2004) deve-se comparar as duas curvas
analiticas, e caso elas sejam paralelas, ndo ha interferéncia da matriz na determinacdo da

substancia de interesse, sendo, assim, o0 método, seletivo.

4.3. ESTABILIDADE DOS PADROES ANALITICOS

A verificacdo da estabilidade das solugbes estoque foram feitas somente sob as
condi¢cdes normais de armazenamento (frasco ambar sob refrigeracdo, 4-8 °C), em periodos
de tempo determinado, geralmente, semanalmente, comparando-se 0 cromatograma obtido
inicialmente com o do dia em questdo. Caso a solucdo apresentasse diminuicdo detectavel na
intensidade dos picos cromatograficos, era descartada e uma nova solucdo estoque era
preparada.

As solucges de trabalho foram submetidas as diferentes condi¢cdes de armazenagem:
temperatura ambiente, com e sem a incidéncia de luz, e refrigeracdo, a 4-8 °C, com e sem a
incidéncia de luz, no periodo de um més.

Como pode ser observado na Figura 18, ndo houve diminuicdo significativa na area
dos picos das estatinas durante os dias de teste da estabilidade, demonstrando assim, que 0s

analitos em questdo séo estaveis nas diferentes condicdes a que foram submetidos. Os
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cromatogramas dos demais dias de avaliagdo das solucbes-padréo, apresentam similaridade
aos demonstrados na figura abaixo, para todas as condig¢des avaliadas.

Figura 18 — Montagem de cromatogramas do teste de estabilidade de solu¢bes-padrdo de
estatinas 5 mg L™, no primeiro e no trigésimo dia nas condicdes avaliadas: (1) 4°C; (2) 4°C na
auséncia de luz; (3) temperatura ambiente na presenca de luz e (4) temperatura ambiente na
auséncia de luz. Picos correspondentes (a) ATO; 254 nm; (b) SIN; 238 nm.
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Segundo o MAPA (2011), uma solucdo é considerada estavel quando for observada
uma degradacdo maxima de até 2% em relagdo a uma referéncia recém-preparada e analisada.
A estabilidade das solugbes-padrdo deve ser avaliada sempre avaliada, mais especialmente,
sempre que ndo houver referéncia prévia para o seu prazo de validade. Assim, apds analise
dos cromatogramas referentes aos testes de estabilidade, é possivel concluir que os analitos
apresentaram estabilidade nas condicdes a que foram submetidas.

4.4. METODOS DE EXTRACAO

4.4.1. Extracdo em fase sdlida

A otimizagdo do procedimento da SPE deu-se inicialmente com a escolha do sorvente
mais adequado para a extragdo das estatinas. Primeiramente, foram testados trés diferentes
sorventes, ja citados no item 3.7.1. A Figura 19 apresenta os graficos de barras para as
recuperacdes obtidas com cada um dos sorventes testados em solucdo aquosa e em efluente

hospitalar.

Figura 19 - Graficos de barras para os sorventes testados em solucdo aquosa e em efluente
hospitalar.
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Dois sorventes apresentaram recuperacdes acima de 80%: Chromabond C18 ec e
Strata C18-E. Optou-se pela utilizagdo do Chromabond C18 ec devido ao preco mais baixo
que o Strata C18-E. A Tabela 15 apresenta as recuperagdes obtidas para os trés sorventes

testados em solugéo aquosa e em efluente hospitalar.
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Tabela 15 — Recuperagdes médias para cada sorvente de SPE testado.

Solugio aquosa Chromabond C18 ec Strata C18 E Strata X-CW
Rec (%)® RSD% Rec(%)® RSD% Rec(%)* RSD%

ATO 95,8 0,9 94,9 2,1 65,1 0,5

SIN 83,2 1,8 83,4 4,2 54,4 1,1

Efluente hospitalar Chromabond C18 ec Strata C18 E Strata X-CW
Rec (%)® RSD% Rec(%)® RSD% Rec(%)* RSD%

ATO 92,0 0,4 92,7 3,5 59,3 3,3

SIN 81,5 1,7 82,9 2,0 51,6 1,0

in=3

Apds escolha do sorvente mais adequado, a proxima etapa na otimizacdo foi a de
condicionamento. O condicionamento do sorvente foi conduzido com duas aliquotas de 5 mL
de metanol, seguidas por duas aliquotas de 5 mL de agua ultrapura, pH 7. Segundo Camel
(2003), a etapa de condicionamento do sorvente € de extrema importancia e tem a finalidade
de remover interferentes potenciais e garantir somente a retencao dos analitos de interesse.

As amostras tiveram o pH ajustado para 7 porque, também segundo Camel (2003),
este parametro deve ser cuidadosamente otimizado, pois, além de assegurar a retencdo eficaz
dos analitos, ainda tem fundamental importancia para a pré-concentragao.

Os sorventes apolares, como C18 ec, apresentam como mecanismo principal forcas de
van de Waals, porém, interacbes secundarias como ligacGes dipolo-dipolo e ligacdes de
hidrogénio também podem ocorrer (WILDE, 2011). Assim, os analitos devem estar,
preponderantemente, ndo ionizados, facilitando a interacdo com sorventes apolares, como o
C18 ec, que ndo possui grupos silandis (Si-OH).

As estatinas sdo acidos fracos; a ATO apresenta K, igual a 3,16x107> e a SIN
apresenta K, igual a 6,31x10~*. Acidos fracos sd0 pouco ionizaveis em pH neutro,
facilitando a interagcdo com sorventes apolares, como no caso do C18 ec - o que leva as taxas
de recuperacéo obtidas com o uso deste sorvente.

A lavagem do sorvente foi feita com 5 mL de agua ultrapura com pH 7; esta etapa tem
a finalidade de remover interferentes, porém, deve ser cuidadosamente otimizada para que

somente os interferentes sejam removidos.
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4.4.1.1. Validacdo do método de SPE

O método de SPE foi validado em solucdo aquosa e em efluente hospitalar, em trés
niveis de concentracdo (dentro da faixa linear do método), fortificados 100 vezes com
concentragdes conhecidas de estatinas. A Tabela 16 mostra a recuperagdo média alcancada
com seus respectivos RSD% para estatinas em solucdo aquosa e efluente hospitalar. A

precisdo do método foi avaliada intra e inter-dias, durante trés dias.

Tabela 16 - Validacdo da SPE para estatinas em solugdo aquosa e em efluente hospitalar
utilizando-se sorvente Chromabond C18 ec.

Analito Solucdo aquosa Efluente hospitalar
Rec (%) ° RSD% Rec (%) ? RSD%
ATO 95,8 0,7 92,0 8,0
SIN 83,2 1.3 81,5 3,0

? Recuperagdo média de trés dias de validagdo, n=3.

Os valores obtidos nos ensaios de recuperacdo utilizando a SPE foram de 95,8%
(x0,7%) para ATO e 83,2% (+1,3%) para SIN em solucdo aquosa; e, 92,0% (+8,0%) para
ATO e 81,5% (+3,0%) para SIN em efluente hospitalar.

O método de SPE desenvolvido para extracdo de estatinas demonstrou ser adequado,
pois, segundo Ribani et al. (2004), os intervalos aceitaveis de recuperacdo para a analise de
residuos geralmente variam em torno de 70 e 120%, com precisdo de +20%; e, dependendo da
complexidade analitica e da amostra, este valores ainda podem variar de 50 a 120%, com

precisao de até +15%.

4.4.2. Microextracao dispersiva liquido-liquido

A fim de eliminar algumas variaveis do processo, a otimiza¢do do método de DLLME
foi iniciada com testes de escolha dos solventes extrator e dispersor; as misturas de solventes
que foram testadas estdo apresentadas na Tabela 6, que se encontra na sec¢do 3.7.2.

Para este teste fixou-se uma propor¢cdo da mistura de solventes, sendo esta 10:1
(dispersor:extrator), e variou-se o pH da amostra entre 3, 5 e 7. Estes parametros foram

fixados levando-se em conta a metodologia descrita por Martin et al. (2011). O volume de
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amostra utilizado foi de 5 mL e, da mistura de solventes, 0,5 mL. A mistura de solvente que
se mostrou mais adequada para a extracdo de estatinas foi a combinagdo 1: acetona e
tetracloreto de carbono.

Outro teste desta etapa inicial consistiu na utilizacdo de ultrassom, imediatamente ap0s
a adicdo da mistura de solventes na amostra. Segundo Chang Chen et al. (2012), a vibragéo
ultrassénica melhora a eficiéncia da extracdo, pois produz goticulas menores, que ocasionam
melhor interacdo mistura de solventes e amostra; porém, esta etapa ndo apresentou influéncia
significativa na extracdo de estatinas.

Sabe-se que vérios fatores exercem influéncia nas recuperacdes da DLLME: volume
de solventes (dispersor e extrator), pH e forca idnica, séo as mais significativas. Um modelo
de planejamento experimental foi utilizado para a otimizacdo da metodologia, levando-se em
conta 0 nuimero de variaveis a serem exploradas e optando-se pela utilizacdo de um
planejamento completo: delineamento composto central rotacional - DCCR. A otimizagéo da

metodologia foi feita em solucdo aquosa e em efluente hospitalar.

44.2.1. DCCR em solugdo aquosa

A metodologia de superficie de resposta foi utilizada para o desenho experimental e
otimizacdo da metodologia; para tal, o DCC foi escolhido; pois, como sugere Kasiri et al.
(2008), este ¢ um modelo de segunda ordem que se mostra bem adequado para a montagem
de uma superficie quadrética e, que, normalmente, funciona na otimizacao de processos.

Como os valores de o obedecem a Equacdo 19, o DCC assume os critérios de
rotacionalidade; assim, foi utilizado o DCCR para a otimizacdo da DLLME.

A Tabela 17 apresenta a matriz do DCCR para a otimizacdo da DLLME em solucao
aquosa, em que podem ser encontrados os niveis estudados e as recuperaces obtidas para
cada analito.



66

Tabela 17 — Matriz do DCCR para a otimizacao das variaveis de extracao dispersiva liquido-
liquido em solugdo aquosa.

Niveis—

1M\ ariaveisd 2 1 0 *1 *2
X:  pHdaamostra 3 4 5 6 7
X,  Forca iénica [NaCl] (mol L™) 0 0,1 0,2 0,3 0,4
X3z Volume de solvente extrator (pL) 20 60 100 140 180
X4 Volume de solvente dispersor (UL) 300 350 400 450 500

A Volume de solvente  Volume de solvente  Rec. Rec.

Exp. pHdaamostra Forgaibnica extrator dispersor ((V:)To (%5)'N
1 4 0,1 60 350 66,92 59,93
2 6 0,1 60 350 62,78 50,08
3 4 0,3 60 350 63,45 68,16
4 6 0,3 60 350 63,62 64,93
5 4 0,1 140 350 74,53 79,03
6 6 0,1 140 350 74,98 77,72
7 4 0,3 140 350 80,50 78,73
8 6 0,3 140 350 80,42 77,92
9 4 0,1 60 450 64,41 66,92
10 6 0,1 60 450 68,83 71,32
11 4 0,3 60 450 69,46 70,72
12 6 0,3 60 450 50,93 63,14
13 4 0,1 140 450 93,69 78,11
14 6 0,1 140 450 86,23 72,61
15 4 0,3 140 450 94,04 89,31
16 6 0,3 140 450 79,56 79,75
17 3 0,2 100 400 81,19 78,73
18 7 0,2 100 400 69,93 59,20
19 5 0 100 400 71,75 54,89
20 5 0,4 100 400 60,30 53,76
21 5 0,2 20 400 6,19 15,50
22 5 0,2 180 400 88,53 65,59
23 5 0,2 100 300 85,53 76,78
24 5 0,2 100 500 85,95 79,59
25 5 0,2 100 400 75,97 79,71
26 5 0,2 100 400 76,97 80,74

A andlise de variancia (ANOVA) foi utilizada para determinar os parametros

relevantes que afetam cada variavel de interesse. A ANOVA para ATO em solugcdo aquosa

apresentou r” igual a 0,87294, o que significa que 87,29% da variancia total foi explicada pelo

modelo; j& para SIN em solucdo aquosa, o r® resultante foi de 0,7928, ou seja, 79,28% da

variancia total é explicada pelo modelo.

Segundo o diagrama de Pareto para a DLLME em solugdo aquosa (Figura 20), a

variavel significativa foi o volume de extrator (L + Q), para os dois analitos. A variavel

apresentou efeito positivo, isso significa que na variacdo do nivel -1 para o nivel +1 ha

aumento na recuperacao.
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Figura 20 — Diagrama de Pareto para os efeitos estimados (valores absolutos) para DLLME
em solucdo aquosa de (A) ATO e (B) SIN. A linha vertical pontilhada define o nivel de 95%
de confianca; (L) significa variavel linear e (Q) significa variavel quadratica.
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Os perfis das varidveis independentes em fungdo da desejabilidade (Figura 21), para
valores minimo (0) e maximo (1) de recuperacdo de ATO, apontam que as melhores
condicdes para a DLLME de ATO foram: pH da amostra 4, concentracdo de NaCl 0,3 mol L

! volume de solvente extrator 140 pL e volume de solvente dispersor 450 piL.

Figura 21 - Perfil das varidveis independentes pH da amostra, forca idnica, volume de
solvente extrator e volume de solvente dispersor relacionados a desejabilidade da recuperacéo
de ATO por DLLME em solucdo aquosa.
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A Figura 22 apresenta as superficies de respostas relacionadas a recuperacédo de ATO
por DLLME (R% ATO considerada variavel dependente), relacionando o volume de solvente
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extrator com as demais variaveis independentes (volume de solvente dispersor, pH da amostra
e forca i6nica).

Analisando isoladamente o volume de solvente extrator em todos os graficos de
superficie de resposta, € possivel afirmar que as maiores recuperacdes foram alcancadas
quando este era de 140 pL. Por meio da analise da superficie de resposta e do diagrama de
contorno para a ATO, na Figura 22 (A), pode-se afirmar que as maiores recuperagdes foram
alcancadas quando a relacéo dispersor:extrator foi de 450:140 pL.

A Figura 22 (B) apresenta a influéncia da forca idnica sobre a extracdo; conforme
demonstrado no diagrama de Pareto, esta ndo apresentou significancia na DLLME da ATO,
ainda que a utilizacdo de NaCl esteve relacionada com maiores recuperagdes quando
comparada aos experimento que ndo fizeram uso do sal. Obtiveram-se valores de recuperacédo
similares com concentracdes distintas de NaCl — 93,69% utilizando 0,1 mol L™ de NaCl e,
94,04% utilizando 0,3 mol L™ de NaCl.

Maiores valores de recuperacdo foram obtidos quando o pH da amostra foi trabalhado
abaixo de 5 - Figura 22 (C).

Figura 22 — Superficies de resposta relacionadas a recuperacdo de ATO em solugdo aquosa
por DLLME. (A) efeito combinado entre volume de solvente extrator e volume de solvente
dispersor e diagrama de contorno volume de solvente extrator vs volume de solvente
dispersor, (B) efeito combinado entre volume de solvente extrator e pH da amostra e (C)
efeito combinado entre volume de solvente extrator e pH da amostra.




69

Aplicando a funcéo de desejabilidade, para a maxima recuperagdo de SIN, os valores
otimizados podem ser visualizados na Figura 23. Analisando o perfil de cada variavel
independente associado a sua desejabilidade pode-se verificar que as condigdes 6timas para a

extracao de SIN foram as mesma que para a extracdo de ATO, ja demonstrado acima.

Figura 23 - Perfil das variaveis independentes pH da amostra, forca idnica, volume de
solvente extrator e volume de solvente dispersor relacionados a desejabilidade da recuperacao
de SIN por DLLME em solucdo aquosa.
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A Figura 24 apresenta as superficies de respostas relacionadas a recuperacdo de SIN
por DLLME (R% SIN considerada varidvel dependente), relacionando o volume de solvente
extrator com as demais variaveis independentes (volume de solvente dispersor, pH da amostra
e forca ibnica).

Da mesma maneira que a ATO, para a DLLME de SIN, se observa que maiores
recuperacdes foram alcangadas quando o volume de solvente extrator foi de 140 pL.
Analisando o diagrama de contorno, Figura 24 (A), as maiores recuperacdes foram alcancadas
quando a relacdo dispersor:extrator foi de 450:140 pL.

A Figura 24 (B) confirma o que foi demonstrado no diagrama de Pareto; a forca i6nica
ndo foi uma variavel significativa no processo, ainda que sua utilizacdo esteja associada a
melhores recuperacgdes, sua concentracdo nao foi um fator determinante na recuperacdo do

analito.
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Aqui, novamente, vemos que valores de pH abaixo de 5 estdo relacionados com
melhores recuperagdes, ainda que, os valores acima de 5, apresentam recuperac0es na faixa de
70% - Figura 24 (C).

Figura 24 - Superficies de resposta relacionadas a recuperacao de SIN em solucdo aquosa por
DLLME. (A) efeito combinado entre volume de solvente extrator e volume de solvente
dispersor e diagrama de contorno volume de solvente extrator vs volume de solvente
dispersor, (B) efeito combinado entre volume de solvente extrator e pH da amostra e (C)
efeito combinado entre volume de solvente extrator e pH da amostra.
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4.4.2.2. DCCR em efluente hospitalar

A Tabela 18 apresenta a matriz do DCCR para a otimizacdo da DLLME em efluente
hospitalar, onde podem ser encontrados os niveis estudados e as recuperacdes obtidas para

cada analito.



71

Tabela 18 - Matriz do DCCR para a otimizacao das variaveis de extracdo dispersiva liquido-
liquido em efluente hospitalar.

Niveis—
1M\ arisveisd 2 1 0 *1 *2
X;  pH daamostra 3 4 5 6 7
X, Forcaidnica [NaCl] (mol L) 0 0,1 0,2 0,3 0,4
X3 Volume de solvente extrator (uL) 20 60 100 140 180
X,  Volume de solvente dispersor (uL) 300 350 400 450 500
A Volume de solvente  Volume de solvente  Rec.ato0  ReC.gin
Exp. pHdaamostra Forca ibnica extrator dispersor (%) (%)
1 4 0,1 60 350 67,68 41,02
2 6 0,1 60 350 66,59 50,72
3 4 0,3 60 350 68,48 50,54
4 6 0,3 60 350 65,32 58,94
5 4 0,1 140 350 75,05 86,60
6 6 0,1 140 350 73,19 75,26
7 4 0,3 140 350 75,12 72,71
8 6 0,3 140 350 75,53 72,98
9 4 0,1 60 450 64,97 63,54
10 6 0,1 60 450 68,98 69,32
11 4 0,3 60 450 67,98 60,12
12 6 0,3 60 450 69,55 68,73
13 4 0,1 140 450 84,77 79,94
14 6 0,1 140 450 75,84 76,62
15 4 0,3 140 450 81,95 82,02
16 6 0,3 140 450 76,28 81,23
17 3 0,2 100 400 79,19 78,22
18 7 0,2 100 400 69,04 64,39
19 5 0 100 400 77,90 70,24
20 5 0,4 100 400 69,33 64,18
21 5 0,2 20 400 5,77 19,67
22 5 0,2 180 400 87,13 58,23
23 5 0,2 100 300 76,69 80,51
24 5 0,2 100 500 86,31 72,75
25 5 0,2 100 400 68,51 70,26
26 5 0,2 100 400 73,48 81,37

A ANOVA demonstrou que, em efluente hospitalar, 73,6% da variancia total foi

explicada pelo modelo para ATO, ou seja, seu r? foi 0,73567; ja para SIN, o r* foi de 0,87474,

0 que significa que 87,5% da variancia total € explicada pelo modelo.

Da mesma maneira que em solucdo aquosa, o diagrama de Pareto para DLLME em

efluente hospitalar (Figura 25), a varidvel que se mostrou significativa foi o volume de

solvente extrator. Nos dois casos, a variavel apresentou efeito positivo, fazendo com que o

aumento na recuperacdo dos analitos seja favorecida com a variacdo do nivel -1 para o nivel

+1, ou seja, quando aumenta-se o0 volume de solvente extrator de 60 pL para 140 pL.
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Figura 25 - Diagrama de Pareto para os efeitos estimados (valores absolutos) para DLLME
em efluente hospitalar de (A) ATO e (B) SIN. A linha vertical pontilhada define o nivel de
95% de confiancga; (L) significa variavel linear e (Q) significa variavel quadratica.
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A funcdo de desejabilidade para a ATO em efluente hospitalar esta apresentada na
Figura 26, nela é possivel verificar que, assim como em solucdo aquosa, a condi¢bes 6timas
sd0: pH 4, concentracéo de NaCl 0,3 mol L™, volume de solvente extrator 140 pL e volume
de solvente dispersor 450 pL.

Figura 26 - Perfil das variaveis independentes pH da amostra, forca ibnica, volume de
solvente extrator e volume de solvente dispersor relacionados a desejabilidade da recuperacédo
de ATO por DLLME em efluente hospitalar.
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A Figura 27 mostra a interacdo entre o volume de solvente extrator com as demais
variaveis na DLLME de ATO em efluente hospitalar; percebe-se claramente a similaridade
quando comparada a Figura 22. Os gréaficos de superficie de resposta apresentam o mesmo

perfil, tanto para solucdo aquosa como para efluente hospitalar.

Figura 27 - Superficies de resposta relacionadas a recuperacao de ATO em efluente hospitalar
por DLLME. (A) efeito combinado entre volume de solvente extrator e volume de solvente
dispersor e diagrama de contorno volume de solvente extrator vs volume de solvente
dispersor, (B) efeito combinado entre volume de solvente extrator e pH da amostra e (C)
efeito combinado entre volume de solvente extrator e pH da amostra.
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Mais uma vez, a funcdo de desejabilidade se mostra compativel com as que ja foram
apresentadas; podemos verificar esta afirmacdo analisando a Figura 28 que apresenta o
gréfico relacionado a extragdo da SIN em efluente hospitalar.

O mesmo pode ser observado quando se analisa as superficies de resposta para a
DLLME de SIN em efluente hospitalar- Figura 29. As variaveis se comportam da mesma

maneira quando se compara com a extragdo em solugéo aquosa - Figura 22,
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Figura 28 - Perfil das varidveis independentes pH da amostra, forca idnica, volume de
solvente extrator e volume de solvente dispersor relacionados a desejabilidade da recuperagéo
de SIN por DLLME em efluente hospitalar.
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Figura 29 - Superficies de resposta relacionadas a recuperacdo de ATO em efluente hospitalar
por DLLME. (A) efeito combinado entre volume de solvente extrator e volume de solvente
dispersor e diagrama de contorno volume de solvente extrator vs volume de solvente
dispersor, (B) efeito combinado entre volume de solvente extrator e pH da amostra e (C)
efeito combinado entre volume de solvente extrator e pH da amostra.
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4.42.3. Efeito das variaveis

Como ja citado anteriormente, a DLLME ¢ influenciada por diversos fatores, assim,
para a otimizacdo do método, efetuou-se a avaliacdo de quatro variaveis que sdo as mais
significativas: pH da amostra, forga ionica, volume de solvente extrator e volume de solvente
dispersor.

O DCCR aplicado demonstrou melhores recuperacfes quando o pH da amostra foi na
ordem de 4. Este resultado estd plenamente de acordo quando se analisa a SIN (pK, 13,5); 0
valor de pK, mais elevados sugere que a mesma ndo apresenta porcdo &cida, assim, sua
extracdo € favorecida em pH &cido. J4, a ATO, que apresenta o grupo carboxilico (pK, 4,5),
costuma ter recuperac@es ligeiramente mais baixas em pH &cido.

Martin et al. (2011) verificaram a influéncia de pH 3 e 7 na DLLME de estatinas em
aguas residuais e agua de rio, a ATO apresentou comportamento semelhante, pois apresentou
recuperacdes bem maiores a pH 3 quando comparado com o pH 7. Martin et al. (2011) e
Martins et al. (2012) afirmaram que, geralmente, compostos acidos, requerem acidificacdo na
amostra para permanecer na forma molecular, facilitando a particdo dos analitos nas
microgotas do solvente extrator.

A forca idnica também foi avaliada, e uma concentragdo de NaCl de 0,3 mol L™ esteve
associada as maiores recuperacdes das estatinas; porém, como foi apresentado nos diagramas
de Pareto (Figura 20 e Figura 25), esta ndo foi uma variavel significativa no processo. Caldas
et al. (2011) afirmaram que a adicdo de NaCl apresenta grande variacdo nos trabalhos
publicados, observando-se desde a ndo utilizacdo até a adi¢do de 0,5 a 10%.

Celano et al. (2015) avaliaram a influéncia da forca ionica para DLLME de PPCPs em
matrizes aquosas, consideraram trés concentracfes de NaCl (0, 5 e 10%). A adicdo de 5% de
sal melhorou significativamente a eficiéncia da extracdo para todos os analitos. Ja, Martin et
al. (2011), avaliaram o efeito de 10% de NaCl para a DLLME de estatinas e ndo observaram
influéncia significativa.

Segundo Caldas et al. (2011), o aumento na concentracdo de NaCl aumenta o volume
da gota (fase sedimentada) devido a diminuicdo da solubilidade do solvente extrator na

presenca do sal. Porém, esta influéncia depende das caracteristicas de cada analito.
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4.4.2.4. Desejabilidade versus resultados reais

Usando as condi¢des otimizadas acima, as recuperacdes obtidas foram de 94% para
ATO e de 89,3% para SIN em solucéo aquosa, e, 82% para ATO e 82% para SIN em efluente
hospitalar.

Observando os perfis de desejabilidade para ATO (Figura 21 e Figura 26) e para SIN
(Figura 23 e Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.) esperava-se, segundo o modelo
proposto, recuperacdes de 94,3% para ATO e 82,1% para SIN em solucdo aquosa, e, 85,9%
para ATO e 76,6% para SIN em efluente hospitalar.

Os valores reais obtidos estdo bem proximos aos preditos pelos graficos de
desejabilidade. Algumas variacdes podem ocorrer, relacionadas as diferentes condicdes
laboratoriais, tais como, mudancas de solventes, na vidraria e equipamentos utilizados, ou
diferengas operacionais, entre outros.

Embora o ajuste de modelo para a SIN, tanto em solugdo aquosa como em efluente
hospitalar, tenha ficado abaixo de 0,9, é capaz de predizer as condi¢Ges otimizadas da
DLLME, satisfatoriamente.

4.4.2.5. Validacdo do método de DLLME

O método de DLLME foi validado em solucdo aquosa e em efluente hospitalar, em
trés niveis de concentracdo (dentro da faixa linear do método), fortificados 100 vezes com
concentragcdes conhecidas de estatinas. A Tabela 19 mostra a recuperacdo média alcancada
com seus respectivos RSD% para estatinas, em solucdo aquosa e em efluente hospitalar. A

precisdo do método foi avaliada intra e inter-dias, durante trés dias.

Tabela 19 - Validacdo da DLLME para estatinas em solucdo aquosa e em efluente hospitalar.

Analito Solucéo aquosa Efluente hospitalar
Rec (%) RSD% Rec (%) * RSD%
ATO 86,5 2,7 83,0 1,7
SIN 89,4 0,4 83,1 2,0

# Recuperagdo média de trés dias de validacio, n=6.
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Os valores obtidos nos ensaios de recuperagéo utilizando a DLLME foram de 86,5%
(£2,7%) para ATO e 89,4% (+0,4%) para SIN em solucdo aquosa; e, 83,0% (+1,7%) para
ATO e 83,1% (+2,0%) para SIN em efluente hospitalar. Portanto, a metodologia de DLLME
proposta para a extracdo de estatinas em efluente hospitalar se mostra adequada, alcangando
recuperacdes satisfatorias segundo ANVISA (2003) que determina que os intervalos de

recuperacao aceitaveis devam estar compreendidos entre 70 e 120%.

4.5. DETERMINACAO DE ESTATINAS EM EFLUENTE HOSPITALAR

Apds a validacdo do método de separacdo/quantificacdo e dos métodos de extracéo,
foi possivel efetuar a andlise de exposicdo ambiental de estatinas no efluente hospitalar do
HUSM.

A avaliacdo da exposicdo das estatinas lancadas no meio ambiente através do efluente
tratado do HUSM foi avaliada durante sete dias consecutivos, conforme descrito no item 3.3.
As amostras compostas foram submetidas a extragdo e clean-up através de dois métodos: SPE
e DLLME, ambos com fator de pré-concentracdo de 100 vezes. A Figura 30 mostra as
concentracdes encontradas nos dois pontos de coleta do sistema de efluentes do HUSM para
os dois métodos de extracao.

Figura 30 - Concentragdes diarias de estatinas detectadas nos pontos de coleta. (A) Efluente
PA e (B) Efluente Geral utilizando DLLME; (C) Efluente PA e (D) Efluente Geral utilizando
SPE.
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A Figura 30 (A) e (B) apresenta as concentracfes médias encontradas no Efluente PA
e GE, respectivamente, utilizando-se DLLME como método de extracdo. A concentracao
média de ATO foi de 31,6 pug L™ (+13,4%) no Efluente PA e 27,4 pg L™ (+¥17,7%) no
Efluente Geral, e de SIN foi de 37,6 pg L™ (+4,0%) no Efluente PA e 36,5 pg L™ (+7,3%) no
Efluente Geral.

A Figura 30 (C) e (D) apresenta as concentracbes medidas utilizando-se SPE como
processo de extracdo. A concentragdo média de ATO foi de 28,5 ug L™ (+11,5%) no Efluente
PA e 30,6 pg L™ (+12,1%) no Efluente Geral, e de SIN, 36,6 pug L™ (+6,7%) no Efluente PA e
35,6 pug L™ (+5,4%) no Efluente Geral.

Analisando-se os graficos da Figura 30 é possivel observar-se que as concentracfes
das estatinas parecem constantes ao longo da semana; ademais, 0os medicamentos a base de
estatinas sdo de uso continuo e de largo consumo, o que explica as altas concentracdes
encontradas. As concentracdes medidas em cada dia de coleta podem ser encontradas na
Tabela 30 e Tabela 31 no Apéndice C.

Comparando-se 0s dois métodos de extracdo se observa que os resultados obtidos
foram proximos, para ambas as estatinas, 0 que demonstra que os dois métodos de extracdo

podem ser utilizados, satisfatoriamente.

4.6. AVALIACAO PRELIMINAR DE RISCO AMBIENTAL

A capacidade de bioacumulacdo das estatinas foi avaliada, inicialmente, através do
valor de log Ky, como apresentado na Tabela 20; a ATO apresenta valor de 4,46 e a SIN, de
4,68. Analisando-se apenas o valor de log Koy, inicialmente, concluir-se-ia que as estatinas
apresentam capacidade de bioacumulacéo. Porém, caso uma substancia exiba log Koy, > 4,5, a
avaliagdo de risco deve ser aprofundada segundo a Orientagdo Técnica de Avaliacdo dos
Riscos (TGD, 2003).

Uma forma de avaliar o risco de bioacumulagdo nas espécies aquaticas € usando-se 0
Fator de Bioconcentracdo (BCF). O BCF é mensurado a partir da relacdo entre a concentracéo
no organismo e a concentragdo em agua, em um estado de equilibrio (TGD, 2003).

Segundo Hernando et al. (2007), o BCF é a medida mais ampla de bioacumulagéo; o
valor de log Ko S0 deve ser utilizado como indicador quando o BCF néo for conhecido. Para
que uma substancia seja considerada bioacumulavel deve apresentar BCF > 2000. A Tabela
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20 apresenta os dados de ecotoxicidade e de bioacumulacdo, onde estdo demonstrado valores
de toxicidade aguda e cronica, bem como o BCF para as estatinas alvo deste estudo.

Tabela 20 — Dados de ecotoxicidade e dados de bioacumulacéo relatados.

Analito Toxicidade aguda ] Toxicidade crénica ] Bioacumulagéo
Organismo de teste  PNEC  Organismo de teste  NOEC BCF  log Koy
ATO Peixe 0,01 Peixe 86 56 4,46
SIN Alga Verde 0,01 Peixe 56 800 4,68

Fonte: HERNANDO et al., 2007; RUIZ | ARANDES, 2009. g L™

Os valores de log Koy de ATO e SIN excedem o critério estabelecido pela EMEA e
pela UE (log Ko > 4,5), indicando a alta lipofilicidade e, portanto, bioacumulacdo. No
entanto, os valores de BCF s&o de 56 para ATO e 800 para SIN, e, assim, ndo seriam
bioacumulaveis.

Os valores de PEC foram estimados pela Equacdo 17. A Tabela 21 apresenta os dados

para a avaliacdo de risco das estatinas usadas no HUSM.

Tabela 21 — Concentracdo ambiental predita (PEC) e quociente de risco (QR) das estatinas.

Analito Excrecio’ Consumo anual® PEC QR
(%) (kg ano™) (ngL?)  (PEC/PNEC)
ATO 5 2,88 2,1x10™ 0,021
SIN 15 14,4 3,1x10°® 0,31

Fonte: I NOVAKOVA et al., 2008; 2 Farmacia do HUSM.

Como pode ser observado na Tabela 21, a ATO apresenta QR igual a 0,021, o que
confirma baixo risco ao ecossistema aquatico; j&, a SIN, apresenta QR igual a 0,31, abaixo de
1, podendo ser considerada de risco moderado. Estes valores de QR podem ser comparados
aos de BCF, os quais, apesar de indicarem que a SIN ndo apresenta propriedade de
bioacumulag&o, esta propriedade é ligeiramente superior & da ATO.

Por outro lado, usando-se a razdo MEC/PNEC, chega-se a um valor para QR muito
superior (QR > 2000), o que demonstra que a concentracdo de estatinas lancadas no corrego
que corta a UFSM, através do efluente tratado do HUSM, concentracéo esta originaria ndo s
do tratamento de pacientes, mas do uso continuo por parte de pacientes, equipes médica e
técnica, e visitantes, representa, sim, um alto risco toxicolégico potencial aos ecossistemas e a

salde publica.
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4.7. APLICACAO DE PAOS A DEGRADACAO E REMOCAO DE ESTATINAS

4.7.1. Ozonizacéo

A producio de Os, calculada através de iodometria, foi de 0,571 mg min™. O pH,
sabidamente, é um dos fatores mais importante no processo de ozonizagdo; assim, este
parametro foi estudado para determinar a melhor condicdo para a degradacéo das estatinas. Os
experimentos foram conduzidos em solucdo aquosa e em efluente hospitalar, durante 60
minutos. Os valores de pH utilizados na otimizagé&o do processo foram 5, 7 e 9.

As solucdes foram fortificadas na concentracdo de 10 mg L™; para a injecdo no
cromatografo (conforme item 3.5), as amostras foram diluidas em acetonitrila, e assim,
injetadas na concentracdo de 1 mg L™.

Nos graficos abaixo (Figura 31) pode ser vista a degradacdo das estatinas nos valores
de pH testados, em solucdo aquosa e em efluente hospitalar. Como pode ser observado, a
degradacédo total da ATO (Figura 31— A e C), em pH 7, ocorre aos 25 min de reacdo, ja, para

SIN (Figura 31 — B e D), 0 mesmo ocorre em 5 min de reacao.

Figura 31 — Degradacdo das estatinas por ozonizacdo em diferentes valores de pH. Em
solugéo aquosa: (A) ATO e (B) SIN; e em efluente hospitalar (C) ATO e (B) SIN.
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Geralmente, a taxa de decomposicdo do 0z6nio aumenta com o aumento do pH da
solucdo, uma vez que os ions hidroxila catalisam a decomposi¢do do ozénio para formar os
radicais e espécies reativas. Em geral, em pH < 4, o principal mecanismo da ozonizacao € a
reacdo direta (molecular) com os compostos organicos, enquanto que para pH entre 4 e 9
estdo presentes a reacdo direta e radicalar. Em pH > 9, predomina o mecanismo de
degradacédo por meio de radicais livres (LI et al., 2008; VON GUNTEN, 2015).

Os melhores resultados de degradacdo das estatinas foram observados em pH 7,
contrariando 0 esperado para 0 mecanismo da ozonizacdo. Porém, diversos autores tém
observado efeito semelhante em seus trabalhos. Li et al. (2008) avaliaram a 0zonizagdo na
degradacdo de antibidticos em estacBes de tratamento de aguas e efluentes; as melhores
degradagBes ocorreram em pH 7. Balcioglu & Otker (2003) obtiveram 88% de reducgdo de
DQO em pH 7 para antibidticos de uso veterindrio em aguas residuais, frente a 79% de
reducdo em pH 9.

A Figura 32 apresenta os espectros de degradagéo das estatinas em pH 7 durante os 60
minutos de ozonizacdo, em que € possivel verificar-se, claramente, o decaimento da

absorbancia dos analitos em 60 min de reacdo para a melhor condicao otimizada.

Figura 32 - Espectros de absorcdo das estatinas em solucdo aquosa submetidas a ozonizagdo
durante 60 minutos. (A) ATO e (B) SIN.
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4.7.1.1. Estudo cinético da Ozonizagdo

A partir da otimizacdo da degradacéo das estatinas em funcgdo do pH foi feito o estudo

cinético em solucdo aquosa e em efluente hospitalar. Para a ATO, as aliquotas foram
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coletadas a cada 5 minutos até a completa degradacdo; ja, para a SIN, as aliquotas foram
coletadas a cada 30 segundos, visto que sua degradagéo total ocorre em 5 minutos.

A Figura 33 apresenta o decaimento da concentracdo das estatinas no processo de

. ~ ~ C . . " o e e
0zonizacao no decorrer do tempo, a razdo = indica a relacdo da concentracdo inicial (Co) e a
0

concentracdo no decorrer do tempo. E possivel verificar que o decaimento da concentragio

ocorre de forma exponencial, o que determina que a reagao seja de primeira ordem.

Figura 33 - Decaimento da concentragdo das estatinas em funcdo do tempo em solucéo
aquosa: (A) ATO e (B) SIN; e em efluente hospitalar: (C) ATO e (D) SIN.
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Utilizando-se a Equacdo 24 construiu-se o grafico de —In (Ci) em funcdo do tempo, e

0
utilizou-se o coeficiente angular da equacdo da reta para determinar a constante de velocidade

~ e C . ~
da reacdo. Os graficos de —In (C—) versus o tempo para as estatinas em solucdo aquosa e
0

efluente hospitalar estdo apresentados na Figura 34.

C x
In (_) — ket Equacao 24
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Onde C, € a concentracdo inicial, C é a concentragdo no decorrer do tempo, t é o

tempo (em minutos) e k é a constante de remogao de primeira ordem (min™).

Figura 34 - Cinetica de reacdo para degradacdo de estatinas por ozonizacdo em solucéo
aquosa: (A) ATO e (B) SIN; e em efluente hospitalar; (C) ATO e (D) SIN.
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Através da analise do decaimento da concentracdo em funcdo do tempo (Figura 33) e
da curva —In (Ci) versus tempo (Figura 34) confirmou-se que a reacdo é de primeira ordem.
0

Na Tabela 22 sdo apresentados os coeficientes de regressdo, constantes cinéticas e tempo de
meia vida para as estatinas em solucdo aquosa e efluente hospitalar, obtidos a partir dos

graficos apresentados acima.

Tabela 22 — Pardmetros otimizados na eletrocoagulacdo de estatinas em solucdo aquosa e
efluente hospitalar.

. Solucdo aquosa Efluente hospitalar
Analito k (min™) * 2 tp(min)?  k(min 2ty (Min)
ATO 1,7x10™ 0,9688 3,9 5,7x10 0,9639 12,1
SIN 8,7x10* 0,9875 0,8 9,8x10* 09823 1,3

! Constante cinética. > Tempo de meia-vida.
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4.7.2. Eletrocoagulacédo (EC)

A otimizacdo do processo de eletrocoagulacdo foi feita em solugdo aquosa e em
efluente hospitalar; as especificacGes do reator utilizado estdo apresentadas na Tabela 9, na
secdo 3.9.2.

No processo de eletrocoagulacdo alguns parametros devem ser observados para a
remocdo eficiente de contaminantes especificos. Estes parametros sdo: pH da solugdo,
condutividade (influenciada pela concentracdo de eletrélito), densidade da corrente elétrica e
material do eletrodo (MOHAMMAD et al., 2004).

4.7.2.1. DCC em Solugdo Aquosa

Levando-se em conta o numero de variaveis a serem exploradas, optou-se pela
utilizagdo de um planejamento completo: delineamento composto central — DCC, com trés
variaveis independentes. A corrente elétrica foi fixada em 0,3 A, e, as variaveis independentes
utilizadas foram: pH, concentracdo de eletrolito e distancia dos eletrodos.

Neste caso, o delineamento nao serd chamado rotacional, pois o valor de +o ndo sera

igual a +3V2k. Para que o DCCR seja assumido, neste caso, o valor de +a deveria ser +1,68,
porém, como a variacdo da distancia dos eletrodos ndo poderia seguir essa variacdo, devido a
configuragdo do reator, foi assumido o valor de +o como +2.

As variaveis, os niveis de significancia e de remocéo para cada analito, pelo processo
de eletrocoagulacéo. podem ser observados na Tabela 23.
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Tabela 23 - Matriz do DCC para a otimizacgdo das varidveis da eletrocoagulacéo para solucéo
aquosa.

Niveis—

1M\ aridveisd 2 1 0 *1 *2

X;  pH daamostra 3 5 7 9 11

X,  Concentracéo de eletrélito [NaCl] (mol L™?) 0 0,1 0,2 0,3 0,4

X;  Disténcia entre eletrodos (cm) 2 4 6 8 10
Exp.  pH daamostra [NaCl] Eletrodos Rem.ato (%) Rem.gn (%)

1 5 0,1 4 68,20 90,21

2 5 0,1 8 45,60 60,31

3 5 0,3 4 72,80 97,30

4 5 0,3 8 56,30 74,50

5 9 0,1 4 60,78 81,40

6 9 0,1 8 39,06 52,00

7 9 0,3 4 75,60 100,00

8 9 0,3 8 50,55 67,90

9 3 0,2 6 52,56 70,50

10 11 0,2 6 51,70 68,40

11 7 0 6 6,74 8,92

12 7 0,4 6 67,69 90,10

13 7 0,2 2 65,50 86,60

14 7 0,2 10 27,64 39,10

15 7 0,2 6 53,99 70,90

16 7 0,2 6 55,40 73,30

* A porcentagem de degradagdo foi calculada a partir de diminuicdo da &rea do pico cromatogréfico.

A ANOVA foi utilizada para determinar os parametros relevantes para as variaveis de
interesse. A ANOVA para ATO, em solugdo aquosa, apresentou r” igual a 0,80184, o que
significa que 80,2% da variancia total foi explicada pelo modelo; ja, para SIN, em solucédo
aquosa, o r? resultante foi de 0,79948, ou seja, 79,9% da variancia total é explicada pelo
modelo.

O diagrama de Pareto (Figura 35) mostra que as varidveis significativas para o
processo de eletrocoagulacdo foram: concentracdo de NaCl e distancia dos eletrodos. A
concentracdo de NaCl teve efeito positivo, o que significa que a remocdo das estatinas
aumenta quando a concentracdo de NaCl é aumentada de 0,1 mol L™ (nivel -1) para 0,3 mol
L™ (nivel +1). J4, a distancia dos eletrodos, apresentou efeito negativo, ou seja, a remogao

aumenta quando a distancia entre os eletrodos é diminuida.
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Figura 35 — Diagrama de Pareto para valores absolutos para a eletrocoagulacdo de (A) ATO e
(B) SIN em solugdo aquosa. A linha vertical pontilhada define o nivel de 95% de confianca;
(L) significa variavel linear e (Q) significa variavel quadratica.
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A Figura 36 representa a superficie de resposta para a remocdo das estatinas em
solucdo aquosa, em que estdo correlacionadas as duas varidveis que apresentaram
significancia, segundo o diagrama de Pareto: distancia dos eletrodos e concentragdo de
eletrolito. E possivel observar-se que as maiores remogdes ocorreram quando se trabalhou

com concentracGes maiores de eletrdlito e, também, em distancia menores entre os eletrodos.

Figura 36 - Superficies de resposta relacionadas a remocao por eletrocoagulacéo, em solucéo

aquosa: Efeito combinado entre distancia dos eletrodos e concentragéo de eletrdlito. (A) ATO
e (B) SIN.
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A Figura 37 confirma o diagrama de Pareto, e mostra que o pH da amostra néo foi
uma variavel determinante na remocao das estatinas por eletrocoagulacdo em solugcdo aquosa.
Analisando-se os graficos de superficie de resposta, verificam-se as variaveis que estdo
associadas a maiores remocdes sdo, de fato, a distancia dos eletrodos e a concentracdo de

eletrolito; é possivel observar-se que a méxima remogao segue um “linha” que abrange todos
os valores de pH estudados.

Figura 37 - Superficies de resposta relacionadas a remogdo de estatinas em solucdo aquosa
por eletrocoagulacdo: Efeito combinado entre distancia dos eletrodos e o pH da amostra, e 0
efeito combinado entre [NaCl] e pH da amostra. (A) ATO e (B) SIN.
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Os perfis das variaveis independentes em funcdo da desejabilidade (Figura 38), para
valores minimo (0) e maximo (1) de remocdo das estatinas, apontam que as melhores
condicBes para a eletrocoagulacéo foram: pH da amostra 9, concentracdo de NaCl 0,3 mol L™

e distancia dos eletrodos 4 cm.

Figura 38 - Perfil das variaveis independentes pH da amostra, concentracdo de eletrélito e
distancia dos eletrodos relacionados a desejabilidade da remocdo das estatinas por
eletrocoagulacdo em solucdo aquosa.
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Observando os perfis de desejabilidade para remocdo das estatinas por
eletrocoagulacéo, esperava-se, segundo o modelo proposto, remocdo de 74,3% para ATO e de
98,1% para SIN, em solucdo aquosa. Usando-se estas condigdes, obteve-se, na pratica,
remocdo de 75,6% para ATO e de 100% para SIN. O ajuste do modelo, 0,97967, comprova

que é capaz de prever as condi¢Oes otimizadas de forma satisfatoria.
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4.7.2.2. DCC em Efluente Hospitalar

A Tabela 24 apresenta a matriz do DCC para eletrocoagulacdo de estatinas em

efluente hospitalar.

Tabela 24 - Matriz do DCC para a otimizacao das variaveis de eletrocoagulacao para efluente
hospitalar.

Niveis—

1M\ arisveisd 2 1 0 *1 *2

X;  pH daamostra 3 5 7 9 11

X,  Concentragéo de eletrdlito [NaCl] (mol L™) 0 0,1 0,2 0,3 0,4

Xz  Distancia entre eletrodos (cm) 2 4 6 8 10
Exp. pH daamostra [NaCl] Eletrodos Rem.ato (%)  Rem.gn (%)

1 5 0,1 4 66,67 94,90

2 5 0,1 8 55,30 79,10

3 5 0,3 4 69,42 97,90

4 5 0,3 8 59,72 84,60

5 9 0,1 4 42,83 60,41

6 9 0,1 8 38,36 56,93

7 9 0,3 4 49,26 70,41

8 9 0,3 8 48,78 68,80

9 3 0,2 6 70,90 100,00

10 11 0,2 6 32,69 46,17

11 7 0 6 7,40 10,60

12 7 0,4 6 48,36 69,31

13 7 0,2 2 49,48 73,60

14 7 0,2 10 34,38 48,53

15 7 0,2 6 45,37 65,90

16 7 0,2 6 46,42 63,90

* A porcentagem de degradacéo foi calculada a partir de diminuicéo da &rea do pico cromatografico.

Os resultados da ANOVA para eletrocoagulacdo de efluente hospitalar demonstrou
que, para ATO, 79% da variancia total foi explicada pelo modelo, com r? de 0,79021; e, para
SIN, 78% da variancia total foi explicada pelo modelo, com r? de 0,77998.

O diagrama de Pareto (Figura 39) apresenta a variavel significativa para o processo de
eletrocoagulacdo de estatinas em efluente. Segundo o diagrama, a variavel que apresentou
significancia foi o pH da amostra; que teve efeito negativo, demonstrando que quanto menor o

pH da amostra, maior é a taxa de remocéo das estatinas no efluente hospitalar.
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Figura 39 - Diagrama de Pareto para valores absolutos para a eletrocoagulacao para (A) ATO
e (B) SIN em efluente hospitalar. A linha vertical pontilhada define o nivel de 95% de
confianca; (L) significa variavel linear e (Q) significa variavel quadratica.
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A Figura 40 apresenta as superficies de resposta, representadas na forma de diagramas
de contorno, para a eletrocoagulacdo das estatinas em efluente hospitalar; os diagramas
apresentam a variavel significativa do processo (pH) versus as demais varidveis —
concentracdo de eletrdlito e distancia dos eletrodos. Facilmente se identifica 0 comportamento
parecido para ATO (A) e SIN (B); maiores remogdes estdo associadas a pH acido. Mais uma
vez observa-se que maiores concentracdes de eletrélito e menor distancia entre os eletrodos

estdo ligadas a maior remocao dos analitos.

Figura 40 — Diagrama de contorno para eletrocoagulacao das estatinas em efluente hospitalar.
(A) ATO e (B) SIN.

(A)
Z o
w
>80
Bl <80
| <60
<40
/<20
<0
1"
(B)
10
9
8
7
g Il > 100 §
< <100 £ o
B <80 @ | . > 140
[ <60 B < 140
[1<40 4 <120
(Bl <20 = < 100
<0 = <80
2 Il <60
1



91

Os perfis das variaveis independentes em funcdo da desejabilidade (Figura 41), para
valores minimo (0) e maximo (1) de remocdo das estatinas em efluente hospitalar, apontam
que as melhores condicdes para a eletrocoagulacdo foram: pH da amostra 3, concentracédo de

NaCl 0,2 mol L e distancia dos eletrodos 6 cm.

Figura 41 - Perfil das variaveis independentes pH da amostra, concentracdo de eletrdlito e
distancia dos eletrodos relacionados & desejabilidade da remocdo das estatinas por
eletrocoagulacdo em efluente hospitalar.
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Os perfis de desejabilidade para a remocdo das estatinas por eletrocoagulagdo em
efluente hospitalar apontam remocéo de 76,3% para ATO e de 100% para SIN, em efluente
hospitalar. Com as condic¢des otimizadas acima, na pratica, obteve-se remocéo de 70,9% para
ATO e 100% para SIN. O ajuste do modelo (1,0000) prevé satisfatoriamente as condi¢des

Otimas para a eletrocoagulacdo em efluente hospitalar.
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4.7.2.3. Influéncia da concentracéo de eletrdlito

O uso de NaCl como eletrélito aumenta a condutividade da agua ou do efluente a ser
tratado. A condutividade esta diretamente relacionada com a acdo da eletrolise, pois, quanto
maior a condutividade maior sera a transmissdao de corrente (BENSADOK et al., 2008;
OTENIO et al., 2010).

A variavel que apresentou maior significancia na eletrocoagulacdo das estatinas em
solucdo aquosa foi a concentracdo de eletrdlito; as melhores remocgfes estdo associadas a
concentragdo de 0,3 mol L™ de NaCl.

Embora a concentracdo de eletrolito ndo tenha sido considerada uma variavel
significativa na eletrocoagulacdo em efluente hospitalar, maiores remocdes estdo associadas a
concentracdo de 0,2 mol L™ de NaCl.

O efluente hospitalar € uma matriz muito complexa, isso significa que, muitos outros
compostos e ions estdo presentes, considerado em sua totalidade, o que faz com que a
concentracdo de NaCl, necessaria para que ocorra a eletrélise, seja algo menor que em
solucdo aquosa.

A utilizacdo de NaCl apresenta, também, outras vantagens; os ions cloreto podem
reduzir os efeitos adversos causados pela presenca de outros ions, como, por exemplo,
carbonato e sulfato. A existéncia de fon carbonato leva & precipitagéo do fon Ca**, que forma
uma camada isolante na superficie do catodo (DANESHVAR et al., 2006).

4.7.2.4. Influéncia do pH da amostra

O pH é um fator de influéncia importante para o processo de eletrocoagulacao.
Dependendo do tipo de eletrodo, o pH do meio pode sofrer alteragdes durante o processo. Por
outro lado, a eletrocoagulacdo apresenta também uma capacidade de tamponamento,
especialmente em meio alcalino, o que evita alteragcbes em pH elevado (BAYRAMOGLU et
al., 2004; GARCIA-GARCIA et al., 2015).

Bayramoglu et al. (2004) demonstraram os valores de pH associados ao material do
eletrodo, comparando eletrodos compostos de ferro e aluminio. Concluiram que, para
eletrodos de aluminio, as maiores eficiéncias de remocéo sdo obtidas em pH &cido, enquanto

que no de ferro, pH neutro ou fracamente alcalino é mais eficiente. J& Garcia-Garcia et al.
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(2015), utilizaram eletrodos de cobre no processo de eletrocoagulacdo e obtiveram melhores
resultados utilizando pH 4.

A remocdo das estatinas em solucdo aquosa (pH 9) apresentou comportamento
contraditério ao esperado, ja, que, a eletrocoagulacdo apresenta maior eficiéncia em pH acido
quando utilizando-se eletrodos de aluminio; j&, em efluente hospitalar, o pH 3 demonstrou

maior eficiéncia, estando assim, de acordo com o que foi referenciado acima.

4.7.25. Influéncia da distancia dos eletrodos

Para a eletrocoagulacdo de estatinas em solucdo aquosa, uma das variaveis
significativas no processo foi a distancia dos eletrodos. Como foi demonstrado no diagrama
de Pareto (Figura 35), esta variavel apresentou afeito negativo, ou seja, quanto menor a
distancia dos eletrodos, maior a eficiéncia de remogao.

Gatsios et al. (2015) analisaram o efeito da distancia dos eletrodos na remocao de
metais em aguas residuais, sob uma corrente constante de 0,3 A, com diferentes combinacdes
de eletrodos. Seus resultados apontaram que as melhores remocOes foram obtidas com

distancias menores entre eletrodos.

4.7.2.6. Estudo cinético da Eletrocoagulacéo

A partir das condicBes 6timas resultantes do DCC aplicado para a eletrocoagulacéo,
foi feito o estudo cinético para a remocdo das estatinas em solucdo aquosa e em efluente
hospitalar. Ao todo, foram coletadas 10 aliquotas, em diferentes intervalos de tempo: 0, 1, 5,
10, 15, 20, 25, 30, 45 e 60 minutos.

A Figura 42 apresenta o decaimento da concentragdo das estatinas no processo de
eletrocoagulacdo no decorrer do tempo; a partir dos resultados, investigou-se a ordem da

reacao.
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Figura 42 — Decaimento da concentracdo das estatinas em funcdo do tempo em solucédo
aquosa: (A) ATO e (B) SIN; e em efluente hospitalar: (C) ATO e (D) SIN.
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velocidade da reacdo. Os gréaficos de In (?") versus o tempo para as estatinas em solucao

aquosa e efluente hospitalar estéo apresentados na Figura 43.

Figura 43 — Cinética de reacdo para remocao de estatinas por eletrocoagulacdo em solugdo
aquosa: (A) ATO e (B) SIN; e em efluente hospitalar: (C) ATO e (D) SIN.
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A anélise do decaimento da concentra¢do em fungdo do tempo (Figura 42) e da curva
—In (Ci) versus tempo (Figura 43) confirma que a reacdo é de primeira ordem. Na Tabela 25
0
sdo apresentados os coeficientes de regressdo, constantes cinéticas e tempo de meia vida para

as estatinas em solucéo aquosa e efluente hospitalar, obtidos a partir dos gréficos apresentados

acima.

Tabela 25 — Parametros otimizados na eletrocoagulacdo de estatinas em solucdo aquosa e
efluente hospitalar.

. Solucdo aquosa Efluente hospitalar
Analito k (min™) * RZ  typ(min)2 Kk (min) Rty (min)
ATO 2,4x107 0,9543 29,2 2,2x10 0,9249 31,2
SIN 5,4x107 0,9988 12,8 6,5x10 0,9928 11,8

1 Constante cinética. > Tempo de meia-vida.

4.7.3. Comparacéo entre os processos utilizados para degradacédo/remocao de
estatinas

Diversos parametros podem ser utilizados na comparacdo dos diferentes processos de
degradacdo/remocao; dados de cinética de velocidade de reacdo podem ser usados, uma vez
que diversos processos podem ser englobados por esse parametro (WILDE, 2011).

Entre os processos de degradacdo/remocdo utilizados, a ozonizacdo apresentou
constantes cinéticas menores que o0s alcancados com a eletrocoagulacao, o que demonstra que
a degradacdo/remocao das estatinas ocorreu de forma mais rapida no primeiro processo
citado.

O ozodnio é um oxidantes forte (E° = 2,07 eV) que se decompde em agua para formar o
radical hidroxil (E° = 2,80 eV), assim, a 0zonizag&o é capaz de remover contaminantes muito
complexos em minutos. J& no processo de eletrocoagulacdo a formagéo do radical hidroxil se
da através de reacOes eletroquimicas, e, em muitos casos, ocorre apenas a mudanca de fase do
contaminante. Neste caso, 0os contaminantes migram para o floco formado, onde ficam em
uma espécie de “armadilha de contaminantes”.

Para os dois processos utilizados a SIN foi degradada/removida mais rapidamente do
que a ATO; isso pode ser explicado quando suas estruturas sao avaliadas. A ATO apresenta
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uma estrutura muito mais complexa, apresentando anéis aromaticos e ligagdes com nitrogénio

e fldor.
5. CONCLUSOES

Os métodos de extracdo desenvolvidos apresentaram boas taxas de recuperagdo, com
destaque para a microextracdo dispersiva liquido-liquido: uma nova opc¢éo para a extracéo de
estatinas em efluentes (aqui, hospitalar). As taxas de recuperacdo da SPE foram de 95,8%
(x0,7%) para ATO e 83,2% (x1,3%) para SIN em solucdo aquosa; e, 92,0% (+8,0%) para
ATO e 81,5% (+3,0%) para SIN em efluente hospitalar. J4 para a DLLME as taxas de
recuperacdo foram de 86,5% (£2,7%) para ATO e 89,4% (+0,4%) para SIN em solucdo
aquosa; e, 83,0% (£1,7%) para ATO e 83,1% (+2,0%) para SIN em efluente hospitalar.

O método cromatogréfico desenvolvido para a quantificacdo de ATO e SIN, também,
se mostrou adequado aos propésitos, com curva de calibracdo (r*>0,996), seletivo, rapido
(<10 min) e com limites de detecgdo satisfatorios (DAD ~ 15-25 ug L™).

As concentracdes das estatinas medidas no efluente hospitalar (27,9 a 36,7 pg L™) sdo
relativamente altas considerando-se outros farmacos ja analisados no grupo de pesquisa; mas
deve-se levar em conta que as estatinas sdo de largo e continuo uso, sendo ndo apenas
oriundas de medicamentos providos pelo HUSM, mas, e principalmente, por meio de
aquisicao externa ao hospital.

A analise de risco teorica, preliminar, utilizando-se os valores de BCF e de QR
(PEC/PNEC) como indicadores, assevera que as estatinas oferecem baixo e moderado risco.
Porém, usando-se a razdo MEC/PNEC, calculada, chega-se a um valor para QR>2000, o que,
definitivamente, demonstra que a concentracdo global de estatinas no efluente do HUSM
representa potencial risco aos ecossistemas.

Os dois processos utilizados na remocdo/degradacdo das estatinas se mostraram
adequados para ATO e SIN, com destaque para a 0zonizagéo, que apresentou maior eficiéncia
de degradacdo. A ozonizacdo levou a total degradacdo de ATO em 20 min de reacdo (k =
5,7x102 min™) e, de SIN, em 4 min (k = 9,8x10™" min™). J4, a EC chegou a 70,9% de remoc&o
de ATO em 60 min de reacéo (k = 2,2x102 min™) e de 100% de remocéo de SIN (k = 6,5x10°
2 min™).

A utilizacdo de ferramenta multivariada, baseada na Metodologia de Superficie de
Resposta (RSM), permitiu a otimizacdo eficiente das variaveis experimentais da DLLME e da

EC, com economia de muitos experimentos, tempo e gastos desnecessarios.



97

SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS

e Desenvolver novas metodologias de microextracao de estatinas em efluente hospitalar.

e Investigar metabdlitos e subprodutos gerados nos processos utilizados na degradacdo
das estatinas.

e Aplicar outros processos avangados de oxidacdo para degradacao de estatinas.

e Estudar biodegradabilidade e toxicidade das estatinas e seus subprodutos.

e Comparar a degradacéo das estatinas com a utilizag&o de outros reatores de PAOs.

e Estudar testes de toxicidade para estatinas
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APENDICE A - TESTE DE CONTROLE DE QUALIDADE DE MATERIA PRIMA

Composto

DOS PADROES

Atorvastatina Calcica

CondicGes de armazenagem  Temperatura ambiente

Tabela 26 - Teste de Controle de qualidade ATO

Teste Especificacao Resultado
Descricao P4 cristalino branco a quase branco PO cristalino quase branco
Solubilidade Facilmente solivel em metanol; Conforme

pouco sollvel em &cido absoluto;

muito pouco solGvel em &gua; em

tampdo fosfato pH 7,4 e em

acetonitrila; insolivel em solugdes

aquosas com pH abaixo de 4
Identificacdo IV — O aspecto da amostra esta de Conforme

acordo com o padréo

Positivo para célcio Conforme
Umidade 3,5% - 5,5% 4,8%
Metais pesados <20 ppm <20 ppm
Substéncias relacionadas  Impureza A <0,3% 0,10%

Impureza B <0,3% 0,07%

Pureza enantiomérica
Solventes residuais

Teor (base anidra)
Densidade aparente

Impureza C < 0,3%

Impureza D <0,1%

Impurezas desconhecidas < 0,1%
Total < 1,0%

<0,3%

Etanol <5000 ppm

N-hexano <290 ppm

Tolueno < 890 ppm

98,0% - 102,0%

Sem comparagao

Nao detectado
0,02%

0,10%

0,55%

0,05%

47,93 ppm
Nao detectado
Nao detectado
98,91%
0,30 g mL™

Parecer técnico

Aprovado



Composto

Sinvastatina

Condicbes de armazenagem  Temperatura ambiente

Tabela 27 - Teste de Controle de qualidade SIN

Teste

Especificacao

Resultado

Descricdo
Solubilidade

Identificacdo

Perda por dessecacéo

Metais pesados
Substancias relacionadas

Pureza enantiomérica
Solventes residuais

Teor (base anidra)
Densidade aparente

P4 cristalino branco a quase branco
Facilmente solavel em
cloroférmio; facilmente soltvel em
metanol; facilmente soldvel em
alcool; ligeiramente soltvel em
propilenoglicol;  muito  pouco
soluvel em hexano; praticamente
insolGvel em &gua

IV — O aspecto da amostra esta de
acordo com o padréo

HPLC — O tempo de retencdo da
amostra corresponde ao tempo de
retencédo do padréo

Méaximo 0,5% (3 horas/60°C a
Vacuo)

Méaximo: 0,002%

Hidroxiacido sinvastatina: maximo
0,4%

Acetil sinvastatina: maximo 0,4%
Anidro sinvastatina: maximo 0,4%
Sinvastatina dimer: maximo 0,4%

Metileno sinvastatina: maximo
0,4%
Lovastatina e Epilovastatina: 1,0%
Impureza individual:  méaximo
0,1%
Total de impurezas, exceto

epilovastatina: maximo 1,0%
<0,3%

Metanol: maximo 3000 ppm
Diclorometano: maximo 600 ppm
Etanol: maximo 5000 ppm

Acetato de etila: maximo 5000

ppm
Tetrahidrofurano:
ppm
Ciclohexano: maximo 880 ppm
98,0% - 102,0%

Sem comparacao

maximo 720

Pé quase branco
Conforme

Conforme

Conforme

0,22%

< 0,002%
Nao detectado

Nao detectado
Nao detectado
Nao detectado
0,07%

Néao detectado
0,06%

0,13%

0,05%

Nao detectado
Nao detectado
Nao detectado
109,86 ppm
Néo detectado
Nao detectado

Nao detectado
101,06%
0,24gmL™

Parecer técnico

Aprovado
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APENDICE B — NIVEIS DE CONCENTRACAO DA CURVA DE CALIBRACAO

Tabela 28 — Niveis de concentragdo da curva de calibragdo em solvente (Acetonitrila).

Nivel Concentracao Area do pico” %RSD
1 45 1725,50 32,74
2 90 4225,00 19,23
o 3 180 7104,83 7,76
= 4 360 16132,00 0,72
< 5 450 23356,00 0,94
6 720 37013,83 1,05
7 900 45811,00 1,91
1 75 5149,67 1,53
2 15 10636,33 1,48
3 300 21920,67 1,86
% 4 600 42529,67 1,88
5 900 69156,33 1,92
6 1200 92895,17 1,70
7 1500 117966,33 1,36

" Média da avaliacdo de preciséo intra e inter-dias, durante 3 dias. n=6.

Tabela 29 — Niveis de concentragdo da curva de calibragdo em efluente hospitalar.

Nivel Concentracao Area do pico” %RSD
1 45 2932,83 17,46
2 90 4778,50 3,36
o 3 180 8822,67 1,87
= 4 360 15970,00 0,28
< 5 450 2345350 1,88
6 720 38333,50 0,06
7 900 46942,75 1,16
1 75 5548,00 3,77
2 15 11313,83 0,95
3 300 22574,83 1,14
= 4 600 45695,50 0,96
5 900 70672,67 2,48
6 1200 93632,33 2,17
7 1500 117525,50 1,67

" Média da avaliago de preciséo intra e inter-dias, durante 3 dias. n=6.
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APENDICE C - CONCENTRACOES DIARIAS DE ESTATINAS DETECTADAS NOS

PONTOS DE COLETA.

Tabela 30 — Concentragfes diérias de estatinas detectadas nos pontos de coleta atraves de

DLLME.
Geral PA
DLLME ATO SIN ATO SIN
17/ago 18,8 38,3 23,1 36,9
18/ago 25,3 38,1 31,4 37,5
19/ago 31,2 30,3 32,5 38,5
20/ago 30,2 35,9 35,3 33,9
21/ago 27,4 36,5 35,1 38,5
22/ago 33,1 34,9 31,6 38,1
23/ago 22,1 38,2 26,6 37,9
Média 27,4 36,5 31,6 37,9
%RSD 17,75 7,31 13,42 4,00

Tabela 31— Concentracdes diarias de estatinas detectadas nos pontos de coleta através de SPE.

Geral PA

SPE ATO SIN ATO SIN
17/ago 20,9 39,8 27,1 33,7
18/ago 26,2 36,6 32,6 35,1
19/ago 28,5 32,9 30,6 36,9
20/ago 31,1 36,8 32,8 35,7
21/ago 29,2 33,1 36,5 35,6
22/ago 29,8 334 27,2 33,8
23/ago 25,9 36,7 25,3 39,8
Média 28,5 36,6 30,6 35,6
%RSD 11,54 6,68 12,15 5,40




