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RESUMO

A presenca de micropoluentes nos ambientes aquaticos mesmo em baixas
concentragcbes causam danos ao meio ambiente e a saude humana e os
tratamentos convencionais de agua nao sdo eficientes em suas remogdes. O
micropoluente estudado foi a ivermectina, um farmaco empregado na medicina
veterinaria. Para quantificacdo e identificacdo segura desse composto se faz
necessario o uso de técnicas analiticas eficientes. Neste contexto, o presente
trabalho como objetivos avaliar a eficiéncia das esferas de TiO,/Alumina na
degradacao da ivermectina em um reator fotocatalitico, em escala de bancada, e
para efeitos comparativo utilizou-se o processo oxidativo com UV/H,O,, validar a
metodologia para identificar e quantificar o micropoluente de estudo por
Cromatografia Liquida de Alta Performance acoplada a Espectrometria de Massas
(HPLC-MS), ionizagao por “electrospray” no modo positivo (IES(+)), além de
identificar quais os subprodutos de degradagédo do farmaco originados durante os
tratamentos. Os resultados demostraram que o catalisador suportado na forma de
esfera apresentou atividade fotocatalitica significante, removendo cerca de 70% do
poluente em 10 minutos de operagao do reator. Com o processo que utilizou
UV/H,02(5 mM; lampadas UV - 254 nm), apresentou uma eficiéncia de degradagéo
de 60% (em 10 minutos de operagdo) mostrando, assim, ser menos eficiente que
aquele que utilizou esferas de TiO,/Alumina. Os resultados de validagdo atenderam
as exigéncias da ANVISA e mostrou-se adequado para analisar as amostras de
estudo.

Palavras chaves: Catalisador Imobilizado, Cromatografia Liquida, Esferas de
TiO2/Alumina, Ivermectina, Processo Oxidativo Avangado.



ABSTRAT

The presence of micropollutants in aquatic environments even at low concentrations
causes damage to the environment and human health and conventional water
treatments are not efficient in their removals. The micropollutant studied was
ivermectin, a drug used in veterinary medicine. Quantification and safe identification
of this compound requires the use of efficient analytical techniques. In this context,
the present work aims to evaluate the efficiency of the TiO2 / Alumina beads in the
degradation of ivermectin in a photocatalytic reactor, in bench scale, and for the
comparative purposes the UV / H202 oxidative process was used, validate the
methodology for (HPLC-MS), positive electrospray ionization (HEI (+)), and to identify
which of the degradation byproducts of the drug originated during treatments. The
results showed that the catalyst supported in the form of ball showed significant
photocatalytic activity, removing about 70% of the pollutant in 10 minutes of
operation of the reactor. With the process using UV / H202 (5 mM, UV lamps - 254
nm), it showed a degradation efficiency of 60% (in 10 minutes of operation) thus
showing to be less efficient than that using TiO2 / Alumina beads . The validation
results met ANVISA requirements and proved adequate for analyzing the study
samples.

Key words: Immobilized Catalyst, Liquid Chromatography, TiO2 / Alumina Balls,
Ivermectin, Advanced Oxidative Process.
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1. INTRODUGAO

A conservagédo ambiental e a qualidade da agua tem sido um tema discutido
mundialmente, visto que o aumento do crescimento populacional nas ultimas
décadas, bem como o desenvolvimento e utilizagdo de produtos como farmacos,
pesticidas, corantes, tintas tem contribuido para a poluicdo do meio ambiente e
recursos hidricos acarretando efeitos adversos ao meio ambiente e a saude publica
(KUMMERER, 2011, AMERICO, MINILLO, CARVALHO, 2012, DURIGAN et al.,
2012). De acordo com a agéncia de protecdo ambiental dos Estados Unidos (US
EPA - United States Environmental Protection Agency), micropoluentes sao
compostos quimicos que ndo possuem uma regulamentagdo propria (NOSSOL,
2015). Dentre os micropoluentes encontrados com maior frequéncia em varios
compartimentos ambientais destacam-se os farmacos e os pesticidas mesmo em

“" e ug L' ao permanecerem no ambiente ou

concentragbes muito baixas, ng
atingirem o meio aquatico, oferecem riscos para os animais por sua toxicidade,
possibilidade de bioacumulagédo e também podem causar efeitos ecotoxicoldgicos. A
entrada desses produtos no meio ambiente se da a partir de residuos animais,
escoamento de chuvas em ambiente contaminado com a pratica agricola, descarte
de efluente das industrias, produtos consumidos como remédios, cosméticos,
produtos de limpeza, pesticidas (BARBOSA, 2012, PAL et al., 2014).

A partir dos anos 80, as avermectinas comegaram a ser utilizadas como
medicamentos antiparasitarios em animais e humanos, e na agricultura no controle
de pragas e insetos, neste grupo se encontram os principais farmacos usados para
controlar endoparasitas e ectoparasitas em animais (STEEL, 1993).

Dentre as avermectinas conhecidas, a ivermectina € uma molécula insoluvel
em agua e soluvel em hidrocarbonetos, € um macrolideo, um grupo de moléculas
organicas com um anel de lactona de 16 membros aos quais se ligam dois
desoxiglicois, tém caracteristicas fracamente basicas, pois tem atomos de oxigénio
na sua composicao, que possui um par de elétrons livres que podem ser protonados,
sodiados ou potassiados, e € a unica licenciada para uso humano e geralmente ndo
€ degradada ou facilmente removida da agua por sistemas convencionais de
tratamento, fato que limita as op¢des de remogao, por isso é necessario introduzir
tecnologias avangadas adicionais de tratamento.
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Atualmente um dos métodos mais utilizados como alternativa para a remogao
desses poluentes e de efluentes com elevada carga orgénica sdo 0S processos
oxidativos avangados (POA) que se baseia em processos fisico-quimicos capazes
de produzir alteragdes profundas na estrutura quimica dos poluentes, e séo
definidos como processos envolvendo a geragdo e uso de agentes oxidantes fortes,
principalmente radicais hidroxila (OHe) (TARR, 2003). Para que ocorra a geragao do
radical hidroxila (OH+) é necessaria a utilizagdo de oxidantes fortes como o diéxido
de titanio que pertence a familia de 6xidos de metais de transi¢do, € o catalisador
mais usado na degradacdo de compostos organicos por suas propriedades éticas,
eletronica, estabilidade quimica, baixa toxicidade e baixo custo (CORDEIRO et al.,
2004). Ele atua como oxidante e redutor ao mesmo tempo aumentando a eficiéncia
do processo fotocatalitico (BUTH, 2009).

Para identificacdo e quantificacdo de farmaco sdo necessarios métodos que
analiticos eficazes, atualmente a determinacdo s&o realizadas por técnicas
cromatograficas, devido a facilidade em efetuar a separagdo, identificagdo e
quantificagédo geralmente acoplada a espectrometria de massas (SOUZA, 2011).

E importante ressaltar que, mesmo quando sistemas de degradagdo atingem
a meta de reduzir a concentragdo de produtos quimicos, podem ser gerados
subprodutos téxicos, por isso a importancia do conhecimento da toxicidade para
controlar possiveis exposigdes dos seres vivos a agentes contaminantes.

Neste contexto, esta dissertagcao busca avaliar a eficiéncia das esferas de
TiO,/Alumina na degradagdo da lvermectina em solugdo aquosa por fotocatalise,
além de validar a metodologia e identificar os subprodutos gerados durante os

ensaios.
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2. OBJETIVOS

2.1Geral

Avaliar a degradacao da Ilvermectina em solugdo aquosa utilizando um reator
fotocatalitico com esferas de TiOy/Alumina e H,O2/UV.

2.2 Especificos

« Validar o método analitico de quantificacdo da Ivermectina em solugao
aquosa através da cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas;

« Determinar os pardmetros operacionais para a degradagdo do Ivermectina
usando as esferas de didxido de titédnio contendo alumina.

= Comparar a eficiéncia de remocao da Ivermectina por meio dos processos
oxidativos avangados H,O,/UV e TiO, imobilizado em alumina

s |dentificar os produtos de degradagdo da lvermectina originados durante o
tratamento por processos oxidativos avangados;
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1Micropoluentes

Os micropoluentes compreendem uma gama de substéncia presentes no
nosso dia a dia como pesticidas, farmacos de uso humano e veterinarios, corantes,
tintas, podendo também ser encontrados em matrizes como esgoto e agua de
abastecimento. Os originados da industria quimica e farmacéutica apresentam
principios ativos e classificagdo toxicolégica ambiental diferenciada, mas seus
destinos no meio ambiente e seus efeitos (eco) toxicologicos, até recentemente, ndo
eram avaliados (TERNES et al.,, 2006; REEMTSMA et al., 2008;KUMMERER,
2011).Sao detectados e quantificados por meio de técnicas analiticas sensiveis e
mais complexas. Isto se deve ao fato destes disponibilizarem-se em concentragbes
muito baixas na agua, causando toxicidade a organismos terrestres e aquaticos
(BILA; DEZOTTI, 2007).

Dentre os diversos micropoluentes, os farmacos e os pesticidas séo os que
representam o grupo mais diversificado de compostos mesmo em concentragdes da
ordem de microgramas por litro (ug/L) ou nanogramas por litro (ng/L) exercem um
papel negativo ao meio ambiente (LEITE et al., 2010). E sdo amplamente utilizados
nas lavouras brasileiras, também como aceleradores de crescimento animal,
hormdnios naturais e sintéticos, muito utilizados hoje em dia pela sociedade,
aumentando cada vez mais a sua quantidade no ecossistema aquatico (REIS et al.,
2007; SOARES; LEAOQ, 2015).

Os farmacos abrangem desde principios ativos utilizados na formulagdo de
medicamentos, tanto de aplicagdo veterinaria quanto em seres humanos e plantas,
além do uso em drogas quimioterapicas, estimulantes entre outros (SOUZA, 2011).
E séo considerados micropoluentes devido as suas moléculas biologicamente ativas
que na grande maioria possuem caracteristicas lipofilicas e frequentemente
apresentam baixa biodegradabilidade no ambiente.

Souza e Falqueto (2015) apontam a necessidade de um trabalho de
conscientizagdo ambiental visando o uso e o descarte correto de medicamentos
tanto de uso humano como animal, citando também a importancia da orientacdo de
manuseio e acondicionamento adequado desses produtos, e também fazer
campanhas de orientagdo da devolugdo de determinados residuos aos fabricantes
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de modo que estes insiram dentro do seu ciclo produtivo e possam dar o tratamento
e a destinagao final adequada.

3.2 Farmacos e suas rotas de exposi¢cao no meio ambiente

Os farmacos sdo compostos ativos complexos, com peso molecular entre 200
e 1.000 Dalton, responsaveis pelo efeito terapéutico. Esses compostos quimicos séo
moderadamente sollveis em agua, lipofilicos e biologicamente ativos (KUMMERER,
2009,TAMBOSI 2008).

O metabolismo dos farmacos em um organismo inicia-se por diversas reagoes
bioquimicas de hidroxilagdo, reducao, hidrolise e adicao de grupos funcionais. Em
seguida, moléculas endogenas que sao altamente polares ligam-se aos metabdlitos
formados durante as reagdes e tornam os metabdlitos e os farmacos mais soluveis
em agua (BRANDT, 2012).

A utilizagdo de diversos farmacos no tratamento de doengas em uso humano
e em animais tem aumentado gradativamente, isso se da pelo seu consumo devido
aos seus efeitos benéficos a saude e, consequentemente, espera-se também um
aumento na sua ocorréncia no meio ambiente (VIRKUTYTE et al.,, 2010). A
ocorréncia continua dos farmacos no meio ambiente representa uma ameaca
potencial a saude publica, embora ainda ndo seja possivel avaliar com clareza os
efeitos da exposi¢gdo humana a esses micropoluentes (SANTOS et al., 2010).

O uso medicamentos veterinarios tém sido amplamente utilizados em animais
produtores de alimentos com o intuito de prevenir doengas ou como promotores de
crescimento no Brasil tem uma diversidade de farmacos, no qual sdo empregados
para fins terapéuticos, profilaticos, metafilaticos (ARANTES, 2011; SILVA, 2013).

No Brasil existem 6.674 produtos de uso veterinario com registro vigente no
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA, 2013, SINDAN, 2017).
Dentre estes produtos, 607 (9,1%) s&o antimicrobianos, antibidticos e
antiparasitarios com uso autorizado em bovinos, suinos, caprinos, ovinos e/ou aves.
As classes que apresentam o maior numero de produtos registrados sédo
avermectinas (26,0%), B-lactdmicos (15,0%), aminoglicosideos (14,5%), tetraciclinas
(13,2%) e sulfonamidas (8,2%).

Quando os medicamentos quando ndo s&o utilizados corretamente, os

mesmos podem ndo serem eficazes levando a disseminacdo de doengas entre os
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animais, e também apresentar residuos nos alimentos acima dos valores maximos
permitidos de concentracdo, colocando em risco a saude humana (ANVISA, 2003).

Segundo Arantes (2011), nos ultimos anos o aumento do embargo de
produtos de origem animal provenientes do Brasil, em particular carne bovina, tem
aumentado devido a nao utilizagcdo de sistemas apropriados de identificagao,
marcacao e controle de qualidade do rebanho, além dos niveis de residuos de
farmacos veterinarios acima do maximo permitido por legislagéo.

A importancia de se estudar os efeitos causados pelos farmacos veterinarios
advém do modo que ele entra no nosso ambiente, podem contaminar aguas
subterréneas, solo, provocando a bioacumulagdo em organismos e plantas que sao
acumulados via cadeia alimentar (MIRANDA, 2016), e essa contaminagdo ocorre
pelas mas condi¢gdes de armazenamento dos produtos, por meio dos excrementos
dos animais ja que o esterco é muitas vezes lancado diretamente no pasto ou
empregado como fertilizante em terras cultivaveis sem nenhum cuidado prévio
(DIAZ-CRUZ et al., 2003; DURSO e COOK, 2014; GAO et al., 2015; SARMAH,
2006).

As principais fontes de introducdo dos farmacos de uso veterinario no
ambiente provem da disposigcdo de antibidticos empregados no tratamento
terapéutico dos animais e de horménios administrados para acelerar o crescimento
ou regular o sistema reprodutivo dos mesmos. O escoamento superficial e o
vazamento de fossas sépticas e aterros sanitarios também atuam como fontes de
dispersao desses micropoluentes (FAIRBAIRN et al., 2016).

Metabdlitos dos farmacos administrados em humanos e parte significativa ndo
metabolizada sdo excretados no esgoto doméstico e resistem aos processos
convencionais de tratamento de agua (STUMPF et al., 1999). As produgdes de
gado, aves, suinos, equinos, ovinos também contribuem com o aporte desses
compostos no solo, nas aguas superficiais e subterréneas, ja que sao utilizados
frequentemente como antibidticos, promotores de crescimento ou aditivos
alimentares. Outra rota de entrada de farmacos no ambiente aquatico é a disposicao
de residuos de industrias farmacéuticas em aterros sanitarios, que podem
contaminar a agua subterranea no entorno do aterro (BILA e DEZOTTI, 2003). As
principais rotas de entrada de farmacos veterinarios no meio ambiente s&o

apresentadas na Figura 1.
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Figura 1 - Diagrama esquematico das principais rotas de contaminag¢ao do solo por
farmacos de uso humano e veterinario
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Fonte: (PEREIRA, 2012.)

Com o solo contaminado com farmaco a lixiviagdo e o escoamento superficial
podem transportar esses residuos disseminando seu principio ativo e metabdlitos
atingindo os cursos d'agua contribuindo para a contaminagdo do ambiente
acarretando efeitos em organismos aquaticos como terrestres. Entre os impactos
ambientais associados a residuos quimicos farmacéuticos, pode-se destacar a
genotoxicidade, ou seja, quando causam alteragdes genéticas.

3.3lvermectina

O grande avango no controle de ecto e endoparasitos refere-se a descoberta
das lactonas macrociclicas que compreende as avermectinas e milbemicinas em
1979 (BURG et al.,1979).A diferenga entre elas é um substituinte monossacarideo
ou dissacarideo na posicdo 13 do anel macrociclico presente somente nas
avermectinas(DANAHER et al., 2006).As avermectinas foram obtidas naturalmente
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pela fermentacdo de fungos do género Streptomyces avermitilis (MAGALHAES et
al., 1985; LYNN, 1999). Nesse grupo encontram-se a ivermectina, abamectina e a
doramectina, entre outras drogas quimicamente relacionadas e usadas na medicina
veterindria e humana como antiparasitarios, e na agricultura como inseticidas
(BARRAGRY 1994, LANKAS et al. 1997). Dentro desse grupo de avermectinas a
Ivermectina que é uma lactona macrociclica que foi descoberta em 1975 por William
Campbell tem poder inseticida e vermicida e foi comercializada pela primeira vez em
1981 pela empresa Merck Sharp and Dohme (CHABALA et al. 1980, STEEL 1993).

Miller et al. (1979) através do resultado da separagdo cromatografica dos
componentes do extrato ativo da cultura do S. avermecitilis, identificaram quatro
componentes majoritarios, A1, Ay, B1 e By, no qual existe naturalmente uma série de
avermectinas homologas identificada como A1a, Atp, Aza, Azb, B1a, Bib, Bap € Boa. A
série do conjunto A se diferencia do conjunto B pela presenca de um grupo metoxila
no carbono 5 ao invés de um grupo hidroxila na mesma posicdo na serie B (OMURA
& CRUMP, 2004). Quanto as subclassificacbes 1 e 2, a e b, faz referéncia a
presenga de uma dupla ligagéo entre os carbonos 22 e 23 para 1 e a presenga de
um grupamento hidroxila com uma ligagdo simples no carbono 23 para 2 e, por fim,
a presenga de um grupamento sec-butil em a no carbono 25 e um grupamento
isopropil em b.

Figura 2- Estrutura da lvermectina
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Fonte: MOREIRA, 2014.
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A ivermectina é derivada da avermectina B1 (comercialmente conhecida
como abamectina, produzida naturalmente, € uma mistura de homdlogos e contém
80% de 5-O-dimetil-22,23-dihidro-avermectina A1a e 20% de 5-O-dimetil-25-di (1-
metilpropil)-22,23-dihidro-25-(1-metiletil) avermectina A1a que é o componente
secundario, também conhecidos com homdlogo B1a e homdlogo B1b. A ivermectina
€, entdo, produzida pela saturagdo de uma dupla ligagdo na posicdo C22-23
(DANAHER et al., 2006). Possuem como formulas moleculares CssH740+4 para a
ivermectina B1a e C47H72014 para a ivermectina B1b, com pesos moleculares de 875
e 861 g.mol”, respectivamente (EUROPEAN, 2007) como mostra a tabela 1.

Tabela 1- Homdlogos da Ivermectina

Ivermectina Grupo Férmula Massa
organico molecular molar
Homélogo CoHs CusH74014 875 g.mol™
B1a
Homélogo CHs C47H72014 861 g.mol”
B1b

Fonte: Autor, 2018

A ivermectina € um po cristalino branco, praticamente insoluvel em agua,
soluvel em etanol, metanol e ligeiramente soluvel em hexano, € um farmaco que
possui caracteristica lipofilica (solubilidade em agua de 4,0 pg L™") o que garante sua
elevada eficacia em baixas doses e se acumula principalmente no tecido adiposo, no
figado, e, em menor quantidade, no tecido cerebral (DAL BOSCO, 2012).

Atualmente existem aproximadamente mais de 180 medicamentos de uso
veterinario contendo as avermectinas como principio ativo. Estdo registradas mais
de 100 formulagdes a base de ivermectina, como medicamentos injetaveis, cutanea
e oral em diferentes concentragdes (SINDAN, 2017). A rota de administracdo da
Ivermectina afeta fortemente a farmacocinética por ter baixa solubilidade em agua, a
via de administragdo subcutdnea é mais eficiente seguida da oral (CANGA et al.,
2009). Atua no sistema nervoso dos parasitas através dos canais de cloro seu

mecanismo de agao esta na estimulagéo da liberagdo do neurotransmissor inibidor
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GABA (acido gama - aminobutirico) na fenda sinaptica entre inter neurénios do
cordao central e neurénios motores (BILL, 1993; McCALL et al., 1996).

Este antiparasitario € um dos mais utilizados no tratamento de varias infecgbes
por nematodos e artropodes que infectam animais domésticos e seres humano
devido seu elevado potencial de eficiéncia (LOURENCAO et al.2016).Em humanos
sua principal aplicagdo € no controle da filariase (KITZMAN et al., 2006). Sua agéo
se da no sistema nervoso central e na fungdo muscular, porém seu mecanismo de
acao nao afeta o sistema nervoso central por ndo ser capaz de atravessar a barreira
hemato-encefalica (GEARY, 2005; CANGA et al., 2009; CHITTRAKARN et al.,
20009).

Apesar da utilizacdo da ivermectina em doses recomendadas para ndo causar
danos a saude humana e manter a seguranga da cadeia alimentar, a demanda de
consumo deve ser monitorada nos alimentos de origem animal, principalmente nos
alimentos que estdo incluidos na dieta diaria, como é o caso do leite (ALVES, 2014).
Sabe-se que a ingestdo de altas dosagens da ivermectina pode ser toxica para os
seres humanos entdo foi estabelecida a quantidade da ingestao diaria aceitavel
(IDA) que pode ser ingerida sem causar risco para a saude.

Estudos demonstram que o uso extensivo da ivermectina na produgéo animal e
a sua entrada nos ecossistemas causam diversos impactos ao meio ambiente. No
ambiente terrestre afeta organismos como coledpteros e dipteros que estédo
presentes nas fezes de animais e auxiliam na decomposigdo e reciclagem da
matéria organica. Ja no solo, a ivermectina causa disturbios na reproducdo e
sobrevivéncia de outros organismos ndo alvos (artropodes). Nos ecossistemas
aquaticos a ivermectina afeta principalmente algas e crustaceos em doses muito
baixas (Oliveira et.al 2009).

lglesias e colaboradores (2006) avaliaram o impacto da ivermectina aplicada
ao gado e observaram nas fezes que durante 60 dias os niveis de ivermectina
permanecem elevados quando comparados. Os autores concluiram que a
ivermectina presente nas fezes contamina o estrume, além de atrasar a degradagao
de compostos organicos, podendo interferir no reciclo dos nutrientes do solo.

Segundo Oppel e colaboradores (2004) avaliaram a mobilidade da
ivermectina no solo e seu potencial de contaminagdo de agua subterrénea

observaram uma baixa degradacao da ivermectina obtendo resultados semelhantes
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aos obtidos por Sanderson e colaboradores (2007) também demonstraram que €

persistente no sedimento e causa impactos negativos ao meio ambiente.

Ferreira et al. (2012) realizaram uma ampla revisdo sobre os impactos da
Ivermectina, dos 35 trabalhos avaliados pelos autores observaram que 10 trabalhos
reportaram dados de residuos de antiparasitarios (avermectinas e albendazol), cinco

apresentaram resultados de amostras contendo residuos acima do LMR.

3.40rgidos responsaveis pelo monitoramento de residuos de farmacos

em alimentos

O monitoramento de residuos de farmacos veterinarios em leite é
regulamentado pelo Plano Nacional de Controle de Residuos Bioldgicos em
Produtos de Origem Animal (PNCRB-POA), um programa de monitoramento,
investigagéo e fiscalizagdo de residuos e contaminantes em produtos de origem
animal do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). Este
programa estabeleceu os limites maximos sugeridos pelo CODEX ALIMENTARIUS
para monitorar residuos de avermectinas em leite bovino, pois estes produtos sao
utilizados como uma ferramenta indispensavel para o controle de ecto e
endoparasitas que causam grandes prejuizos a pecuaria nacional. Além disso, as
lactonas macrociclicas séo essenciais a produtividade e competitividade no mercado
local e global de carnes (SOUZA e col, 2007, NETTO, 2005).

Temos também a Farmacopeia Brasileira que é o Cddigo Oficial Farmacéutico
do Pais, onde se estabelecem, dentre outras coisas, os requisitos minimos de
qualidade para farmacos, insumos, drogas vegetais, medicamentos e produtos para
a saude. Tem por finalidade promover a saude da populagédo, estabelecendo
requisitos de qualidade e seguranga dos insumos para a saude, especialmente dos
medicamentos, apoiando as agbes de regulagdo sanitaria e induzindo ao
desenvolvimento cientifico e tecnolégico nacional (FARMACOPEIA BRASILEIRA,
2010). E elaborada por meio de projetos de pesquisa, em parceria com
universidades credenciadas. Posteriormente, a Comissdo da Farmacopeia Brasileira
(CFB), nomeada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), homologa
os trabalhos desenvolvidos. A publicagao se da por meio de RDC, que oficializa a
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Farmacopeia para uso no territério brasileiro. A publicagdo, a revisao e a atualizagéo
séo, por for¢a de obrigagdes regimentais, fungdo da ANVISA.

Para a ivermectina a monografia oficial da farmacopéia ndo apresenta sessao
para medicamentos de uso animal. Por isso a monografia oficial da Farmacopéia
Britanica de 2009, Ph Eur monograph 1336 vem sendo adotada como guia para o
desenvolvimento de método para quantificagdo de farmacos veterinarios
considerando a resolugdo da ANVISA RDC n° 37, de 6 de Julho de 2009 que
estabelece que na auséncia de monografia oficial de matéria prima, formas
farmacéuticas, correlatos e métodos gerais inscritos na Farmacopéia Brasileira,
podera ser adotada na monografia oficial de outros paises (D.O.U - Se¢éo 1, n® 128,
Quarta-feira, 8 de Julho de 2009; BRITISH PHARMACOPOEIA, 2009).

O estudo de remocgédo do farmaco (lvermectina) € recente, pois seus efeitos
eram desconhecidos e de dificil quantificagdo. A importancia do seu estudo se da a
partir de que mesmo em quantidades pequenas, tem potencial de causar danos
severos a saude e ao meio ambiente, para os pesquisadores uma das grandes
preocupacdes foi o desenvolvendo de processos que promovam a remocao efetiva
de farmacos, junto com outros poluentes prioritarios, antes do seu descarte ao meio
ambiente. Entdo surgiram varias tecnologias avangadas de tratamento e uma delas
tem se destacado que séo os processos oxidativos avangados.

3.5 Processos oxidativos avangados

O processo oxidativo avangado tem atraido grande interesse de estudiosos,
porque sao capazes de eliminar compostos resistentes aos tratamentos primario
(fisico e quimico) e secundario (biolégico), podendo ser aplicadas a compostos
inorganicos ou organicos (biodegradaveis e ndo biodegradaveis) (PASCOAL et al.,
2007). Podem ser usados na remediagao do solo, producao de agua ultrapura, no
controle do odor, que podem estes ser empregados sozinhos ou juntamente de
outros processos fisico-quimicos e bioldgicos (KLAVARIOTI, 2009), por essas
vantagens vém sendo bastante empregados sendo utilizados sozinhos, mas
principalmente como pré-tratamento ou pos-tratamento de aguas residuais
(MOHAJERANI, 2009).
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Os Processos Oxidativos Avangados sdo baseados na geragao de radicais

hidroxilas (OH+) que tem alto poder oxidante e podem promover a degradagéo de

varios compostos poluentes de maneira rapida e nao seletiva, conduzindo a

mineralizagdo parcial ou completa do contaminante, estes processos visam a
eliminacdo de poluentes com baixa biodegradebilidade (DALLEGRAVE, 2012).

Segundo Andreozzi et al.,1999, a velocidade de reagdo do radical na

degradacdo de micropoluentes esta entre 10° a 10° mol™ L', e os mecanismos que

envolvem essas reacgdes, sdo a adigdo eletrofilica (Reagcdo 1 ), a abstragdo do

hidrogénio (Reacbes 2 e 3) e a transferéncia de elétrons (Reacéo 4):

-

Adicao eletrofilica: contém ligagdes 1 e resulta na formagdo de radicais
organicos que ocorre quando o substrato € um composto organico com

duplas ligagbes carbono-carbono (alcenos) ou anéis aromaticos:

*OH + Ce¢Hg — *CeHsOH Reacao 1
A / _OH
+0H =— A
R R R R

Fonte: Nogueira, et al 2007.

Abstragcdo do atomo de hidrogénio: a reagado ocorre quando os radicais
hidroxila formados sédo capazes de oxidar compostos organicos por abstragao
de hidrogénio, gerando radicais organicos (Reagdo 2). E posteriormente
ocorre adigcdo de oxigénio molecular formando radical peroxido (Reagao 3),
intermediarios que iniciam reagdes térmicas em cadeia levando a degradagéao

até CO,, agua e sais inorganicos:

OH +RH — R + H,O Reacéao 2
R+ O,— RO, Reacéo 3

Transferéncia de elétrons: a reacdo ocorre quando a adi¢do eletrolitica e
abstracdo de hidrogénio s&o desfavorecidas, como no caso de
hidrocarbonetos clorados:
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OH + RH — RX™" + H,0 Reacao 4

O processo oxidativo vem atraindo grande interesse por ser mais sustentavel em
longo prazo devido a seu elevado poder oxidativo (E, = 2,8 V), o radical hidroxila
pode reagir com uma grande variedade de classes de compostos e pode ser gerado
por diferentes POA, e estes podem ser classificados em sistemas homogéneos ou
heterogéneos, com a auséncia ou a presenga de catalisadores na forma sdlida
(PAZ, 2006). Dentre os processos heterogéneos irradiados destaca-se a fotocatalise
heterogénea, enquanto no processo homogéneo néo irradiado destaca-se o Fenton
(MUNTER, 2001).

3.5.1 Fotocatalise Heterogénea

A fotocatalise é classificada como uma tecnologia sustentavel e a reagao
quimica séo baseadas na absorgao direta ou indireta da radiacao ultravioleta, visivel
ou infravermelha por um fotocatalisador que absorve a luz e esta envolvido na
transformagao quimica dos componentes da reagado, devendo se regenerar apds
cada ciclo de interagdes. Na interface solugao/catalisador, ocorre a formagao de
radicais OHe, que podem ser produzidas a partir de oxidantes, tais como H,O; ou Os.

Os sistemas heterogéneos se diferenciam dos homogéneos devido a
presenca dos catalisadores semicondutores ativado por radiagédo UV (luz solar ou
artificial) em processos de oxido-redugao para a producao de radicais hidroxila. O
TiO, , entre outros semicondutores como Cds, ZnO, WO3 ,ZnS, FeO3 , agem como
semicondutores em processos de oxidagao e redugdo mediados pela luz devido a
sua estrutura eletronica.

De maneira geral, o processo se baseia na ativagdo de um fotocatalisador
(semicondutor inorganico), que absorve energia do féton maior ou igual a energia do
“‘band gap” (quantidade minima de energia requerida para excitar o elétron) do
semicondutor para provocar a transi¢do eletrénica.O elétron, sob irradiagédo, é
promovido da banda de valéncia (BV) para a banda de conducdo (BC) formando
sitios oxidantes e redutores que catalisam reagdes quimicas, oxidando compostos
organicos até CO, e Hy0, e reduzindo metais dissolvidos ou outras espécies
presentes (ZIOLLI; JARDIM, 1998) como mostra a Figura 3.
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Essas reag6es podem ocorrer por meio da oxidagado de substratos na lacuna
ou através de radicais hidroxilas produzidas no mesmo sitio oxidante ou por meio da
reducdo do oxigénio na banda de condugéo (ZIOLLI E JARDIM, 1998). Algumas
classes de compostos passiveis de degradacdo por fotocatalise sédo alcanos,
cloroalifaticos, alcoois, acidos carboxilicos, fendis, clorofendis, herbicidas,
surfactantes e corantes. Além de contaminantes organicos, compostos inorgénicos
como HCN e H,S também sé&o passiveis de fotooxidagéo, sendo destruidos com boa

eficiéncia com relagdo aos métodos de oxidagao convencionais.

Figura 3- Mecanismo para a fotoativagao de particula semicondutora
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Fonte: (TEXEIRA; JARDIM,2004)

3.5.2 Semicondutor e forma de imobilizagao

De acordo com Nogueira, Jardim (1998) existe diversos semicondutores
capazes de gerar OHe, porém o TiO, (didxido de titédnio) é o mais ativo e por reunir
as seguintes caracteristicas: baixo custo, pode ser insoluvel na maioria das
condigbes, nao toxico, e apresenta fotoestabilidade e estabilidade quimica em uma

ampla faixa de pH, valor de band-gap ideal para utilizagdo com radiagao UV-VIS.
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O diéxido de titanio € um oéxido polimérfico, um po ultrafino variando de 50 a
100 nm o tamanho de suas particulas, apresenta trés formas cristalinas diferentes:
anatase (tetragonal), rutilo (tetragonal) e brookite (ortorrdmbica), sendo as duas
primeiras as mais comuns em estudos sobre fotocatalise (TEXEIRA & JARDIM,
2004). Estas formas de TiO, podem ser minerais naturais ou podem ser preparadas
sinteticamente. No entanto, somente as fases anatase e rutilo sdo produzidas
comercialmente (SALEIRO et al 2010).

Segundo Nogueira, Jardim (1998), muitos catalisadores tém sido testados,
sendo o diéxido de titdnio, na forma cristalina anatase apresentou caracteristicas
melhores, como alta estabilidade, bom desempenho e baixo custo, possibilidade de
ativagdo por luz solar, apresenta insolubilidade em agua, estabilidade quimica numa
ampla faixa de pH, possibilidade de imobilizacdo em sdlidos, baixo custo,
possibilidade de reutilizagdo, e auséncia de toxicidade.

A principal razdo para a elevada atividade catalitica do TiO, deve-se a sua
capacidade para gerar radicais hidroxila (OH’), os quais sao fortes oxidantes que
atacam as moléculas até degrada-las (BRITO,2012).

Sao varios os fatores que influenciam na atividade de um catalisador como:
area superficial, morfologia do cristal, recombinagéo elétron/lacuna entre outros. No
entanto, apesar de o TiO, ser considerado o semicondutor mais fotoativo, a
recombinagao elétron/lacuna €& apontada como o principal limitante para o
rendimento total do processo. Um dos grandes desafios na utilizagdo do TiO, em
suspensao no tratamento fotocatalitico € por ele ser um po fino fica suspenso no
reator fotocatalitico o que dificulta o processo, por isso a imobilizacdo de suas
particulas proporcionara uma facilidade na recuperacdo e reutilizagdo, além de
manuseio mais facil. Segundo Mozia et al. (2005), a imobilizagdo do TiO,
proporciona menos opacidade no meio reacional o que favorece a penetragao da
luz.

Para a preparagao de catalisadores suportados, sdo diversa técnicas e uma
delas e a impregnacgédo, que consiste em imergir o suporte numa solugdo do
componente ativo, evaporar o solvente e em seguida, calcinar a fim de decompor o
precursor, depositando assim o catalisador em toda a superficie do suporte. Este
método envolve trés etapas que sdo: o contato do suporte com a solugéo por certo
periodo de tempo, para completa homogeneizagédo, a secagem do sistema para a
remocao dos solventes e por fim, a ativagdo do catalisador através da calcinagao,
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reducdo ou outro processo de tratamento apropriado (RODRIGUES et al., 2007,
CHING et al., 2004). Entre as vantagens de se imobilizar o TiO; esta a possibilidade
de se reutiliza-lo por iniumeras vezes, ja que 0 mesmo ndo perde sua eficiéncia
fotocatalitica e obviamente a eliminacdo da etapa de remog¢ao do mesmo permite

Essas substancias de suporte como vidro, alumina deve apresentar
caracteristica como: resisténcia a ambientes oxidantes, ser transparente a radiagcao
UV e facilitar o contato entre o poluente e o fotocatalisador, que deve estar
fortemente aderido no suporte selecionado.

A utilizagdo de macromoléculas de polissacarideos tem apontado para o uso
de microesferas como um suporte poroso para materiais com hibridizacdo com
énfase na area da catalise. E a quitosana tem apresentado vantagens como suporte
em lugar de polimeros sintéticos (TORRES, 2013).

A quitosana é um polissacarideo obtido da desacetilagdo alcalina da quitina
que é o componente orgénico mais abundante na estrutura dos exoesqueletos de
muitas das classes dos invertebrados. A quitosana também tem sido utilizada no
suporte de diversos materiais, como ZnO, Au, CeO,, para adesao de biomoléculas,e
também na imobilizagao de TiO, em esferas para uso em fotocatalise. O formato de
esfera proporciona uma melhor caracterizagado superficial, tonado promissor para

uso em fotocatalise heterogénea em meio aquoso.
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4, MATERIAL E METODOS

4.1 Local da Pesquisa

O sistema experimental foi projetado e monitorado nas dependéncias da
Estacao Experimental de Tratamento Biolégicos de Esgotos Sanitarios (EXTRABES)
pertencente a Universidade Estadual da Paraiba (UEPB), localizada na cidade de
Campina Grande (latitude 7° 13’ 11” Sul e longitude 35° 52’ 31” Oeste, com uma
altitude média de 550 m acima do nivel do mar), situada na zona do Agreste do
Estado da Paraiba.

4.2Etapas de desenvolvimento do trabalho

O desenvolvimento do trabalho proposto foi realizado em 3 etapas. A primeira
consistiu na construgado do reator a ser utilizado nos ensaios de degradacgao, assim
como no desenvolvimento e validagdo da metodologia analitica. Na segunda etapa,
foram realizados ensaios de otimizagdo do melhor pH, tempo e quantidade do
catalisador para os ensaios no reator, e na terceira etapa foram os ensaios de
degradacgao da ivermectina por processo oxidativo com didxido de titénio sintetizado
na forma de esferas e UV/H,O,. Nesta ultima etapa foram avaliados parametros
como: pH do meio reacional, condutividade e potencial redox conforme métodos
preconizados por APHA (2005). As medicdes de pH, condutividade foram realizadas
com os seguintes equipamentos: pHmetro (Tecnal Tec 3MP) e condutivimetro (mCA
150P).

4.3Descrigao geral do sistema experimental

Os ensaios de degradacao foram realizados, em escala de bancada, em um
reator fotocatalitico projetado para operar em regime continuo com recirculagao da
fase liquida. O mesmo composto por um cano de PVC (A) de 70 cm de altura e 30
cm de didmetro, onde foram acopladas 4 |lampadas germicidas medindo 60 cm de
comprimento de 15 W cada, com emissé&o de radiagdo UV no comprimento de onda
de 254 nm. Vale ressaltar que a intensidade luminosa (medida no reator
fotocatalitico) gerada pelas 4 lampadas germicidas foi de 4,46 mW/cm? essa
radiacdo foi medida por um radiémetro 9811 (Cole Parmer, EUA) previamente
calibrado em 254 nm.
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No interior do reator foi acoplado um tubo de quartzo com 50 cm de altura e 4,4
cm de didmetro (B). Também fazia parte do sistema experimental um tanque de
equalizagao (C), onde foi adicionada a agua de estudo, e uma bomba peristaltica (D)
que foi utilizada para promover a recirculagdo continua da fase liquida, a qual
passava pelo tubo de quartzo contendo as esferas de TiOz/Alumina. Ademais, a
bomba proporcionava a turbuléncia adequada para as esferas permanecerem
suspensas. Por fim, para controlar a vazdo da bomba (4,5 L/min), utilizou-se um
regulador de tensdo (E). Na Figura 4 apresenta-se o desenho esquematico do
sistema experimental.

Na segunda etapa do experimento, na qual foi utilizado o sistema UV/H,0,
como catalisador, 5 mM do peréxido de hidrogénio foram adicionados diretamente
na solugéo que estava no tanque de equalizagéo, contaminada com a Ivermectina..

Figura 4- Desenho esquematico do sistema experimental

(A): Cano PVC (B): Tubo de quartzo (C): Tanque de equalizagao (D): Bomba peristaltica (E):
Regulador de tensao.
Fonte: (Autor, 2018)
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4.40timizagcao dos parametros

Para o inicio dos ensaios de degradacgéao, fez-se necessaria a realizagdo de um
ensaio-teste o qual possibilitou estimar os parametros 6timos de operagcédo para a
degradagao da lvermectina.

4.41 Reator fotocatalitico tipo tanque

Os ensaios testes foram executados em um reator do tipo tanque composto
por uma camara de madeira, com volume de 0,39 m?, sendo 0,65 m de altura, 1 m
de comprimento e 0,60 m de largura. Vale ressaltar que a camara possuia trés
ldmpadas germicidas (tipo FL T8 de 15 W cada, que emitem radiagcdo UV no
comprimento de onda de 254 nm), para a medigao da irradiagdo das lampadas, foi
utilizado um radiémetro, e o sensor do aparelho foi posicionado ao centro do reator
apoés as lampadas serem ligadas. Complementando o sistema, uma mesa agitadora
da Tecnal TE-141 com o objetivo homogeneizar as esferas e manter o meio
reacional oxigenado,a mesma foi colocada dentro da camara de madeira e comporta
12 erlenmeyers, foram colocado 20 mL da agua de estudo contaminada com
ivermectina em cada recipiente e a superficie dos recipientes se encontrava a uma
distancia de 10 cm das lampadas,

Foram realizados ensaios, a fim de se verificar qual pH e quantidade 6tima
do catalisador para a degradacédo da lvermectina. Primeiramente, realizou-se o
teste variando o pH da solugdo e a quantidade de catalisador em 20 mL da agua de
estudo contaminada com ivermectina. O pH trabalhado foi de 3,7,9,11 e a
quantidade de catalisador(esferas) foi de 0,1g; 0,15g e 0,2g. As melhores condi¢des
encontradas foram pH = 9 e 0,159 de catalisador, que foram utilizado no reator
esquematizado na Figura 4, adequando essas condi¢gbes para um volume maior.

O ensaio com UV/H;0O, foi realizado para efeito comparativo nas mesmas
condigbes que o ensaio com as esferas, porém com a adigdo de 5% de perdxido de
hidrogénio a agua de estudo contaminada com lvermectina.

O catalisador utilizado no primeiro ensaio foi o dioxido de titanio (TiO2), um po
branco que pode ser utilizado suportado ou em suspensdo, o mesmo foi utilizado
sintetizado na forma de esferas, por ser de facil recuperacao e reutilizagao. Apos a
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preparacao das esferas foram utilizadas 15 g das esferas e colocadas dentro do
tubo de quartzo, localizado no interior do reator.

4.4.2 PRODUGAO DAS ESFERAS DE TIO,/ALUMINA

As esferas foram produzidas e caracterizadas por Lima (2018), no laboratério da

EXTRABES. A preparacao foi realizada em trés etapas, a saber:
(1) PREPARACAO DO GEL

Para a preparagao do gel foram pesados 5,13 g de sulfato de aluminio em
quatro béqueres, em seguida transferido para um béquer de 100 ml contendo 30 ml
de agua destilada, e adicionado hidréxido de aménio formando um precipitado
branco gelatinoso. O precipitado foi centrifugado por trés vezes a 1938,6 G por 15
mim, ao termino de cada centrifugagao foi retirado o sobrenadante e descartado, e o

precipitado foi lavado com agua destilada para eliminar o excesso de amoénia.

(2) PREPARAGAO DA SOLUGAO VISCOSA

Em outro béquer foi pesado 0,875 g quitosana que foi dissolvida em 50 ml
de acido acético 5% v/v, essa solugdo permanece por 20 minutos em um agitador
magnético em agitagédo para obtencdo de uma solugéo viscosa incolor.

(3) FORMACAO DAS ESFERAS

No béquer contendo o gel, foram adicionados 150 uL acido nitrico e 1,5 g
diéxido de titanio, e a solugdo viscosa foi adicionada aos poucos até obter um
volume final de 30 ml. Em seguida, preparou-se uma solugédo 50% v/v de hidroxido
de aménio e agua, esta solugéo sera responsavel pela coagulagao das esferas.

As esferas foram preparadas a partir da mistura compodsita de
TiOo/Alumina e gotejada em uma solugdo coagulante bifasica que permite o
amortecimento da gota e em seguida coagulagdo para formacdo da esfera. A
solugéo bifasica compreende uma mistura heterogénea de duas fases: uma fina
camada de cicloexano, que promove o amortecimento das esferas, e a fase de
coagulacédo formada por 300 ml de uma solugéo 50% v/v de hidroxido de amdnio.
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O gotejamento € realizado por uma bomba peristaltica, com uma
mangueira siliconada de 1,1 mm de didmetro. Apdés gotejamento da mistura
composita de Alumina/TiO,, as esferas sdo recolhidas através de uma peneira,
colocadas em placas de Petri, e levadas para estufa a 100° C por 24hs, depois do
tempo de secagem, sao colocadas na mufla onde sao calcinadas a 700°C com taxa
de aquecimento de 5°C durante 2 horas com taxa de resfriamento de 30°C min™, as
esferas possuem didmetro 2 mm apds a calcinagao.

4.5Validacao do método

Os métodos utilizados nesse trabalho foram adaptados da British Pharmacopeia,
2009, que recomenda o uso da cromatografia liquida de alta eficiéncia para validar o
método de determinacdo da Ivermectina.

Para a validagdo do método foi utilizado um Cromatografo Liquido de Alta
Eficiéncia - UHPLC 3000 - da marca Thermo Scientifc, acoplado a um Espectrometro
de Massas - LCQ Fleet, para definir a proporgéo de constituintes na fase moével e as
concentragdes inicial e final de lvermectina apds o processo fotocatalitico.

O documento DOQCGCRE - 008, 2011, do INMETRO descreve que a curva de
calibragao deve conter de seis a oito niveis de calibragdo. Inicialmente, foi preparado
uma solugéo padrao de lvermectina na concentragcado de 10 mg/L em agua para ser
utilizado no cromatografo liquido a partir da solugédo estoque preparada em metanol .
A partir desta solugéo, diluigbes foram feitas a fim de se obter as seguintes
concentragdes: 100, 250, 500, 750, 1000, 2000 e 3000 pg/L.

Foram otimizados os parédmetros de operacdo do espectrometro de massa e,
em seguida, do cromatégrafo. Na tabela 2 sdo apresentados os parametros
utilizados na anadlise e determinagéo de lvermectina antes e apds os ensaios de
degradacgao.
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Tabela 2- Parametros de operacdo do Espectrbmetro de Massas e do
Cromatografo.

Espectrometro de Massas e Cromatografo

Polarizacao ESI +
Voltagem do spray 5000 V
Temperatura do vaporizador 378°C
Temperatura do capilar 350°C
Comprimento de onda da lampada 254 nm
Coluna cromatografica Fase reversa C18, 150 x 2.1 mm, 3 um
Modo de eluigao Isocratico
Fase movel 30% de H,0O/ 70%Metanol
Vazdo do eluente 0,2 mL/min
Volume de injegao 50 pL
Temperatura da coluna 50°C
Temperatura do amostrador 30°C
Gases utilizados Nitrogénio e Hélio

Fonte: Autor, 2018.

A definicdo do método de analise da lvermectina, nas condigbes analiticas

encontradas, foi executada nas seguintes etapas:

4.5.1 Curva de Calibragao

Foram preparados sete padrdées nas concentragées 100, 250, 500, 750, 1000,
2000 e 3000 pg/L, diluidos em agua Mili-Q e reaizada a curva de calibragdo.A
otimizacdo da metodologia permitiu avaliar os seguintes parametros: temperatura do
forno, a temperatura da célula do detector, composigcéo e fluxo da fase movel e

comprimento de onda.
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4.5.2 Otimizagao dos parametros do espectrometro de massas

Para otimizar as condigées no espectrdmetro de massas foram feitas infusdes,
ou seja, injecao direta no espectrometro de massas com solugéo analitica padrao
individual de 1,0 mg/L da Ivermectina. A partir das infusées, foram definidos: o modo
de ionizagado da fonte (eletrospray positivo ou eletrospray negativo), a voltagem do
cone e a energia de colisdo, a temperatura da fonte, a temperatura e a vazao do gas
de dessolvatagdo para secagem do solvente e a voltagem do capilar e do cone
extrator. Apos a definicdo destas condigdes, foram selecionados os ions a serem
monitorados para quantificacdo da ivermectina. Uma vez definidas as melhores
condicdes foi feita a validagdo do método. Neste trabalho, os parametros utilizados
para a validagdo dos métodos analiticos foram: curva analitica, linearidade, limite de
deteccao, limite de quantificagéo, exatidao (recuperacgéo) e precisao (repetitividade e
precisao intermediaria) (BRASIL, 2003; RIBANI et al., 2004; INMETRO, 2003).

A validagdo foi realizada com base na Resolugdo ANVISA RE n° 899, de
29/05/2003. E uma exigéncia na pratica de andlises quimicas, e tem como objetivo
demonstrar que o método é apropriado para a finalidade pretendida, ou seja,
garantir, através de estudos experimentais, que o método atenda as exigéncias das
aplicagbes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados (EURACHEM,
1998; BRASIL, 2003).

4.6Ensaios de Degradacao

Para a realizagdo dos ensaios, foi preparada uma solugédo de 100 mg/L com a
Ivermectina (dihidroavermectina B4, + 22,23-dihidroavermectina B4,), marca Sigma-
Aldrich®, 90% pureza, CAS: 70288-86-7 . A solucdo de Ivermectina foi diluida em
metanol HPLC grau gradiente marca MERCK, pureza 99.9 %, armazenada em
frasco Ambar e estocada no refrigerador (T = 4 °C).

Para cada ensaio foi necessaria a preparacao de 2 litros da agua de estudo
contaminada com 1 mg/L de lvermectina, ou seja, adicionou-se uma fragdo do
volume 1500 mL de agua destilada em um baldo de 2000 mL e 20 mL da solugdo
estoque (100 mg/L), por fim completou-se e aferiu-se o baldo. Para ajustar o pH=9

foram utilizadas o Acido Cloridrico 1N e o Hidréxido de Sodio 1N.
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O ensaio com o peroxido de hidrogénio foi realizado para efeito de comparacéo,
e utilizou o peroxido de hidrogénio na concentragcdo de 5mM na presenga de
radiacao ultravioleta, nas mesma condi¢des do ensaio realizado com as esferas.

Em todos os ensaios de degradacao do farmaco, as lampadas UV eram ligadas
com antecedéncia até atingirem o comprimento de 254 nm. Ap6s 30 minutos, as
ldampadas eram desligadas para que as esferas fossem colocadas dentro do tubo de
quartzo e, posteriormente, ligadas para que o ensaio fosse iniciado.

As amostras eram coletadas em tempos pré-determinados, a saber: 10, 20, 30,
40, 60, 80, 100, 140 e 180 minutos. Ao final do tempo de degradacédo desejado
media-se o pH do meio, a condutividade e o potencial redox, e cada amostra
coletada era filtrada com microfiltro de fibra de vidro (Schleicher & Schuell GF 52-C,
de 0,45 pm) de porosidade, para remogao da maior parte de TiO, da solugdo. As
amostras foram condicionadas em vials (2 ml) e submetidas a analise

cromatografica.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1Validacao do Método

A validagao deve garantir, por meio de estudos experimentais que o método
analitico desenvolvido atenda aos seus propositos em conformidade com as
exigéncias das aplicagdes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados
(ANVISA, 2003).

Os parametros encontrados para a validagdo do método foram: especificidade
- seletividade, linearidade, precisao, limite de deteccao, limite de quantificagao,
intervalo e exatiddo, que a seguir serdo apresentados.

5.1.1. Especificidade-seletividade:

E a capacidade que o método possui de detectar e discriminar o analito de
interesse na presenga de outros componentes da matriz tais como impurezas,
produtos de degradagdo e componentes da matriz. Além disso, se a seletividade néo
for verificada, outros parédmetros, como a linearidade, a exatiddo e a preciséo,
podem ser comprometidos (INMETRO, 2011; RIBANI et al., 2004).

O modo de varredura utilizado foi o Select lon Monitoring (SIM), o que permite
o ion ser previamente selecionado pelo operador tornando o método seletivo. O
método foi considerado seletivo, pois obedece as recomendagdes da Resolugao -
RE n° 899, de 29 de maio de 2003 da ANVISA, que considera a seletividade através
da coleta do composto de interesse por técnica cromatografica.

5.1.2. Linearidade:

E a capacidade de um método analitico de demonstrar que os resultados
obtidos séo diretamente proporcionais a concentragcdo do analito na amostra, dentro
de um intervalo especificado, sdo necessarios no minimo 5 de concentragdo para
construi-lo. A regressao linear dos pontos nesse grafico nos fornece a curva
analitica (INMETRO, 2011).

Para construcdo da curva de calibragao, foram preparados 7 padrées a partir
de uma solugéo estoque de 10 mg/L com agua purificada obtida em sistema Milli-Q,
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apos esta etapa foram feitas seis injegbes no HPLC-MS para cada padrdo de
diferentes concentragbes. A Tabela 2 a seguir apresenta as concentragdes e a
média das inje¢des para cada padréo.

Tabela 3 - Concentragbes dos padrées e a média das injegoes

Concentragao (ug/L) Média para as 6 inje¢oes
100 1859
250 3236
500 9327
750 22268
1000 27626
2000 49555
3000 90914

A linearidade foi avaliada tomando como referéncia o R? da curva de
calibragdo que foi 0,9834, atendendo ao critério de validagdo da ANVISA (R*> 0,99 )
(ANVISA 2012), indicando uma menor dispersdo dos dados experimentais e
consequentemente uma boa linearidade. A curva de calibragdo foi construida
utilizando a area média das injegbes de cada concentracdo em fungdo da
concentragao teorica. A equacgao da reta obtida foi de y = 29,968x - 3362,4.

Figura 5- Curva de calibracao para a Ivermectina para HPLC
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5.1.3. Precisao

A precisdo € a medida que avalia a concordancia entre os valores
experimentais obtidos pela execugdo repetida do procedimento em uma mesma
amostra em condigbes definidas. Para obtencdo deste pardmetro procedeu-se com
o método da Repetitividade (precisdo intra-corrida) com 6 repeticobes de cada
concentragao descrita na Resolugédo n° 833 de 2003 da ANVISA.

A precisdo de um método analitico pode ser expressa como o desvio padrao
ou desvio padréo relativo (coeficiente de variagdo) de uma série de medidas.

Assim temos:

ppr= 2P o 100%
~ CMd 0

Em que, DP é o desvio padrdo e CMd a concentragao média determinada.

Tabela 4- Valores de concentragéo, area, média de inje¢des, desvio padrao e

coeficiente de variaggo.
Area

Conc. 1° 2° 3° 4° 5° 6° Média Desvio CV%
(nall) padrio

100 1501 1604 1873 1923 2431 1822 1859 324,36 17,45

250 3098 2746 29,07 3685 3481 3496 3236 373,28 11,54

500 9351 8716 9722 9479 9719 8974 9327 407,78 4,37

750 24510 22862 21909 19332 22150 22845 22268 1.701,60 7,64

1000 31653 26282 27924 24649 27093 28155 27626 2.346,74 8,49

2000 48300 49610 49575 49502 48007 49105 49555 624,13 1,26

3000 80867 89848 89303 84578 114045 86847 90914 11.801,61 12,98



41

Verificou-se a concordancia dos dados frente a analise de amostras
submetidas as mesmas condigbes de analise: analista, equipamento, mesmo
laboratdrio, estando dentro das normas estabelecidas pela ANVISA (2003), pois é
aceitavel uma precisdo de até 20% para matrizes complexas, sendo assim, o
meétodo apresenta boa preciséo, pois a preciséo ficou na faixa de 1,26 a 17,45%.

5.1.4. Exatidao

A exatiddo de um método analitico € a proximidade dos resultados obtidos
pelo método em estudo em relagdo ao valor verdadeiro. Esse parametro deve ser
verificado a partir de, no minimo, 9 (nove) determinagées contemplando o intervalo
linear do procedimento, ou seja, 3 (trés) concentragdes, baixa, média e alta, com 3
(trés) réplicas cada. A exatiddo é expressa pela relagdo entre a concentragdo média

determinada experimentalmente e a concentragao tedrica correspondente.

Assim temos:

. Concentragdo média experimental
Exatidio = — — X 100%
Concentragdo tedrica

Tabela 5- Valores area do pico, concentragédo do analito e exatiddo

Exatidao

Conc.
Teérica Conc.1 Conc.2 Conc.3 Conc.4 Conc.5 Conc.6 Média Exatidao

(Hg/L)

250 175,516 203,448 205,233 234,358 260,547 195,223 212,39 84,95

1000 1154,888 978,106 1032,146 924,361 1004,822 1039,750 1022,345 102,23

3000 2741,844 3070,347 3611,958 2896,884 3866,776 2971,580 3193,231 106,44
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Adotou-se como critério de aceitacdo o intervalo de exatidao de 80-120%, conforme
foi estabelecido pela ANVISA (2003).

5.1.5. Limite de Detecgao

E a menor quantidade do analito presente em uma amostra que pode ser
detectada, porém ndo necessariamente quantificada, sob as condigbes
experimentais estabelecidas. O limite de detecgdo é estabelecido por meio da
analise de solugdes de concentragdes conhecidas e decrescentes do analito, até o
menor nivel detectavel. Desta forma foram desenvolvidas trés curvas de calibragéo
com os padrées de 100, 250 e 500 ug/L, e em seguida obtidas de cada curva uma

equacéo da reta, como apresentado na Figura 7.

Figura 6- Curvas para obtencéo do limite de detecgao
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Fonte: Autor, 2018

Emprega-se agora na formula as equagdes das retas obtidas para calcular o
limite de deteccéao
LD DPa 3
= ——X
IC
Em que, DPa é o desvio padrao do intercepto com o eixo do Y de no minimo

3 curvas de calibragdo construidas contendo concentragbes proximas ao suposto
limite de quantificagado, IC é a inclinagdo da curva de calibragéo.
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Tabela 6- Dados para o calculo do limite de detecgéo
I ————————————

Parametro Valor

Coef. Linear curva A

962,35
Coef. Linear curva B
1261,5
Coef. Linear curva C
372,98
Desvio padrao entre Coef. 452,09
Linear das curvas A, B e C.
Coef. Angular da curva de
29,983

Calibragao

Fonte: Autor, 2018

Segue:

452,09
~ 29,983

X 3

LD = 45,23 pg/L

Desta forma 45,23 pg/L € a menor quantidade detectavel de Ivermectina para
este método. Os dados usados para determinar o limite de quantificagdo sdo os

mesmos que o do limite de deteccéo.
5.1.6. Limite de Quantificagao

E a menor quantidade do analito em uma amostra que pode ser determinada
com precisao e exatidao aceitaveis sob as condi¢cdes experimentais estabelecidas, é
um parametro determinado, principalmente, para ensaios quantitativos de
impurezas, produtos de degradagcdo em farmacos e produtos de degradacdo em
formas farmacéuticas e é expresso como concentragcdo do analito (por exemplo,
porcentagem p/p ou p/V, partes por milhdo) na amostra.
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O limite de quantificagcdo € estabelecido por meio da analise de solugdes
contendo concentragbes decrescentes do farmaco até o menor nivel determinavel
com precisao e exatidao aceitaveis. Pode ser expresso pela equacao 1.

LQ = DPIle Equagéo 1

Em que, DP é o desvio padrdo do intercepto com o eixo do Y de, no minimo,
3 curvas de calibragdo construidas contendo concentragdes do analito proximas ao
suposto limite de quantificagéo, IC € a inclinagdo da curva de calibragéo.

Segue:

_ 452,09

Lo = 29,983

X 10

LQ = 150,78 ng/L

Observa-se entdo, que 150,78 pg/L correspondem a quantidade minima de

Ivermectina que pode ser quantificado por este método com exatidao e precisao.
5.2ENSAIO DE DEGRADACAO

O ensaio de degradacao foi realizado em um reator fotocatalitico, foram
tratados 2 litros da solugéo contendo o farmaco na concentragédo de 1 mg/L e pH =9
que foi escolhido apdés o teste de otimizacdo de parametros, cada amostra foi
coletada em diferentes tempos, o reator possui 4 lampadas de radiagao UV com
emissao de 254 nm, um tubo de quartzo no seu interior. Foram realizados dois
ensaios um com esferas de TiO, /Alumina e o outro UV/H,0,, todos nas mesmas
condig¢oes, o experimento com UV/H,0, foi realizado para efeito comparativo e ndo
obteve resultados muito diferente do com as esferas.

No primeiro ensaio utilizou 15 gramas de esferas e o pH da agua de estudo
contaminada com Ivermectina foi de pH= 9, que foi ajustado com solugdes diluidas
de HCl e NaOH. O segundo ensaio foi realizado nas mesmas condi¢des do primeiro,
utilizando o peroxido de hidrogénio na concentragdo de 5mMol. A figura 7 mostra a

comparacgao dos dois experimentos.
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Figura 7- Degradacgao de ivermectina por fotocatalise com esferas de TiO,/Alumina
e peroxido de hidrogénio
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Observa-se que a degradagdo em ambos o0s ensaios foi elevada nos
primeiros 10 minutos de reagao, apresentando uma queda a partir de 20 minutos
mantendo-se constante. A eficiéncia de degradagdo com as esferas de TiO,/Alumina
foi elevada ultrapassando 70% na oxidagdo do composto.

De acordo com Dal Bosco (2012) que utilizou o TiO, suspenso obteve uma
taxa de degradagao elevada no inicio da reagao, apresentando uma queda a partir
de 60 s. E possivel que isso ocorra devido & formacgdo de subprodutos que passam
a competir com as moléculas de ivermectina pelos radicais hidroxila.

Na degradacao de ivermectina por meio do processo de peroxidagao assistida
por radiagao ultravioleta (UV/H,0,), a degradacdo de ivermectina ocorreu também
nos primeiros 10 minutos de reacdo degradaram-se mais de 65% de ivermectina,
apos esse periodo, a taxa de reagéo tornou-se constante e muito baixa. Resultados
semelhantes foram obtidos por Elmolla e Chaudhuri (2009), que avaliaram a
degradacgao dos antibiéticos beta-lactdmicos amoxicilina, ampicilina e cloxacilina em
solugdo aquosa pelo processo de peroxidagdo e observaram que a maxima

degradacgao dos farmacos ocorreu nos primeiros minutos de reagao.
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De acordo com Dal Bosco (2012) com a concentragdo de 5 mM de H;O, as

remogdoes foram superiores a 65%, no inicio da reagao.
5.3PARAMETROS MONITORADOS NO PROCESSO DE DEGRADAGAO
5.3.1 Potencial Hidrogenidnico (pH)

Conforme observado na Figura 8, houve uma variagao significativa do pH em
funcdo do tempo. Apds 40 minutos de oxidagao para o ensaio com as esferas e com
(UV/H202) no reator fotocatalitico se obteve pH &cido. Entdo com o aumento do
tempo de oxidagao no reator houve uma redugao do pH, essa redugao do pH pode
ser explicado de acordo com o principio de ativagdo da molécula do semicondutor,
onde ocorre a quebra da molécula da agua gerando radicais hidroxilas e liberando
ions H+acidificando o meio.

Figura 8- Variagéo do pH em funcdo do tempo utilizando as esferas de TiO,/Alumina
e (UV/H20,) em um reator fotocatalitico

—a— pH esferas
9- —o— pH H202

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Tempo(min)
Para os dois ensaios os resultados iniciou-se com pH 9 e em 30 minutos de

ensaio apresentam pH 7 para ambos, apds nota-se para o teste com UV/H,O, uma

diminuigdo do pH até 3,8, ja para as esferas o menor valor fica entre 5,0 e 5,5. A
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taxa de fotdlise do H,O, pode ser influenciada pelo pH, sendo mais efetiva em pH
alcalino que foi 0 que apresentou maior capacidade de degradagéo ao longo dos 10
minutos de oxidagao, apos esse tempo manteve-se constante a degradagao isso é
explicado pois em meio neutro ou basico, segundo Silva (2012), radicais hidroxila
OHe sdo gerados facilmente devido a maior presenca de ions hidréxido.

Segundo Miranda (2016) € de se esperar uma baixa degradagédo da
Ivermectina em pH &acido utilizando o processo oxidativo UV/H,0O, pois para que a
fotodegradagdo de compostos organicos € necessario um meio basico para que as
etapas de hidroxilagdo, desidrogenacéo e rupturas das ligagdes sejam favorecidas.

5.3.2 Potencial Redox (mV)

E um importante parametro para reagées de oxidacdo, pois indica a tendéncia
de uma espécie quimica adquirir elétrons e, desse modo, ser reduzida. Conforme

observado na Figura 9.

Figura 9- Variacao do potencial redox em fungdo do tempo utilizando as esferas de
TiOz/Alumina e (UV/H,0,) em um reator fotocatalitico
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Os potenciais redox iniciais das aguas de estudo foram de 128 e 145 mV. Foi

observado para ambos 0s ensaios que quando o pH diminuia se tornando acido,
apresentou um potencial redox com valor maximo de 360 mV com as esferas
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enquanto para 5mM de H,O, 371 mV. Sousa (2010) descreve que quanto maior o
potencial, maior sera a capacidade desse meio para oxidagdo da matéria organica.
O fato do pontencial redox aumentar em pH basico se explica pelo decaimento
gradual do pH.

5.3.3 Condutividade elétrica

A condutividade elétrica (CE) € a capacidade que a agua tem de conduzir
corrente elétrica e esta associada a presenga de ions. O pardmetro condutividade
elétrica ndo determina, especificamente, quais os ions que estdo presentes em
determinada amostra de agua, mas pode ser um indicador importante de possiveis
fontes poluidoras (ZUIN, IORIATTI e MATHEUS, 2009). Segundo Andrade Junior et
al. (2006), aguas que apresentam condutividade maior que 300 uS/cm tém seu uso

restrito para a irrigagao.

Figura 10- Variagdo da condutividade elétrica em fungdo do tempo utilizando as

esferas de TiO,/Alumina e (UV/H,0,) em um reator fotocatalitico

—a— Esferas
50 —o—H202

45 -

40

35

30

Condutividade elétrica

25 4

L 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Tempo (min)

Observa-se que quando houve a diminuicdo dos valores de pH do meio a
condutividade aumentou, isto pode ser devido ao fato do numero meédio das
moléculas organicas dissolvidas ou carregadas eletricamente terem aumentado,
provavelmente pela quebra das ligagdes (degradagao) promovida pelos tratamentos.
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5.4IDENTIFICACAO DE SUBPRODUTOS

A ivermectina € uma mistura de homélogos e contém 80% de 5-O-dimetil-
22,23-dihidro-avermectina A1a e 20% de 5-O-dimetil-25-di (1-metilpropil)-22,23-
dihidro-25-(1-metiletil) avermectina A1a que é o componente secundario. Possuem
como formulas e peso moleculares CygH74014= 875g/mol e C47H72014=861g/mol. A
molécula da ivermectina ao chegar ao espectrOmetro, é fragmentada em ions
menores (ions filhos), para detectar esses fragmentos gerados utilizou um
espectrometro de massa no modo positivo por ter caracteristicas levemente basicas,
na faixa de massa de 100 a 1000 m/z.

Figura 11- Estrutura lvermectina
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ANEL
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Fonte: MOREIRA, 2014.
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QO

Chemical Formula: C4oHg;0;; Chemical Formula: C33H;0Og
Exact Mass: 718,43 Exact Mass: 574,35

Chemical Formula: C;gH3,0;
Exact Mass: 296,24
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v Chemical Formula: C,gH3¢05 Chemical Formula: C;4H,40-
Exact Mass: 428,26 Exact Mass: 306,17 v
CH,
CH,CHj,4
Vi
. OH vii
Chemical Formula: C;4H,4Oq ,
Chemical Formula: CyoH4,04
Exact Mass: 290,17 Exact Mass: 502,29

Figura 12- Fragmentos de ivermectina (homologo HzB13).

Apos a ionizagédo forma um aduto de sédio precursor (M + Na® m/z= 898)
correspondente a formula molecular CysH740¢14Na. Os principais fragmentos da
ivermectina ocorrem a perda de uma unidade monossacaridica e a perda de uma
unidade dissacaridica que estdo representados nos fragmentos | e Il com massa
molas 718,43 e 574,35 respectivamente. O resumo da fragmentagao da ivermectina
com os dois tipos de processos oxidativos usados durante os ensaios esta
representado na Figura 12 e abaixo na tabela 2 estdo os nomes dos respectivos
fragmentos. As formulas moleculares dos fragmentos estdo em concordancia com
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trabalhos publicados (Escalada et al., 2008; Jesus 2007; Raich-Montiu et al., 2008;
Prasse et al., 2009; Miranda 2016).

A perda da porcao dissacaridica produz o aglicona, que sofre um rearranjo do
tipo McLafferty para produzir um m/z=296,24. O rearranjo de McLafferty
fragmentagcao importante dos ésteres que tem como resultado o pico (mais signifitivo
de ésteres metilicos de cadeia linear na faixa de C6 a C26, éster de metila de ocorre
na quebra da ligagdo em relagéo ao grupo carbonila).

Tabela 7- Fragmentos da lvermectina

Formula Massa Nome IUPAC
molecular Molar

C43HeeO14 806,45 (2aE,2a1S,4E,6S,7S,8E,11R,15S,19R,24R ,24aR)-
2a1,24-dihydroxy-7-(((2R,4S,5S,6S)-5-(((2S,4S,5S,6S)-
5-hydroxy-4-methoxy-6-methyltetrahydro-2H-pyran-2-
yl)oxy)-4-methoxy-6-methyltetrahydro-2H-pyran-2-
yl)oxy)-6,8,15,23-tetramethyl-
2a1,6,7,10,11,14,15,16,17,18,19,21a,24,24a-
tetradecahydro-2H,21H-11,19-
methano[1,2,9]trioxacyclodocosino[13,12,11benzofuran-
21-one

C26H3605 428,26 (2aZ,4E,8E,19R)-8-methyl-
2a1,6,7,10,11,14,15,16,17,18,19,21a,24,24a-
tetradecahydro-2H,21H-11,19-
methano[1,2,9]trioxacyclodocosino[13,12,11-
benzofuran-21-one

C14H2607 306,17  (2R,4S,5S,6S)-5-(((2S,4S,5S,6S)-5-hydroxy-4-methoxy-
6-methyltetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy)-4-methoxy-6-
methyltetrahydro-2H-pyran-2-ol
C33Hs500s 574,35 (2aE,2a1S,4E,6S,7S,8E,11R,14R,15S,19R,24R,24aR)-
14-(sec-butyl)-2a1,7,24-trihydroxy-6,8,15,23-
tetramethyl-
2a1,6,7,10,11,14,15,16,17,18,19,21a,24,24a-
tetradecahydro-2H,21H-11,19-
methano[1,2,9]trioxacyclodocosino[13,12,11-

benzofuran-21-one




C29H4207

502,29

(2aE,2a1S,4E,8E,19R,24R)-14-(sec-butyl)-2a1,24-
dihydroxy-2a1,6,7,10,11,14,15,16,17,18,19,21a,24,24a-
tetradecahydro-2H,21H-11,19-
methano[1,2,9]trioxacyclodocosino[13,12,11-

benzofuran-21-one

53
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6 CONCLUSAO

O método analitico foi validado e demonstrou seletividade, linearidade,
precisdo e exatidao aceitaveis de acordo com os critérios estabelecidos pela
RE n° 899, de 29 de maio de 2003 e encontra-se dentro de uma variagao
permitida para a aplicagao pretendida, assegurando assim a confiabilidade

dos resultados.

Construiu-se um reator fotocatalitico continuo com recirculagao, e durante os
experimentos o reator mostrou-se eficiente na degradagado da ivermectina

além de ter baixo custo, facil manuseio e manutencao.

O processo de peroxidagédo apresentou 65% de degradagdo do farmaco. Ja
em relagdo as esferas obteve uma maior degradagdo acima de 70%
comprovando a eficiéncia da mesma indicando que as moléculas de
ivermectina sdo extremamente sensiveis a radiagdo ultravioleta (UVC-254

nm).

A analise dos subprodutos formados permitiu constatar que os tratamentos
estudados possibilitaram a degradagdo da molécula da ivermectina em
moléculas mais simples. Mas sdo necessarios testes de toxicidade para

avaliar a toxicidade do efluente tratado.
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