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RESUMO

A eficiéncia de varios processos na degradacdo de alguns micro-contaminantes
organicos, pertencentes a classe dos poluentes emergentes, em meio aquoso foi
investigada. Foram avaliadas as substancias: acido clofibrico, atenolol, carbamazepina
(farmacos), acido foélico (composto vitaminico) e etinilestradiol (hormonio). No estudo
da degradacdo desses poluentes emergentes, varios processos (oxidativos avangados,
redutivos, eletroquimicos e fotoeletroquimicos) foram empregados. A presenca de
produtos das reagdes de degradacdo foi monitorada por véarias técnicas analiticas, com
destaque para a espectrometria de massas com ionizagao electrospray (ESI-MS). O grau
de mineralizagdo das amostras foi obtido pela analise de carbono organico total (TOC).

Foi verificado que a ozondlise e o sistema Fenton heterogéneo (utilizando o
composito ferro/hematita), exemplos de processos oxidativos avangados, mostraram alta
eficiéncia na degradacdo do etinilestradiol (100 % para ambos o0s processos),
carbamazepina (100 % e 50 % para ozonolise e fenton heterogéneo, respectivamente) e
acido folico (100,0 % para ambos compostos), porém com baixas taxas de
mineralizacdo na ozondlise dos compostos. O monitoramento por ESI-MS (infusdo
direta) revelou a presenca de produtos provenientes da ozonoélise da carbamazepina e do
etinilestradiol. Com base nos dados de ESI-MS (razdo m/z das espécies i0Onicas
formadas a partir de substancias presentes em solucdo) e também MS/MS (perfil de
fragmentacdo de tais espécies i0nicas), rotas de degradagdo puderam ser propostas para
ambas substancias.

Também avaliou-se a efici€éncia dos processos redutivos, empregando metais de
valéncia zero (Fe°® e Zn°) na presenca de H,O,, na degradagio das seguintes substincias:
acido clofibrico, atenolol, carbamazepina e etinilestradiol. O sistema Zn°/H,0,
apresentou baixa eficiéncia, resultados melhores (e promissores) foram obtidos quando
empregou-se o sistema Fe°/H,O,, especialmente nos estudos envolvendo o
etinilestradiol (até 80 %). No monitoramento realizado, via HPLC-MS, néo foi possivel
a identificacdo de produtos de degradagao.

Finalmente, avaliaram-se os processos eletroquimico e fotoeletroquimico que
foram os mais eficientes produzindo os melhores resultados dentre todos os métodos
investigados. Os analitos (dcido clofibrico, carbamazepina e etinilestradiol) foram
degradados com taxas de degradagdo e mineraliza¢do proximas a 100 % apos tempos de

exposicdo relativamente curtos (menor que 20 min). As técnicas analiticas empregadas
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no monitoramento dos processos (ESI-MS infusdo direta e HPLC-UV) ndo revelaram a

presenca de produtos de degradacao.
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ABSTRACT

A detailed investigation on the efficiency of several processes in promoting the
degradation of some organic microcontaminants, from the class of the emerging
pollutants, in water was performed. The following substances were tested: clofibric
acid, atenolol, carbamazepine (drugs), folic acid (a vitamin compound) and ethinyl
estradiol (a hormone). For the degradation of these emerging pollutants, several
processes (advanced oxidation, reductive, electrochemical and photoelectrochemical)
were used. To determine the presence of degradation products, the reactions were
monitored by various analytical techniques, mainly electrospray ionization mass
spectrometry (ESI-MS). Measurements of total organic carbon (TOC) revealed the
degree of mineralization obtained.

Thus, it was found that the ozonolysis and heterogeneous Fenton system (using
the iron/ hematite composite), examples of advanced oxidation processes, showed high
efficiency to deplete ethinylestradiol (100 % for both systems), carbamazepine (100 %
and 50 % for ozonolusis and heterogeneous fenton system, respective) and folic acid
(100 % for both systems), but with low mineralization rates. Monitoring by ESI-MS
(direct infusion) revealed the presence of products from the ozonolysis of
carbamazepine and ethinyl estradiol. Based on the data from ESI-MS (m/z ratio of ionic
species formed from substances in solution) and MS/MS (fragmentation profile of such
ionic species), degradation routes for both substances could thus be proposed.

It was also evaluated the efficiency of reductive processes, using zero valence
metals (Fe® and Zn°) in the presence of H,O,, on the degradation of the following
analytes: clofibric acid, atenolol, carbamazepine and ethinyl estradiol. Whereas the
system Zn°/H,O, displayed undesirably low degradation rates, much better and
promising results were achieved when the Fe°/H,0, system was employed, especially
for ethinylestradiol (until 80 %). Furthermore, degradation products could not be
detected via HPLC-MS monitoring.

Finally, evaluated the electrochemical and photoelectrochemical processes were
those that produced the best results among all the methods investigated. The analytes
(clofibric acid, carbamazepine and ethinyl estradiol) were depleted with degradation and
mineralization rates close to 100% after relatively short exposure times (less 20 min).
The analytical techniques employed (direct infusion ESI-MS and HPLC-UV) to monitor

such processes revealed once more no degradation products.
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Capitulo 1

CAPITULO 1: Justificativas e Objetivos




Capitulo 1

Uma grande variedade de compostos organicos tem sido encontrada em
ambientes aquaticos, tais como efluentes provenientes das estagdes de tratamento de
esgotos e aguas superficiais. Dentre estes, os compostos ditos emergentes, ou seja,
compostos organicos sintéticos presentes nos bens de consumo da vida moderna, os
quais tem sido foco de grande preocupagdo, pois podem trazer sérios prejuizos a saude
humana e dos animais. Estes compostos podem ser provenientes da utilizacdo de
fertilizantes na agricultura (descartes e lixiviagdes), do uso de antibiodticos na criacdo de
animais (excre¢do pela urina e fezes) e da utilizagdo de inimeros farmacos e produtos
de higiene por seres humanos, gerando esgotos domésticos contaminados.

Hé relatos da presenca de poluentes emergentes em mananciais hidricos de
varios paises tais como Alemanha [1-3], Estados Unidos [4], Italia [3] e Brasil [3, 5]. O
Brasil ¢ um dos maiores consumidores de firmacos do mundo, junto com os Estados
Unidos, Franga e Alemanha [5].

A auséncia de processos de tratamento adequados aliado a diversidade desses
contaminantes, que vém sendo encontrados nos efluentes domésticos e industriais e, por
conseguinte em aguas naturais, as quais muitas vezes sdo utilizadas para abastecimento,
geram a necessidade de desenvolvimento de novos processos de tratamento que
garantam uma boa eficiéncia na remocao desses poluentes emergentes. Muitos desses
contaminantes ndo sao removidos pelos sistemas de tratamento de d4gua convencionais e
podem, assim, causar danos irreversiveis a saude da populacao.

Diversas técnicas analiticas podem ser utilizadas nas analises de poluentes
organicos como, por exemplo, cromatografia gasosa, cromatografia liquida de alta
eficiéncia, analises de carbono organico total, espectrofotometria de absor¢do molecular
UV-visivel e espectrometria de massas. Vale ressaltar que, devido ao surgimento de
novas técnicas de ionizagdo a pressdo atmosférica - especialmente a ionizagdo
electrospray (ESI), a espectrometria de massas tem se tornado decisiva na avaliacdo e
proposi¢ao de rotas de degradacao, naturais ou induzidas, de tais poluentes.

Diante das consideragdes apresentadas, o objetivo principal deste trabalho foi
estudar os processos de degradagdo de farmacos, que sejam considerados poluentes
emergentes em potencial, em meio aquoso. Além do grande interesse na degradagdo
destes compostos ¢ de grande importancia o monitoramento dos produtos que podem
ser formados nestes processos. Neste contexto, a espectrometria de massas com fonte de
ionizagado electrospray ¢ fundamental e foi empregada neste trabalho para monitorar tais

processos e determinar, com sensibilidade, as massas moleculares e as estruturas
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quimicas dos produtos resultantes da degradacdo dos poluentes emergentes. As
moléculas escolhidas para o emprego dos diversos sistemas de degradacao empregados
foram: 4cido clofibrico (agente hipolipémico que age no combate aos altos niveis de
colesterol e triglicérides), acido folico (composto vitaminico), atenolol (B-bloqueador),
carbamazepina (antiepilético) e etinilestradiol (hormonio presente nas pilulas
anticoncepcionais). A escolha desses compostos foi realizada no intuito de abranger as
classes de compostos farmacéuticos.

A presente tese ¢ composta por sete capitulos. O Capitulo 1 descreve os
interesses ¢ objetivos do trabalho. No Capitulo 2 faz-se uma revisdo bibliografica
abrangente versando sobre alguns dos principais topicos descritos no trabalho. No
Capitulo 3 sdo apresentados os reagentes e instrumentos utilizados na execu¢do dos
experimentos, bem como a descricio dos experimentos. Os Capitulos 4, 5 ¢ 6 sdo
dedicados a discussdao dos resultados obtidos. Tais capitulos referem-se,
respectivamente, aos processos oxidativos avangados, redutivos e (foto)eletroquimicos
aplicados a degradacao de alguns contaminantes organicos tomados como modelos. O
Capitulo 7 refere-se a conclusao geral do trabalho e, por fim, sao listadas as referéncias

bibliograficas utilizadas.
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2.1 — Introducéo

O desenvolvimento de novos produtos quimicos tem melhorado
significativamente a qualidade de vida da populac¢do. A importancia destes produtos na
agricultura, industria, transportes e saude, sdo inquestiondveis. Entretanto, os mesmos
tém contribuido drasticamente para a contaminagao ambiental, principalmente devido
ao descarte inadequado de substincias tdxicas como gases, metais, compostos
organicos, entre outros [6].

Felizmente, nas ultimas décadas a sociedade tem adquirido uma maior
consciéncia a respeito dos problemas ambientais e seus efeitos para a qualidade de vida
desta e das futuras geragdes. Apesar disso, a integridade de varios ecossistemas vem
sendo afetada de maneira preocupante levando a um risco de danos irreversiveis ao
meio ambiente.

Neste panorama, as preocupagdes com o uso € a qualidade da agua adquirem
especial importancia devido a relevancia deste recurso natural e ao aumento
desenfreado de sua demanda, resultante principalmente do crescimento acelerado da
populacido e estilo de vida da sociedade contemporanea (que dentre outras coisas prima
por padrdes de conforto e bem-estar em detrimento do equilibrio dos recursos naturais).
De fato, ¢ dificil imaginar qualquer tipo de organiza¢do dos seres humanos que dispense
o uso da dgua, uma vez que esta substancia ¢ essencial ndo somente para a manutengao
das atividades biologicas basicas (a 4gua compode parte significativa das células de todos
os seres vivos, estando envolvida em processos de transporte de nutrientes e dejetos;
manuten¢do de temperatura; producdo e armazenamento de energia, etc.), mas também
para o desenvolvimento das atividades produtivas (agricolas ou industriais).

Apesar de a agua ser um recurso natural renovavel (qualquer que seja seu uso,
no final ela ¢ restituida ao ambiente/origem), durante muito tempo teve-se uma
concepgdo erronea de inesgotabilidade desta substancia. Embora seja verdade que o
homem ndo faca a 4gua desaparecer da natureza (como tem feito com florestas e
algumas reservas minerais), a qualidade dos recursos hidricos tem sido seriamente

comprometida [7].
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2.2 - Desreguladores enddcrinos e 0 meio ambiente

Um dos campos mais proeminentes da quimica ambiental ¢ o estudo de micro-
poluentes organicos em ambientes aquaticos. Micro-poluentes orgénicos sdo substancias
que mesmo estando presentes em pequenas concentragdes, sdo capazes de desencadear
efeitos sobre os sistemas em que sdo introduzidos. Porém, dentro deste grande grupo
que virtualmente compreende um universo de milhares de compostos, destaca-se os
chamados disruptores endocrinos.

A USEPA (“United States Environmental Protection Agency”) define
disruptores endocrinos (EDCs) como agentes exodgenos que interferem na sintese,
secrecdo, transporte, recepcao, acdo, ou eliminagdo dos hormonios naturais do corpo.
Esses hormonios sdo responsdveis pela manutengdo da homeostase (preservagdao da
constancia interna), reproducdo, desenvolvimento e comportamento. A Comunidade
Européia estende os efeitos adversos dos EDCs a prole dos organismos expostos. A
acdo dos EDCs da-se pelo bloqueio, pela mimetizacdo, estimulacdo, ou inibicdo da
producdo dos hormoénios naturais. Estes compostos sdo amplamente utilizados pela
sociedade moderna, sendo encontrados em produtos farmacéuticos, produtos de uso
pessoal (como exemplo as fragrancias), pesticidas, antioxidantes, plasticos, produtos
industrializados, tensoativos, entre outros [8-9].

Algumas das principais rotas de entrada destas substancias no meio ambiente
ocorrem através do descarte no sistema de esgoto ou no solo, como mostra o Esquema
2.1. O meio aquatico ¢ atingido quando o esgoto ¢ diretamente langado nos rios, ou
quando estes residuos ndo sdo completamente eliminados nas estacdes de tratamento.
Existe uma crescente preocupacdo acerca dos possiveis efeitos adversos que estes
residuos poderiam provocar nos animais € em humanos, além do desenvolvimento de

microorganismos mais resistentes.
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Medicina Veterindria
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Esquema 2.1 - Rotas de entrada e de possivel distribui¢do dos farmacos no meio

ambiente [6]

A presenga dos residuos de fArmacos no meio ambiente [1-3] é resultante das
quantidades produzidas e usadas, da frequéncia de administragdo, da taxa de excregao
dos farmacos ou metabdlitos, da propensdo da substincia em ser adsorvida em solos e
da capacidade de degradacdo do meio em que o residuo se encontra. Outro fator a ser
considerado ¢ que a facilidade de dispersdo destes residuos, através do transporte
aquoso, estd associada a natureza polar e a baixa volatilidade destes compostos. Isto
dificulta o escape do meio aquatico, como presumivelmente ocorre com 0s compostos
organicos volateis (COV'’s).

A primeira hipotese sobre os efeitos dos EDCs foi levantada na década de 1980,
com a observacao de caracteristicas femininas em machos de aves coloniais da regiao
dos Grandes Lagos (EUA-Canadd) expostos a agrotoxicos, sendo o mesmo fendmeno

relatado em populacdes de jacarés de lagos da Florida. Mas somente na década de 90 a
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questdo emergiu como sendo uma das principais no campo da pesquisa ambiental
moderna, existindo uma intensa produgdo na area com tendéncia de crescimento ainda
maior, devido a abrangéncia dos topicos e desafios relacionados ao tema [8].

Existe hoje a necessidade do desenvolvimento de novos processos de tratamento
de efluentes, devido a ineficiéncia dos tratamentos convencionais, que garantam uma
boa remoc¢do dos chamados desreguladores enddcrinos. Dentre os novos processos de
descontamina¢do ambiental que estdo sendo desenvolvidos, os chamados “Processos
Oxidativos Avangados” (POA’s) vem atraindo grande interesse devido a sua eficiéncia

no tratamento de poluentes em meio aquoso.

2.3 - Processos Oxidativos Avancados

A fim de minimizar os efeitos da contaminagdo do meio ambiente causado
principalmente por fontes antropogénicas ¢ de suma importincia a utilizagdo de
processos de tratamento de efluentes e de recuperagdo de ambientes ja contaminados,
que satisfacam as restricdes impostas pelas legislacdes cada vez mais restritivas. Deste
modo ¢ importante, por exemplo, desenvolver metodologias que visem a redugdo da
quantidade e toxicidade das emissdes, reciclagem e reuso de residuos, adaptacdo e
otimizagdo de processos de producido e a substituicdo de matérias-primas toxicas [6, 10].

Dentro deste contexto, os Processos Oxidativos Avancados (POA) tém atraido
grande interesse tanto da comunidade cientifica como industrial. S3o definidos como
processos baseados na formacao de radical hidroxila (HO), altamente oxidante. Devido
ao seu alto potencial padrao de redugdo (Equagdo 2.1), este radical ¢ capaz de oxidar
uma ampla variedade de compostos organicos a CO, e H,O e ifons inorganicos

provenientes de heteroatomos [6, 10].

HO + ¢ + H ——>H,0 E'=2730V Equacio 2. 1

Dentre os varios processos oxidativos avancados optou-se, neste trabalho, por
enfocar os processos de ozondlise, fenton, energia ultrassonica e sistemas UV e

UV/H,0..
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2.3.1 — Ozondlise

O oz6nio ¢ um forte agente oxidante e um potente agente desinfetante. O ozonio
vem sendo utilizado no tratamento e desinfec¢do de 4guas desde o inicio do século XX.
Dentre as varias motivagdes para seu emprego podem-se destacar duas: seu alto
potencial de reducdo (E° = 2,1 V) e ndo ¢ uma fonte intrinseca de polui¢cdo. A primeira
propriedade permite que o 0zOnio possa oxidar uma série de compostos inorganicos e
organicos. Dentre as substancias quimicas ordindrias, somente o flor possui um
potencial de redugdo maior que o ozoénio (E° = 3,0 V). Outros oxidantes normalmente
empregados, tais como KMnOy4 (E° = 1,7 V) e Cl, (E° = 1,4 V), costumam levar a
formag¢do de sub-produtos (ions de metais pesados e compostos organoclorados,
respectivamente) que podem ser, as vezes, mais toxicos que os compostos poluentes
originais. Aqui se evidencia a segunda propriedade vantajosa do o0zOnio, pois seu
produto preferencial de degradacdo ¢ o oxigénio, um produto ndo poluente e
indispensavel para as atividades bioldgicas aerdbias dos ecossistemas aquaticos [7].

De modo geral, nas reacdes de degradacdo de compostos organicos poluentes, o
ozonio tende a reagir preferencialmente com compostos insaturados (alquenos,
alquinos, anéis aromaticos, etc). O ozonio € o reagente classico usado em reagdes
orgénicas para quebrar ligagdes duplas carbono-carbono via mecanismo de Criegee, ou
simplesmente ozonolise (Figura 2.1). Assim, a oxidagdo direta de compostos organicos
por ozbénio ¢ uma reacdo seletiva e que muitas vezes apresenta constantes cinéticas
relativamente lentas, com valores tipicos entre 10" e 10° L mol™ s™, dependendo das

espécies envolvidas [7].
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Figura 2.1- Exemplo de um ataque eletrofilico do 0zonio: mecanismo de Criegee
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As reacdes de ozonolise direta ndo costumam promover a oxidagdo completa dos
compostos organicos at¢ CO, e H,0O, sendo aldeidos, cetonas, alcodis e acidos
carboxilicos os principais produtos deste tipo de reagdo [7].

Uma grande desvantagem em relagdo ao uso do ozdnio como agente oxidante
esta no prego relativamente alto deste recurso. Entretanto, os custos associados com a
producdo de ozdnio cairam em torno de 50% na Ultima década e, desde entdo, um
grande numero de novas aplicacdes industriais se desenvolveu nos ultimos anos.
Mercados potenciais para tecnologia de ozonio existem no tratamento de &agua,
esterilizagdo de superficie, clareamento da polpa da madeira, tratamento de residuos da
industria téxtil, dentre outros. Além disso, vale a pena mencionar que a aplicacdo do
0z0Onio, ao contrario do cloro, ndo deixa residuos prejudiciais como halogénios. Assim,
as vantagens ambientais de 0zonio em relagdo ao cloro justificam seu custo mais alto na
implementagdo deste em diversas aplicagdes [11-12].

Oz6nio ¢ altamente soluvel em 4dgua (12 mg dm™; 25 °C) e seu comportamento
em meio aquoso pode ser avaliado examinando a sua cinética de decomposicao. Uma
vez que 0zOnio entra em contato com a agua, fica altamente instavel e rapidamente se
decompde por uma série complexa de reagdes. De acordo com a literatura [11], a

cinética de decomposi¢do do 0zonio em adgua pode ser descrita como segue:

0; + HOO ——> HO, + Oy" Equacdo 2. 2
HO; 0,7 + I Equacdo 2. 3
O3 + 0, —>037 + Oy Equacgéo 2. 4
037 + ﬁ oy HO3' Equacgdo 2. 5
HO; —> OH  + O, Equacdo 2. 6
HO + O3 ——> HO, Equagio 2. 7
HO, ——> HO, + 05 Equacéo 2. 8
HO4' + HO4° — > H,0, + 203 Equacdo 2. 9
HO; + HO; — > H,0, + 03 + O, Equacéo 2. 10

10
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De acordo com este mecanismo, quando o ozOnio entra em contato com 0s
anions hidroxila, radicais OH, sdo gerados (Equacao 2.2). Este radical desencadeia uma
série de reagdes, como mostradas nas Equacdes 2.3 a 2.10. O radical HO ¢ a mais
importante espécie formada durante a decomposicdo do ozonio. Entdo, o 0zdnio pode
reagir em meio aquoso diretamente com o substrato, como ozdénio molecular, ou
indiretamente, via radical (intermediérios) formados durante a decomposi¢do do mesmo
em meio aquoso. Portanto, dependendo do comportamento do 0z6nio em meio aquoso,
a seletividade do 0zonio pode ser alta (reacdo direta) ou baixa (reacdo indireta).

Os radicais HO™ ndo sdo seletivos e possuem um alto potencial de oxidacao,
assim estas espécies sdo altamente reativas e muito mais efetivas na oxidacao do que o
proprio ozonio [13].

Existem na literatura [2, 14-16] varios relatos do uso do 0zénio como potente
agente oxidante na degradacdo de compostos organicos. Dalmazio e colaboradores [17],
por exemplo, relataram a oxidacdo da tetraciclina pelo ozonio com uma taxa de

degradacgdo de aproximadamente 95 %.

2.3.2 - Processo Fenton

Hé4 mais de um século, a oxidagao catalitica de acido tartarico na presenca de
sais ferrosos e peroxido de hidrogénio foi relatada por Fenton. Quarenta anos apds a
primeira observacdo do que seria a chamada “reacdo de Fenton” (Equacao 2.11), foi
proposto que o radical hidroxila ¢ a espécie oxidante neste sistema, capaz de oxidar

varias classes de compostos organicos [6, 10].

Fe?t + H,0, > F"+pgo®+ HO Equacéao 2.11

Na auséncia de um substrato, o radical hidroxila formado pode oxidar outro ion

Fe’* como na Equagdo 2.12 [6].

Fe*'+ HO' — > F&™+ HO Equacdo 2.12

Virias aplicagdes dos processos Fenton e foto-Fenton sdo descritos por Nogueira

e colaboradores [6, 10].
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Apesar da maior velocidade de reacdo entre Fe*™ e H,0,, a utilizagio de Fe’*
pode ser mais conveniente, pois neste estado de oxidagdo o ferro ¢ mais abundante e
tem menor custo. A decomposi¢io de H,O, por Fe*" gera a espécie reduzida Fe*', que
também reage com H,0,, e o radical hidroperoxila (Equagdo 2.13). O ion Fe*" também
pode ser reduzido por esse radical (Equagdo 2.14), gerando radical "OH pela reagdo de

Fenton [10].

Fe*' + Hy0, ——> Fe' + HO, + H' Equagco 2.13

Fe¥* + HO, —> Fe?* + o, * H' Equacéo 2.14

Uma desvantagem na utilizagdo do sistema Fenton homogéneo ¢ o pH, que
influencia a extensdo da oxidacdo, sendo o pH 6timo de operagdo proximo de 3, pois o
Fe’" ¢ solavel em dgua abaixo desse valor. Assim, antes desse sistema ser descartado,
sdo realizadas neutralizagdes com uma base, como NaOH, levando a formacao de
grandes quantidades de residuo, que também deverdo ser descartados.

Tendo em vista a desvantagem apresentada pelo sistema Fenton homogéneo,
estudos tém investigado diferentes compostos sélidos de ferro para substituir ions ferro
soluveis. Os sistemas Fenton heterogéneo mostram véarias vantagens com relacdo ao
homogéneo cléassico, como operagdo em pH neutro, ndo necessitando das etapas de
acidificag@o e posterior neutralizacdo, evitando a geracdo de residuos, além do sistema
poder ser reciclado/regenerado [6]. Exemplos desses estudos sdo relatados por Oliveira
em 2003 [18], no qual se utilizou 6xidos de ferro tipo Fe; xMxO4 (em que M= Ni, Co,
Mn) e por Costa [19] em 2008, o qual fez uso de compésitos Fe’/Fe;04 na presenca de
um oxidante, como H,0,, ou O,, na degradacdo de contaminantes organicos em
efluentes aquosos. Destacam-se, ainda, os trabalhos efetuados por Moura [20], que
desenvolveu um compdsito a base de magnetita para efetuar a descolora¢ao do corante
azul de metileno em meio aquoso, ¢ Urzedo [21], que utilizou um composito a base de
magnetita e hematita para promover a degradagdo dos pesticidas thiamethoxam e
imidacloprid em meio aquoso. Além destes exemplos, Shappell e colaboradores [22]
desenvolveram um ligante contendo ferro em sua estrutura  (ferro-
tetramidomacrociclico) que, juntamente com H,O,, degradaram rapidamente solugdes
de horménios reprodutivos (10 pg L) encontrados em efluentes provenientes das

estagoes de tratamento de esgotos [22].
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2.3.3 - Energia Ultrassonica

A descoberta do ultrassom ocorreu em 1880 por Curie estudando o efeito
piezelétrico. Thornycroft e Barnaby, em 1894, observaram que na propulsdo de misseis
langados por destrdieres uma fonte de vibragao era gerada causando implosao de bolhas
e/ou cavidades na dgua. Essa vibragdo ficou conhecida como cavitagao [23].

O principio do ultrassom pode ser dividido em trés etapas [23]: 1) nucleagdo
(formacdo das bolhas microscopicas); 2) crescimento das bolhas; e 3) implosdo

(colapso) das bolhas. O Esquema 2.2 representa essas etapas.

. & 5000 °C
. . 2000 atm

Formagao —_— Crescimento das Alcangam — Colapso
das bolhas bolhas em ciclos » tamanho violento
sucessivos instavel

Esquema 2.2 - Principio do ultrassom [23]

O colapso dessas bolhas gera condigdes extremas como altas temperaturas e
pressoes, levando a dissociacdao da agua e a produgdo de espécies radicalares tais como
H', HO e HOO'. Estes radicais podem, entdo, se recombinar ou reagir com outras
espécies quimicas presentes no meio [23].

Devido a essas caracteristicas, o ultrassom ¢ empregado em varias aplicagdes.
Na industria € usado para limpeza de materiais, solda de plasticos, processos quimicos,
preparagao de emulsdo e suspensdo, degaseificagdo de solventes e avaliacdo ndo-
destrutiva em materiais, isto é, a obten¢dao de informacdes sobre defeitos, fraturas,
aglomerados, inclusdo e anisotropia; em hospitais para analise de imagem e estimulagdo
do calo 6sseo [23].

Em 2006 Wang e colaboradores [24] empregaram a energia ultrasonica na
presenca da fase anatase de TiO, para degradacdo do pesticida metil-paration e do
alaranjado de metila obtendo a mineralizacdo dos mesmos apds a otimizagdo do
sistema.

Em outro trabalho desenvolvido por Suri e colaboradores [25], em 2007, a

energia ultrasonica foi empregada na destruicdo de estrogénios em solucdo aquosa
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obtendo-se 80 a 90 % de destrui¢do do hormdnio, dependendo da poténcia empregada

no ultrassom [25].

2.3.4 - Sistema UV e UV/ H,0,

A potencialidade da radiacdo ultravioleta tem sido avaliada extensamente na
remediacdo de ambientes contaminados, principalmente visando a sua desinfec¢ao. Em
funcao da elevada eficiéncia da radiagdo UV na destruicdo de microorganismos, muitos
equipamentos fundamentados na utilizacdo de lampadas a vapor de merctrio foram
comercializados, principalmente para servirem de alternativa a desinfec¢do quimica [26-
27]. O sistema de radiagdo ultravioleta tem sido muito usado como desinfetante em
hospitais, clinicas, laboratérios e industrias alimenticias, farmacéuticas, cosméticas, de
laticinios e outras [27].

Na fotolise direta, moléculas organicas podem absorver fotons de radiacdo
ultravioleta, gerando espécies eletronicamente excitadas que podem transferir elétrons
para aceptores presentes no meio, formando radicais livres. Estas espécies radicalares
podem reagir com oxigénio molecular gerando radicais peroxi que tendem a se
decompor naturalmente, formando intermediarios parcialmente oxidados [26-27].

Um método direto para geracdo de OHe ¢ a fotoclivagem do peroxido de
hidrogénio por meio de irradiagdo UV. O processo UV/H,0, pode levar a degradacdo
completa e a conversdao a CO, e H,O e sais inorganicos da maioria dos contaminantes
organicos. A fotolise do H,O; pela radiagdo UV gera dois radicais hidroxila (Equagdo
2.15), que agem degradando a matéria organica ¢ formando compostos mais simples
(Equacao 2.16). Quando o H,O; esta em excesso pode ocorrer uma reacao paralela, que
diminui a razdo de degradacdo da matéria organica (Equacao 2.17). Isso ocorre porque o

H,0, em excesso age capturando radicais hidroxilas [26-27].

H,0,+hv —»20H- Equacgéo 2.15

R-H + OHe —» Produtos finais

(CO,, H,0, NO5’, CI) Equagéo 2.16

OHe + H,O;, — HO;* + H,O Equacéo 2.17
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2.4 — Processos Redutivos/Oxidativos Utilizando Metais de Valéncia

Zero

A implementacdo de tecnologias que visem a mineralizagdo de compostos
organicos persistentes utilizando a degradacdo redutiva com metais de valéncia zero ¢
outra fonte de estudos que tem sido empregada no tratamento de aguas contaminadas
com micro-poluentes organicos. Alguns compostos com centros deficientes de elétrons,
tais como compostos halogenados e/ou nitrogenados, que reagem lentamente com
radicais hidroxila sdo facilmente degradados pelos processos redutivos. Varios metais
tém sido utilizados para estes fins, tais como Zn’, Sn’, Mgo, entretanto o ferro metalico
tem merecido destaque. Souza e Zamora em 2005 [28] estudaram a degradagdo redutiva
de corantes azo, utilizando esponja de aco como fonte de ferro metalico e obtiveram
resultados promissores quanto a descoloragdo dos corantes estudados. A reducdo de
alguns pesticidas (benomyl, picloram e dicamba) foi estudada por Ghauch em 2001 [29]
utilizando-se ferro metalico em um reator conico, no qual foram obtidas elevadas taxas
de degradagdo em poucos minutos de reagdo. Alguns metais e seus respectivos

potenciais de reducdo sdo citados na Tabela 2.1.

Tabela 2.1 - Potenciais de redug@o de alguns metais mais comuns

Semi-reagao de reducao Potencial de reducao (V)
Cr'+e - Cr -0,41
Fe*" +2¢ — Fe -0,44
Cr'' +3e - Cr -0,74
Zn* +2¢ — Zn -0,76
Mn?" +2¢” — Mn -1,18
A" 43¢ — Al -1,66
Mg* +2e - Mg 2,37

Observa-se que o ferro apresenta um potencial de reducdo suficiente para
promover a oxidacdo de inumeras substancias de interesse, tais como corantes
alimenticios e téxteis [30], compostos organicos clorados [31], pesticidas [29], entre
outros. Este elevado potencial de redugio mostra que o Fe’ é um agente redutor

relativamente forte frente a uma série de substincias, tais como ions hidrogénio,
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carbonatos, sulfatos, nitratos e oxigénio e muitos compostos organicos (principalmente
organoclorados e nitroaromaticos) [32]. Assim a corrosdo do ferro zero ¢ um processo

+2 7 . ~ rq:
€ uma s€mi-réacao anodica.

eletroquimico no qual a oxidagio do Fe’ a Fe
Paralelamente, a reacdo catoddica associada varia de acordo com a reatividade das
espécies aceptoras de elétrons presentes no meio [32].

Em meio aquoso puramente anéxido, os aceptores sio H" e H,O cujas reducdes
produzem H, e OH, respectivamente. O processo global de corrosio do Fe’ em um

sistema anaerobico ¢ descrito pelas Equagdes 2.18 e 2.19.

Fe"+2H" & Fe’ +H, Equacao 2.18

Fe’ + 2H,0 &=Fe*" + H, + 20H" Equacéo 2.19

A semi-reacgdo catodica sob condi¢des aerdbicas envolve o O, como aceptor de
elétrons. Neste caso, a reacdo com ferro produzira somente OH™ (e ndo H;) (Equagdo

2.20) [32].
2Fe” +0,+ 2H,0 = 2Fe*" + 40H Equacéo 2.20

Além disso, o ferro ¢ o quarto elemento mais abundante da crosta terrestre,
representando 6,2% da mesma [33]. Ele tem apresentado elevada efetividade na
degradacdo de contaminantes ambientais, além de apresentar baixo custo e baixa
toxicidade nas condi¢des utilizadas [34]. O Fe’ tem sido capaz de promover a
degradacdo de um grande nimero de moléculas alvo, via a reduc¢do de seus grupos
funcionais e por isso tem ganhado popularidade como um tratamento opcional para a
degradacdo de compostos quimicos antropogénicos. Por exemplo, a literatura cita a
utilizagdo do Fe” na declorinagio de pesticidas, na degradacio redutiva do tetracloreto,
nitrobenzenos e corantes do grupo azo [29, 35-36].

Apesar da maioria dos estudos de degradagio de moléculas orgénicas por Fe’
focarem em mecanismos redutivos, particulas de Fe’ também podem ser usadas para
iniciar reagdes oxidativas. No trabalho de Joo et al. [37], os pesquisadores verificaram a
formacdo de radicais hidroxila, via reacdo direta de Fe’ com H,0, (Equacgodes 2.21 e

2.22), em meio 4acido, via um mecanismo tipo Fenton:
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Fe’+2H" — Fe*" + H, Equacéo 2.21

Fe*" + H,0, — Fe’™ + OH® + HO® Equacao 2.22

A ocorréncia de processos Fenton em sistemas que contém ferro metélico e
peroxido de hidrogénio tem sido reportada com excelentes resultados na degradacao de
substratos resistentes como metil-terbutil-éter [38], trinitrotolueno e bifenilas

policloradas e corantes téxteis [39].

2.5 — Processos Eletroquimicos e Fotoeletroquimicos na degradacéo de

contaminantes organicos.

Os processos eletroquimicos se caracterizam pela geracao “in situ” de espécies
oxidantes sem a necessidade de adicdo de substincias quimicas, o que vem a ser uma
das principais vantagens desse processo [40-42].

Uma célula eletroquimica ¢ definida como o conjunto de trés eletrodos (trabalho,
referéncia e auxiliar) mergulhados em uma solugcdo de um eletrolito, entre os quais
existe uma diferenca de potencial. Quando esta diferenca de potencial refere-se a um
potencial aplicado, ou uma corrente aplicada, tem-se uma célula eletrolitica. Os
elétrons, dependendo do meio, desencadeiam uma série de reagdes gerando, neste caso,
espécies altamente oxidantes.

Destaca-se ainda como vantagens o fato do método ser econdmico no preparo de
eletrodos, o eletrodo/catalisador ¢ imobilizado, o que reduz a necessidade de separar
catalisador da mistura reacional, variaveis como potencial e corrente sdo facilmente
controlados, facilitando o processo de automacao do sistema e, por fim o processo ¢
facilmente adaptado para uso em sistemas em fluxo [15, 43-51].

Do ponto de vista eletroquimico, a escolha do material na confec¢ao do eletrodo
¢ de fundamental importancia. Dentro deste contexto, o anodo dimensionalmente
estavel (dimensionally stable anodo, DSA®), tem sido amplamente estudado em
oxidacdes de compostos organicos. Um dos materiais mais comuns para este tipo de
anodo ¢ Ti/Rug3Tip70,, que apresenta longo tempo de vida, sem a necessidade de
regeneragdo (contrariamente ao que acontece com os eletrodos de platina, por exemplo)

[50].
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Estes eletrodos podem ser classificados em ativos e ndo-ativos, dependendo da
estrutura quimica. Nos ativos, a oxidagcdo das espécies organicas ocorre via formacao de
metais de altos estados de oxidagdo (MOxs+1); sempre que isto acontece hd uma oxidacao
seletiva (RuO; ou IrO;). Os eletrodos ndo-ativos ndo apresentam altos estados de
oxidacdo e as espécies organicas sdo diretamente oxidadas por adsor¢do de radicais
hidroxila; isto geralmente resulta na completa mineralizagdo das moléculas organicas
(ex: SnO; ou PbO,) [50]. Outro importante fator quando se emprega um processo
eletroquimico ¢ a condutividade do sistema que devera ser controlada. Quanto maior a
condutividade, menor a resisténcia, melhor a eficiéncia do processo. Para isso, ¢ comum
a adi¢do de sais (chamados eletrolitos suporte) que garantem esta alta condutividade,
como por exemplo o NaCl ou 0 Na,SO4[41, 50]. Na presenca do Na,SO4 pode ocorrer a
formagdo da espécie S,0s2, agente oxidante mais forte do que o radical hidroxila (OH)
[49].

Nos processos eletroquimicos, os poluentes podem ser oxidados diretamente,
sendo adsorvidos na superficie do eletrodo e destruidos por transferéncias de elétrons,
ou indiretamente, em que ocorre a producdo “in situ” de espécies altamente oxidantes
(como Cl, /OCI" produzidos no eletrodo quando a presenga de NaCl como eletrolito
suporte) [47].

Existem processos que sao fotoassistidos, no qual muitos semi-condutores como
Ti0,, WOs3, SrO,, ZrO,, ZnO, Fe,03, CeO,, CdS e ZnS, tém sido investigados com
relacdo as propriedade cataliticas e degradacdo fotocatalitica de contaminantes
ambientais. Entre os semicondutores, TiO, é o mais utilizado devido as varias
caracteristicas favordveis: estabilidade fotoquimica, potencial da banda de valéncia
adequado para catalisar reacdes redox, baixo custo, estabilidade quimica numa ampla
faixa de pH, insolubilidade em agua, possibilidade de imobiliza¢do sobre solidos, ndo
apresenta problemas ambientais, promove a formag¢ao de radicais hidroxilas (OH’), que
¢ um agente altamente oxidante (E = +2,72 V), durante a sua interagdo com a radiagao
UV, através da adsor¢do das moléculas de H,O e OH[49, 52]. Num eletrodo do tipo
DSA®, Ti/RugsTip70,, este fendmeno ocorre em conjunto com o mecanismo de
degradagdo eletroquimica nos sitios de RuO; [49]. O mecanismo da fotoativacdo do

semicondutor ¢ ilustrado no Esquema 2.3 [53].
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Esquema 2.3 - Mecanismo da fotoativa¢ao do semicondutor [56]

O principio da fotocatalise envolve a formacdo de semicondutor, onde as reagdes
fotocataliticas redox se processam segundo as seguintes etapas [53]:

- excitacao com a luz de energia maior que o “band gap” do semicondutor;

- geracdo de pares de elétrons (BV)/lacunas/(BC) (e/h") (Equagdo 2.23);

- reagdes redox entre espécies adsorvidas e cargas fotogeradas; e

- dessor¢ao dos produtos da reacdo redox com a consequente regeneracao do

semi-condutor para reiniciar o processo (Equacoes 2.24).
Semicondutor + hv —» Semicondutor (¢'sc + h'gy) Equacéo 2.23
Os elétrons e as lacunas podem sofrer recombinacdo interna ou participar de
reagdes de oxirreducdo. A recombinagdo interna ocorre com a liberacdo de calor
(Equagoes 2.24).

Semicondutor (e sc + h'gy) — Semicondutor + A Equacéo 2.24

Nas reacdes que ocorrem nos processos fotocataliticos, na superficie do eletrodo

podem-se observar a formagdo de radicais hidroxilas pelas lacunas (h") geradas na
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banda de valéncia no deslocamento dos elétrons para a banda de condugdo (Equagdes

2.25 e 2.26):

h+bv + OH_(ads) — OH Equa(;é.o 2.25
ou
h'py + HyOugsy —» OH + H' Equacdo 2.26

Os elétrons da banda de condugdo reagem com o oxigénio ou dgua na superficie

do eletrodo, reduzindo os mesmos (Equagdes 2.27 e 2.28):

0, + 4H" + 4e’gc — 2H,0 Equagcao 2.27
ou
2 H,O +2egc — H, +20H Equa(;éo 2.28

A eficiéncia do processo fotocatalitico também pode ser aumentada quando for
combinada com a aplicagdo de potencial positivo fixo sob iluminagdo UV, uma vez
retardada a recombinagdo de cargas no semicondutor, aumentando assim o tempo de
vida do par e/h’. Adicionalmente, se for realizada a adi¢io de pequenas quantidades
controladas de impurezas metélicas no semicondutor (dopagem) existe a possibilidade
de aumentar a velocidade de transferéncia de carga aumentando a eficiéncia do processo
[53].

Assim, a fotoeletrocatalise do composto organico pode ocorrer na superficie do
eletrodo de TiO, (anodo), iluminado ¢ mantido sob um potencial positivo constante.
Neste caso, a agua adsorvida sobre a superficie do TiO, doa elétrons as lacunas vazias
sobre o fotocatalisador, gerando radicais hidroxilas, que oxidam o composto organico.
O oxigénio dissolvido, ou a agua, podem ser aceptores de elétrons, estes que sdo
conduzidos da banda de conducdo até o eletrodo (catodo) neste sistema. Uma

representacdo esquematica ¢ mostrada no Esquema 2.4.

20



regido de
carga espacial

v

hy

eletrodo de trabalho
vs. Ag/AgCl

Capitulo 2

SOLUGAO

- — .
OH pge+ h*— OH

HoO+2e”

—_

i

Hy + 20H"
A

contra eletrodo

Esquema 2.4 - Esquema da fotoativagdao em um sistema fotoeletroquimico [53]

2.6 - Espectrofotometria de Absorcdo Molecular na regido do
Ultravioleta-Visivel (EAM UV-Vis)

A espectrofotometria ¢ um processo de medida que, basicamente, emprega as

propriedades dos atomos e moléculas de absorver e/ou emitir energia eletromagnética

em uma das regides do espectro eletromagnético, que ¢ apresentado na Figura 2.2.

Comprimento de onda (m)
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Figura 2.2 - Espectro eletromagnético
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A por¢ao do espectro eletromagnético compreendida entre 400 ¢ 750 nm ¢é
denominada regido do visivel. Esta regido ¢ utilizada com frequéncia na determinagao
de intmeras substincias que formam solugdes coloridas. Ja a regido do ultravioleta
estende-se de 200 a 400 nm. Muitos compostos absorvem radiacdo nesta regido do
espectro. A espectrofotometria na regido do ultravioleta e visivel (UV-Vis) ¢ uma
técnica analitica que se baseia na absorcdo da radiacdo nesta faixa de energia por
substancias que possuem elétrons excitdveis como, por exemplo, alquenos, aromaticos,
etc. Os fundamentos desta técnica sdo descritos por Frost e colaboradores [54].

A EAM UV-Vis é uma das técnicas analiticas mais empregadas, em fun¢ao de
sua robustez, custo relativamente baixo e do grande numero de aplicagdes
desenvolvidas [55]. O principio desta técnica se baseia na interagdo da radiagdo
eletromagnética com a matéria. Assim, quando a radiacdo eletromagnética continua
passa através de um material transparente, uma parte dessa radia¢do pode ser absorvida.
Como resultado da absor¢do de energia, os atomos ou moléculas passam de um estado
de baixa energia (estado fundamental) para um estado de energia mais alta (estado
excitado). A Figura 2.3 mostra esse processo de excitacdo, que ¢ quantizado. A radia¢do
eletromagnética que ¢ absorvida tem energia exatamente igual a diferenca de energia

entre os estados excitado e fundamental.

E(Excitado)

AE = E(Excitado) - E(fundamental) = hv

E(fundamental)

Figura 2.3 - Ilustragdo do processo de excitagdo de um elétron através de radiacdo

eletromagnética [55]

Na EAM UV-Vis as transicdes que resultam na absor¢do da radiacdo
eletromagnética nesta regido do espectro sdo transicdes entre niveis de energia
eletronicos. Quando uma molécula absorve energia, um elétron ¢ promovido de um
orbital ocupado para um orbital ndo ocupado de maior energia potencial. Geralmente, a
transicdo mais provavel ocorre do orbital molecular ocupado mais alto (HOMO -
highest occupied molecular orbital) para o orbital molecular ndo ocupado mais baixo

(LUMO - lowest unoccupied molecular orbital) [56].
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A técnica EAM UV-Vis ¢ fundamentada na lei de Lambert-Beer, que é a base
matematica para medidas de absorcao de radiacdo por amostras no estado solido,
liquido ou gasoso, nas regides ultravioleta, visivel e infravermelho do espectro
eletromagnético. Para medidas de absorcdo de radiagdo em determinado comprimento
de onda, tem-se: A= log(I,/I) = ebc, onde A ¢ a absorvancia, I, ¢ a intensidade da
radiagdo monocromadtica que incide na amostra e | ¢ a intensidade da radiagdo que
emerge da amostra. A absortividade molar (€) ¢ uma grandeza caracteristica da espécie
absorvente, cuja magnitude depende do comprimento de onda da radiacdo incidente. O
termo c ¢ a concentracao da espécie absorvente e b, a distancia percorrida pelo feixe
através da amostra [56]. A relagdo A = ebc indica que a quantidade de absor¢do por uma
amostra, em determinado comprimento de onda, depende de sua concentragdo. Essa
relacdo ¢ geralmente linear sobre a faixa de concentragdo adequada para andlise. Para
determinar a concentracdo de amostras desconhecidas, devera ser construida uma curva
de calibragdo usando solu¢des com concentracdes conhecidas. Neste caso, devera ser
selecionado o comprimento de onda de maxima absor¢ao (Amsix). Assim, o valor de
absorbancia da amostra ¢ lido no espectrofotdmetro e a sua concentracao ¢ obtida na
curva de calibragao através do ponto de intersec¢do com o eixo das abscissas [57].

A EAM-UV-Vis pode ser usada na elucidacdo da estrutura das moléculas
organicas, embora seu principal emprego em quimica analitica esteja relacionado com a
determinagdo da concentracdo de analitos em uma amostra desconhecida. Em 2010
Pavanelli [58] monitorou a degradagao de corantes alimenticios através de processos
redutivos e oxidativos utilizando EAM-UV-Vis revelando que todos os processos
utilizados foram muito eficientes na degradacdo dos corantes estudados, sendo
observadas taxas de degradacdo bem préximas de 100% na maioria dos casos e

superiores a 90% em todos eles.

2.7 - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia - “High Performance
Liquid Chromatography” (HPLC)

A cromatografia liquida pode ser conceituada como um método fisico-quimico
de separagdo, no qual os constituintes da amostra a serem separados sao particionados
entre duas fases, uma estaciondria, geralmente de grande area, e outra um fluido que

percola através da primeira [59]. Esta ¢ uma técnica versatil e com grande faixa de
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aplicacdo, ja que diferentes combinagdes entre as fases movel e estaciondria podem ser
feitas. Desse modo, na Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC — High
Performace Liquid Chromatography) a fase mével ¢ um liquido bombeado com elevada
pressdo e a fase estacionaria ¢ um soélido (p. ex: octadecilsilano — C18). Os fundamentos
e o desenvolvimento de métodos para o uso desta técnica sdo citados por Snyder e
colaboradores [60].

A cromatografia liquida de alta eficiéncia ¢ um dos métodos analiticos mais
utilizados para fins qualitativos e quantitativos devido a sua adaptabilidade para
determinagdes quantitativas com boa sensibilidade e resolucao, possibilidade de separar
espécies nao volateis e termicamente instaveis. Além disso, € possivel o0 monitoramento
continuo do eluente, analises reprodutiveis com a mesma coluna e¢ automagdo do
procedimento analitico ¢ do manuseio dos dados. Suas aplicagdes se estendem a
industria farmacéutica, a determinacdes ambientais e a muitos outros campos da ciéncia,
como o da medicina [61].

A técnica de HPLC ¢ aplicada em separacdes e andlises quantitativas de um
grande nimero de compostos organicos presentes em varios tipos de amostras, de forma
rapida, com alta resolugdo, eficiéncia e sensibilidade. As forgas fisicas e quimicas que
atuam entre os analitos ¢ as duas fases sdo responsaveis pela retengdo destes sobre a
coluna cromatografica. A diferenca na magnitude dessas forgas ¢ responsavel pela
resolugdo e, portanto, pela separagdo dos analitos. As forcas que agem sobre as
moléculas sdo de cinco tipos: forcas de dispersdo de London ou forcas de Van der
Waals, interagdes de dipolo induzido, ligagdes de hidrogénio, interacdes dielétricas e
interagdes eletrostaticas ¢ colombianas.

A cromatografia liquida tem vdrias vantagens para andlise de compostos
organicos em agua. Uma delas ¢ que os compostos volateis representam uma pequena
fragdo de compostos organicos contidos em agua e esgotos. A maior parte estdo
presentes como compostos ndo volateis, que podem ser diretamente analisados pela
cromatografia liquida e ndo pela gasosa. Isto ¢ especialmente verdadeiro para esgotos,
os quais contém muito material hiimico e compostos orginicos polares, tais como

carboidratos [8].
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2.8 - Analise de Carbono Organico Total

A andlise de carbono organico total (TOC) baseia-se na determina¢ao de CO,
produzido pela degradacdo da matéria organica presente na amostra, por um sistema
oxidativo. O detector de CO, mais frequentemente usado ¢ o de infravermelho (IV),
mas outros tém sido empregados (condutivimetro, eletrodo de CO,, etc). A descricao
desta técnica e da sua importancia em andlises ambientais ¢ encontrada nas revisdes
feitas por Visco e colaboradores [62] e por Bisutti e colaboradores [63].

A importancia desta andlise se caracteriza pela determinacdo da taxa de
mineralizacdo (transformagdo dos produtos em CO, e H,O) de um processo de

degradagdo aplicado em moléculas organicas.

2.9 - Espectrometria de Massas — “Mass Spectrometry” (MS)

A espectrometria de massas (“Mass Spectrometry”) ¢ uma poderosa ferramenta
que foi usada, no principio, para determinagdo de massas atomicas sendo empregada, na
atualidade, na busca de informagdes sobre a estrutura de compostos organicos, na
analise de misturas organicas complexas, na analise elementar e na determinagdo da
composicao isotopica dos elementos. Esta técnica fornece informacdes para
profissionais de diversas areas como quimicos, bidlogos, farmacéuticos, fisicos,

astronomos, entre outros [64].

2.9.1 - Introducgédo da amostra e técnicas de ionizacéo

As amostras podem ser introduzidas em um espectrometro de massas de varias
maneiras, sendo que a infusdo direta e a infusdo através de uma coluna capilar sdo as
mais comuns. A infusdo capilar pode introduzir pequenas quantidades da amostra no
espectrometro de massas sem destruir o vacuo. Esta técnica geralmente esta acoplada a
outras técnicas de separa¢do incluindo a cromatografia liquida (liquid chromatography -
LC) e cromatografia gasosa (gds chromatography — GC), que primeiramente separam
os componentes de uma mistura para posterior analise.

Existem varias técnicas de ionizagdo, e isso se deve a grande variedade de
amostras e espécies de interesse. Amostras sdlidas, liquidas ou gasosas, contendo

espécies volateis ou ndo e com interesses que englobam desde a analise elementar até a
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determinagdo da composicao de proteinas, requerem diferentes processos de ionizagao.
Algumas das principais técnicas de ionizagcdo e os respectivos agentes ionizantes sao

mostradas no Quadro 2.1.

Quadro 2.1 - Principais técnicas de ionizagdo

Técnica de ionizagéo Agente ionizante
Impacto de Elétrons (EI) Elétrons energéticos
Ionizacdo Quimica (CI) fons de um gas reagente
Ionizagdo por Campo Elétrico (FI) Eletrodo com alto potencial elétrico
Luz Sincontron Fotons
Ionizagao por Electrospray (ESI) Campo elétrico intenso
Dessor¢ao por Campo Elétrico (FD) Eletrodo com potencial elétrico alto
Ionizagao/Dessor¢ao por Laser, Assistido Feixe de laser (UV)
por uma Matriz (MALDI)
Dessor¢do de Plasma (PD) Fragmentos de fissdo do ““Cf (MeV)
Bombardeamento por Atomos Répidos Feixe de atomos energéticos (» 5 KeV)
(FAB)
Emissdo de fons Secundarios (SIMS) Feixe de ions energéticos (5-15 KeV)
Ionizag@o Térmica - Thermospray (TS) Temperatura alta
Impacto de fons Pesados (HIMS) Feixe de ions de aceleradores (MeV)

As formas de ionizagdo que tiveram maior Sucesso, € por isso sdo as mais
empregadas no acoplamento GC-MS, sao impacto eletronico (EI) e a ionizagdo quimica
(CI). Essas formas de ioniza¢do operam em baixas pressdes (vacuo). Dentre as duas, o
impacto por elétrons ¢, de longe, a mais popular, uma vez que usualmente fornece um
grande niumero de ions os quais permitem a identificagdo da substancia em estudo.

As fontes de ionizagdo, inicialmente investigadas para o acoplamento LC-MS,
foram baseadas no impacto eletronico (EI) e na ionizagdo quimica (CI), empregadas
com sucesso no acoplamento GC-MS. Entretanto, devido a diferentes caracteristicas
existentes entre as fases moéveis empregadas nas duas técnicas de separagdo (GC e
HPLC) este acoplamento mostrou-se inadequado para analise de compostos em baixas
concentragdes, além de nao apresentarem robustez necessaria. Apos esforcos, novas

fontes de ionizacdo foram desenvolvidas tendo como caracteristicas: facilitar a
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transferéncia da amostra que sai da coluna para a fase gasosa (interface coluna - MS) e a
ionizacdo da amostra. As fontes que mostraram melhor desempenho no acoplamento
LC-MS produzem a ionizagdo em pressdo atmosférica (API, Atmospheric Pressure
Ionization) ao invés de vacuo, como em EI e CI. As formas de ionizagdo mais utilizadas
sdo: lonizacdo Quimica a Pressdo Atmosférica (APCI, Atmospheric Pressure Chemical
lonization), lonizagdo por Fotons a Pressao Atmosférica (APPI, Atmospheric Pressure
Photon lonization) e Electrospray (ESI, Electrospray lonization).

Dentre as técnicas de ionizagdo citadas anteriormente, a ionizagdo por
electrospray destaca-se como uma alternativa para geracao de ions a partir de espécies
pouco volateis presentes em fase liquida. A sua primeira utilizacdo foi em 1968 quando
Dole sugeriu como um possivel modo de ionizacdo para a espectrometria de massas,
mas, infelizmente, seus experimentos ndo foram convincentes, pois estes visavam a
analise de espécies poliméricas, como o poliestireno, que ndo estdo ionizadas em
solugdo [65]. Em 1984, Yamashita e Fenn, demonstraram a aplicabilidade da fonte de
electrospray como um método de ionizac¢ao branda.

Embora seja normalmente considerada como uma fonte de ionizacdo, o
electrospray ¢, na realidade, um processo de transferéncia de ions pré-existentes em
solugdo para a fase gasosa. Pode-se dizer que a efetiva ionizacdo (transformacao de uma
espécie neutra em um ion) ¢ um efeito secundario [65].

M¢étodos de ionizagdo anteriores ao electrospray, no qual os ions sdo
transferidos da fase liquida para a fase gasosa, tal como bombardeamento de dtomos
rapidos (FAB) ou dessor¢do por plasma, provocam nao s6 a dessolvatagdo dos ions,
mas, muitas vezes, sua fragmentacao e formagao de ions a partir de moléculas neutras.
Isto se deve ao fato de que, nestas técnicas, uma grande quantidade de energia ¢
fornecida de forma focalizada e em um curto periodo de tempo [65].

Durante a ionizagao por electrospray, trés tipos de ions podem ser gerados: ions
moleculares, moléculas protonadas/desprotonadas (ions guasi-moleculares) e moléculas
cationizadas ou anionizadas. A extensdo com a qual cada um destes ions ¢ formado
pode ser compreendida em termos do balanco entre trés processos essencialmente
distintos, que ocorrem no interior do capilar: reagdes redox (oxidacdo/redugdo), que
produzem  fons  moleculares (M) ou (M); reagdes  acido/base
(protonagdo/desprotonacdo), que resultam na formacdo de moléculas protonadas
[M+H]" ou desprotonadas [M-H] e, coordenagdo com cétions (geralmente os da familia

1A) ou anions (principalmente cloretos), que leva a formagdo de moléculas cationizadas
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([M+Na]", [M+K]"), ou anionizadas ([M+Cl]"), etc [66]. Embora a protonagio e a
desprotonacao de uma substancia sejam processos que ocorrem simultaneamente dentro
do capilar, a extensdo dos mesmos depende, dentre outros pardmetros, da estrutura da
substancia e do solvente. Substincias que apresentam grupamentos basicos,
principalmente aminas, amidas e ésteres, normalmente sdo analisadas no modo positivo,
dada a relativa facilidade com que as mesmas sdo protonadas. Por outro lado,
substancias contendo fun¢des acidas, tais como acidos carboxilicos ¢ fenois, sdo mais
facilmente desprotonadas e, consequentemente, sdo analisadas no modo negativo [66].
Uma representagdo esquematica do ESI ¢ apresentada na Figura 2.4. Esta técnica
se baseia na formacao de um “spray” eletrostatico, a partir do qual sao geradas pequenas
gotas carregadas e destas sdo liberados os ions. Quando o potencial elétrico aplicado no
capilar metalico (kV) promove a migracdo de cargas para a interface capilar/solu¢ao,
formando uma dupla camada elétrica. Este processo resulta na formagdo de gotas com
superficies carregadas. A evaporacdo do solvente, devido a agdo do gas nebulizador,
diminui o tamanho destas gotas e, consequentemente, aumenta a repulsao eletrostatica
entre as cargas formais que existem em suas superficies. A tensdo superficial das gotas
vai se tornando cada vez menor até ocorrer o fenomeno de “explosdo couldombica” das
mesmas, que resulta na formacdo de gotas menores, com posterior liberagdo dos ions.
Forma-se, assim, um “spray” de particulas carregadas, ou seja, uma corrente eletrolitica
[66]. A medida que a densidade de carga aumenta na gota, o campo elétrico formado
entre o capilar e o contra-eletrodo aumenta provocando a deformacdo da gota. A gota

ganha a forma de um cone que ¢ denominado de cone de Taylor [65].
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Oxidagio

Elétrons

i Elétrons

Fonte de Alta
Voltagem

do HPLC Gas
| Nebulizador (N )

Alta Voltagem
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do Solvente

Gas de Secagem

Tubo Caj;ilar

Figura 2.4 — Interface do tipo electrospray utilizada para o acoplamento LC-MS.
Destaque para a formagao dos ions no processo que sao conduzidos para o anteparo pelo

campo elétrico aplicado [67]

Essa gota na forma de cone permanece “presa” ao capilar até o momento em que
a densidade de carga na superficie da gota e o aumento da repulsdo entre os ions
vengam a tensdo superficial do liquido, ocorrendo entdo a liberagdo de pequenas gotas
com alta densidade de carga (Figura 2.5). A frequéncia deste processo depende da
magnitude do campo elétrico, da tensdo superficial do solvente e da condutividade da
solucdo. Depois da liberagdo das gotas com alta densidade de carga do cone de Taylor,

estas passam pela regido entre a ponta do capilar e o contra eletrodo e vao sofrendo
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dessolvatagdo. A evaporacgao do solvente ¢ favorecida pela energia térmica do ambiente
e pelo auxilio de um gas secante, normalmente nitrogénio. Durante o processo de
dessolvatagdo, a densidade de carga aumenta até um ponto em que as forgas de repulsdo

vengam a tensdo superficial e goticulas sdo liberadas pela fissdo da gota inicial [65].

' Q
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Figura 2.5 - Deformagéo e fissdo de uma gota com excesso de carga [65]

O estagio I ¢ considerado o aspecto de uma gota com excesso de carga que
acabou de ser introduzida em uma regido sob campo elétrico. No estagio II, observa-se
que a gota comeca a sofrer deformagdo e o excesso de carga, que estava uniformemente
distribuido sobre sua superficie, agora comega a concentrar-se na dire¢ao determinada
pelo campo elétrico. O estagio III mostra que, embora a maior parte do corpo da gota
permaneca intacta, hd uma deformagdo significativa da regido de maior densidade de
carga. Esta deformacdo acentua-se at¢é o momento em que ocorre a projecdo das
goticulas (IV), as quais devem, de fato, possuir maior densidade de carga que a gota
mae [65].

Como descrito anteriormente, o processo de dessolvatacdo ¢ bem conhecido,
entretanto, ndo se sabe exatamente como o ion ¢ gerado em fase gasosa. Existem dois
diferentes mecanismos que foram propostos para a formacao dos ions na fase gasosa. O
primeiro mecanismo, proposto por Dole em 1968, depende da formacdo de gotas
extremamente pequenas, com raio de aproximadamente 1 nm, e que contenham somente
um ion. A evaporacdo do solvente convertera esta gota em um ion na fase gasosa. Esse
mecanismo foi denominado modelo da carga residual (CRM) (Figura 2.6). O outro
mecanismo foi proposto por Thomson e Iribarne — modelo da evaporacao do ion (IEM)
- ¢ sugere que a emissdo dos ions ocorre diretamente de gotas muito pequenas e

altamente carregadas. Para comecar a ocorrer este processo, a gota deve ter um raio de 8
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nm e 70 cargas aproximadamente. Nestas condi¢des, a gota nao sofre ruptura, mas pode

emitir ions para a fase gasosa (Figura 2.6) [65, 67].

Evaporacgido do
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l Explosio
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Couldémbica
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Evaporacido do ion
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Fissio Coulémbica

Evaporacio do solvente e Evaporacio do solvente
etapas de explosdes e etapas de explosoes

coulombicas couldombicas §

v @
Evaporacio do solvente de
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superficie “expulsa” uma tnica molécula do
1 oionda goticula analito
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Figura 2.6 — Mecanismo da evaporagao do ion e da fissdo coulombica [67]

A principal vantagem do electrospray sobre estas outras técnicas ¢ que a
dessolvatagdo ocorre gradualmente em temperaturas relativamente baixas (tipicamente,
de temperatura ambiente até 80 °C), de forma a ndo gerar fragmentos nem moléculas
ionizadas. Assim, muitos dos ions gerados na fase gasosa mantém exatamente a mesma
estrutura e carga das espécies em solugdo, o que ¢ perfeito para analise de espécies nao
volateis e para estudos de especiagdo. No entanto, isto ndo ocorre para todas as espécies.
Muitas vezes, uma espécie com carga maior ou igual a dois estd estabilizada devido a
camada de solvatagdo. A medida que a espécie é dessolvatada, tende a se envolver em

processos que levem a redugdo de sua carga. Além disto, espécies neutras podem ser
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ionizadas por processos eletroliticos na fase liquida, formacdo de agregados idnicos
durante o processo de electrospray e por dissociagdo induzida por colisdo (CID) ja na
fase gasosa. A preservacdo ou ndo dos ions originais estd intimamente ligada ao
processo de ionizagdo por electrospray [65].

Nos ultimos anos, a ionizagdo por electrospray tem sido extensivamente
empregada. Dados da literatura reportam a utilizagdo da técnica para diferentes
finalidades, podendo-se destacar a identificagdo de substancias em solugdes aquosas,
determinagdo de residuos de agrotoxicos em agua e alimentos, identificagdo de produtos
de relevancia ambiental, mapeamento protednico, screening de drogas, adulteracdo de
bebidas entre outros [65].

Nosso grupo de pesquisa tem utilizado a técnica ESI-MS em varios estudos. Por
exemplo, de Souza [68], em 2007, utilizou a técnica como instrumento na determinagao
de adulteracdes em cachacas artesanais produzidas no Brasil. Outro trabalho deste
mesmo autor [69] possibilitou a diferenciacdo entre runs e cachagas através do
fingerprinting de cada produto. Paim e colaboradores [70] em 2005 utilizaram ESI-MS
na caracterizacdo de complexos de ruténio que catalisam a conversdo de metanol em
acido acético. Em 2003 Moraes [65] aplicou esta técnica no estudo de espécies

inorganicas e organometalicos.

2.9.2 — Analisadores de Massas

Os analisadores de massas separam os ions de acordo com a relacdo existente
entre suas massas € cargas, ou seja, a razao m/z. As caracteristicas de construcio e
operagao diferem de um analisador para outro, assim como seus beneficios e limitagdes.
A escolha do mais apropriado deve ser efetuada considerando a aplicag@o (por exemplo,

faixa de massas desejada), desempenho desejado (por exemplo, resolugdo) e custo [67].

2.9.2.1 — Analisadores de Massas do Tipo Quadrupolo

O quadrupolo linear ¢ o analisador de massas mais popular devido a sua
simplicidade, preco relativamente baixo, baixa linearidade em andlises quantitativas,
facilidade de ser entendido e operado.

O quadrupolo ¢ composto de quatro barras de metal cilindricas (Figura 2.7). Um

par de barras ¢ mantido em um potencial elétrico positivo, enquanto o outro a um
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potencial negativo. Uma combinagdo de corrente continua (DC) e radiofrequéncia (Rf) é
aplicada nas barras. O par positivo de barras atuard como um filtro para massas mais

elevadas, enquanto que o par negativo agird para massas pequenas [67].
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Figura 2.7 — Esquema de um analisador de massa do tipo quadrupolo mostrando a
trajetoria dos ions se dirigindo até o detector. Destaque para o arranjo das quatro barras

[67]

Os quadrupolos operam a uma resolucdo constante, mantendo a razdo Rf/DC
constante. Considerando-se uma dada amplitude para as voltagens Rf e DC, somente os
ions que apresentarem determinada razdo m/z, a qual esteja em ressonancia com o
campo aplicado, irdo passar pelas barras do quadrupolo e serdo detectados. Os demais
ions que entrarem no quadrupolo terdo suas trajetorias instaveis e, como consequéncia,

atingirdo as barras e serdo eliminados pela bomba de vacuo [67].

2.9.2.2 — Analisadores de Massas do Tipo “lon Trap”

Os analisadores do tipo fon trap (aprisionadores de ions) sdo também
denominados de quadrupolo tridimensionais ou quadrupolo ifon trap. Nestes

analisadores um eletrodo hiperbdlico na forma de um anel, denominado “ring
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electrode”, é colocado entre dois eletrodos hiperbolicos denominados, eletrodos “end
cap”. Uma voltagem Rf (corrente alternada, AC), de amplitude variavel V e com
frequéncia ao redor de 1 MHz, ¢ aplicada ao “ring electrode”, enquanto que os
eletrodos “end cap” sdo aterrados. Os dois eletrodos “end cap” apresentam um orificio
no centro; o eletrodo superior permite a passagem dos ions provenientes da fonte de
ionizacao (eletrodo de entrada) e direcionados para o “ring electrode”, enquanto que o
orificio do eletrodo de saida serve para direcionar os ions ejetados para a detecgdo

(Figura 2.8) [67].

Eletrodo de Entrada

El m Anél

4

Figura 2.8 — Visao geral de um analisador do tipo “ion trap”, ilustrando os eletrodos de

entrada, central (“ring electrode”) e de saida [67]

Juntamente com o quadrupolo linear, o “fon trap” ¢ um dos analisadores de ions
mais populares devido ao seu custo relativamente baixo (comparavel ao quadrupolo) e
pequeno tamanho. Sua resolucdo ¢ similar a do quadrupolo linear (unitaria), podendo
ser aumentada empregando-se varreduras mais lentas em uma faixa de massas menor.
Nestas condigdes, resolucdes proximas de 5.000 podem ser obtidas. As aplicagdes

tipicas deste analisador sdo similares aquelas do quadrupolo [67].

2.9.2.3 — Analisadores de Massas do Tipo Tempo de V6o (TOF-Time of
Fligth)

O analisador do tipo TOF foi desenvolvido por William Stephens, na

Universidade da Pensilvania em 1946 e comercializado por McLaren da empresa

Bendix (EUA) em 1955.
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Em um sistema tipo TOF, os ions formados na fonte de ionizacdo sdo extraidos e
acelerados em alta velocidade por um campo elétrico em um tubo longo denominado
“drift tube”, ap0s o qual atingem o detector. A velocidade alcangada pelo ion acelerado
¢ proporcional a raiz quadrada de sua razdo m/z; por simplicidade assume-se
inversamente proporcional a massa. De forma anéloga, o tempo necessario para um ion
atravessar o tubo sera inversamente proporcional & raiz quadrada de sua razdo m/z;
também por simplicidade ¢ comum assumir que o mesmo € proporcional & massa, uma
vez que a distancia entre a formacdo do ion e o detector ¢ fixa (depende do
comprimento do tubo). A Figura 2.9 ilustra um esquema de um analisador do tipo TOF

[67].
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Figura 2.9 — Esquema simplificado de um TOF com o reflectron fora de operagio
(esquerda) e em operacgdo (direita), ilustrando a curva na trajetéria dos ions provocada

pelo mesmo [67]

O principio de operagdo do TOF baseia-se na medida do “tempo de v60” de um
ion dentro do espectrometro de massas. Uma vez que as dimensdes do tubo e a energia
cinética dos ions sdo bem conhecidas, o calculo da razao m/z torna-se mais simples.

A introducdo de um refletor (também conhecido como espelho de ions ou
espelho eletronico) e o uso de técnicas ortogonais de introducdo leva os ions a
contribuirem para a melhoria da resolugdo por meio de um aprimoramento no controle
ou compensagao do espalhamento inicial de energia e na distribuigdo espacial dos ions.

O reflectron (tipo de TOF que utiliza um refletor no tubo de vdo), proposto pelo
pesquisador russo, Boris A. Mamyrim utiliza um campo elétrico aplicado a uma série de
grades ou eletrodos (também denominados pratos ou discos) para reverter a direcdo da
trajetoria dos ions que entram nele. Por meio deste dispositivo, os ions de mesma razao
m/z chegam ao mesmo tempo no detector, ainda que apresentem diferencas em sua
energia cinética.
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Além do uso do reflectron, outra forma de aumentar a resolugdo utilizando um
analisador do tipo TOF ¢ o uso de geometria ortogonal (o-TOF). Neste sistema, os ions
sdo produzidos de forma continua na fonte de ionizacdo (electrospray, por exemplo) e
acelerados e focalizados com a ajuda de lentes apropriadas. A seguir, aplica-se uma
aceleragdo pulsada ortogonal (perpendicular) ao movimento dos ions, os quais irdo
adquirir velocidades as quais sdo independentes de suas velocidades adquiridas pela

aceleragdo na fonte [67].

J——— TOF
GERADOR
DE PULSOS DETECTOR

e S—— -
AGULHA DE
“ELETROSPRAY®
HEXAPOLO RF HEXAPOLOS RF
CONE DE
AMOSTRAGEM “SKIMMER” QUADRUPOLO NO MODO

“PBYPASS”

“REFLECTRON”

Figura 2.10 - Analisador do tipo TOF com sistema de aceleracdo ortogonal e reflectron

[67]

A Figura 2.10 ilustra um esquema de um TOF MS de alta resolu¢do, com
aceleracdo ortogonal e reflectron. Os hexapolos e quadrupolos servem de guia para os
ions no modo TOF, podendo ser utilizados para uma montagem em tandem ou MS-MS
do tipo Q-TOF (quadrupolo-tempo de v6o). Estes equipamentos possuem elevada
resolucdo (no modo linear a resolugao ¢ limitada), boa sensibilidade, velocidade de
varredura muito rapida (importante para picos cromatograficos estreitos). Porém,
exigem eletronica bastante sofisticada, bom controle do tempo e da energia inicial e
distribuicdo espacial dos ions. Sua aplicacdo é bastante ampla, especialmente quando

alta resolucao ¢ necessaria e a faixa de massas que analisa, também, ¢ muito ampla [67].
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2.10 — Micro-contaminantes organicos: moléculas estudadas

2.10.1 — Etinilestradiol

O sistema endocrino ¢ um mecanismo complexo que coordena e regula a
comunicagdo entre as c¢lulas, constituido por combinag¢des de glandulas e hormdnios,
sendo responsavel pelas fungdes biologicas normais, como reprodugdo,
desenvolvimento embrionario, crescimento e metabolismo. Hormodnios sdo mensageiros
quimicos que respondem pela comunicacdo entre diferentes tipos de células, as quais
identificam os hormdnios através de receptores que sdo estruturas protéicas
especializadas em reconhecimento molecular. Depois da aproximagdo e interagdo
(hormoénio-receptor) ocorre uma série de reagdes bioquimicas, levando as respostas
bioldgicas especificas. Os hormonios sexuais sdo produzidos a partir do colesterol e
podem ser classificados em trés grupos principais: hormdnios sexuais femininos, ou
estrogenos; hormonios sexuais masculinos, ou andrégenos e, hormonios da gravidez, ou
progestogenos [8].

Dentre os hormdnios sexuais, os estrogenos vém recebendo maior atengio por
serem compostos extremamente ativos biologicamente e estdo relacionados a etiologia
de vérios tipos de canceres. Os estrogenos naturais 17(-estradiol (E2), estriol (E3),
estrona (E1) e o sintético 17a-etinilestradiol (EE2), desenvolvido para uso médico em
terapias de reposicdo e métodos contraceptivos, sao os que despertam maior
preocupacao pela quantidade continua introduzida no ambiente. A Figura 2.11 mostra a
estrutura quimica do hormonio etinilestradiol, sendo que algumas de suas propriedades

fisico-quimicas estdo sintetizadas no Quadro 2.2.
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Figura 2.11 — Estrutura quimica do hormdnio etinilestradiol

37



Capitulo 2

Quadro 2.2 — Propriedades fisico-quimicas do hormonio etinilestradiol [71]

Etinilestradiol
17-etinil-13-metil- 7,8,9,11,12,13,14,15,16,17-
Nome decahidro-6H-ciclopentafenantreno- 3,17-diol
17-a-etinil-1,3,5(10)-estratrieno-3,17-B-diol
(17-a)-19-norpreggna-1,3,5(10)-trien-20-ino-3,17-
diol
CAS RN 57-63-6
Férmula molecular Ca0H240;
Massa molar 296,40 g.mol’
Solubilidade em agua 11,3mgL"a27°C[9]

2.10.2 — Carbamazepina

A carbamazepina ¢ amplamente utilizada no tratamento de epilepsia e
esquizofrenia [72], como analgésico, anticonvulsivante e sedativo [73]. Do ponto de
vista toxicologico, a carbamazepina, pode causar sérios efeitos toxicos no figado e no
sistema hematopoiético [73]. Esse composto tem sido muito encontrado em estacdes de
tratamento de esgotos, resultado da sua baixa biodegradabilidade [72, 74]. Ha relatos
[74-75] de varios riscos a saude humana devido a carbamazepina, entre eles o de
anormalidades genitais.

Na Figura 2.12 ¢ apresentada a estrutura quimica da molécula de carbamazepina

e no Quadro 2.3 algumas de suas propriedades fisico-quimicas.

A
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Figura 2.12 — Estrutura quimica da carbamazepina
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Quadro 2.3— Propriedades fisico-quimicas da carbamazepina [71]

Carbamazepina
Nome 5-H-dibenz[a,f]azepine-5-carboxamide

5-carbamoie-5-H-dibenz[a,f]azepine

CAS RN 85756-57-6
Formula molecular CisH12N,O
Massa molar 236,27 g.mol”’

2.10.3 — Acido Félico

O acido folico, também conhecido como acido peteroilglutamico [76], ¢ um po
cristalino, amarelo, insipido e inodoro que foi descoberto na década de 1940. E um
membro da familia de vitaminas do complexo B que sdo necessarias numa variedade de
processos corporais [76]. Na Figura 2.13 ¢ apresentada a estrutura quimica do acido

folico e no Quadro 2.4 algumas de suas propriedades fisico-quimicas.
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Figura 2.13 — Estrutura quimica do acido fo6lico
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Quadro 2.4 — Propriedades fisico-quimicas do acido folico [71].
Acido Folico
N-[4-[[(2-amino-1,4-dihidro-4-0x0-6-

Nome pteridinie)metilJamino]benzoil |
L-4cido glutamico

Acido pteroilglutimico

CAS RN 59-30-3
Formula molecular C19H19N7Og
Massa molar 441,41 g.mol
Solubilidade em &gua 85gL"a20°C[76]

O 4cido folico ¢ uma vitamina hidrossoluvel que se armazena no figado do
animal. E conhecido como vitamina B9. Os folatos constituem um grupo de compostos
heterociclicos no qual o acido pterdico estd conjugado com um ou diversos residuos de
acido L-glutdmico. Sua estrutura apresenta um nticleo pteridina ligado a uma molécula
de acido p-aminobenzoico e a uma molécula de acido glutdmico, originando o nome de
acido pteroilglutamico [76]. Os folatos estao estreitamente ligados a tudo o que se refere
ao metabolismo das proteinas, assim como a sintese das moléculas que constituem o
material genético (DNA).

A maioria das formas de folatos nos alimentos ¢ instavel. Os vegetais frescos,
armazenados a temperatura ambiente, podem perder até 70% da atividade dos folatos
em trés dias. Perdas consideraveis ocorrem também por extragdo para a agua de
cozimento (até 95%) e pelo aquecimento [76]. Tal como a maioria das vitaminas B, as
leveduras constituem a fonte alimentar privilegiada de acido folico. Mas os legumes
verdes, especialmente o espinafre, o agrido e a alface, assim como o figado, também
apresentam um teor bastante elevado [76].

A utilizagao de suplementos alimentares ¢ cada vez mais comum na vida diaria
dos cidaddos. Entretanto, o uso desses suplementos em grande quantidade pode trazer
sérios riscos a saude da populagdo, pois o excesso de vitaminas ingerido ndo ¢
metabolizado pelo organismo e, assim, ¢ excretado na urina e nas fezes. Deste modo,
acaba atingindo o meio aquatico, tornando-se um potencial poluente emergente. O acido
folico ¢ uma das vitaminas mais utilizadas em todo mundo, pois ¢ importante, por

exemplo, na prevengdo de males que podem afetar o feto durante a gravidez. E
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amplamente utilizado no enriquecimento de farinadceos a fim de suprir as deficiéncias de

vitaminas nos seres humanos, principalmente nas mulheres em idade fértil.

2.10.4 — Acido Clofibrico

O 4acido clofibrico ¢ um agente hipolip€mico, ou seja, sua fungdo ¢ reduzir os
niveis de colesterol e triglicerideos do sangue. No Brasil ¢ comercializado na sua forma
de éster, o clofibrato.

Virios tragos de acido clofibrico ja foram encontrados em efluentes e afluentes
de estacOes de tratamentos de esgoto, rios, lagos, dguas subterraneas e superficiais [5].
A principal caracteristica deste composto € a sua persisténcia quando introduzido nos
corpos d’agua. Na Figura 2.14 ¢ apresentada a estrutura quimica do acido clofibrico e

no Quadro 2.5 algumas de suas propriedades fisico-quimicas.

CH;
o
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5 OH
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Figura 2.14 - Estrutura quimica do acido clofibrico

Quadro 2.5 - Propriedades fisico-quimicas do acido clofibrico [71]

Acido Clofibrico
Nome ,
Acido 2-(p-clorofenoxi)-2-metilpropionico
CAS RN 882-09-7
Formula molecular CICsH4OC(CHj3),COH
Massa molar 214,65 g.mol”

2.10.5- Atenolol

O atenolol ¢ um B-bloqueador usado no tratamento de doengas cardiovasculares,
como, por exemplo, a hipertensdo. Apos consumo humano ¢ excretado pelas vias

urindrias e vem sendo encontrado em estagdes de tratamento de esgotos [77-78]. Na

41



Capitulo 2

Figura 2.15 ¢ apresentada a estrutura quimica do atenolol e no Quadro 2.6 as suas

propriedades fisico-quimicas.

| NP
O O/\AN CH;

|
OH H

Figura 2.15 — Estrutura quimica do atenolol

Quadro 2.6 — Propriedades fisico-quimicas do acido atenolol [71]

Atenolol
Nome (RS)-2-[4-[2-hidroxi-3-(1-metiletilamino)
propoxy|fenil]etanamida
CASRN 29122-68-7
Férmula molecular C14H2oN,05
Massa molar 266,34 g mol”!
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CAPITULO 3: Reagentes e Instrumentos

43



Capitulo 3

3.1 — Reagentes

Os reagentes acido clofibrico (Sigma-Aldrich, 97%), acido folico (Merck, 98%),
atenolol (Sigma-Aldrich, 99%), carbamazepina (Fiocruz, 99,2 % e Sigma-Aldrich,
99%), etinilestradiol (Organon, 98 % e Sigma-Aldrich, 98%), H,O, (Isofar, 32% m/v),
acetonitrila grau HPLC (Vetec,), metanol grau HPLC (Vetec,), TiO, (Degussa), Fe’ (F.
Maia), tensoativo aliquat 336 (Sigma-Aldrich) e o tensoativo laurilsulfato de sodio
(Sigma-Aldrich) foram utilizados sem prévia purificagio. O compésito Fe’/Fe,0s3 foi
sintetizado seguindo os critérios descritos por Moura ¢ Rosmaninho [79-80]. Utilizou-

se, em todos os experimentos, agua milli-Q para o preparo das solucdes.

3.2 - Experimentos de degradacéao

A degradacdo dos farmacos carbamazepina, acido foélico e do horménio
etinilestradiol foi investigada empregando-se varios processos oxidativos: radiacao
ultravioleta com e sem a presenga de peroxido de hidrogénio (UV/H,O, e UV,
respectivamente), radiagdo ultrassonica (US), sistema Fenton heterogéneo (ensaios com
o composito Fe’/Fe,03), fotocatalise heterogénea (TiO,/ UV) e ozondlise.

Os ensaios foram conduzidos sob agitagdo constante por 30 minutos e realizados
em tubos de ensaio de vidro ou quartzo (este ultimo para os experimentos envolvendo
radiagdo UV) os quais continham 20,0 mL da solu¢do dos compostos nas seguintes
concentragdes: 4cido folico 25 mg L™, carbamazepina 15 mg L' e etinilestradiol 100
mg L' em metanol/ dgua 3:7 v/v (esta solucdo foi utilizada como solvente devido a
baixa solubilidade do horménio em 4gua pura). Nao se utilizou agitagdo nos
experimentos que fizeram uso de radiagdo US. A massa utilizada do composito
Fe"/Fe;05 e TiO, foi de 10,0 mg nos ensaios correspondentes. Nos experimentos que
continham H,0, foi utilizado 1,0 mL de uma solugdo aquosa 0,1 mol L. A escolha do
pH 2, massa do composito e concentragao do peroxido de hidrogénio foram baseados
em estudos prévios realizados. Nos ensaios com a radiagdo UV utilizou-se um reator
construido em uma caixa de madeira de dimensdes 60 cm x 50 cm x 45 cm e revestida
internamente com papel aluminio. Instalou-se na parte superior da caixa, de forma
lateral, uma lampada (Philips TUV G5T8) de 15 W de poténcia que emite radiacdo UV

maxima em 254 nm.
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3.2.1 - Ensaios com o compésito Fe’/Fe,O5 (sistema Fenton heterogéneo):

condicdes gerais e planejamento fracionario

Primeiramente, o compdsito foi sintetizado de acordo com o procedimento
descrito nos trabalhos de Moura e Rosmaninho [79-80]. O primeiro passo foi a sintese
da hematita (6xido de ferro) a partir do nitrato férrico nona-hidratado (Fe(NOs3);.9H,0).
Em cada sintese foram utilizados cerca de 7,0 g de nitrato férrico, que foram aquecidos,
em atmosfera de ar, em forno tubular, a uma taxa de aquecimento de 5 °C min™ até
450 °C, sendo mantido a esta temperatura por 3 horas (Equacdao 3.1). Apds o

resfriamento, a hematita resultante foi homogeneizada em gral de ceramica e pesada.
Fe(NO3);.9H,0O + O, —»a-Fe,0O3 + NOx + H,O Equacéo 3.1

Para a sintese do compdsito foram colocados no gral de cerdmica Fe’ e Fe,0s
(hematita) numa propor¢ao de 1:1. A mistura foi triturada e homogeneizada.

Foi realizado um planejamento fracionario com o objetivo de se obter as
condicdes Otimas para a degradacdo e, consequentemente, maximizar a taxa de
degradagdo do farmaco carbamazepina e do hormonio etinilestradiol. O uso de
planejamentos fraciondrios permite avaliar muitas variaveis € a interacdo entre elas,
utilizando um pequeno niimero de experimentos. Os testes foram feitos em duplicata e
conduzidos utilizando-se uma solugio aquosa de carbamazepina 15 mg L' e de
etinilestradiol 100 mg L' em metanol/ 4gua 3:7 v/v. Empregando-se um planejamento
fracionario 2%, as seguintes variaveis foram avaliadas: tipo de tensoativo (aliquat 336
ou laurilsulfato de sodio), pH do meio (5, que corresponde ao pH natural destas
solugdes, ou 2, ajustado pela adi¢do controlada de uma solugdo de H,SO4 0,1 mol L'l),
uso do peroxido de hidrogénio e uso da energia ultrassonica. As reagdes foram
efetuadas em tubos de vidro, com tempo de reagdo de 30 min. Foram utilizados 20,0 mL
das solucdes de carbamazepina ou etinilestradiol, 1,0 mL de uma solugdo aquosa de
peroxido de hidrogénio 0,1 mol L™, 10 mg de compoésito Fe’/Fe,0;3 e 1,0 mL da solugdo
20 % de um dos tensoativos. Em cada experimento, a taxa de degradagdo do
etinilestradiol e da carbamazepina foi avaliada através de medidas efetuadas por HPLC-
UV. As reagdes que nao utilizaram a energia ultrassonica foram realizadas sob agitacao

constante.
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Para o composto vitaminico 4cido folico, as reagdes foram efetuadas em tubos
de vidro, com tempo de rea¢ao de 30 min. Foram utilizados 20,0 mL da solucao aquosa
de acido folico (25 mg L™), 1,0 mL de uma solugdo aquosa de perdxido de hidrogénio
0,1 mol L™ ¢ 10,0 mg de compésito Fe’/Fe,0s, sob agitagdo constante, por 30 min. As
taxas de degradacdo e mineralizagdo foram avaliadas através de medidas efetuadas por

HPLC-UV e TOC, respectivamente.

3.2.2 — Ozonolise: célculo do fluxo de 0z6nio e procedimento tipico

Os experimentos de ozonolise foram realizados por meio de um fluxo continuo
de ar sintético (pureza 99,999%) no ozonizador (Eletrozon). Para se calcular o fluxo do
ozonio utilizado em cada reagao, realizou-se a ozonoélise de uma solugao de KI (ca. 1,0
mol L) e, em seguida, titulou-se o iodo (I,) liberado com uma solugio padronizada de
Na,S,03 0,001 mol L. O procedimento foi realizado de acordo com o descrito por

Urzedo [21]. As reagdes (Equagdes 3.2 e 3.3) envolvidas sdo as seguintes:

O3 + 2 +HO —> 0Oy, + I, + 20H" Equacéo 3.2

L, + 28,032 — 2I" + $4067 Equacdo 3.3

Utilizando-se a estequiometria das reagdes acima e o volume gasto da solugdo de
Na,S,03 na titulagdo do I, liberado, calculou-se o fluxo de 0zonio como sendo 1,83 x
10" mol min™.

Os ensaios foram realizados utilizando uma proveta (50 mL), contendo 20,0 mL
da solugdo de 4cido folico 25 mg L™, carbamazepina 15 mg L™ e etinilestradiol 100 mg
L', na qual foi imerso um capilar borbulhando o ozénio. Todos os ensaios foram

realizados sob agita¢ao constante, por 30 min.

3.2.3 - Energia ultrassonica: detalhes experimentais e descricdo de um

ensaio tipico

Os experimentos utilizando a energia ultrassonica foram realizados por meio de

um banho de ultrassom marca Neytech, modelo 28 H. Para se obter maior eficiéncia da
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energia ultrassonica, o banho foi mapeado para se determinar a posi¢do de maior
incidéncia de cavitacao.

Para o mapeamento, uma solugdo de KI 0,29 mol L foi exposta & energia
ultrassOnica em varias posi¢cdes no banho, com diferentes volumes de 4dgua. Quando
uma solucdo de KI ¢é exposta a energia ultrassonica ocorre a formagao de I,, o qual ¢
determinado por espectrofotometria UV-Vis (no modo varredura) [81]. Verificou-se
que a posi¢do em que ocorre maior cavitagcdo e, consequentemente, maior formagao de
I, se encontra na regido central do banho de ultrassom. Da mesma forma, foi observado
que um volume de 2 L de dgua é que proporciona melhor reprodutibilidade e maior
cavitacdo. Portanto, em todos os experimentos envolvendo a energia ultrassonica, as
reagOes foram realizadas na regido central do banho contendo 2 L de dgua. Os ensaios
foram realizados utilizando-se um tubo de vidro contendo 20,0 mL de uma das
seguintes solugdes: acido folico 25 mg L', carbamazepina 15 mg L™ e etinilestradiol

100 mg L . O tempo de exposicio foi 30 min.

3.3 — Degradacdo com Metais de Valéncia Zero.

Solugdes padrio a 100 mg L™ dos compostos acido clofibrico (Sigma-Aldrich,
97%), atenolol (Sigma-Aldrich), carbamazepina (Sigma-Aldrich, 99%) e etinilestradiol
(Sigma-Aldrich, 98%) foram preparadas em metanol e estocadas a -20 °C. Dilui¢des
apropriadas foram realizadas, em 4gua ultra pura (HPLC-Merck), para preparar solugdes
de cada composto nas concentracdes finais desejadas. Solugdes contendo todos os
analitos também foram preparadas a partir dos estoques.

Diversos ensaios foram realizados buscando as melhores condi¢des para uma
degradagdo efetiva dos compostos supracitados. Primeiramente, foram realizados testes
para verificar qual seria o melhor método de agitagdo para este experimento, ja que a
agitacdo magnética ndo ¢ uma boa op¢do quando se trabalha com metais de valéncia
zero. Deste modo, foram realizados trés testes distintos utilizando fluxo de ar, radiacao
ultrassOnica e uma mesa agitadora. A radiacdo ultrassonica foi utilizada devido ao fato
de a mesma manter uma boa homogeneidade no sistema e ainda contribuir para uma
limpeza, se porventura ocorrer uma passivacao da superficie do metal. Aliquotas foram
retiradas em sucessivos tempos reacionais num total de 120 min. Os resultados

revelaram que a radiacdo ultrassonica e a mesa agitadora foram os melhores métodos de
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agitacdo. Entretanto, a mesa agitadora foi escolhida como a op¢do mais conveniente
para a realizacao dos ensaios devido ao facil acesso em nosso laboratorio.

Avaliou-se, também, qual seria a melhor massa dos reagentes ativos, i. e. Fe' e
H,0,, para promover uma degrada¢do maximizada. Uma proporgdo de Fe’/H,0.= 1/5,
foi utilizada em todos os ensaios, pois de acordo com a literatura [38], esta seria a
relagdo mais eficiente para a degradagdo de compostos organicos. Desta maneira, nos
varios ensaios foram utilizados duas massas de Fe’: 0,2 g ¢ 2,0 g. Para o sistema
Zn"/H,0, foram realizados testes com uma massa de Zn°® de 0,2 g . Outro parimetro
avaliado foi o pH do sistema. Pretendeu-se verificar qual seria o melhor pH para uma
degradacao mais efetiva. Foram avaliados os seguintes pH: 3,4 ¢ 5.

O sistema reacional consistiu de 200 mL de uma solu¢ao contendo uma mistura
dos quatro compostos (acido clofibrico, atenolol, carbamazepina e etinilestradiol) numa
concentragio de 500 pg L' cada. Solugdes contendo um unico composto, em
concentracdes de 10 mg L™ ou 300 pug L™, foram também preparadas e avaliadas. Apos
ajuste do pH, adicionou-se Fe’ e H,O, nas propor¢des mencionadas anteriormente. Para
o monitoramento dos processos, aliquotas de 1 mL foram retiradas em tempos
reacionais sucessivos de: 0, 10, 20, 30, 40, 60, 90, e 120 minutos. Quando pertinentes

aliquotas adicionais foram retiradas apds tempos reacionais de 4, 6, 8, 10, 12 ¢ 24 horas.

3.4 - Degradacéo Eletroquimica

As eletrdlises foram realizadas numa densidade de corrente constante de 40
mA/m’, utilizando um anodo dimensional estavel (ADE®) comercial Ti/Rug3Tio70,
(De Nora do Brasil), com é4rea exposta de 14 cm’, em uma célula de fluxo. O catodo
utilizado foi de ago inoxiddvel de mesma area. O reator foi montado através do
posicionamento dos eletrodos entre espacadores de Viton e Teflon de espessura variavel
(Figura 3.1). Para cada eletrolise, 200 mL da solugdo contendo o analito com
concentragdes definidas (acido clofibrico 100 mg L'; carbamazepina 15 mg L™ e
etinilestradiol 100 mg L' em metanol-dgua 7:3 v/v) foram transferidas para o
reservatorio do eletrdlito. Aliquotas (2 mL) da mistura reacional foram retiradas em
tempos reacionais de 0, 30, 60, 90 e 120 min. e analisadas. Uma densidade de corrente
apropriada foi aplicada sobre o eletrodo de trabalho. Todas as medidas eletroquimicas

foram realizadas usando um potenciostato/ galvanostato (Autolab, modelo SPGSTAT).
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O pH de todas as solug¢des foi ajustado para 2 pela adi¢do de uma solugdo 0,1 mol L™

HCL

E!F:;E:'l]hdue ’_ Contra - Eletrodo

ey —

Teflon/Viton

Figura 3.1 - Representagao esquematica da célula eletroquimica em fluxo continuo

utilizada no presente estudo

3.5 - Degradacéao Fotoeletroquimica

Os experimentos de oxidagdo fotoeletroquimica foram realizados utilizando um
reator com capacidade de 250 mL (Figura 3.2). Na cé¢lula foram posicionados os
eletrodos de trabalho e auxiliar e, como referéncia, o eletrodo Ag/AgCl imerso num
capilar de Luggin. A éarea fotoativa do anodo (TiO,) de 12 cm” foi iluminada usando
uma lampada de mercirio (Philips, 315-400 nm, 125 W, I= 9,23 W/m?®), a qual foi
inserida no tubo de quartzo posicionado a 2,5 cm do fotoanodo. O sistema foi
refrigerado por banho termostatizado a 25 °C (Nova Técnica, Brasil) pela circulagao
externa de agua. As solugdes dos compostos organicos definidas (4cido clofibrico 100
mg L™'; carbamazepina 15 mg L™ e etinilestradiol 100 mg L™ em metanol-agua 7:3 v/v)
foram colocadas no reator, separadamente, e o tratamento fotoeletroquimico foi
realizado com borbulhamento de ar. O eletrodo de rede de platina foi utilizado como
contra-eletrodo. Como eletrolito suporte foi utilizado Na,SO4 na concentragdo de 0,1
mol L.

Um potenciostato/galvanostato da marca EG & G PARC Instruments (Princeton

Applied Research, modelo 283), controlado pelo software eletroquimico 270 foi usado
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nas medidas de fotoeletrocatalise. Todos os experimentos foram realizados com
aplicacdo de um potencial constante de + 1,0 V. O pH de todas as solugdes foi ajustado

para 2 pela adi¢do de uma solugio 0,1 mol L' H,SO.
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Figura 3.2 — Esquema do reator fotoeletrocatalitico construido de vidro, refrigerado por
uma banho termostatizado contendo: 1) eletrodo de referéncia; 2) eletrodo de trabalho;
3) bulbo de quartzo; 4) ar; 5) contra eletrodo; 6) e 7) circulagao de agua; e 8) lampada

de mercurio

3.6 — Espectrofotometria de absor¢do molecular na regido de UV-Vis
aplicada aos experimentos envolvendo 0s Processos Oxidativos
Avancados (Capitulo 4) e Processos Eletroquimicos e

Fotoeletroquimicos (Capitulo 6)

A avaliacdo qualitativa da degradacdo dos compostos acido clofibrico, acido
folico, carbamazepina e etinilestradiol foi estimada utilizando-se a técnica de
espectrofotometria de absorcdo molecular na regido de UV-Vis. As analises foram
realizadas em equipamentos Varian (modelos U-2010 e Cary 5G). As medidas de
absorvancia foram feitas de 190 a 700 nm, com correcao da linha de base e intervalos de
0,5 nm. Todos os experimentos foram realizados com as solugdes dos analitos sem

prévia dilui¢do. Foi utilizada uma cela de quartzo de caminho 6tico de 1 cm.
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3.7 - Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de
ultravioleta (HPLC-UV) aplicada aos experimentos envolvendo os
Processos Oxidativos Avancados (Capitulo 4) e Processos

Eletroquimicos e Fotoeletroquimicos (Capitulo 6)

A avaliagdo quantitativa da porcentagem de degrada¢do dos substratos foi
realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). As andlises
cromatograficas foram realizadas num cromatégrafo Shimadzu Diodo Array SPD
MI10A — VP, utilizando-se uma coluna de fase reversa LC18 (Supelco, 25 cm x 4,6 mm,
5 um). Foi utilizado o fluxo de 1,0 mL min™ e o volume de injegdo foi de 20 uL. Usou-
se um detector UV-DAD (ultravioleta) operando nos comprimentos de onda de 230 e
254 nm para o acido clofibrico; 280 e 282 nm para o acido f6lico; 210 e 285 nm para a
carbamazepina; e 210 e 280 nm para o etinilestradiol. A fase moével utilizada foi uma
solugdo de acetonitrila/dgua nas proporg¢des de 2:8 para o acido folico; 4:6 para a
carbamazepina; e 1:1 para o etinilestradiol. Nestas condigdes, os tempos de retengdo
foram de 2,8 min, 6,8 min e 8,5 min para o acido fblico, a carbamazepina e o
etinilestradiol, respectivamente. A quantificacdo da percentagem de degradacdo foi

realizada através das concentragdes normalizadas em funcao do tempo de reagdo.

3.8 - Extracdo Liquido-Liquido (LLE) e Micro Extracdo em Fase
Solida (SPME) aplicada aos experimentos envolvendo os Processos

Eletroquimicos e Fotoeletroquimicos (Capitulo 6)

A extracdo liquido-liquido foi realizada utilizando 0,5 mL de amostra e 0,5 mL
de diclorometano (Tedia 99,8%, sem prévia purificagdao) por 30 segundos, sob agitagdo
com vortex. O procedimento foi realizado por trés vezes consecutivas. Apds a
evaporacao do solvente, as amostras foram recuperadas com 1 mL de diclorometano.

Para a micro-extracdo em fase solida foram utilizados trés tipos diferentes de
fibras, contendo as seguintes fases solidas: carboxen/polidimetilsiloxano (CAR/PDMS),
divinilbenzeno/carboxen/polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS). As fibras foram
adquiridas da Supelco (Bellefonte, PA, EUA). Antes de serem usadas, as fibras foram

condicionadas seguindo as instru¢cdes do fabricante. A fibra foi exposta por inser¢ao
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direta da amostra por um tempo de adsor¢dao de 10 minutos em temperatura ambiente e

introduzidas no injetor do GC para permitir a dessor¢ao térmica dos analitos.

3.9 - Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas
(GC-MS) aplicada aos experimentos envolvendo o0s Processos

Eletroquimicos e Fotoeletroquimicos (Capitulo 6)

As analises foram conduzidas num equipamento GC-MS modelo Ultra GC -
POLARIS Q (ThermoScientific, San Jose, CA). A coluna capilar utilizada no
experimento foi HP-5 MS 30 m x 0,25 mm id x 0,25 um (Agilent, EUA). A
programacio de temperatura foi a seguinte: 120 ° C por 2 min; 100 ° C min™" até 290 °C
permanecendo por 10 min; 100 ° C min™ até 300 °C permanecendo por 2 min. O tempo
total da corrida foi de 27 min., com um fluxo de gas hélio a 1,5 mL min'. A
temperatura do injetor foi 250 °C, o qual operou no modo splitless por 2 min. A analise
foi realizada no modo de varredura completa (faixa 50-600 nm). Os ions extraidos dos
espectros de massas, para gerar os respectivos cromatogramas reconstituidos, dos
compostos foram os seguintes: m/z 127 (acido clofibrico), m/z 193 e 236

(carbamazepina) e m/z 296 (etinilestradiol).

3.10 - Espectrometria de massas com fonte de ionizacéo electrospray
(ESI-MS) aplicada aos experimentos envolvendo 0s Processos
Oxidativos Avancados (Capitulo 4) e Processos Eletroquimicos e

Fotoeletroquimicos (Capitulo 6)

Com o intuito de identificar os intermedidrios e os produtos de degradagdo
formados durante os processos de degradagdo, utilizou-se a espectrometria de massas
com fonte de ionizacao electrospray. O espectrometro de massas utilizado foi o LCQ
Fleet (ThermoScientific, San Jose, CA) com um analisador do tipo ion trap. Em linhas

gerais, as condi¢des empregadas estdo apresentadas na Tabela 3.1.
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Tabela 3.1 - Condigdes empregadas nas analises realizadas por espectrometria de

massas com ionizagao electrospray (equipamento LCQ Fleet, Thermo Scientific).

Composto Temperatura  Fluxo do gds  Voltagem Voltagem Fluxo do
do capilar (°C)  de secagem do spray do capilar  gas auxiliar
(N2/ unid.) (kV) V) (N2/ unid.)
Carbamazepina 290 25 4,95 21 25

(modo positivo)

Acido Félico 285 24 4,90 -14 25
(modo negativo)

Etinilestradiol 285 20 5,00 -38 20

(modo negativo)

O fluxo da seringa foi de 20,0 pL min™'. Para os experimentos de fragmentagio
(MS/MS), ajustou-se a energia de colisdo para proporcionar a formagdo de ions produto

com abundancias mensuraveis. O gas de colisdo foi o hélio.

3.11 - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia Acoplada com
Espectrometria de Massas (HPLC-MS e HPLC-MS/MS) Aplicada aos
Experimentos Envolvendo os Sistemas Constituidos por Metais de
Valéncia Zero/ H,0, (Capitulo 5)

Numa outra série de analises, visando determinar as taxas de degradacdo dos
substratos pelos sistemas constituidos por metais de valéncia zero e H;O,, um
instrumento HPLC-MS (Waters 2690, Micromass, Manchester, UK) com um analisador
triplo quadrupolo equipado com fonte de ionizagdo electrospray (Z-spray ESI) foi
utilizado. As andlises foram realizadas no modo MRM (Multiple Reaction Monitoring).
No sistema cromatografico utilizou-se uma coluna C18 (Merck, Purospher Star RP-18,
125 mm x 2.0 mm, tamanho de particula de 5 um) e uma pré- coluna C18 também da
empresa Merck (Darmstadt, Alemanha). Tanto para o modo positivo quanto para o
modo negativo, a fase movel utilizada na eluicdo dos compostos, contendo como
solvente A (4gua) e solvente B (acetonitrila), foi realizada no modo gradiente
comecando com 85 % de A até 3 min, aumentando para 100 % de B em 15 min,

permanecendo em 100 % de B por 3 min, retornando as condi¢des iniciais em 3 min. O
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tempo de re-equilibrio para a coluna antes da proxima injecdo foi de 14 min. Deste
modo, o tempo total de cada analise foi de 35 min. O volume de injecao utilizado foi de
20 pL e o fluxo foi de 0,2 mL/min.

Os parametros do espectrometro de massas, tanto para 0 modo negativo quanto
para o modo positivo, foram: temperatura da fonte e de desolvatagdo: 150 °C e 450 °C,
respectivamente; voltagem do capilar 3 kV; fluxo do cone gas, do gas de desolvatacao e
do gas de nebulizagdo 27, 658 ¢ 90 L h™' de N, respectivamente. O gas de colisio
utilizado foi o argdénio em uma pressdo de 2,5 x 10” mbar. Depois da selegdo dos fons
precursores de cada composto, os ions filhos foram obtidos pela combinacdo das
energias de colisdo e das voltagens do cone, parametros estes previamente otimizados
(Tabela 3.2). Estas transi¢des (ions precursores e fons filhos) sdo conhecidas e
estabelecidas de acordo com dados na literatura [82-83]. O software utilizado para o

tratamento dos dados obtidos foi 0 Masslynx NT (versdo 3,4) da Micromass.

Tabela 3.2 - Parametros do espectrometro de massas para a analise dos compostos pelo

método MRM nos modos positivo e negativos de ionizacao.

fon fon produto Voltagem Energia
precursor do cone de Colisao
Modo Positivo
Atenolol 267 145 20 30
267 190 30 20
Atenolol-d> 274 190 30 20
Carbamazepina 237 192 25 20
237 194 20 20
Carbamazepina-d ;" 247 204 20 15
Modo Negativo
Acido Clofibrico 213 85 20 15
213 127 20 10
Acido Clofibrico-d,* 217 131 20 10
Etinilestradiol 295 145 50 40
295 159 50 40
Etinilestradiol-d,/* 299 147 50 35

* Utilizados como padrdes internos
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3.12 - Cromatografia Liquida de Ultra Performance Acoplada com
Espectrometria de Massas (UPLC-MS) Aplicada aos Experimentos
Envolvendo os Sistemas Constituidos por Metais de Valéncia Zero/
H,O, (Capitulo 5)

Para a avaliagdo da possivel ocorréncia de produtos de degradagdo foi utilizado
um cromatografo liquido de ultra performance (UPLC) acoplado a um espectrometro de
massas (QTOF, Micromass, Manchester, UK) com analisador de tempo de vdo e
equipado com fonte de ionizagao electrospray (ESI). Para os modos positivo e negativo,
a fase movel utilizada na elui¢do dos compostos continha agua (solvente A) e
acetonitrila (solvente B) no modo gradiente comegando com 90 % de A até 2 min,
aumentando para 25 % de B em 2 min, permanecendo deste modo por 1 min,
aumentando para 50 % de B em 1 min, permanecendo por 1 min, em seguida aumenta-
se para 100 % de B em 2 min, permanece constante por mais 2 min, retornando as
condig¢des iniciais em 1 min. O tempo de re-equilibrio para a coluna antes da proxima
injecdo foi de 1 min; deste modo o tempo total de cada analise foi de 14 min. O volume
de injecdo utilizado foi de 5 pL e o fluxo foi de 0,4 mL min™. A temperatura da coluna
e do injetor foram fixadas em 35 °C e 10 °C, respectivamente.

Os parametros do espectrometro de massas para os modos positivo e negativo
foram: voltagem do capilar 2800 V, temperatura de desolvatagdo e da fonte de 450 °C e
150 °C, respectivamente. O fluxo do cone gas e do gas de desolvatagao foram de 600 e
2 L h' de N,, respectivamente. O espectrdmetro de massas operou no modo de

varredura completa numa faixa de massas de 50 a 600.

3.13 - Analises de TOC Aplicadas aos Ensaios Descritos nos Capitulos
4,5e6

A verificacdo da taxa de mineralizacdo das solugcdes foi feita através da
quantifica¢do do carbono orgénico total (TOC).

As andlises para obten¢do da concentragdo de carbono organico total foram
conduzidas no instrumento TOC 5000A (Shimadzu, Japao) utilizando, como sistema

oxidativo, a combustao catalisada (catalisador de Pt) a 680 °C e detec¢do por IV.
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CAPITULO 4: Processos Oxidativos

Avancados
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4.1 — Ensaios Preliminares

Foram realizados diversos testes, com diferentes sistemas, para verificar qual
seria 0 método mais eficaz na degradagdo do etinilestradiol, da carbamazepina e do

acido folico. Os resultados sdo apresentados na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 — Taxa de degradac@o dos farmacos (%) promovida por varios sistemas

Sistema % Degradacao

Etinilestradiol Carbamazepina Acido Félico

uv 0,0 8,2 38,72

UV/H,0, 25,0 99,3 68,98

us 0,0 2,4 16,47

Fe%/Fe,03/pH 5 7,6 2,1 67,94

Fe%Fe,03/H,0,/pH 5 4.4 15,0 85,07

Fe’/Fe,03/pH 2 9,4 31,9 82,61

Fe%Fe,03/US/pH 5 3.4 13,0 67,95

05 92,3 99,7 81,97

TiO./UV 0,0 79,0 82,99

* Para a ozondlise, empregou-se um tempo reacional de 20 minutos. Para os demais

sistemas, um tempo reacional de 30 minutos foi utilizado.

Os resultados indicam claramente que o Unico sistema eficiente na degradacao
do etinilestradiol foi a ozondlise (Tabela 4.1). Os demais sistemas, i. e. radiagdao UV,
radiacio US, UV/H,0,, TiO,/UV, ¢ as varias combinacdes envolvendo Fe’/Fe,0s
(composito), apresentaram taxas de degradagdo muito inferiores. Tais resultados
contrastam com os resultados de alguns trabalhos descritos na literatura, onde solugdes
aquosas de etinilestradiol foram submetidas a radiagdo UV, e também ao sistema
UV/H,0,, e taxas de degradacdo superiores foram obtidas [9, 84]. Em tais trabalhos, os
autores também verificaram uma dréstica reducdo da atividade estrogénica medida pelo
método Yeast Estrogen Screen (YES). Tal discrepancia nas taxas de degradagdo foi
causada, provavelmente, pelas baixas concentragdes de etinilestradiol utilizadas pelos
autores (da ordem de ug L™ e ng L"), muito menores que as concentragdes utilizadas no

presente trabalho (da ordem de mg L™).
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Os melhores resultados na degrada¢ao da carbamazepina foram obtidos pela
utilizacao dos seguintes sistemas: UV/H,0,, ozonodlise, e TiO,/UV. Entretanto, como ja
existem na literatura varios estudos envolvendo a utilizacdo dos sistemas UV/H;0; ¢
TiO,/UV na degradagdo da carbamazepina [73-74], o enfoque do presente estudo foi
direcionado para a avaliacdo dos sistemas Fenton heterogéneo (envolvendo as varias
combinagdes do composito FeO/Fezog) e ozonoOlise.

Muitos dos processos oxidativos avangados estudados atuaram de forma
significativa na degradacdo do acido folico. Deve-se ressaltar, no entanto, que os
sistemas UV/H,0; e TiO,/UV tem sido amplamente empregados na degradagdo deste
composto [85]. Por exemplo, em 2003, Akthar [4] utilizou a radiagdo UV para
fotodegradar o acido félico em meio aquoso, identificando dois produtos resultantes

deste processo, como mostrado na Figura 4.1.

0 N N NH
H = Y 2
HOOC—CH—NH—C NH, |
/ HO—C—«, _N
$H2 (H) N
HOOC—CH, OH

() (b)

Figura 4.1 — Produtos resultantes (a e b) da degradacdo do acido folico pela radia¢do

UV em meio aquoso [4]

Bons resultados foram obtidos em relagdo ao uso do compodsito Fe’/Fe,Os e suas
associacoes na degradagdo do 4cido folico. A melhor taxa de degradacgao (85,07 %) foi
atingida quando se utilizou o compésito Fe”/Fe,O3 na presenca de H,O, e em pH 5.
Neste caso, o sistema provavelmente atua como um processo oxidativo avancado
(Fenton heterogéneo), através da geracdo de radicais hidroxila. Na auséncia de H,O», e
também em pH 5, o composito foi capaz de degradar o substrato, porém com taxas
inferiores (67,94%). Para este Ultimo sistema, a utilizacdo de radiacdo ultrasdnica ndo
provocou nenhum efeito significativo: a taxa de degradacdo permaneceu praticamente
inalterada. Ainda na auséncia de H,O,, mas em pH mais acido (pH 2), o composito
também causou a degradacdo do substrato em altas taxas (82,6 %). Neste caso, supde-se
que o sistema esteja atuando como um agente redutor, i. e. causando a degradagdo do

substrato através de um processo redutivo.
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4.2 — Utilizacdo do compésito Fe’/Fe,05 para a degradacdo dos micro-
poluentes orgéanicos: planejamento fracionario avaliando a presenca de

surfactantes

Para tentar aumentar a eficiéncia na degradacao/mineralizagdo do hormoénio
etinilestradiol (1) pelo composito (Fe’/Fe,03), visto que a solubilidade deste composto
em agua ¢ baixa, varios ensaios foram realizados na presenca de um tensoativo
(surfactante). Tais substancias poderiam funcionar como uma “ponte” entre a molécula
alvo (de carater apolar) e as espécies reativas produzidas em meio aquoso
(especialmente radicais hidroxila). Dois tensoativos foram selecionados, aliquat 336
(um sal de amina quaterndria, catidnico) e laurilsulfato de sédio (anidnico), cujas

estruturas sdo mostradas na Figura 4.2.

H3C

\

aliquat 336

CH;

(mistura de C8 e C10 com predominancia do C8)

N7

S
/\/\/\/\/\/\O/ SO'Na
laurilsulfato de sodio

Figura 4.2 — Estruturas quimicas dos surfactantes aliquat 336 e laurilsulfato de sodio

Para verificar a influéncia da adicdo do tensoativo e de outras variaveis um
planejamento fracionario 2* foi construido. A descri¢io do planejamento, bem como

os resultados obtidos nos ensaios, sdo mostrados na Tabela 4.2.
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Tabela 4.2 - Planejamento fracionario 2*' relativo 4 degradagdo do etinilestradiol
promovida pelo compésito Fe’/Fe,0;. Todos os detalhes experimentais encontram-se

descritos no item 3.2.1

Experimento  Tensoativo® pH us H,0, % Degradacéo
1 A 2 Ausente Ausente 68,8 78.8
2 B 2 Ausente Presente 4,0 12,3
3 A 5 Ausente Presente 44,5 40,6
4 B 5 Ausente Ausente 5,1 4.8

5 A 2 Presente Presente 46,4 57,8
6 B 2 Presente Ausente 6,7 12,3
7 A 5 Presente Ausente 47,0 473
8 B 5 Presente Presente 7,3 9,7

* A = aliquat 336; B = laurilsulfato de sédio

Pelo grafico de Pareto (Figura 4.3), observa-se que o tipo de tensoativo
empregado e o pH foram as variaveis significativas ao nivel de 95% confianca. A
degradagdo do etinilestradiol ¢ fortemente favorecida pelo uso do tensoativo aliquat 336
(de carater catidnico) no meio reacional. O uso de um tensoativo catidénico permite uma
interagdo mais efetiva entre as espécies reativas formadas no meio aquoso e a molécula
alvo, de carater apolar, levando a uma degradacdo mais eficiente desta ultima. A
variavel pH apresentou uma pequena influéncia sobre o resultado. Deste modo, em pH
2, provavelmente ocorre uma degradacao redutiva do composto (note que a variavel
H,0O,, fonte de radicais hidroxilas no processo oxidativo tem efeito negativo neste
processo), supostamente via uma transferéncia de elétrons da superficie do Fe’ para a
molécula alvo [21]. Valores mais altos de pH favorecem a formagdo de
oxidos/hidréxidos que passivam o metal, impedindo que a superficie metalica doe
elétrons para o substrato, ndo ocorrendo degradacdo significativa da molécula [86]. As
outras varidveis avaliadas (H,O, e US) parecem nao ter influéncia sobre o resultado
final; entretanto ambas varidveis apresentaram efeitos negativos o que indica que a

auséncia de H,O, e de US seria o mais indicado para esse sistema.
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Diagrama de Pareto dos Efeitos Padronizados; Variavel: % Degradacéo
Planejamento Fatorial 2**(4-1); MS Residual=68,86216
DV: % Degradacao

i
1
(1)Tensoativo | 0 -11,2109
1
1
1
|
(2)pH f 5-2,29094
1
1
i
"
1
(4)H202 -1,31403
i
1
"
1
(3)US | -,830215
[
1
1
Ll
p=,05

Efeito Padronizado Estimado (Valor Absoluto)

Figura 4.3 - Grafico de pareto relativo ao planejamento fatorial mostrado na Tabela 4.2

Deve-se enfatizar que o substancial incremento na taxa de degradagdo do
etinilestradiol causada pelo composito Fe’/Fe,O; na presenca de um tensoativo foi
verificado pela primeira vez no presente estudo. Tentativas de se elucidar a estrutura dos
produtos formados por ESI-MS (inser¢do direta) mostraram-se inviaveis devido a
interferéncia mascarante, devido a alta intensidade, dos anions de m/z 368 e 452,
oriundos do aliquat 336, e do anion de m/z 265, relativo ao laurilsulfato de sddio.

A degradagio do etinilestradiol pelo compdsito Fe’/Fe,O; foi também
monitorada por espectrofotometria UV-Vis. Os espectros obtidos (Figura 4.4) da
solucao original do etinilestradiol e da aliquota retirada da solugdo resultante do
experimento 1 (degradagdo média de 74%) mostram o desaparecimento das bandas
caracteristicas do etinilestradiol indicando, consequentemente, sua degradacdo e,

provavelmente, a formag¢ao de outros produtos.
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Figura 4.4 — Espectros UV-Vis da solugdo inicial de etinilestradiol (100 mg L) ¢ da

solu¢do resultante do processo de degradagdo (experimento 1, Tabela 4.2)

Entretanto, ao realizar um estudo mais aprofundado sobre a interacdo do
surfactante aliquat e o etinilestradiol postulou-se- que este ultimo poderia ficar retido
nas micelas do surfactante. Para avaliar este fendmeno de superficie e a extensdo das
taxas de degradacdo obtidas com a utilizacao do surfactante aliquat realizou-se um novo

experimento, cujos resultados estio apresentados na Figura 4.5.
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Figura 4.5 — Determina¢do da influéncia do surfactante aliquat na degradagdo do

etinilestradiol

Este experimento foi realizado monitorando o etinilestradiol (a 100 mg L™),
através das analises de HPLC-UV, em uma solucao a pH = 2,0 contendo 0,01% m/v de
aliquat, na presenca e auséncia do composito e peroxido de hidrogénio. De acordo com
a Figura 4.5, verifica-se que n3o hd mudanca significativa nas areas dos picos
cromatograficos referentes ao etinilestradiol em uma solucdo contendo aliquat, tanto na
presenca quanto na auséncia dos compostos oxidantes, durante os 60 min monitorados.
Com base nisso ¢ possivel inferir sobre uma possivel irreal degradagdo do etinilestradiol
na presenca do surfactante.

Contudo, foi realizado outro experimento avaliando esta mesma intera¢do entre
o etinilestradiol e o surfactante aliquat e também a acdo do compoésito em diferentes
condigdes. Em um volume de 200,0 mL de solucdo de concentragdo 10 mg L' de
etinilestradiol, em pH 3, foi adicionado 2 g de compdsito e 10,0 mL de perdxido de
hidrogénio (30 %). Foram retiradas aliquotas de 1,00 mL nos tempos de 0, 20, 30, 60
min. ¢ 2, 4, 6, 8,9, 10 e 12 horas, as quais posteriormente foram analisadas por HPLC-
UV. O mesmo experimento foi repetido, mas acrescentando o surfactante aliquat numa
concentragdo final de 0,01 % m/v. O resultado deste experimento ¢ apresentado na

Figura 4.6.
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Figura 4.6 — Monitoramento da degradagio do etinilestradiol (100 mg L) pelo sistema
Fe/Fe,0; + H,0,, em pH 3, na presenga e auséncia do surfactante aliquat. As
concentragdes foram normalizadas em fun¢do do tempo e obtidas pela analise de HPLC-

uv

Este resultado mostra que em tempos reacionais superiores a 1 hora, a
concentragdo do etinilestradiol comega a decrescer e, ap6s 8 horas, tem-se 100% da sua
degradacdo na auséncia do surfactante. Na presenga do surfactante a “degradagao”
parece ser significativa, mas fica constante (por volta de 80 %) ao longo do tempo. Isto
indica, mais uma vez, que o etinilestradiol, ao contrario de ser degradado, fica retido nas
micelas do surfactante.

Realizou-se também o estudo da degradacdo da carbamazepina utilizando o
sistema Fe’/F €,03. Também neste caso, varios ensaios foram realizados na presenca dos
tensoativos aliquat 336 e laurilsulfato de sédio (Figura 4.2). O planejamento fracionario

2*1 & mostrado na Tabela 4.3.

64



Capitulo 4

Tabela 4.3 - Planejamento fracionario 2*' relativo a degradacdo da carbamazepina

promovida pelo compésito Fe’/Fe,0;. Todos os detalhes experimentais encontram-se

descritos no item 3.2.1

Experimento  Tensoativo pH us H,0; %
Degradacao
1 A 2 Ausente Ausente 51,8 52,2
2 B 2 Ausente Presente 14,8 12,8
3 A 5 Ausente Presente 49,5 43,6
4 B 5 Ausente Ausente 9,9 6,4
5 A 2 Presente Presente 49,3 39,2
6 B 2 Presente Ausente 9,2 7,4
7 A 5 Presente Ausente 31,5 30,1
8 B 5 Presente Presente 14,1 11,3

* A = aliquat 336; B = laurilsulfato de s6dio

Pelo grafico de Pareto (Figura 4.7), observa-se que o tipo de tensoativo

empregado foi a varidvel que mais afetou a taxa de degradagdo, sendo significativa ao

nivel de 95% confianca. Neste caso, o uso do tensoativo catidnico aliquat 336

contribuiu para provocar um incremento médio de 32 % na taxa de degradagdo da

carbamazepina. A energia ultrassonica também apresentou efeito significativo e

negativo, o que indica que seu uso reduz a taxa de degradacdo (numa média de 6%).

Esse resultado ndo era esperado, visto que o US deveria auxiliar na liberacao de ions

para a solu¢do, a partir do composito, facilitando a geracdo de radicais hidroxila. As

varidveis pH e perdxido de hidrogénio ndo apresentaram efeitos significativos para a

degradagdo da carbamazepina, muito embora os resultados indiquem que o pH 2,0 ¢ a

presenca de H,O, melhorem ligeiramente a taxa de degradacao.
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Diagrama de Pareto dos Efeitos Padronizados; Variavel: % Degradagéo
Planejamento Fatorial 2**(4-1); MS Residual=26,44821
DV: % Degradacéo

y
1
(1)Tensoativo | i -12,689
1
1
1
|
(3)US f i -2,38746
1
1
(2pH -1,96362
1
|
(4)H202 1,755209
1
1
p=,05

Efeito Padronizado Estimado (Valor Absoluto)

Figura 4.7 - Grafico de pareto relativo ao planejamento fracionario mostrado na Tabela

4.3

Vale ressaltar que o incremento na taxa de degradacdo da carbamazepina
causada pelo composito Fe’/Fe,0; na presenca de um tensoativo (neste caso, o
tensoativo catidnico aliquat 336) nao encontra precedentes na literatura. Tal
metodologia, ap6s completa otimizacdo, poderd vir a ser empregada como uma
alternativa promissora na degradagdo deste farmaco e de outros poluentes emergentes.
Tentativas de se elucidar a estrutura dos produtos formados por ESI-MS (inser¢do
direta) mostraram-se inviaveis devido a interferéncia mascarante, devido a alta
intensidade, dos anions de m/z 368/ 452, oriundos do aliquat 336, e do anion de m/z 265,
relativo ao laurilsulfato de sodio.

A degradagdo da carbamazepina pelo sistema Fenton heterogéneo foi, também,
avaliada através de medidas efetuadas por espectrofotometria UV-Vis. Os espectros
obtidos (Figura 4.8) da solucao original da carbamazepina e de aliquotas retiradas das
solugdes resultantes dos experimentos 1 e 3, auséncia e presenca de H,0O,
respectivamente (0s que proporcionaram as maiores taxas de degradacdo - Tabela 4.3)
indicam uma redugdo na absorvancia ¢ uma alteracdo nos espectros de absor¢do, que
provavelmente indicam a degradagdo da carbamazepina e sua conversao em outros
produtos reacionais. Observe que na formagao dos novos produtos de degradagao, estes

absorvem mais no mesmo comprimento de onda que a carbamazepina.
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Figura 4.8 — Espectros UV-Vis da solugio inicial da carbamazepina (15 mg L ') e das

solugdes resultantes de dois processos de degradagdo (experimentos 1 e 3, Tabela 4.3)

Em virtude dos excelentes resultados obtidos com o sistema Fenton heterogéneo

(Fe"/Fe,03/H,0,/pH 5), como descrito na Tabela 4.1 para o composto vitaminico acido

folico, estudo aprofundado foi realizado. Deste modo, aliquotas foram coletadas apos

tempos reacionais de 10, 20, 30, 40 e 50 min e as taxas de degradagdo e mineraliza¢do

do 4cido folico, foram avaliadas por HPLC-UV e TOC, respectivamente. Os resultados

sao apresentados na Figura 4.9.
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Figura 4.9 — Taxas de degradacdo (por HPLC-UV) e mineralizagdo (por TOC) do acido

folico em meio aquoso (pH 5) proporcionadas pelo sistema Fenton heterogéneo

(FeO/Fe203/H202) em fun¢ao do tempo reacional

De acordo com a Figura 4.9, pode-se observar que, apés um tempo reacional de

apenas 10 min, cerca de 90 % do 4cido félico havia se degradado, com uma taxa de

mineralizagdo proxima a 80 %. A sequéncia de cromatogramas mostrados na Figura

4.10 obtidos a partir da solugdo inicial e das aliquotas coletadas em tempos reacionais

sucessivos ¢ consistente com a elevada taxa de mineralizacdo observada, pois nenhum

outro pico cromatografico foi detectado apds 50 min de reagao.
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Figura 4.10 — Cromatogramas obtidos por HPLC-UV da solug@o inicial do acido folico

(25 mg L") e das aliquotas retiradas ap6s sucessivos tempos de reagio

O monitoramento da reacdo do acido folico com o sistema Fenton heterogéneo
(Fe"/Fe;,03/H,0,) em pH 5, também foi realizado pela espectrofotometria de absorgio
molecular na regido UV-Vis, cujos os espectros estdo apresentados na Figura 4.11.
Nestes espectros ¢ possivel observar uma nitida e continua diminui¢cao do comprimento
de onda de maxima absor¢ao (282 nm) caracteristico do acido folico. Nota-se, também

que apds 10 min de reacdo, ndo ha mudangas significativas nos espectros das aliquotas.
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Figura 4.11 — Espectros UV-Vis da solugio aquosa inicial do acido folico (25 mgL™") e
das aliquotas coletadas apds sucessivos tempos de reacdo com o sistema Fenton

heterogéneo (FCO/F6203/H202) empH 5

As amostras também foram analisadas pela técnica ESI-MS, no modo negativo,
ESI(-)-MS, na tentativa de se detectar a presenga de possiveis produtos e intermediarios
reacionais porventura formados nestas condigdes. Os resultados sdo mostrados na

Figura 4.12.
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Figura 4.12 — ESI(-)-MS (infusdo direta) de aliquotas retiradas da reagdo entre o acido
folico (1) com o sistema Fenton heterogéneo (F ¢’/Fe;03/H,0,) em solugdo aquosa (pH

5) ap0ds tempos reacionais de: 0 min, 10 min, 20 min, 30 min, 40 min ¢ 50 min

Na Figura 4.12 (0 min) relativa ao ESI(-)-MS da solugao original de acido folico
(AF), observa-se a presenga do anion de m/z 440, referente ao 4cido folico
desprotonado, i. e. [AF - H] e outros anions de m/z 339, 325 e 311 referentes,
possivelmente, a impurezas provenientes do reagente que se utilizou no preparo da
solucao ou mesmo da fonte de ionizacao do espectrometro de massas. Com o inicio da
reagdo, observou-se um aumento na intensidade de tais anions em relagao ao anion [AF
- H]" (10 a 50 min), mas nenhum outro (novo) anion foi detectado em tais espectros.
Tais resultados estdo, pois, consistentes com os dados obtidos por HPLC-UV e TOC
(Figura 4.9), os quais indicaram que o sistema Fenton heterogéneo foi capaz de causar a

degradacgdo do 4cido folico em meio aquoso com uma elevada taxa de mineralizagdo.
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4.3 — Ozonodlise

4.3.1- Etinilestradiol
4.3.1.1 — Reac0Oes conduzidas em pH 5

Os testes preliminares como o hormonio etinilestradiol (Tabela 4.1) indicaram a
ozonolise como um processo de grande potencial na degradagao do etinilestradiol (os
ensaios foram conduzidos com as solu¢des em pH = 5). Assim, decidiu-se realizar um
monitoramento deste processo, inicialmente por espectrofotometria de absorcao
molecular UV-Vis. A Figura 4.13 mostra os espectros da solugdo inicial do
etinilestradiol (100 mg L) e aqueles obtidos de aliquotas retiradas apos tempos de
reacdo entre 20 ¢ 100 minutos.

Observa-se na Figura 4.13, que os espectros de UV-Vis sofreram mudancas
durante o transcorrer da reagdo. A absorvancia no comprimento de onda na regido de
300 nm mostrou um aumento constante. Simultaneamente, observou-se mudangas
continuas nas regides entre 200- 240 nm. Estes resultados indicaram que, concomitante
ao consumo do composto, houve formagdo de novos produtos. Estes produtos serdo

detalhadamente discutidos a frente.

25
20 —— Omin O3
- —-= 20min O3
----- 40 min O3
1.54 —-=- 60 min O,
38 —rmm 80 min O,
<
............ 100 m|n O
1.0 4 3
0.5 4
0.0 4 v
T T T T T T T T T T
200 300 400 500 600 700

Comprimento de onda (nm)
Figura 4.13 — Espectros UV-Vis da solugdo inicial do etinilestradiol (100 mg L) e das

aliquotas coletadas apds sucessivos tempos de reagdo com ozonio em pH 5
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Os cromatogramas obtidos por HPLC-UV, tanto da solucao inicial quanto das

aliquotas coletadas apods 20, 40, 60, 80 ¢ 100 min, sdo apresentados na Figura 4.14. E

possivel observar a diminui¢cdo da intensidade do pico referente ao etinilestradiol (1),

com tempo de reten¢do de 7,2 min, e o aumento da intensidade dos picos referentes aos

produtos de reacdo, os quais sdo formados continuamente no transcorrer da reacao.

s
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Figura 4.14 — Cromatogramas obtidos por HPLC-UV da solugdo inicial do

etinilestradiol (100 mg L) e das aliquotas retiradas apds sucessivos tempos de

exposi¢ao ao 0zonio (reacdo conduzida em pH 5)

As concentracdes normalizadas do etinilestradiol (para a solug¢do inicial foi

estabelecida a concentragdo normalizada de 1) em fun¢do do tempo sdo apresentadas na

Figura 4.15.
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Figura 4.15 — Concentragdes normalizadas (obtidas a partir de HPLC-UV) do

etinilestradiol (1) em func¢do do tempo de exposi¢ao ao 0zdnio (pH 5)

De acordo com a Figura 4.14 e a Figura 4.15 ¢ possivel observar que, apds 40
min de reagdo, cerca de 99% do etinilestradiol foi degradado com a concomitante
formagao de produtos. Estes resultados sugerem que o 0zonio promove a degradagdo do
hormonio, mas nao a sua mineralizacao. Analises de carbono organico total (TOC) nao
foram realizadas visto que a solugdo inicial de etinilestradiol (1) foi preparada
utilizando-se uma mistura de metanol/agua (3:7) como solvente.

A fim de se avaliar os produtos formados neste processo e, consequentemente,
propor uma rota de degradacdo do etinilestradiol (1) pelo ozoénio, as solu¢des foram
analisadas por espectrometria de massas com ionizacao electrospray no modo negativo,

ESI(-)-MS, via inser¢do direta. Os resultados sdo apresentados na Figura 4.16.
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Figura 4.16 — ESI(-)-MS (infusdo direta) de aliquotas retiradas da reagdo entre o
etinilestradiol (1) e 0z6énio, em pH 5, apds tempos reacionais de: (a) 0 min, (b) 20 min,

(¢) 40 min, (d) 60 min, (¢) 80 min, (f) 100 min
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Na Figura 4.16a, relativa ao ESI(-)-MS da solucdo original de etinilestradiol (1),
observa-se a presenga majoritaria do anion de m/z 295, referente a forma desprotonada
do horménio, i. e. [1 — H]. A selecdo por massa e fragmentacdo deste anion (espectro
ndo mostrado) gerou um ion-produto de m/z 269 pela perda de uma molécula de
acetileno (26 Da). Apos o inicio da reagdo com 0zoOnio, novos anions de m/z 301, 311
(principalmente), 335 e 343, dentre outros, sao detectados no ESI(-)-MS (Figuras 4.16b-
4.16f). Simultaneamente, a intensidade do anion [1 — H], de m/z 295, diminui
continuamente indicando a completa degradacdo do hormdnio. Com base nestes dados,
e também no padrao de dissociacdo de tais anions (como sera discutido a seguir), uma
rota de degradacdo do etinilestradiol (1) pelo ozonio foi proposta, como mostrado na

Figura 4.17.
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Figura 4.17 — Proposta de formagdo dos produtos oriundos da reagdo do hormdnio

etinilestradiol (1) com o ozo6nio (pH 5)
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Inicialmente, etinilestradiol (1) reage com 0zdénio dando origem a um produto de
oxidagdo (2) resultante da insercdo de um atomo de oxigénio no anel fendlico de 1. O
composto 2 possui uma massa nominal de 312 Da e foi detectado, no ESI(-)-MS, na sua
forma desprotonada, i. e. [2 — H], de m/z 311. Tal estrutura foi proposta com base em
relatos da literatura [14] que mostram que a reagcdo do 0zénio com o anel fenolico de 1 ¢
muito mais favorecida em relagdo a reacdo com o outro possivel sitio de ataque nesta
molécula, ou seja, a por¢do acetilénica. Outras estruturas isoméricas sdo também
possiveis para o produto 2, com a segunda hidroxila ocupando uma das trés posi¢des
viaveis do anel fendlico de 1. No entanto, visando facilitar a visualizagdo, apenas uma
destas estruturas esta representada na Figura 4.17. Obviamente, tais isdmeros, sendo
isobaros, ndo podem ser distinguidos no ESI(-)-MS. A selecio por massa e
fragmentacdo do anion [2 — H], de m/z 311, mostra, principalmente, a formacao de um
ion-produto de m/z 285, através da perda de uma molécula de acetileno (26 Da), como
mostrado nas Figuras 4.18 e 4.19. Este resultado comprova, portanto, que na formagao

de 2 a porgao acetilénica de 1 permanece intacta.
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Figura 4.18 — Espectros MS-MS dos anions [2 — H], de m/z 311, [4 — H], de m/z 335,
[7 — H], de m/z 301 e [3-H], de m/z 343, apos selecdo e fragmentagdo por colisdao com

hélio
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Dando sequéncia a rota de degradagdo, é sugerido que o composto 2 pode sofrer
sucessivas oxidacdes, o que leva a abertura do anel fenolico e a consequente formagao
do produto 3 (novamente, apenas uma dentre as possiveis formas isoméricas deste
produto ¢ representada na Figura 4.17). Tal produto foi detectado, no ESI(-)-MS, na sua
forma desprotonada, i. e. [3 — H], de m/z 343 (Figura 4.16). Vale ressaltar que o
composto 3 foi previamente identificado como sendo um dos produtos formados
durante a ozonoélise do etinilestradiol [87]. A selecdo por massa e fragmentagdo do
anion [3 — H] gerou um ion-produto de m/z 299 pela eliminac¢do preferencial de uma
molécula de CO, (44 Da) (Figuras 4.18). Nota-se que a fragmentacdo deste anion,
contrariamente ao observado para os anions [1 — H] e [2 — H]', ndo gera ions-produto
formados pela eliminagdo de acetileno. E importante mencionar, ainda, que o padrio de
fragmentacdo do anion [3 — H], como mostrado na Figura 4.19, ¢ condizente com a
estrutura proposta para o produto 3. Além disso, pode-se observar também que a
intensidade do anion [3 — H], nos espectros ESI(-)-MS (Figura 4.16), aumenta
continuamente, atingindo um valor maximo apds um tempo reacional de cerca de 80
minutos e decrescendo posteriormente. Tais resultados possivelmente refletem o
comportamento do produto 3 em solu¢do, o qual ¢ continuamente formado sendo,
posteriormente convertido em outros produtos. Com base nesta premissa ¢ nos dados
fornecidos pelos ESI(-)-MS (Figura 4.16), foi possivel propor varias rotas para o
consumo de 3, como sugerido na Figura 4.17. Deste modo, o composto 3 pode sofrer
oxidacdo, através da extrusdo de 4 moléculas de H, dos anéis alifaticos, levando a
formagao do produto 4, certamente estabilizado pela extensa conjugacdo das duplas
ligagdes carbono-carbono existente em sua estrutura (Figura 4.17). O composto 4 foi
detectado nos ESI(-)-MS como [4 — H] de m/z 335, anion este que se tornou
predominante apos um tempo reacional de 100 minutos (Figura 4.16). A fragmentacdo
do anion [4 — H] (Figura 4.18), que ocorre através de perdas de moléculas de CO; ou
H,O (Figura 4.19), mostrou ser consistente com a estrutura proposta para o produto 4
(Figura 4.17).

Alternativamente, o composto 5, detectado como [5 — H] de m/z 359 nos ESI(-)-
MS (Figura 4.16), foi sugerido ser formado através da insercdo de um atomo de
oxigénio na porcao acetilénica de 3 (Figura 4.17). Em sequéncia, a formagdo do
composto dicarbonilico 6 foi proposta ocorrer a partir de uma inser¢ao de um atomo de
oxigénio no anel oxireno de 5 seguida por um rearranjo. Finalmente, o composto 7 foi

sugerido ser formado a partir da oxidagdo do grupo aldeido de 6, gerando o respectivo
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acido carboxilico (ndo mostrado na Figura 4.17), seguida pela eliminagdo de moléculas
de CO,;, CO e H;0. Deve-se dizer, ainda, que as etapas envolvidas na sequéncia
reacional proposta, i. e. 3 — 5 — 6 — 7 como acima descritas, foram baseadas nos
aspectos caracteristicos da reatividade quimica da molécula de ozbénio, como
amplamente descritos nos livros textos de quimica organica. Além destes, um outro
produto (8) foi sugerido ser formado a partir de 3 através da eliminagdao de uma
molécula de agua (Figura 4.17). Os produtos 5, 6, 7, 8 foram detectados em suas
respectivas formas desprotonadas, como indicado nos espectros de ESI(-)-MS
mostrados na Figura 4.16. A fragmentacdo dos anions [5 — H], [6 — H], [7—H] ¢ [8 —
H] (Figura 4.18), de m/z 359, 375, 301 e 325, respectivamente, levou a formacgao de
ions-produto oriundos, principalmente, da perda de uma molécula CO, (Figura 4.19).
Tais padroes de fragmentacdo estdo, portanto, consistente com as estruturas propostas
para os respectivos compostos.

Foi construido um grafico (Figura 4.20) entre as fracdes dos anions [1 — H] (m/z
295), [2 — H] (m/z 311), [3 — H] (m/z 343), [4 — H] (m/z 335), [5 — H] (m/z 359), [6 —
H] (m/z 375), [T — H] (m/z 301), e [8 — H]" (m/z 325) como uma funcdo do tempo
reacional. Tais fracdes foram calculadas como a razio entre a intensidade de cada um
destes anions e a soma total da intensidade de todos os anions na faixa de m/z entre 250
e 380 para cada um dos espectros de massas mostrados na Figura 4.16. Esta ¢ uma
metodologia conveniente para se monitorar as variagdes nas concentragdes relativas das
varias espécies durante o transcorrer da reacdo. Deste modo, os resultados indicam que,
apds um tempo reacional de 20 min, o etinilestradiol (1) atinge a minima concentragao.
Nota-se também que o anion [2 — H]" (m/z 311) tem sua concentragdo maxima em 20
min de reag@o e ao final de 100 min de reacdo o produto de degradacdo que tem maior
concentragdo ¢ o [4 — H] (m/z 335). Indicando ser este o produto mais resistente ao
ataque do 0zonio. J& os anions [3 — H] (m/z 343), [5 — H] (m/z 359), [6 — H] (m/z 375),
[7 — H]" (m/z 301), e [8 — H] (m/z 325) tem suas respectivas concentragdes
relativamente constantes até 80 min de reag¢do, ocorrendo uma queda ao completar os

100 min de tempo reacional.
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Figura 4.20 - Fragdes dos anions [1 — H]" (m/z 295), [2 — H] (m/z 311), [3 — H] (m/z
343), [4 — H] (m/z 335), [5 — H] (m/z 359), [6 — H] (m/z 375), [7—H] (m/z 301), e [8 —
H] (m/z 325) em fungdo do tempo reacional (pH 5)

4.3.1.2 — Reacg0Oes conduzidas em pH 8

Huber e colaboradores [14] descreveram que, em meio bdasico, a eficiéncia de
degradacgdo do etinilestradiol (e, também, a taxa de mineraliza¢do) ¢ aumentada. Diante
dessa informagdo, a ozondlise do etinilestradiol foi conduzida em pH 8. Os
cromatogramas obtidos por HPLC-UV e o monitoramento das concentracdes

normalizadas em fun¢do do tempo sao apresentados nas Figuras 4.21 e 4.22,

respectivamente.
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Figura 4.21 — Cromatogramas obtidos por HPLC-UV da solugdo inicial do

etinilestradiol (1) e das aliquotas retiradas apds sucessivos tempos de exposi¢ao ao

0zoOnio (reagdo conduzida em pH 8)
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Figura 4.22 - Concentragdes normalizadas do etinilestradiol (1) (obtidas por HPLC-
UV) em fungdo do tempo de exposicdo ao ozdénio (pH 8). Para a solugdo inicial foi

estabelecida uma concentracao relativa de 1 para o hormonio

Os resultados provenientes das analises por HPLC indicaram, no entanto, que
ndo houve diferenga significativa em relacdo ao processo conduzido em pH 5. Em
ambos os casos (pH’s 5 ¢ 8), as taxas de degradagdo do etinilestradiol (1) foram
similares e os principais produtos reacionais pareceram ser os mesmos (como revelado
pela comparagdo entre os respectivos tempos de retencdo observados nos
cromatogramas relativos as duas séries reacionais).

Para verificar se os produtos obtidos na reacdo conduzida em pH 8 seriam
similares aqueles observados em pH 5 (Figura 4.16), analises por ESI(-)-MS foram

realizadas e os resultados sdo mostrados na Figura 4.23.
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Figura 4.23 — ESI(-)-MS (infusdo direta) de aliquotas retiradas da reagdo entre o
etinilestradiol (1) e 0zonio, em pH 8, apds tempos reacionais de: (a) 20 min, (b) 40 min,

(¢) 60 min, (d) 80 min ¢ (¢) 100 min

Comparando-se os espectros ESI(-)-MS referentes as reagdes conduzidas em pH
5 (Figura 4.16) e pH 8 (Figura 4.23), pode-se inferir que os espectros mostraram ser
bastante similares entre si. Os padrdes de fragmentacdo dos anions comuns as duas
séries de espectros de massas, i. e. [2—H], [3—H], [4—H], [5-H], [6 —H], [7 —H],
e [8 — H]", mostraram ser idénticos denotando que os mesmos produtos foram formados
em ambas condic¢des (Figura 4.17). Pequenas diferencas, relacionadas a abundancia de
alguns anions, foram, no entanto, verificadas, o que pode ser melhor visualizado num
grafico das fra¢des dos anions [1 — H] (m/z 295), [2 — H] (m/z 311), [3 — H] (m/z 343),
[4 — H] (m/z 335), [5 — H] (m/z 359), [6 — H] (m/z 375), [T — H] (m/z 301), e [8 — H]

(m/z 325) versus o tempo reacional (Figura 4.24). Deste modo, nos pH 8 o anion [3 —
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H] tornou-se predominante apés um tempo reacional de 60 min. A analise da Figura
4.24 permite, também, deduzir que o produto 2 atinge sua concentra¢do maxima num
tempo reacional préximo a 40 min, sendo rapidamente consumido posteriormente. Para
os demais produtos, um comportamento analogo ao verificado para a reacdo conduzida

em pH 5 foi observado (compare, por exemplo, as Figuras 4.20 ¢ 4.24).

26
24 PH 8
. —B— /7 295
© 22 —H—/z 301
O -
> 20 m/z 311
g ] —l— m/z 325
g ] —Hl—m/z 335
S 164 m/z 343
o 144 m/z 359
Z 1] —B—m/z 375
3 10
S ]
o g
8 J
T 64
Q]
18 4 4
© . —Nn
T 2] %'*l<
0] \l/.sl
I ' I '
20 40 60 80 100
Tempo / min

Figura 4.24 - Frag¢des dos anions [1 — H] (m/z 295), [2 — H] (m/z 311), [3 — H] (m/z
343), [4 — H] (m/z 335), [5S — H] (m/z 359), [6 — H] (m/z 375), [7—H] (m/z301), ¢ [8 —
H] (m/z 325) em fungdo do tempo reacional (pH 8). As fragdes foram calculadas como
a razdo entre a intensidade de cada anion e a soma total da intensidade de todos os
anions para cada espectro de massas obtido a partir de aliquotas coletadas apos

sucessivos tempos reacionais

Um anion distinto, de m/z 317, foi observado exclusivamente nos
ESI(-)-MS das aliquotas da reacao conduzida em pH 8 (Figura 4.23). Uma proposta de
formagao do produto 9, com uma massa nominal de 318 Da e detectado no ESI-(-)-MS
como [9 — HJ, ¢ apresentada na Figura 4.25. Neste caso, a perda de uma molécula de

agua do composto 4 poderia dar origem ao produto 9. A forca motriz do processo seria a
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presenga de um extenso sistema conjugado, responsavel pela estabilizagcdo da molécula
9. Como observado anteriormente para anions com estruturas analogas (Figura 4.17), a
fragmentagdo do anion [9 — H] produziu o ion filho de m/z 273 pela perda de uma

molécula de CO; (espectro ndo mostrado).

I
M C
C i
HO 4 C

(D o
HOOC™ ™ — HOOC™ ™
HOOC_ HOOC_ _~

4 9
336 Da (m/z 335) 318 Da (m/z 317)

Figura 4.25 — Proposta de formacdo do produto 9 oriundo da ozondlise do

etinilestradiol (pH &)

4.3.1.3 — Carbamazepina

Os testes preliminares (Tabela 4.1) indicaram a ozonolise como um processo de
grande potencial na degradacdo da carbamazepina (os ensaios foram conduzidos com as
solugdes em pH = 5). Deste modo, decidiu-se realizar um monitoramento deste
processo, inicialmente por espectrofotometria UV-Vis. A Figura 4.26 mostra os
espectros da solucdo inicial da carbamazepina (15 mg L) e aqueles obtidos de
aliquotas retiradas apos tempos de reagao entre 20 e 100 minutos.

Como pode ser observado na Figura 4.26, os espectros de UV-Vis sofreram
mudangas de acordo com o transcorrer da reagdo. A absorvancia dos comprimentos de
onda maximo de absor¢do na regido de 250 a 300 nm, caracteristica da molécula de
carbamazepina, diminuiu, indicando o consumo da carbamazepina. Simultaneamente,
houve um aumento na absorvancia do comprimento de onda maximo de absor¢do
situado na regido de 200 a 230 nm. Estes resultados indicaram, portanto, que,

concomitante ao consumo do substrato, ocorre formacao de novos produtos.
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Figura 4.26 — Espectros UV-Vis da solugéo inicial da carbamazepina (15 mg L") e das

aliquotas coletadas apds sucessivos tempos de reacdo com 0zOnio

Os cromatogramas obtidos por HPLC-UV, tanto da solucdo inicial quanto das
aliquotas coletadas apds 20, 40, 60, 80 e 100 min, sdo apresentados na Figura 4.27. E
possivel observar a diminui¢do da intensidade do pico referente a carbamazepina
(CBZ), com tempo de retencdo de 6,8 min, ¢ o aumento da intensidade dos picos
referentes aos produtos de reagdo, os quais sdo formados continuamente no transcorrer
da reacdo. Neste caso sdo formados produtos que absorve mais no mesmo comprimento

(210 nm) de onda que a carbamazepina.
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Figura 4.27 — Cromatogramas obtidos por HPLC-UV da solugdo inicial da

carbamazepina (CBZ) e das aliquotas retiradas apds sucessivos tempos de exposi¢ao ao

0z0nio
As concentracdes normalizadas da carbamazepina (para a solucdo inicial, foi

estabelecida uma concentracdo normalizada igual a 1) em fun¢do do tempo e o teor de

carbono organico total sdo apresentados na Figura 4.28.

93



Capitulo 4

_ e o
- - = ~ —. __________ ‘
1.0~ S o -
.—
s 08
O
= - @ TOC/TOC,
g 064 —B—CIC,
|_
>
© 04-
OO
®)
0.2
0.0 - ] ] ] ] ]
d I d I d I d I d I
0 20 40 60 80 100
Tempo (min)

Figura 4.28 - Concentra¢des normalizadas (obtidas por HPLC-UV) da carbamazepina

(CBZ) em fung¢do do tempo de exposi¢do ao 0zonio

Pela Figura 4.28, ¢ possivel observar que, ap6s 20 min de reagdo, cerca de 99%
da carbamazepina (CBZ) foi degradada. Estes dados mostraram-se coerentes com 0s
resultados obtidos por Andreozzi e colaboradores [74], os quais observaram a alta
eficiéncia da ozondlise na decomposicdo da carbamazepina. Neste trabalho, os autores
obtiveram a degradagdo completa do substrato utilizando uma dosagem de 2,08x107
mol dm™ de oz6nio para uma concentragdo de 3,3x10°® mol dm™ de carbamazepina.

Além das analises por HPLC-UV, analises de carbono organico total (TOC)
também foram realizadas e revelaram a nao ocorréncia de mineraliza¢ao. Os resultados
das duas técnicas (HPLC-UV e TOC) indicaram, portanto, que a carbamazepina, apos
tratamento por at¢ 100 min com 0z6nio em meio aquoso, reage extensivamente para
formar novos produtos.

As aliquotas retiradas da reagdo entre a carbamazepina e o ozonio foram
analisadas por espectrometria de massas com ionizagdo electrospray no modo positivo,
ESI(+)-MS, via infusdo direta, a fim de se avaliar os produtos formados neste processo
e, consequentemente, propor uma rota de degradag¢ao deste composto. Os resultados sao

mostrados na Figura 4.29.
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Figura 4.29 — ESI(+)-MS (infusdo direta) de aliquotas retiradas da reagdo entre a
carbamazepina (CBZ) e 0zonio apds tempos reacionais de: (a) 0 min, (b) 20 min, (c) 60

min, (d) 100 min

Na Figura 4.29 a, relativa ao espectro de ESI(+)-MS da solug¢do original de
carbamazepina (CBZ), observa-se a presenca do ion de m/z 237, referente a

carbamazepina protonada, i. e. [CBZ + H]", e de m/z 495, referente ao dimero sodiado
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de CBZ, i. e. [CBZ + CBZ + Na]". Com o inicio da reagdo com ozodnio, tais ions ndo
sao mais detectados nos ESI(+)-MS (Figuras 4.29 b-d), indicando o consumo do
substrato. Além disso, em tais espectros (Figuras 4.29 b-c), observa-se a presenca
majoritaria dos ions de m/z 396, 424, 452, os quais ja estavam presentes no ESI(+)-MS
da solucdo inicial de carbamazepina (Figura 4.26 a). Tais ions sdo, portanto,
relacionados a impurezas presentes no reagente de partida, sendo que suas intensidades
relativas aumentaram significativamente com o consumo da carbamazepina. No
espectro ESI(+)-MS da aliquota retirada apds um tempo reacional de 100 min (Figura
4.29 d), obtido numa faixa de m/z entre 210 e 330 para evitar a interferéncia dos ions
relacionados as impurezas, ¢ possivel observar, nitidamente, a presenga dos ions de m/z
251, 265, 267, 283, e 297. Note que alguns destes ions foram também detectados nos
espectros das Figuras 4.29b e 4.29c, adquiridos a partir de aliquotas coletadas em
tempos reacionais menores, mas com menor nitidez devido ao efeito mascarante dos
ions interferentes (m/z 396, 424, 452).

Os dados obtidos neste monitoramento por ESI(+)-MS estdo consistentes com a
rota de degradagdo da carbamazepina pelo 0zdnio, como proposta por McDowell e
colaboradores [88] apds um trabalho exaustivo que envolveu o isolamento dos produtos
formados e a anélise dos mesmos por técnicas como IV e 'H RMN. Nesta rota proposta,
um produto (2°), de massa nominal 250 Da, ¢ formado via um intermediario ozonideo
instavel, como mostrado na Figura 4.30. Nota-se que o produto 2" foi detectado nos
ESI(+)-MS na sua forma protonada, i. e. [2" + H]", de m/z 251. Outros produtos (3" -
6"), formados a partir de 2" principalmente a partir de oxidagdes, também foram
detectados nos ESI(+)-MS nas suas formas protonadas, tais como: [3" + H]", de m/z
267, [4 +H]", de m/z 283, [5" + H]", de m/z 265 ¢ [6” + H]", de m/z 297. Uma proposta
para a formagao de tais produtos (3" — 67) é apresentada na Figura 4.31. Deve-se dizer,
ainda, que os compostos 3" ¢ 4" também foram identificados como sendo produtos da
ozonolise da carbamazepina (CBZ) por McDowell e colaboradores [88]. Deste modo,
os resultados do presente trabalho permitiram a detec¢do de produtos (27, 37, 4")
previamente caracterizados como sendo provenientes da ozonodlise da carbamazepina
(CBZ) e, também, de outros produtos (5, 6) inéditos, possivelmente formados nestas

condicoes.
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Figura 4.30 — Proposta de formagdo do produto 2 de acordo com Mcdowell e

colaboradores [88]
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Figura 4.31 — Proposta de formagdo dos produtos 3" — 6" a partir do composto 2°
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A sele¢do por massas e fragmentacdo do fon [2° + H]" levou a formagdo dos
ions-produto de m/z 223, 208 e 180, através de perdas de CO, HN=CO ¢ HN=CO + CO,
respectivamente (Figura 4.32a). Este padrao de fragmentacdo mostra-se consistente com
a estrutura proposta para tal ion precursor. J4 os ions [3" + H]", de m/z 267, [4" + H]", de
m/z 283, [5° + H]", de m/z 265 ¢ [6" + H]', de m/z 297, apresentaram um padrio de
fragmentacao Uinico e caracteristico: todos eles se fragmentaram, majoritariamente, pela
perda de uma molécula de O, (32 Da) (Figura 4.32). Este padrdo de fragmentacdo,
provavelmente observado devido a presenca do grupo O=C-N-C=0 em todas as
moléculas (Figura 4.31), é explicado tomando-se, como modelo, o fon [5" + H]', de m/z

265, como mostrado na Figura 4.33.
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Figura 4.32 — Espectros MS-MS dos ions [2° + H]", de m/z 251, [5" + H]", de m/z 265 ¢

[6"+ H]", de m/z 297, apds selegdo e fragmentagdo por colisdo com hélio.

100



Capitulo 4

m/z 233

Figura 4.33 — Proposta de fragmentacio para o ion [5" + H]" de m/z 265

4.3.1.4 — Acido Foélico

A ozonolise do acido folico em meio aquoso foi eficiente para promover a
degradacdo do 4cido fblico, mas ndo sua mineralizagdo. A Figura 4.34 mostra os
resultados obtidos por HPLC-UV e TOC, os quais indicaram que, ap6s 20 min de
reacdo, cerca de 80 % do acido folico havia se degradado, porém com uma baixa taxa de

mineralizacdo (proxima a 5 %).
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Figura 4.34 — Degradagio (por HPLC-UV) e mineralizag¢ao (por TOC) do acido félico
em meio aquoso causadas pela exposicdo ao ozOnio como uma funcdo do tempo

reacional

Na Figura 4.35 sdo mostrados os espectros UV-Vis da solucdo inicial do acido
folico e das aliquotas coletadas em diversos tempos reacionais. De acordo com estes
dados, pode-se observar uma diminui¢cdo do comprimento de onda maximo de absor¢ao
caracteristica da molécula de acido folico (282 nm), indicando seu consumo. Note,
também, que os espectros UV-Vis mantiveram-se praticamente inalterados para todas as

aliquotas coletadas.
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Figura 4.35 — Espectros UV-Vis da solugio aquosa inicial do acido folico (25 mgL™") e

das aliquotas coletadas ap0ds sucessivos tempos de reacdo com 0zonio

Na andlise por ESI(-)-MS da solugdo inicial e das aliquotas coletadas em
diversos tempos reacionais (Figura 4.36), ndo foi possivel observar a presenca de
nenhum produto de degradacdo (apesar da real possibilidade da existéncia destes em
virtude do baixo grau de mineralizagdo observado). Pode-se argumentar que a técnica
ESI-MS ndo seja apropriada na detec¢do de tais possiveis produtos, os quais

possivelmente possuem baixa massa molar.
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Figura 4.36 —ESI(-)-MS (infusdo direta) de aliquotas retiradas da reagdo entre o acido
folico (1) e 0zonio em solugdo aquosa apds tempos reacionais de: 0 min, 20 min, 40

min, 60 min, 80 min ¢ 100 min

4.4 — Conclusodes

Dentre os processos avaliados para promover a degradagdo do hormodnio
etinilestradiol, aqueles que produziram os melhores resultados foram a ozondlise e o
sistema Fenton heterogéneo (com a utilizagdo do compdsito FeO/FezO3 em combinac¢ao
com H,0,). Os resultados também sugeriram que o sistema Fenton heterogéneo, na
presenga do tensoativo aliquat 336, n3o foi capaz de degradar o hormonio
etinilestradiol; neste caso, o hormdnio, devido seu carater apolar, parece ficar retido nas
micelas formadas pelo surfactante evitando sua degradagdo pelos agentes oxidantes

formados nestas condigoes.
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Em relacdo a ozonodlise do hormonio etinilestradiol, foi observada uma elevada
taxa de degradacao mas com um (provavel) pequeno grau de mineralizagao. As técnicas
UV-Vis e HPLC-UV mostraram ser bastante uteis no monitoramento do processo. Com
os dados proporcionados pelo ESI-MS (e ESI-MS/MS) estruturas quimicas para os
produtos reacionais puderam ser propostas. Isto permitiu, de maneira inédita, criar uma
proposta de uma rota de degradacao do hormonio etinilestradiol em meio aquoso.

Os estudos apresentados sobre o farmaco carbamazepina indicaram a resisténcia
do mesmo frente aos processos oxidativos avangados, visto que ndo ocorreu
mineralizagdo para nenhum dos sistemas estudados. Os resultados obtidos para os
processos combinados UV/H,0, e TiO,/UV comprovaram toda a potencialidade destes
sistemas na degrada¢do deste fairmaco. A utilizacdo do sistema Fenton heterogéneo, na
presenca do tensoativo, proporcionou niveis de degradacdo na ordem de 50%. A
ozonolise mostrou-se um método eficiente na degradacdo da carbamazepina sem,
contudo, causar sua mineralizagdo. As analises por ESI-MS foram de fundamental
importancia na determinacdo e¢ monitoramento dos produtos formados a partir da
degradagdo do substrato.

Os estudos relativos a degradacdo do acido folico em meio aquoso indicaram
que esta molécula ¢ muito susceptivel a degradagdo pelos processos oxidativos
avangados (UV/H,0,, TiO,/UV e sistema Fenton heterogéneo). Um resultado
potencialmente importante (e inédito) foi obtido através da utilizacdo do sistema Fenton
heterogéneo (Fe'/Fe,03/H,0,/pH 5). Tal sistema mostrou ser o mais eficiente dentre
todos os avaliados, produzindo altas taxas tanto de degradacdo quanto de mineralizagao

do acido folico.
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CAPITULO 5: Metais de Valéncia Zero/
H,0O,
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Primeiramente, foram realizados estudos sobre qual seria o melhor pH para a

degradagdo dos compostos acido clofibrico, atenolol, carbamazepina e etinilestradiol.

Estes ensaios foram realizados com uma solucao contendo uma mistura de todos os

referidos compostos, cada um numa concentragio de 500 pg L. A degradagio dos

compostos foi monitorada utilizando-se HPLC-MS/MS (obtidos por tUnica injecdo),

conforme descrito no item 3.3. Os resultados de tais experimentos sdo apresentados na

Figura 5.1.
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Figura 5.1 — Concentragdes normalizadas (por HPLC-MS/MS) dos compostos acido

clofibrico, atenolol, carbamazepina e etinilestradiol em fun¢do do tempo de reacdo. Tais

compostos foram tratados com o sistema Fe’/H,0, nos seguintes pH: 3, 4 ¢ 5 (volume
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de solugdo: 200 mL; concentragio de cada composto: 500 pg L'; massa de Fe®: 0,2 g;

proporg¢do Fe°/ H,O,: 1/5)

Apds 120 min de reagdo nao foi observado nenhuma degradagdo significativa
das moléculas de acido clofibrico, atenolol e carbamazepina promovida pelo sistema
FeO/HzOz nos varios pH avaliados. Para o etinilestradiol, foi observado uma taxa de
degradagdo de cerca de de 60 % no pH 3. O meio 4cido favorece a degradagdo
supostamente via uma transferéncia de elétrons mais efetiva da superficie do Fe” para a
molécula alvo [21]. Valores mais altos de pH favorecem a formagdo de
oxidos/hidréxidos que passivam o metal, impedindo que a superficie metalica doe
elétrons para o substrato.

Apesar da maioria dos estudos de degradagdo de moléculas organicas por Fe'
focarem em mecanismos redutivos, Fe’ também pode ser usado para iniciar reacdes
oxidativas. No trabalho de Joo et al. [37], os pesquisadores verificaram a formacao de
radicais hidroxila, via reagdo direta de Fe’ com H,0, (Equagdes 5.1 e 5.2), em meio

acido, via um mecanismo tipo Fenton:

Fe"+2 H" — Fe*™ + H, Equacéo 5.1

Fe*" + H,0, — Fe’* + OH" + HO" Equacio 5.2

Diante das reagdes apresentadas acima, pode-se sugerir que a degradagdo da
molécula do etinilestradiol também ocorre via combinag¢do dos processos oxidativo e
redutivo. Estudos realizados com diferentes massas de Fe’ (mantendo-se o mesmo
volume de solugio, 200 mL, e a mesma concentragio dos analitos, 500 pg L™)
revelaram que uma maior massa de Fe’, e consequentemente uma maior quantidade de
H,0; (a relagao Fe¥ H,0, = 1/5 foi mantida em todos os experimentos), foram mais
efetivas na degradagdo dos compostos estudados.

Diante da perspectiva de que o pH 3 seria o mais eficiente na degradacio das
moléculas alvo, ensaios foram realizados com tempos de reagdo maiores (de até 24
horas). Tais ensaios foram realizados utilizando cada analito numa concentragao de 300
ng L' em solugdes individuais. Os resultados estio dispostos na Figura 5.2. Estes

ensaios apresentaram bons resultados para o etinilestradiol (60 % de degradagdo) e para
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a carbamazepina (cerca de 20 %). J& para o atenolol e o acido clofibrico, o tratamento

ndo se mostrou eficiente.

C/

] —4&@— Etinilestradiol

- A- Carbamazepina
—@— Atenolol

- B- Acido Clofibrico

Tempo (horas)
Figura 5.2- Concentragdes normalizadas (por HPLC-MS/MS) dos compostos acido
clofibrico, atenolol, carbamazepina e etinilestradiol em fun¢do do tempo de reagdo (até
24 horas). Tais compostos foram tratados com o sistema FeO/H202 em pH 3 (volume de
solugio: 200 mL; concentragdo do analito: 300 ug L™'; massa de Fe’: 0,2 g; propor¢do

Fe°/ HzOzI 1/5)

5.2 — Sistema Zn°/H,0,

Numa busca por melhorias na eficiéncia da degradacdo dos compostos acido
clofibrico, atenolol, carbamazepina e etinilestradiol foram realizados ensaios com o
sistema Zn"/H,0,. O pH escolhido para o meio foi pH=3, pois 0 mesmo apresentou 0s
melhores resultados para o sistema Fe’/H,0,. Nas Figuras 5.3 e 5.4 sdo apresentados os

resultados destes ensaios.
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Figura 5.3 — Concentragdes normalizadas (por HPLC-MS/MS) dos compostos acido
clofibrico, atenolol e carbamazepina em fun¢do do tempo de reagdo (até 24 horas). Tais
compostos foram tratados com o sistema Zn"/H,0, em pH 3 (volume de solugdo: 200
mL; concentragdo do analito: 300 ug L™'; massa de Zn": 0,2 g; propor¢do Zn°/ H,O»:
1/5)

Estes resultados mostraram que o sistema Zn’/H,0, em pH 3 ndo foi eficiente na
degradagdo das moléculas alvo (a maxima taxa de degradacdao obtida foi 20 % para a
carbamazepina, Figura 5.3). Para o etinilestradiol os resultados sdo apresentados na
Figura 5.4 (as injecdes foram realizadas em triplicata). Comparando os sistemas
Fe"/H,0, e Zn"/H,0,, observa-se que o primeiro é mais eficiente que o segundo (por
exemplo, apos 24 horas de reagdo o sistema Fe’’H,0, apresentou uma taxa de

degradacdo aproximadamente duas vezes maior que Zn"/H,0,.
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Figura 5.4 — Concentra¢des normalizadas (por HPLC-MS/MS) do etinilestradiol em
funcdo do tempo de reagdo (até 24 horas). As solugdes foram tratadas com os sistemas
FeO/HzOz e ZnO/HzOz em pH 3 (volume de cada solucdo: 200 mL; concentragdo do
etinilestradiol: 300 pg L'; massa de Fe’ e Zn": 0,2 g; propor¢do metal/ H,O, = 1/5)

Ao comparar a eficiéncia de degradacao dos metais de valéncia zero observa-se
que, embora o Zn” apresente um potencial de redugdo (-0,76 V) mais negativo que o Fe’
(-0,44 V), a capacidade de degradacao do sistema Zn"/H,0, foi inferior ao Fe’/H,0,.
Isto pode ser explicado levando-se em consideracdo a maior capacidade de passivagdo
do Zn® em relagdo ao Fe’. Ou seja, o Zn’ apresenta maior susceptibilidade para a
formacao de oxidos sobre sua superficie, o que dificulta (ou impede) a transferéncia de
elétrons para o substrato.

Numa tentativa de se elucidar possiveis subprodutos formados na degradag¢ao do
etinilestradiol pelo sistema FeO/H202, um experimento foi realizado utilizando-se uma
200 mL da solugdo em pH 3 com uma concentragdo mais elevada do etinilestradiol (10
mg L") e analisados por HPLC/Q-TOF. A massa de Fe’ foi de 2 g e a proporgio
Fe/H,0, de 1/5 foi mantida. Os resultados mostraram (Figura 5.5) que com o aumento
da concentracdo inicial do etinilestradiol, houve um aumento da taxa de degradagao
deste composto (compare tais resultados com aqueles descritos nas Figuras 5.2 e 5.4,

em que a porcentagem de degradacdo do etinilestradiol foi de 60%).
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Figura 5.5 — Concentra¢des normalizadas (por HPLC-MS/MS) do etinilestradiol em

funcao do tempo de reacdo (até 24 horas). A solugdo foi tratada com o sistema Fe’/H,0,

em pH 3 (volume da solugdo: 200 mL; concentragio do etinilestradiol: 10 mg L™

massa de Fe’: 2,0 g; propor¢do Fe’/ H,0,: 1/5)

Outro aspecto importante observado nestas analises foi a ndo identificagdo de
nenhum produto de degradacio, fato que vem reforgar a eficiéncia do sistema Fe’/H,0,

em promover a mineralizacao do analito.

5.3 — Conclusdes

Neste trabalho foi avaliada a eficiéncia dos processos redutivos/oxidativos
Fe"/H,0; e Zn’/H,0, na degradagio de varios poluentes emergentes (acido clofibrico,
atenolol, carbamazepina, etinilestradiol) em meio aquoso. Tais sistemas nao se
mostraram eficientes na remocdo dos farmacos acido clofibrico, atenolol e
carbamazepina. Entretanto, o sistema Fe”/H,O, (em pH 3) foi capaz de degradar o
horménio etinilestradiol com taxas de degradacdao de 60 % e 80 % para concentragdes
iniciais do analito de 300 pg L' e 10 mg L™, respectivamente. Além disso, nenhum
produto de degradacdo foi detectado, fato este de grande importancia, pois indica que

este tratamento pode ser, também, eficiente na mineralizacdo do hormonio.
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CAPITULO 6: Processos Eletroguimicos

e Fotoeletroguimicos
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6.1 - Processo eletroquimico

Nesta etapa do trabalho, estudos foram realizados visando-se verificar a
viabilidade da degradagdo eletroquimica de alguns poluentes emergentes selecionados
(carbamazepina, acido clofibrico e etinilestradiol). Os processos foram conduzidos
utilizando-se um eletrodo comercial do tipo Tip70, Ti/Rugs. As reagdes foram
monitoradas através da coleta de aliquotas em tempos reacionais sucessivos e analise

das mesmas por HPLC-UV.

6.1.1 - Monitoramento por HPLC-UV e TOC
6.1.1.1 — Etinilestradiol

A Figura 6.1 mostra um grafico da concentragdo normalizada do etinilestradiol
em func¢do do tempo de exposi¢do ao tratamento eletroquimico. Os resultados revelaram
a grande eficiéncia do processo eletroquimico, o qual produziu 90% de degradagdo apos
60 min de reagdo. Como esperado, na auséncia de NaCl (utilizado como eletrolito
suporte) a taxa de degradacdo caiu para 30% ap6s tempo reacional idéntico. A adi¢do de
um eletrdlito & mistura reacional ¢ comumente feita [48, 50] para melhorar a
condutividade da solucdo (a solucdo inicial de etinilestradiol exibia uma condutividade
de apenas 2,42 mS cm’) e, consequentemente, aumentar a eficiéncia global do
processo. A presenca de NaCl em solu¢do permite a formacdo de espécies altamente
oxidantes, como o gas cloro (Cl,) (equagdo 6.1) e hipoclorito (OCI) (equagdo 6.2) [50].
Estas espécies também contribuem para aumentar a taxa de oxidacao eletroquimica do

composto alvo:
2CIT —> Cly +2¢ Equacdo 6.1
A reacdo subsequente de Cl, com OH formado no céatodo resulta na formagao de

hipoclorito (OCI):

Cl, + 2HO" —» H,0 + OCI + CI Equacéo 6.2

114



Capitulo 6

1.0]

0.8 + \
J D/D

0.6 4
QO
(@) — B — com NaCl
0.4+ — 0O —sem NaCl
0.2 4
I\
[ | m -
0.0+
) ' ) ' ) ' ) ' ) ' ) ' )
0 20 40 60 80 100 120
Tempo (min)

Figura 6.1 - Concentragdo normalizada (C/Cy) do etinilestradiol em fungdo do tempo de
exposi¢do ao sistema eletroquimico. Duas solug¢des de etinilestradiol (100 mg L™)
foram preparadas (em adgua / metanol 7:3 v/v) e numa delas um eletrélito suporte (NaCl
250 mg L") foi adicionado. Aliquotas foram coletadas nos tempos reacionais indicados

e analisadas por HPLC-UV

Resultados semelhantes foram descritos por Malpass e colaboradores [50], que
relataram taxas de degradacdo elevadas na oxidagdo eletroquimica de corantes em
solucdo aquosa pela adicdo de NaCl. Os autores conseguiram uma descoloracdo
completa da solucdo e 58% de remog¢do de Carbono Organico Total (TOC) [50]. Outros
trabalhos também relataram a aplicacdo bem sucedida do processo eletroquimico para a

degradagdo/ mineralizagdo de corantes [40, 45, 49-50, 89-90].

6.1.1.2 — Carbamazepina

Na Figura 6.2 ¢ possivel avaliar, através de um grafico da concentracdo
normalizada em funcao do tempo reacional, a eficiéncia do processo eletroquimico na
degradagdo da carbamazepina. Como verificado anteriormente, a influéncia do eletrdlito
suporte (NaCl) ¢ notavel. Enquanto que na presenca de NaCl a carbamazepina foi

totalmente degradada ap6s 30 min de reagdo, na auséncia do eletrolito suporte taxas de
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degradagdo muito inferiores foram observadas. Além disso, as analises por HPLC-UV
das aliquotas recolhidas da reacdo conduzida na presenca do eletrédlito suporte
mostraram o aparecimento de um novo pico cromatografico (provavelmente relacionado
a um produto de degradagdo) em tempos de retengdo menores (2 min.) do que aquele
observado para a carbamazepina (7,4 min.). A intensidade deste pico cromatografico
atingiu um valor méximo na aliquota coletada apdés um tempo reacional de 30 min. e
diminuiu nas aliquotas posteriores (atingindo 40 % do valor maximo ap6s 120 min. de
reacdo). Estes resultados indicaram, portanto, que, apds sua formagao, tal produto foi
sendo continuamente consumido sob estas condigdes (Figura 6.2). Vale ressaltar que ao
término de 120 min de reacdo, a quantidade de carbono organico remanescente em
solugdo era cerca de 40 % do valor inicial (Figura 6.2). A analise de tais resultados
permite supor, portanto, que a maior parte (ou a totalidade) do carbono remanescente

em solucao estava relacionado a presenca do produto de degradagao.

——com NaCl
—[F sem NaCl
—A— Produto de degradacédo (com NaCl)
-— - _D -
-~ \D -
o) =
O
A A A
] || ]
L) I L) I L) I L) I
60 80 100 120

Tempo (min)
Figura 6.2 - Concentragao normalizada (C/Cy) da carbamazepina em fun¢do do tempo
de tratamento eletroquimico. Duas solu¢des aquosas de carbamazepina (15 mg L)
foram preparadas e numa delas um eletrolito suporte (NaCl 250 mg L) foi adicionado.

Aliquotas foram coletadas nos tempos reacionais indicados e analisadas por HPLC-UV
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6.1.1.3 - Acido clofibrico

A Figura 6.3 mostra um grafico da concentracao normalizada do acido clofibrico
em fun¢do do tempo de exposicdo ao tratamento eletroquimico. Diferentemente dos
casos anteriores, a presenga de um eletrdlito suporte ndo se mostrou essencial para o
processo eletroquimico. Isto porque o acido clofibrico possui um valor de pKa igual a
3,2 [91] e, deste modo, uma grande propor¢do das moléculas desta substincia
encontrava-se em sua forma anidnica, sendo isso o suficiente para conduzir corrente
elétrica. Ambos os experimentos (com ou sem NaCl) atingiram taxas de degradagdo
similares (por volta de 70 %), mas os resultados da andlise de carbono organico total
(TOC) (Figura 6.4) indicaram que uma mineralizagdo mais acentuada foi observada na

auséncia do eletrélito suporte.

—m— com NaCl
1.0+ —— sem NaCl
0.8
0.6 1

o =
] \D
0.2 4
0.0
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0 20 40 60 80 100 120
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Figura 6.3 - Concentragdo normalizada (C/Cy) do acido clofibrico em fungao do tempo
de tratamento eletroquimico. Duas solu¢des aquosas do acido clofibrico (100 mg L™)
foram preparadas e numa delas um eletrélito suporte (NaCl 250 mg L") foi adicionado.

Aliquotas foram coletadas nos tempos reacionais indicados e analisadas por HPLC-UV
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Figura 6.4 -
1.2

1.0+

TOC/TOC,
o o
(o2} (oo}
1 1

o
~

1 -e cBZz

1 - O—- CBZsemNaCl A
024 —A— ACLO

| —A— ACLO sem NaCl

wkg—as—r——-v——arTr—rv
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Tempo (min)
Concentracdo normalizada de carbono organico total (TOC/ TOCy) em fungdo do tempo
de exposicado ao sistema eletroquimico. Duas solugdes aquosas de cada analito
(carbamazepina 15 mg L e acido clofibrico 100 mg L) foram preparadas e numa
delas um eletrdlito suporte (NaCl 250 mg L") foi adicionado. Aliquotas foram coletadas

nos tempos reacionais indicados e os teores de TOC determinados

6.1.2 - Monitoramento por espectrofotometria UV-Vis

Para melhor avaliar a eficiéncia do processo eletroquimico, andlises por
espectrofotometria UV-Vis foram também realizadas. Os espectros oriundos do
experimento com a carbamazepina sdo apresentados nas Figuras 6.5a e 6.5b. Na
presenga de NaCl (Figura 6.5a), a diminui¢do da intensidade de absor¢ao das bandas
caracteristicas da carbamazepina (210 nm e 285) sdo claramente visualizadas. Por outro
lado, na auséncia do eletrélito suporte (Figura 6.5b), ha uma diminuicdo bem menos
acentuada na intensidade de tais bandas. Tais resultados mais uma vez confirmam que a

eficiéncia do processo eletroquimico depende da presenga do eletrdlito suporte.
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g Spectros 15 da sottao Figura 6.5b- Espectros UV-Vis da solugdo
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eletroquimico

Os espectros UV-Vis (ndo mostrados) referentes aos experimentos com o
etinilestradiol (na presenca do eletrolito suporte) e o acido clofibrico (tanto na presenga
quanto na auséncia do eletrolito suporte) tiveram perfis similares, na qual diferencas
marcantes entre as respectivas solugdes iniciais e as aliquotas coletadas apos sucessivos
tempos de exposicdo ao aparato eletroquimico foram observadas, ou seja as suas
respectivas absorvancias nos comprimentos maximos de absor¢do sofreram um
acentuado decaimento, indicando o consumo dos compostos etinilestradiol e acido

clofibrico.
6.1.3 - Monitoramento por ESI-MS
6.1.3.1 — Etinilestradiol
A degradagdo eletroquimica do etinilestradiol foi também continuamente

monitorada por espectrometria de massas com ionizagdo electrospray. As Figura 6.6 e

6.7 mostram os espectros de massa no modo negativo, ESI(-)-MS, com as aliquotas
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retiradas apds tempos de reacao de 0, 20, 60 e 120 min (esta reagdo foi conduzida na

auséncia e presenca de NaCl 250 mg L™).
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Figura 6.6 — ESI(-)-MS de uma solucdo de etinilestradiol (100 mg L™ em 4gua/metanol

7:3 v/v, sem adi¢do de NaCl) submetida ao tratamento eletroquimico. Aliquotas foram

retiradas nos tempos de reacdo: (a) 0 min, (b) 30 min, (¢) 60 min, (d) 90 min, (e) 120

min.
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Figura 6.7 — ESI(-)-MS de uma solugao de etinilestradiol (100 mg L' em 4gua/metanol
7:3 v/v, na presenga de NaCl 250 mg L) submetida ao tratamento eletroquimico.
Aliquotas foram retiradas nos tempos de reagdo: (a) 0 min, (b) 30 min, (c¢) 60 min, (d)

90 min, (e) 120 min

A Figura 6.6 exibe os espectros ESI(-)-MS de aliquotas da reagdo realizada na
auséncia de NaCl. Observa-se que apos sucessivos tempos reacionais (Figuras 6.6a —
6.6¢) a intensidade do anion de m/z 295 (a forma desprotonada do etinilestradiol)
permanece praticamente inalterada, indicando que o hormonio permanece intacto sob
estas condigdes. Estes resultados corroboram as conclusdes anteriores que a presenca de
NaCl tem influéncia marcante sobre o desempenho do processo eletroquimico. Pelos
dados obtidos pela técnica ESI(-)-MS nao foi possivel observar a presenca de produtos
de degrada¢do no meio reacional.

A Figura 6.7a mostra o espectro de massas da solugdo inicial, o qual exibe um
anion intenso de m/z 295, correspondente a forma desprotonadao do etinilestradiol.
Observe que a intensidade de tal anion diminui continuamente e desaparece apds 30 min
de reacdo (Figuras 6.6b a 6.6¢). Outros anions de m/z 261, 339, 403, 545, 687 e 829 sao

também detectados em todos os ESI(-)-MS. A presenca destes anions no espectro de
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massas da solucdo inicial (Figura 6.7a) indica, no entanto, que suas origens sdo devidas,
provavelmente, a presenca de impurezas no sistema eletroquimico ou na fonte de
ioniza¢do do espectrometro de massas e ndo a uma possivel formagdo de produtos de

degradacado.

6.1.3.2 - Carbamazepina

No monitoramento da degradacdo eletroquimica da carbamazepina (CBZ) por
ESI(+)-MS nenhum produto de degradacdao foi detectado (Figuras 6.8a a 6.8c). No
ESI(+)-MS da solugdo inicial verifica-se a presenca majoritaria do ion de m/z 237
correspondente a [CBZ + H]  (a forma protonada da carbamazepina). E possivel
observar que o ion de m/z 237 desaparece ap6s 30 min de exposicdo ao sistema
eletroquimico (Figura 6.8c). A Figura 6.8b mostra o ESI(+)-MS de uma aliquota de um
experimento controle (sem adigdo de NaCl) coletada apos 120 min. de exposicdo.
Claramente observa-se a presenca do ion de m/z 237, indicando, portanto, a relevancia

do eletroélito suporte na degradacao eletroquimica da carbamazepina.
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Figura 6.8 — ESI(+)-MS de solucdes aquosas de carbamazepina (15 mg L) submetidas
ao tratamento eletroquimico: (a) soluc¢do inicial contendo 250 mg L' de NaCl; (b)

aliquota recolhida de um experimento controle (sem adi¢dao de NaCl) apds 120 min de
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exposicao; (c) aliquota recolhida do experimento conduzido na presenca de NaCl (250

mg L'l) ap6s 30 min de exposi¢ao

6.1.4 - Monitoramento por GC-MS

6.1.4.1 — Etinilestradiol

Anidlises de GC-MS foram realizadas como uma tentativa de identificar
possiveis produtos de degradacdo volateis e apolares. Dois métodos de extragdo foram
utilizados: SPME (micro extragdo em fase solida) e LLE (extragdo liquido-liquido). No
procedimento de SPME, duas fibras com polaridades distintas foram avaliadas:
divinilbenzeno/carboxen (DVB/CAR), polar, e divinilbenzeno
carboxen/polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS), apolar. Apesar destas caracteristicas

distintas, ambas as fibras produziram resultados bastante semelhantes.
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Figura 6.9 - Cromatogramas TIC obtidos com a extracdo SPME (utilizando a fibra
DVB/CAR/PDMS) de uma solugdo de etinilestradiol (preparada em agua/ metanol 3: 7
v/v contendo NaCl 250 mg L") submetida ao tratamento eletroquimico. Aliquotas

foram retiradas nos seguintes tempos de reagdo: (a) 0 ; (b) 120 min
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As Figuras 6.9a ¢ 6.9b mostram, respectivamente, os cromatogramas, obtidos
com o uso da fibra PDMS/CAR/DVB, da solugdo inicial e da aliquota retirada apos 120
min. (reagdo realizada na presenca de NaCl 250 mg L™). Nota-se que os picos
cromatograficos relacionados ao etinilestradiol (seu espectro de massas obtido por EI a
70 eV encontra-se inserido na Figura 6.9a) e a estrona (provavelmente formada a partir
do etinilestradiol sob as condicdes de elevada temperatura do injetor do cromatografo),
que foram eluidos em tempos de retencdo de c.a. de 19,8 e 18,9 minutos,
respectivamente, desapareceram completamente ap6s 120 min de tratamento
eletroquimico. Observa-se também a auséncia de outros picos que poderiam indicar a
formacdo de produtos de degradacao.

Os cromatogramas resultantes do processo de extragdo liquido-liquido sdo

apresentados na Figura 6.10.
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Figura 6.10 - Cromatogramas TIC obtidos com a extragdo LLE de uma solugdo de
ctinilestradiol (preparada em 4gua/metanol 3:7 v/v contendo NaCl 250 mg L)
submetida ao tratamento eletroquimico. Aliquotas foram retiradas nos seguintes tempos

de reagdo: a) 0 min; b) 30 min; ¢) 60 min; e d) 120 min
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Nota-se que a intensidade do pico relativo ao etinilestradiol (tg= 19, 6 min)
diminuiu continuamente com transcorrer da reagdo. Também neste caso, ndo houve a
detec¢do de produtos de degradagdo, como pode ser observado pela andlise dos

cromatogramas.

6.1.4.2 - Carbamazepina e &cido clofibrico

Numa tentativa de se identificar possiveis produtos (volateis e apolares) da
degradagdo eletroquimica da carbamazepina e do acido clofibrico, anélises por GC-MS
também foram realizadas. Entretanto, para este procedimento somente o método de
extra¢do liquido-liquido (LLE) foi empregado.

A Figura 6.11 mostra o cromatograma reconstituido com o ion de m/z 236 (ion
molecular da carbamazepina, veja o espectro de massas por EI a 70 eV inserido na
Figura 6.11) da solugdo inicial de carbamazepina (preparada em 4gua a 15 mg L™ ¢
contendo NaCl a 250 mg L) e de aliquotas retiradas apos sucessivos tempos de
exposicdo ao sistema eletroquimico. Nota-se que a intensidade do pico da
carbamazepina (tg = 16,6 min.) diminui continuamente com o transcorrer da reagao,
indicando o consumo continuo da substancia. Como também observado para o
etinilestradiol, ndo houve deteccdo de nenhum pico cromatografico que pudesse
caracterizar a formacdo de possiveis produtos de degradagdo, mesmo quando outros
cromatogramas, gerados a partir do modo de varredura completa ou pela extracdo de
outros ions, foram minuciosamente analisados. Para o experimento conduzido na
auséncia de NaCl (cromatogramas ndo mostrados) as andlises indicaram que apds
sucessivos tempos de reagdo o pico cromatografico referente a carbamazepina
permaneceu praticamente inalterado, indicando que a carbamazepina nao sofreu

degradacao nestas condigoes.
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Figura 6.11 — Cromatogramas (GC, reconstituidos com o ion de m/z 236) obtidos a
partir de uma LLE de uma solugo aquosa de carbamazepina (15 mg L' contendo NaCl
250 mg L) submetida ao tratamento eletroquimico. Aliquotas foram recolhidas nos
seguintes tempos reacionais: (a) 0; (b) 30; (c) 150 min. O espectro de massas da

carbamazepina (por El a 70 eV) encontra-se inserido no primeiro cromatograma

A Figura 6.12 mostra varios cromatogramas, da solugdo inicial do &cido
clofibrico (preparada em 4gua a 100 mg L™ e contendo NaCl a 250 mg L) e das
aliquotas retiradas apds sucessivos tempos de exposi¢do ao sistema eletroquimico. Tais
cromatogramas sao relativos a contribuicdo do ion de m/z 128, o qual constitui-se no
pico base do espectro de massas do acido clofibrico (veja este espectro, obtido por EI a
70 eV, inserido na Figura 6.12). Nota-se que a intensidade do pico do 4cido clofibrico
(tr= 9,6 min.) diminui continuamente com o transcorrer da reagdo, indicando o consumo
continuo da substdncia. Como também observado nos casos anteriores, nio houve
deteccdo de nenhum pico cromatografico que pudesse caracterizar a formagao de

possiveis produtos de degradacdo, mesmo quando uma busca empregando varredura
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completa ou sele¢do de outros ions foi realizada. Para o experimento conduzido na
auséncia de NaCl (cromatograma nao mostrado) resultados similares aos anteriores
foram obtidos. Uma possivel explicacdo para este comportamento andmalo do acido

clofibrico foi fornecida em topicos anteriores.
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Figura 6.12 — Cromatogramas (GC, reconstituidos com o ion de m/z 128) obtidos a
partir de uma LLE de uma solugdo aquosa de 4cido clofibrico (100 mg L™ contendo
NaCl 250 mg L") submetida ao tratamento eletroquimico. Aliquotas foram recolhidas
nos seguintes tempos reacionais: (a) 0; (b) 30; (c) 150 min. O espectro de massas do

acido clofibrico encontra-se inserido no primeiro cromatograma
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6.2 — Processo Fotoeletroquimico

Os experimentos fotoeletroquimicos foram conduzidos na presenca do sal
Na,SO4 (a 0,1 mol L), o qual foi utilizado como eletrdlito suporte. A eficiéncia do
processo eletroquimico na degradagdo dos poluentes emergentes pode ser aumentada
quando combinado com radiagdo UV. Dados na literatura relataram a oxidagdo
fotoeletrolitica do bisfenol A, um interferente endocrino presente em diversos plasticos
que compoem produtos nas areas de alimentagao e utilidades [43].

A Figuras 6.13 mostra a eficiéncia do processo fotoeletroquimico na degradacao

de alguns poluentes emergentes selecionados: etinilestradiol, carbamazepina e acido

clofibrico.
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Figura 6.13 — Concentragao normalizada (C/Cy) do etinilestradiol, acido clofibrico ¢

carbamazepina em funcdo do tempo reacional. A solucdo de etinilestradiol foi

submetida ao sistema fotoeletroquimico e aliquotas foram coletadas (e analisadas por

HPLC-UV) nos tempos indicados

O processo fotoeletroquimico mostrou ser altamente eficiente na degradacao dos
farmacos etinilestradiol, carbamazepina e acido clofibrico. Observa-se que o hormonio

etinilestradiol foi degradado numa taxa de 98% apo6s 30 min. de exposi¢do ao sistema
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fotoeletroquimico. Apesar das medidas de TOC ndo terem sido feitas devido ao uso de
metanol no preparo da solug¢do do hormoénio, vale ressaltar que o sistema
fotoeletroquimico apresenta grande potencial na mineralizacdo de tal substancia, visto
que as analises por HPLC-UV (e também ESI-MS e GC-MS, como sera mostrado a
seguir) nao revelaram a presenga de nenhum produto de degradacdo. A eficiéncia do
sistema fotoeletroquimico também pode ser atestada por comparagdo com o sistema
fotocatalitico tradicional (no qual a solucdo do etinilestradiol foi submetida a radiagao
UV na presenga de TiO;). Neste utimo caso, taxas de degradacao muito inferiores (29 %
apods 30 min de reagdo) foram obtidas. Para a carbamazepina e acido clofibrico taxas de
degradacao elevadas também foram obtidas: em ambos os casos uma taxa de
degradagdo de 100 % foi obtida apdés 10 min. de exposi¢do ao sistema
fotoeletroquimico. Medidas de carbono organico total (TOC) foram realizadas nas
solucdes de carbamazepina e &cido clofibrico e os resultados sdo apresentados na Figura
6.14. Como pode-se observar, o sistema fotoeletroquimico foi capaz de promover a

mineralizagdo completa de ambos substratos apds 150 min de exposicao.
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Figura 6.14 — Concentragdo normalizada de carbono orgénico total (TOC/ TOCj) em

funcdo do tempo reacional. Solugdes aquosas dos analitos (carbamazepina (CBZ)

15 mg L™ e 4cido clofibrico (ACLO) 100 mg L™, ambas contendo Na,SO4 0,1 mol L™)
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foram submetidas ao sistema fotoeletroquimico. Aliquotas foram coletadas nos tempos

reacionais indicados € os teores de TOC determinados

6.2.1 - Monitoramento por espectrofotometria UV-Vis

Foi realizado também o monitoramento por espectrofotometria UV-Vis e os
espectros obtidos para os trés compostos estudados sdo apresentados nas Figuras 6.15 a
6.17. Na Figura 6.15 sdo apresentados os espectros UV-Vis referentes a solucao inicial
de etinilestradiol e das aliquotas coletadas apds 5, 10, 30, 60 e 150 min. de exposi¢ao ao
sistema fotoeletroquimico. Nestes espectros foi possivel observar uma diminui¢do
dréstica na absorvancia das bandas centradas em 210 nm e 280 nm. Este resultado esta
em perfeito acordo com aqueles observados a partir das analises por HPLC-UV, os
quais demonstram que o processo fotoeletroquimico pode ser eficiente tanto na

degradacao quanto na mineralizag¢do do etinilestradiol.
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Figura 6.15 — Espectros UV-Vis da solugio do etinilestradiol (100 mg L™ em 4gua/
metanol 3:7 v/v contendo Na,SO4 0,1 mol L™) e das aliquotas retiradas apos sucessivos

tempos de exposicao (5, 30, 60 e 150 min.) ao sistema fotoeletroquimico
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Para os farmacos carbamazepina e acido clofibrico (Figuras 6.16 e 6.17,
respectivamente), as analises por espectrofotometria UV-Vis também demonstraram a
alta eficiéncia do sistema fotoeletroquimico. Para ambos compostos a absorvancia das
principais bandas diminui drasticamente com o aumento do tempo reacional,

corroborando os resultados obtidos por HPLC-UV e TOC.
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Figura 6.16 — Espectros UV-Vis da solu¢io aquosa da carbamazepina (15 mg L™
contendo Na,SO4 0,1 mol L") e das aliquotas retiradas apds sucessivos tempos de

exposicao (5, 30, 60, 90 e 150 min.) ao sistema fotoeletroquimico
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Abs
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Figura 6.17 — Espectros UV-Vis da solu¢io aquosa do 4cido clofibrico (100 mg L
contendo Na,SO4 0,1 mol L) e das aliquotas retiradas apds sucessivos tempos de

exposicao (5, 30, 60, 70, 90 e 150 min.) ao sistema fotoeletroquimico

6.2.2 - Monitoramento por ESI-MS

Andlises por espectrometria de massas com ionizagdo electrospray no modo
negativo (ESI(-)-MS), via infusdo direta, foram realizadas para se monitorar ndo apenas
o consumo de substrato, mas também a possivel formagao de intermediarios polares e
produtos de degradacao. De fato, estudos vem sendo conduzidos visando a aplicagdo de
ESI-MS no monitoramento de um ntimero crescente de processos ambientais relevantes,
incluindo aqueles relacionados a degradacdo de micro-contaminantes organicos em
meio aquoso [17, 92].

A Figura 6.18 mostra os espectros ESI(-)-MS da solugdo original do
etinilestradiol, assim como das aliquotas coletadas apds 5 e 150 min de exposicdo ao
sistema fotoeletroquimico. O espectro de ESI(-)-MS da solugdo inicial (Figura 6.18a)
revela a presenca de um anion de m/z 295, atribuido a forma desprotonada do
etinilestradiol. Observe que a intensidade de tal anion diminui continuamente e
desaparece apos cerca de 5 min de reagdo, como revelado pelos ESI(-)-MS mostrados
nas Figuras 6.18b e 6.18c. Outros anions de m/z 217, 261, 403 e 545 sdo também
detectados em todos os ESI(-)-MS, incluindo aquele da solucdo inicial. Deste modo, ao

132



Capitulo 6

invés de indicar uma possivel formagdo de produtos de degradacdo, a ocorréncia destes
anions provavelmente estd relacionada com vestigios de impurezas nos reagentes ou no
aparato instrumental. Estes resultados corroboram as conclusdes anteriores, atestando a
elevada eficiéncia do sistema fotoeletroquimico em promover a degradacdo do

hormonio etinilestradiol.
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Figura 6.18 — ESI(-)-MS de uma solucdo de etinilestradiol (100 mg L' em
agua/metanol 7:3 v/v, na presenca de Na,SO4 0,1 mol L) submetida ao tratamento

eletroquimico. Aliquotas foram retiradas nos tempos de reagdo: (a) 0; (b) 5; (c) 150 min

6.2.3 - Monitoramento por GC-MS

Anadlises de GC-MS foram realizadas como uma tentativa de se identificar
possiveis produtos (volateis e apolares) oriundos da degradacdo fotoeletroquimica do
etinilestradiol. Dois procedimentos distintos de extra¢do foram aplicados: SPME (micro
extracdo em fase solida) e LLE (extracao liquido-liquido). A alta sensibilidade do GC-
MS, amplificada pela capacidade de pré-concentracdo das técnicas de SPME e LLE,
poderia levar a obtengdo de limites de detec¢do excepcionalmente baixos para o
etinilestradiol e possiveis produtos de degradag¢do e até mesmo para se determinar os

niveis residuais do hormonio em solugdo apos o tratamento fotoeletroquimico.
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No procedimento de SPME, duas fibras com polaridades diferentes foram
avaliadas:  divinilbenzeno/carboxen = (DVB/CAR), polar, e divinilbenzeno
carboxen/polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS), apolar. Apesar destas caracteristicas
distintas, ambas as fibras produziram cromatogramas bastante semelhantes. As Figuras
6.19a e 6.19b mostram, respectivamente, os cromatogramas, obtidos com o uso da fibra
PDMS/CAR/DVB, da solugao inicial e da aliquota retirada apds 30 min. de exposi¢ao
ao sistema fotoeletroquimico. Observe que o pico cromatografico relacionado ao
etinilestradiol (tr = de 19,65 min.) foi completamente consumido apo6s o tratamento
fotoeletroquimico. Perfis cromatograficos semelhantes (ndo mostrado) também foram
obtidos quando o procedimento de LLE foi empregado. Observe também a auséncia de

outros picos que poderiam indicar a formagao de produtos de degradacao.
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Figura 6.19 - Cromatogramas (GC, adquiridos com o espectrdmetro de massas
trabalhando no modo de varredura total) obtidos com a extragdo SPME (utilizando a
fibra DVB/CAR/PDMS) de uma solugao de etinilestradiol (preparada em dgua/ metanol
3: 7 v/v contendo Na,SO, 0,1 mol L) submetida ao tratamento fotoeletroquimico.

Aliquotas foram retiradas nos seguintes tempos de reacdo: (a) 0 (b) 30 min
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6.3 — Conclusoes

Os resultados apresentados demonstraram que o tratamento eletroquimico, com
a utilizagdo do anodo comercial Tip;0O, Ti/Rugs, apresentou boa eficiéncia na
degradagdo do horménio etinilestradiol em solu¢do aquosa-metanolica. Também foi
verificado que o uso de NaCl (um eletrolito suporte) melhora significativamente o
desempenho do processo. As técnicas analiticas empregadas no monitoramento dos
processos, i. e. HPLC-UV, GC-MS (através de dois procedimentos de extragdao: LLE e
SPME) e ESI-MS, mostraram que a degradagdo do horménio ocorreu sem a formacao
concomitante de produtos de degradacao. Tais resultados evidenciam, portanto, que o
tratamento eletroquimico causou a mineralizacao de etinilestradiol (medi¢des TOC ndo
puderam ser executadas pois a solugdo do etinilestradiol foi preparada usando metanol
como um dos solventes, devido a sua baixissima solubilidade em agua).

Este estudo também demonstrou a viabilidade desse procedimento na
degradacdo dos farmacos carbamazepina e acido clofibrico em solugcdo aquosa. O
estudo indicou que o método foi mais eficiente na degradagdo dos compostos na
presenga de NaCl. As técnicas analiticas empregadas no monitoramento dos processos,
i. e. HPLC-UV, ESI-MS e GC-MS (via extragdo LLE), foram de fundamental
importancia pois indicaram a taxa de consumo dos analitos e, também, a ndo-formagao
de produtos de degradagdo. As medidas de TOC forneceram evidéncias de que o
processo eletroquimico também foi eficiente na mineralizacdo destes farmacos. Em
conclusdo, a oxidacdo eletroquimica ¢ uma metodologia com alto poder de
degradacao/mineralizacdo de moléculas organicas em meio aquoso, podendo ser
aplicada no tratamento de aguas contaminadas com poluentes emergentes, incluindo
compostos farmacéuticos e hormonios.

O processo fotoeletroquimico apresentou excelente performance na degradagao
e mineralizagdo dos farmacos etinilestradiol, carbamazepina e 4acido clofibrico em meio
aquoso. Esta metodologia levou a obtengdo de taxas de degradacdo proximas a 100 %
apds tempos reacionais tdo baixos quanto 30 min. Além disso, as técnicas analiticas
empregadas revelaram que os niveis residuais dos fairmacos (e possiveis produtos de
degradacao) em solugdo apos o tratamento fotoeletroquimico sdo excepcionalmente
baixos (abaixo dos limites de detec¢do). As medidas de carbono organico total (TOC)
revelaram que os farmacos carbamazepina e acido clofibrico foram completamente

mineralizados ap6s 150 min. de exposi¢ao ao sistema fotoeletroquimico. Por tudo o que
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foi exposto pode-se dizer que o tratamento fotoeletroquimico constitui-se numa
excelente metodologia a ser potencialmente aplicada no tratamento de &aguas

contaminadas com farmacos e, possivelmente, outros poluentes emergentes organicos.
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CAPITULO 7 - Conclusdo Geral
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Diante da perspectiva recente relacionada a importancia do monitoramento, bem
como do estudo de metodologias de degradacdo dos poluentes emergentes
(desreguladores enddcrinos, farmacos, corantes de diversas areas, pesticidas, dentre
outros), o presente trabalho teve como objetivo verificar a eficiéncia de processos
oxidativos, redutivos e eletroquimicos na degradacgdo de atenolol, acido clofibrico, acido
folico, carbamazepina e etinilestradiol em meio aquoso. Dentro deste contexto,
informagdes a respeito dos produtos formados em degradacdes parciais foram também
obtidas. Tais conhecimentos sdo de fundamental importdncia a fim de se minimizar
problemas ambientais decorrentes de novos processos de descontaminagdo que
porventura venham a ser empregados.

Dos trés processos estudados, os eletroquimicos, inclusos os fotoassistidos,
foram os mais eficientes, pois de maneira geral, obteve-se excelentes taxas de
degradagdo e mineralizagdo dos compostos estudados. No entanto, estudos adicionais
sdo necessarios visando se aferir a viabilidade econdmica de cada processo estudado ao
tratamento de amostras reais. Destaca-se, também, a enorme importancia de se ter
acesso a excelentes técnicas analiticas, dentre as quais a cromatografia acoplada a
espectrometria de massas foi, sem davida, a contribuicdo mais importante para o
desenvolvimento do presente trabalho. Destaca-se ainda que o conhecimento gerado
pelo emprego da técnica ESI-MS foi de fundamental importancia para a compreensao
das etapas intrinsecas envolvidas em cada processo de degrada¢do avaliado. Tais
informagdes certamente serdo importantes quando da implementagdo destas
metodologias.

Por fim, os trabalhos aqui descritos podem ser tuteis na elaboragdo de futuros
estudos sobre os mecanismos reacionais envolvidos nos processos oxidativos, redutivos
e eletroquimicos. O presente trabalho pode, certamente, vir a ser uma referéncia

bibliografica a mais para os trabalhos relacionados a esta area de pesquisa.

138



Referéncias Bibliogradficas

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

139



10.

11.

12.

13.

Referéncias Bibliogradficas

Hirsch, R., et al., Occurrence of antibiotics in the aquatic environment. Sci.
Total Environ., 1999. 225(1-2): p. 109-118.

Gebhardt, W. and H.F. Schorder, Liquid chromatography-(tandem) mass
spectrometry for the follow-up of the elimination of persistent pharmaceuticals
during wastewater treatment applying biological wastewater treatment and
advanced oxidation. J. Chromatogr. A, 2007. 1160(1-2): p. 34-43.

Molinari, R., et al., Heterogeneous photocatalytic degradation of
pharmaceuticals in water by using polycrystalline TiO, and a nanofiltration
membrane reactor. Catal. Today, 2006. 118(1-2): p. 205-213.

Akhtar, J., Khan M. A., Ahmad 1., Identification of photoproducts of folic acid
and its degradation pathways in aqueous solution. J. Pharm. Biomed. Analysis,
2003. 31(3): p. 579-588.

Stumpf, M., et al., Polar drug residues in sewage and natural waters in the state
of Rio de Janeiro, Brazil. Sci. Total Environ., 1999. 225(1-2): p. 135-141.
Nogueira, R.F.P., et al., Fundaments and environmental applications of fenton
and photo-Fenton processes. Quim. Nova, 2007. 30(2): p. 400-408.

Mahmoud, A., Freire, R.S., New methods for enhancing ozone efficiency on
contaminated water treatment. Quim. Nova, 2007. 30(1): p. 198-205.

Reis, R.W., de Aratjo, J.C., Vieira, E.MM., Sexual estrogenic hormones:
Bicactive contaminants. Quim. Nova, 2006. 29(4): p. 817-822.

Chen, P.J., et al., Biological assessments of a mixture of endocrine disruptors at
environmentally relevant concentrations in water following UV/H,0; oxidation.
Sci. Total Environ., 2007. 376(1-3): p. 18-26.

Aguiar, A., et al., Mechanism and applications of the fenton reaction assisted by
iron-reducing phenolic compounds. Quim. Nova, 2007. 30(3): p. 623-628.

Da Silva, L.M., Jardim, W.F., Trends and strategies of ozone application in
environmental problems. Quim. Nova, 2006. 29(2): p. 310-317.

Najafi, M.B.H., Khodaparas, M.H.H., Efficacy of ozone to reduce microbial
populations in date fruits. Food Control, 2009. 20(1): p. 27-30.

Franco, D.V., et al., Electrochemical ozone production as an environmentally
friendly technology for water treatment. Clean-Soil Air Water, 2008. 36(1): p.
34-44.

140



14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

Referéncias Bibliogradficas

Huber, M.M., et al., Oxidation of pharmaceuticals during ozonation and
advanced oxidation processes. Environ. Sci. Technol., 2003. 37(5): p. 1016-
1024.

Deborde, M., et al., Kinetics of aqueous ozone-induced oxidation of some
endocrine disruptors. Environ. Sci. Techno., 2005. 39(16): p. 6086-6092.

Zhao, Y., Hu, J., Jin, W., Transformation of Oxidation Products and Reduction
of Estrogenic Activity of 17 p-Estradiol by a Heterogeneous Photo-Fenton
Reaction. Environ. Sci. Techno. Columbus, 2008. 42(14): p. 5277-5284.
Dalmazio, 1., et al., Monitoring the Degradation of Tetracycline by Ozone in
Aqueous Medium Via Atmospheric Pressure lonization Mass Spectrometry. J.
Am. Soc. Mass Spectrom., 2007. 18(4): p. 679-687.

Costa, R.C.C., et al., Remarkable effect of Co and Mn on the activity of
Fe; .M,O4 promoted oxidation of organic contaminants in aqueous medium with
H,0,. Catal. Communications., 2003. 4(10): p. 525-5209.

Costa, R.C.C., et al., Highly active heterogeneous Fenton-like systems based on
Feé'/Fe;0, composites prepared by controlled reduction of iron oxides. Appl.
Catal. B: Environ., 2008. 83(1-2): p. 131-139.

Moura, F.C.C., et al., Highly reactive species formed by interface reaction
between Fe'-iron oxides particles: An efficient electron transfer system for
environmental applications. Appl. Catal. A: Gen., 2006. 307(2): p. 195-204.
Urzedo, A.P.F.M., Degradadagdo de substincias de relevancia ambiental por
processos oxidativos e redutivos com monitoramento por espectrometria de
massas com fonte de ioniza¢do electrospray. Tese de doutorado, Belo
Horizonte: Universidade Federal de Minas Gerais, Brasil, 2007: 179 p.

Shappell, N.W., et al., Destruction of Estrogens Using Fe-TAML/Peroxide
Catalysis, 2008. p. 1296-1300.

Martines, M.A.U., Davolos, M.R., Jafelicci Janior, M. , O efeito do ultra-som
em reagoes quimicas, 2000, Quim. Nova, 23 (2) p. 251-256.

Wang, J., et al., Sonocatalytic degradation of methyl parathion in the presence
of nanometer and ordinary anatase titanium dioxide catalysts and comparison
of their sonocatalytic abilities. Ultrason. Sonochem., 2006. 13(6): p. 493-500.
Suri, R.P.S., et al., Ultrasound assisted destruction of estrogen hormones in
aqueous solution: Effect of power density, power intensity and reactor

configuration. J. Haz. Mat., 2007. 146(3): p. 472-478.

141



26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

Referéncias Bibliogradficas

Araujo, F.V.F., Yokoyama, L., Teixeira, L.A.C., Remog¢do de cor em solu¢oes
de corantes reativos por oxida¢do com H;O,/UV, 2006, Quim. Nova, 29, p. 11-
14.

Tiburtius, E.R.L., Zamora, P. P., Leal, E.S., Contamina¢do de aguas por BTXs e
processos utilizados na remediagdo de sitios contaminados, 2004, Quim. Nova,
27. p. 441-446.

Souza, C.R.L., Zamora, P. P.; , Degradac¢do redutiva de azo-corantes utilizando-
se ferro metalico. Eng. Sanit. Ambient, 2005. 11(N.1) p 16-20.

Ghauch, A., Degradation of Benomyl, Picloram, and Dicamba in a Conical
Apparatus by Zero-Valent Iron Powder. Chemosphere, 2001. 43. p 1109-1117.
Nam, S., Tratnyek; P.G., Reduction of azo dyes with zero-valent iron. Wat. Res.,
2000. 34(N.6). p 1837-1845.

Liu, C.C., Tseng, D.H.; Wang, C.Y., Effects of ferrous ions on the reductive
dechlorination of trichloroethylene by zero-valent iron. J. Haz. Mat., 2006.
136(N.3).p. 706-713.

Pereira, W.S., Freire, R.S., Ferro zero: uma nova abordagem para o tratamento
de aguas contaminadas com compostos orgdanicos poluentes. Quim. Nova, 2005.
28: p. 130-136.

Lee, J.D., Quimica inorgdnica ndo tdo concisa. Edgard Bliicher, Sao Paulo,
1999. 5 ed.: p. 554 p.

Matheson, L.J., Tratnyek., P. G., Dehalogenation of Chlorinated Methanes by
Iron Metal. Environ. Sci. Technol., 1994. 28. p 2045-2053.

Hung, H.M., Hoffman, M.R., Kinetics and Mechanism of the Enhanced
Sonochemical Degradation of CCly in the Presence of Elemental Iron. Environ.
Sci. Technol. , 1998. 32. p. 3011-3016.

Hung, HM., Ling, F.H., Hoffmann, M.R., Kinetics and Mechanism of the
Enhanced Reductive Degradation of Nitrobenzene by Elemental Iron in the
Presence of Ultrasound. Environ. Sci. Technol. , 2000. 34. p.1758-1763.

Joo, S.H., Feitz, A.J.; Waite, T.D., Oxidative degradation of the carbothioate
herbicide, molinate, using nanoscale zero-valent iron. Environ. Sci. Technol.,
2004. 38.p 2242-2247.

Bergendahl, J.A., Thies, T.P., Fenton's oxidation of MTBE with zero-valent iron.
Water Res., 2004. 38(2): p. 327-334.

142



39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

Referéncias Bibliogradficas

Souza, C.R.L., Zamora, P.P., Degradagdo de corantes reativos pelo sistema
ferro metalico/peroxido de hidrogénio. Quim. Nova, 2005. 28: p. 226-228.
Malpass, G., et al., Decolourisation of real textile waste using electrochemical
techniques: Effect of electrode composition. J. Hazar. Mater., 2008. 156(1-3): p.
170-177.

Paschoal, F.M.M., Anderson M. A., Zanoni M.V.B., Photoeletrocatalytic
oxidation of anionic surfactant used in leather industry on nanoporous Ti/TiO,
eletrodes. J. Braz. Chem. Soc., 2008. 19(4): p. 803-810.

Paschoal, F., et al., Photoelectrocatalytic Removal of Bromate Using Ti/TiO,
Coated as a Photocathode. Environ. Sci. Techonol., 2009. 43(19): p. 7496-7502.
Brugnera, M.F., et al., Bisphenol A removal from wastewater using self-
organized TiO, nanotubular array electrodes. Chemosphere, 2010. 78: p. 569-
575.

Brunelli, T.F.T., et al., Photoeletrochemical degradation of dispersive dyes in
the textile effluent on photoanodes of Ti/TiO,. Quim. Nova, 2009. 32(1): p. 67-
71.

Catanho, M., Malpass, G.R.P., Motheo, A.J., Photoelectrochemical treatment of
the dye reactive red 198 using DSA® electrodes. Appl. Catal. B: Environ., 2006.
62(3-4): p. 193-200.

Deborde, M., et al., Aqueous chlorination kinetics of some endocrine disruptors.
Environ. Sci. Techno., 2004. 38(21): p. 5577-5583.

Gomes, L., et al., Pt film electrodes prepared by the Pechini method for
electrochemical decolourisation of Reactive Orange 16. J. Appl. Electrochem.,
2009. 39(1): p. 117-121.

Malpass, G., et al., Oxidation of the pesticide atrazine at DSA ®© electrodes. J.
Hazar. Mater., 2006. 137(1): p. 565-572.

Malpass, G., et al., Photo-assisted electrochemical oxidation of atrazine on a
commercial Ti/Ruy3Tig;0, DSA electrode. Environ. Sci. Techno., 2007. 41(20):
p- 7120-7125.

Malpass, G., et al., Decolourisation of real textile waste using electrochemical
techniques: Effect of the chloride concentration. Wat. Res., 2007. 41(13): p.
2969-2977.

143



51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

Referéncias Bibliogradficas

Paschoal, F.M.M, Anderson M.A., Zanoni M.V.B., Simultaneous removal of
chromium and leather dye from simulated tannery effluent by
photoelectrochemistry. J. Hazar. Mater., 2009. 166(1): p. 531-537.

Fraga, L., et al., Evaluation of the photoelectrocatalytic method for oxidizing
chloride and simultaneous removal of microcystin toxins in surface waters.
Electrochim. Acta, 2009. 54(7): p. 2069-2076.

Roloff, G.A., Degradag¢do do hormonio estradiol por eletrdlise, fotdlise e
fotoeletrocatdlise. Tese de doutorado,Sao Carlos: Instituto de Quimica de Sao
Carlos, Universidade de Sao Paulo, 2007: 84 p.

Frost, T., Russell, M. A, et al, UV Spectroscopy: Techniques, Instrumentation,
Data Handling. 1993.

Lobinski, R., Marczenko, Z., Recent Advances in Ultraviolet-Visible
Spectrophotometry, 1992, Taylor & Francis. p. 55 - 111.

Perkampus, H.H., UV-VIS Spectroscopy and Its Applications. Springer-Verlag
Berlin Heidelberg, Springer Laboratory, 1992: p. 3-24.

Skoog, D.A. et al., Principios de andlise instrumental. . Ignez Caracelli et al. 5
ed.Bookman, 2002: 836p.

Pavanelli, S.P., Estudo da degradacdo de corantes da industria alimenticia
através de processos oxidativos e redutivos: monitoramento por espectrometria
de massas com fonte de ionizagdo electrospray (ESI-MS). Dissertagdo de
mestrado, Belo Horizonte: Universidade Federal de Minas Gerais, Brasil, 2010:
120 p.

Ciola, R. et al., Fundamentos da cromatografia a gas. Sao Paulo: E. Blucher:
Instrumentos Cientificos C. G., 1985: 266 p.

Snyder, L.R., Kirkland, J.J., Glajch, J.L., Practical HPLC Method Development.
2nd ed, 1997, New York, NY: Jhon Wiley & Sons, Inc.

Vogel, A.lL., Anadlise Quimica Quantitativa. LTC, Brasil, 2002: 462 p.

Visco, G., Campanella, L., Nobili, V., Organic carbons and TOC in waters: an
overview of the international norm for its measurements. Microchemical
Journal, 2005. 79(1-2): p. 185-191.

Bisutti, 1., Hilke, 1., Raessler, M., Determination of total organic carbon - an
overview of current methods. TrAC Trends in Analytical Chemistry, 2004.
23(10-11): p. 716-726.

144



64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

Referéncias Bibliogradficas

Crotti, A.E.M., et al., Electrospray ionization mass spectrometry: Chemical
processes involved in the ion formation from low molecular weight organic
compounds. Quim. Nova, 2006. 29(2): p. 287-292.

Moraes, M.C.B., do Lago, C.L., Electrospray ionization mass spectrometry
applied to study inorganic and organo-metallic species. Quim. Nova, 2003.
26(4): p. 556-563.

Westerhoff, P., et al., Fate of Endocrine-Disruptor, Pharmaceutical, and
Personal Care Product Chemicals during Simulated Drinking Water Treatment
Processes, 2005. p. 6649-6663.

Lancas, F.M., 4 cromatografia liquida moderna e a espectrometria de massas:
finalmente compativeis? Scientia Chromatographica, 2009. 1(n° 2).

De Souza, P.P., et al., Electrospray lonization Mass Spectrometry
Fingerprinting of Brazilian Artisan Cachaca Aged in Different Wood Casks,
2007. p. 2094-2102.

De Souza, P.P., et al., Differentiation of rum and Brazilian artisan cachaga via
electrospray ionization mass spectrometry fingerprinting, 2007. p. 1294-1299.
Paim, L.A., et al., Electrospray ionization and tandem mass spectrometry
characterization of novel heterotrimetallic  Ru([eta]5-CsHs)(dppf)SnX;
complexes and their heterobimetallic Ru([eta]5-CsHs)(dppf)X precursors.
Polyhedron, 2005. 24(10): p. 1153-1159.

Budavari, S., The merck index : an encyclopedia of chemicals drugs, and
biologicals. 11.en. New Jersey: Rahway., 1989: 1606 p.

Petrovic, M., Petrovic, M., Barcelo, D., LC-MS for identifying photodegradation
products of pharmaceuticals in the environment. TrAC Trends in Analytical
Chemistry, 2007. 26(6): p. 486-493.

Molinari, R., et al., Heterogeneous photocatalytic degradation of
pharmaceuticals in water by using polycrystalline TiO; and a nanofiltration
membrane reactor. Catal. Today, 2006. 118(1-2): p. 205-213.

Andreozzi, R., et al., Carbamazepine in water: persistence in the environment,
ozonation treatment and preliminary assessment on algal toxicity. Water
Research, 2002. 36(11): p. 2869-2877.

Zhang, Y .J., Geissen, S.U., Gal, C., Carbamazepine and diclofenac: Removal in
wastewater treatment plants and occurrence in water bodies. Chemosphere,

2008. 73(8): p. 1151-1161.
145



76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

Referéncias Bibliogradficas

Vora, A., et al., Thermal stability of folic acid. Thermochim. Acta, 2002. 392: p.
209-220.

Radjenovic, J., et al, Solar photocatalytic degradation of persistent
pharmaceuticals at pilot-scale: Kinetics and characterization of major
intermediate products. Appl. Catal. B: Environ., 2009. 89(1-2): p. 255-264.
Radjenovic, J., et al., Identification and structural characterization of
biodegradation products of atenolol and glibenclamide by liquid
chromatography coupled to hybrid quadrupole time-of-flight and quadrupole
ion trap mass spectrometry. J. Chromatogr. A, 2008. 1210(2): p. 142-153.
Moura, F.C.C., Preparagdo e caracterizagdo de catalisadores baseados em
compositos ferro metalico-oxidos para aplicagoes ambientais e tecnologicas.
Tese de doutorado, Belo Horizonte: Universidade Federal de Minas Gerais,
2006.

Rosmaninho, M.G., Sistemas Redox Reversiveis Fe/Oxido de Ferro para a
Produg¢do de Hidrogénio. Tese de doutorado, Belo Horizonte: Universidade
Federal de Minas Gerais, Brasil, 2010.

Urzedo, A.P.F.M., Degradadagdo de substincias de relevancia ambiental por
processos oxidativos e redutivos com monitoramento por espectrometria de
massas com fonte de ioniza¢do electrospray. Tese de doutorado, Belo
Horizonte: Universidade Federal de Minas Gerais, Brasil, 2007: p. 179 p.
Kuster, M., et al., Analysis of phytoestrogens, progestogens and estrogens in
environmental waters from Rio de Janeiro (Brazil). Environ. Int., 2009. 35(7): p.
997-1003.

Kuster, M., et al., Analysis and occurrence of pharmaceuticals, estrogens,
progestogens and polar pesticides in sewage treatment plant effluents, river
water and drinking water in the Llobregat river basin (Barcelona, Spain). J.
Hydrol., 2008. 358(1-2): p. 112-123.

Rosenfeldt, E.J., et al., Destruction of estrogenic activity in water using UV
advanced oxidation. Sci. Total Environ., 2007. 377(1): p. 105-113.

Yurdakal, S., et al., Photodegradation of pharmaceutical drugs in aqueous TiO,
suspensions: Mechanism and kinetics. Catal. Today, 2007. 129(1-2): p. 9-15.
Liu, C.C., Tseng, D.H., Wang, C.Y., Effects of ferrous ions on the reductive
dechlorination of trichloroethylene by zero-valent iron. J. Haz. Mat., 2006.
136(3): p. 706-713.

146



87.

88.

89.

90.

91.

92.

Referéncias Bibliogradficas

Huber, M.M., Ternes, T.A., Von Gunten, U., Removal of estrogenic activity and
formation of oxidation products during ozonation of 17 alpha-ethinylestradiol.
Environ. Sci. Technol., 2004. 38(19): p. 5177-5186.

McDowell, D.C., et al., Ozonation of carbamazepine in drinking water:
Identification and kinetic study of major oxidation products. Environ. Sci.
Technol., 2005. 39(20): p. 8014-8022.

Catanho, M., Malpass, G.R.P., Motheo, A.J., Evaluation of electrochemical and
photoelectrochemical methods for the degradation of three textile dyes. Quim.
Nova, 2006. 29(5): p. 983-989.

Malpass, G.R.P., Motheo, A.J., Screening process for activity determination of
conductive oxide electrodes for organic oxidation. J. Braz. Chem. Soc. , 2008.
19(4): p. 672-678.

Andreozzi, R., et al., Ozonation and H,O,/UV treatment of clofibric acid in
water: a kinetic investigation. J. Haz. Mat., 2003. 103(3): p. 233-246.

Moura, F.C.C., et al., Investigation of reaction mechanisms by electrospray
ionization mass spectrometry: characterization of intermediates in the
degradation of phenol by a novel iron/magnetite/hydrogen peroxide
heterogeneous oxidation system. Rapid Commun. Mass Spectrom., 2006.

20(12): p. 1859-1863.

147



